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OZET Molekiiler Biyoloji

Bu c¢alisma, Cistus creticus L. bitkisi ekstraktinin Drosophila

melanogaster Meigen’de yagsam siiresi ve yumurta verimine etkilerini Aragtirma Makalesi
incelemigtir. Polifenol ve terpenoid agisindan zengin ekstraktin,

maksimum/ortalama o6mir, yumurta verimi, antioksidan enzim Makale Tarihgesi
aktiviteleri siiperoksit dismutaz (SOD) katalaz (CAT), glutatyon Gelig Tarihi  :26.03.2025
(GSH) ve foxo gen ekspresyonu iizerindeki etkileri arastirilmistir. Kabul Tarihi :14.06.2025
Oregon-R susu, kontrolli kosullarda yetistirilmis; standart besine 0,

1, 10, 50, 100 mg/mL oranlarinda C. creticus ekstrakt1 eklenmigtir. Anahtar Kelimeler

Her grupta 50 erkek ve 50 disi sinek kullanilmis; yasam stresi Antioksidan

Kaplan-Meier ve Log-rank testiyle, diger veriler tek yonli ANOVA ile
analiz edilmigtir. Kontrol grubunda ortalama omiir erkeklerde
62,5+3,1, disilerde 58,2+2,9 giin; maksimum 6miur 67 ve 63 giin olarak
olctilmiistiir. 1 mg/mL dozda ortalama émiir erkeklerde %12 (70,0+3,4
giin), disilerde %10 (64,0+3,0 giin) artmis; maksimum émiir 75 ve 69
gune ¢ikmis; yumurta verimi 48,5+3,0’dan 55,8+3,3’e ylukselmis; SOD,
CAT, GSH ve foxo ekspresyonu erkeklerde 1,8+0,2, disilerde 1,6+0,2
kat artmistir (p<0,01). 100 mg/mL dozda ise ortalama &miir
erkeklerde %28 (45,0+2,2 giin), disilerde %33 (39,0+2,0 giin) azalmis;
maksimum Omir 49 ve 43 gune dismls; yumurta verimi %38
gerileyerek 30,0+2,3 olmus; antioksidan aktiviteler ve foxo
ekspresyonu baskilanmistir (p<0,001). Yasam siiresi ve yumurta
verimi arasinda negatif korelasyon (r=-0,58, p<0,05) bulunmus, bu da
tireme-6miir dengesi hipotezini desteklemistir. Diisiik dozlar 6miir ve
uremeyl artirmig, yuksek dozlar ise toksisiteyle her ikisini
baskilamistir. Gelecek c¢alismalarda, C. creticusun yaslanma
stireglerini etkileyen aktif bilegsenlerinin izolasyonu ve foxo sinyal
yolag1  tzerindeki etki mekanizmalarinin aydinlatilmas:
onerilmektedir.
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Yumurta verimi

Enzymatic Regulation in the Balance Between Lifespan and Reproduction: The Case of Cistus criticus

ABSTRACT Molecular Biology

This study examined the effects of Cistus creticus L. plant extract on

lifespan and egg production in Drosophila melanogaster Meigen. The Research Article

effects of the extract, rich in polyphenols and terpenoids, on

maximum/average lifespan, egg yield, antioxidant enzyme activities; Article History

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione (GSH), and Received : 26.03.2025
foxo gene expression were investigated. The Oregon-R strain was Accepted 114.06.2025
raised under controlled conditions; C. creticus extract was added to

the standard diet at concentrations of 0, 1, 10, 50, and 100 mg/mL. Keywords

Each group included 50 male and 50 female flies; lifespan was Antioxidant

analyzed using Kaplan-Meier and Log-rank tests, while other data Lifespan

were evaluated with one-way ANOVA. In the control group, average
lifespan was 62.5+3.1 days (males) and 58.2+2.9 days (females), with
maximum lifespans of 67 and 63 days. At 1 mg/mL, average lifespan
increased by 12% in males (70.0+3.4 days) and 10% in females
(64.0+3.0 days); maximum lifespan reached 75 and 69 days; egg yield
rose from 48.5+3.0 to 55.8+3.3; and SOD, CAT, GSH, and foxo
expression increased by 1.8+0.2-fold (males) and 1.6+0.2-fold (females)
(p<0.01). At 100 mg/mL, average lifespan decreased by 28% in males
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(45.0+2.2 days) and 33% in females (39.0+2.0 days); maximum lifespan
dropped to 49 and 43 days; egg yield fell 38% to 30.0+2.3; and
antioxidant activities and foxo expression were suppressed (p<0.001).
A negative correlation (r=-0.58, p<0.05) between lifespan and egg yield
supports the reproduction-lifespan trade-off hypothesis. Low doses
enhanced lifespan and reproduction, while high doses suppressed both
via toxicity. In future studies, isolation of active compounds of C.
creticus that affect aging processes and elucidation of their
mechanisms of action on the foxo signaling pathway are
recommended.
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GIRIS

Yaglanma, tim canli organizmalarda gozlenen karmagsik bir biyolojik siirectir ve oksidatif stres, DNA hasar,
mitokondriyal disfonksiyon gibi cesitli molekiiler mekanizmalarla iligskilendirilmektedir (Lopez-Otin ve ark.,
2013). Son yillarda, dogal bilesiklerin yaslanmay geciktirme ve yasam kalitesini artirma potansiyelleri, yaglanma
karsit1 arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Bu baglamda, zengin fitokimyasal icerikleriyle bilinen tibbi
bitkiler, yaslanmayla miicadelede umut verici kaynaklar olarak degerlendirilmektedir (Barardo ve ark., 2017).
Bitki ekstraktlarinin ve 6zellikle terpenlerin nérodejeneratif hastaliklar ve yaslanma karsit1 potansiyelleri giderek
daha fazla dikkat cekmektedir (Weston-Green ve ark., 2021). Cistus creticus (pembe laden), Akdeniz havzasinda
dogal olarak yetisen ve Cistaceae familyasina ait ¢ok yillik bir c¢ali bitkisidir. Geleneksel Akdeniz tibbinda
yuzyillardir antimikrobiyal, antienflamatuar ve antioksidan ozellikleri i¢in kullanilan bu bitki, polifenoller
(6zellikle punicalagin, quercetin, rutin, gallik asit), flavonoidler ve terpenoidler (a-kadinen, manoyl oksit,
labdanum) acisindan zengin bir fitokimyasal profile sahiptir (Maggi ve ark., 2009). Cistus tiirlerinin biyolojik
aktiviteleri ve kimyasal 6zellikleri tizerine yapilan ¢alismalar, bu bitkilerin zengin fitokimyasal igerige sahip
oldugunu géstermektedir (Loizzo ve ark., 2013; Stefi ve ark., 2022). C. creticusun biyolojik aktiviteleri farkl
calismalarda gosterilmistir. Ucucu yaglari giiclii antimikrobiyal etkiler gosterirken (6zellikle Staphylococcus
aureus, Escherichia coli ve Candida albicans'e kars1), hidroalkolik ekstraktlar: insan kanser hiicre hatlarinda
(MCF-7, HepG2, A549) secici sitotoksik aktivite sergilemistir (Skorié¢ ve ark., 2022). Ayrica, bitkinin antioksidan
kapasitesi, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)) ve FRAP
(ferrik indirgeyici antioksidan giic) testleri gibi gesitli in vitro yontemlerle dogrulanmis ve total fenolik icerigiyle
pozitif korelasyon goéstermistir (Attaguile ve ark., 2000). Kilic ve ark. (2019) tarafindan yapilan analizlerde,
Amasya bélgesinden toplanan Cistus creticus L. yapraklarinin etanol ekstraktinda yiiksek fenolik (130.32 mg
GAE/g) ve flavonoid (83.94 mg QTE/g) icerigi tespit edilmis, diklorometan ekstraktinda orta diizeyde fenolik
(112.15 mg GAE/g) ve flavonoid (63.98 mg QTE/g) icerigi, n-hekzan ekstraktinda ise daha diisiik fenolik (68.32 mg
GAE/g) ve flavonoid (60.71 mg QTE/g) icerigi belirlenmis, bu bilesiklerin giiclii antioksidan (DPPH IC50: 165.10
pg/mL) ve antibakteriyel ozelliklere katkl sagladig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, C. creticusun yaglanma
stiregleri ve tireme fizyolojisi tizerindeki etkileri, 6zellikle Drosophila melanogaster gibi iyi karakterize edilmis
model organizmalarda, sistematik olarak arastirilmamgtir. C. creticus'un FOXO yolaklar: tizerindeki etkisi ilk
kez bu ¢alismada incelenmigtir.

D. melanogaster yaslanma biyolojisi arastirmalarinda tercih edilen bir model organizmadir. Bu tercih, kisa yasam
dongiisii (25°C'de yaklagik 10-14 giinliik gelisim siiresi ve 60-80 giinliik ortalama yasam siiresi), uygun maliyetli
yetistirme, genetik manipiilasyon kolayligi ve insanlarla paylasilan temel Dbiyolojik yolaklarin varligina
dayanmaktadir (Flatt, 2011; He & Jasper, 2014). Ozellikle yaglanma siireclerini diizenleyen insiilin/IGF-1 sinyal
yolu (IIS), TOR (Target of Rapamycin) yolu ve FOXO transkripsiyon faktérleri gibi bircok molekiiler mekanizma,
sineklerden memelilere kadar evrimsel olarak korunmustur (Partridge ve ark., 2011). Bu evrimsel korunmus
mekanizmalar, Drosophila'da elde edilen bulgularin insan yaglanmasi1 ve yagla iligkili hastaliklar igin
translasyonel potansiyelini artirmaktadir. Yagsam siiresi, organizmalarin oksidatif stresle basa ¢kma
kapasitelerine bagli olarak belirlenen karmasik bir 6zelliktir. Oksidatif stres teorisine gore, yaslanma strecinde
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki denge bozulur ve birikim
gosteren oksidasyon iiriinleri hiicresel hasara yol acar (Harman, 1976; Sies ve ark., 2017). Drosophila'da,
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon (GSH) gibi antioksidan enzimler, ROS'ar1 etkisizlestirerek
hiicresel hasar1 siirlar ve émrii uzatir (Orr & Sohal, 1994). SOD, siiperoksit radikalini hidrojen perokside
dontstirurken, CAT bu hidrojen peroksidi su ve oksijene ayristirir; GSH ise bircok oksidatif stres tepkisinde

1215



KSU Tarim ve Doga Derg 28 (5), 1214-1228, 2025 Arastirma Makalesi
KSU J. Agric Nat_28 (5), 1214-1228, 2025 Research Article

substrat olarak gérev yapar ve redoks dengesinin siirdiurilmesinde kritik rol oynar. Yasam siuresinin genetik
diizenlenmesinde, 6zellikle foxo geni 6nemli bir rol oynamaktadir. Foxo, insiilin/IGF-1 sinyal yolunun asag: akis
hedefi olan bir transkripsiyon faktériudiur ve SOD, CAT gibi bir¢ok antioksidan genin ekspresyonunu dizenler
(Hwangbo ve ark., 2004; Martins ve ark., 2016). Drosophila'da foxo'nun asir1 ekspresyonu, oksidatif strese direnci
artirarak 6mrii uzatabilirken, foxo mutasyonlar stres direncini azaltir ve 6mrii kisaltir (Giannakou ve ark., 2004;
Giannakou & Partridge, 2007). Ayrica, foxo geninin {ireme ve yaslanma arasindaki dengeyi de diizenledigi
bilinmektedir; 6rnegin, iireme dokularindaki foxo aktivitesi, tireme ylikiinli azaltarak organizmanin genel yasam
siiresini uzatabilir (Tatar ve ark., 2001; Tatar ve ark., 2003).

Bitki ekstraktlarinin Drosophila'da yasam siiresi ve ureme performansimi etkiledigi cesitli c¢aligmalarda
gosterilmistir. (Uysal ve ark., 2012; Fidan ve Ayar, 2021; Lokumcu ve Uysal, 2021; Uysal ve Celik, 2023). Ozellikle,
polifenol ve flavonoid acisindan zengin bitkisel bilesikler (6rnegin, yesil cay ekstraktlari, {iziim cekirdegi
ekstraktlari, resveratrol), diisiik veya orta dozlarda antioksidan kapasiteyi artirarak émrii uzatabilirken, yiiksek
dozlarda pro-oksidan etkileri nedeniyle toksisiteye ve émiir kisalmasina yol acabilmektedir (Peng ve ark., 2009;
Wagner ve ark., 2015; Peng ve ark., 2022). Ayrica, bu tip fitokimyasallarin hormetik etkiler gosterebildigi, yani
diisiik dozlarda stres direncini ve yagsam siiresini artirirken yliksek dozlarda zararl olabilecegi 6ne stirilmiistiir
(Son ve ark., 2008; Calabrese et al., 2010;). Yasam siiresi ve iireme kapasitesi arasindaki iliski, evrimsel yasam
Oykiisi teorisinin temel taslarindan biridir. Bu teoriye goére, organizmalar sinirli kaynaklarini somatik bakim
(dolayisiyla yasam siiresi) ile iireme arasinda dagitmak zorundadir ve bu dagilim, iireme-6miir dengesi (trade-off)
olarak adlandirilir (Williams, 1971; Flatt, 2011). Drosophila'da, yumurta {iretiminin artmasi genellikle 6mriin
kisalmasiyla iliskilendirilirken, kisirlastirilmis sineklerin daha uzun yasadig1 gosterilmistir (Partridge ve ark.,
1987; Flatt, 2011). Ancak, iireme ve 6miir arasindaki bu ters iligki, antioksidan savunma sistemlerinin etkinligini
artiran miidahalelerle (6rnegin, belirli genetik manipiilasyonlar veya diyet bilesenleri) hafifletilebilir (Libert ve
ark., 2007; Peng ve ark., 2014).

Bu calisma, C. creticus sulu ekstraktinin 0. melanogasterda yasam siiresi ve yumurta verimine etkilerini, beg
farkl doz (0, 1, 10, 50, 100 mg/mL) kullanarak kapsamli bir sekilde arastirmay1 amaclamaktadir. Spesifik olarak,
ekstraktin ortalama ve maksimum yasam siiresine, ginliilk yumurta verimine, antioksidan enzim aktivitelerine
(SOD, CAT, GSH) ve foxo gen ekspresyonuna etkilerini incelemeyi hedeflemekteyiz. Ayrica, bu etkilerin doz
bagimli ve cinsiyete 6zgi dogasimi molekiler diizeyde degerlendirerek, ekstraktin yaslanma ve tlreme
fizyolojisindeki olas1 etki mekanizmalarini aydinlatmayr amachyoruz. Bu arastirmada, C. creticus ekstraktinin
diisiik dozlarda hormetik etki gosterecegi hipotezini test ederek, bitkinin potansiyel gerontolojik uygulamalarina
151k tutmay1 amacgladik.

MATERYAL ve METOD
Materyal
Bitki Materyali ve Ekstrakt Hazirlign

Cistus creticus bitkisi, Tiirkiye'nin Ege Bolgesi'nde, 6zellikle Izmir ve Aydin illerinin dogal florasina sahip kirsal
alanlarindan Mayis 2024'te toplanmistir. Bitkinin tir teshisi Dr. Hatice Ustiiner tarafindan yapilmigtir
[Herbaryum No: 8955]. Bitkinin taze yaprak ve dallar: ciceklenme déneminde hasat edilerek elde edilmistir. C.
creticus bitkisi, Lamiaceae familyasina ait diger tibbi bitkiler i¢in optimum ekstraksiyon kogullari temel alinarak
hazirlanmistir (Arsenijevié ve ark., 2024). Toplanan materyal, gélgede, iyi havalandirilan bir ortamda 25+2°C'de
7-10 giin boyuncu bekletilerek kurutulmustur ve nem orani %10'un altina diisene kadar bekletilmistir (Pepper,
2023). Kurutulmus yapraklar laboratuvar tipi égiitiicii (Retsch SM100, Almanya) kullanilarak 0.5 mm partikiil
boyutunda ince toz haline getirilmis ve ekstraksiyon i¢cin amber renkli siselerde oda sicakliginda saklanmagstir.
Ekstrakt, modifiye edilmis sicak su infiizyon yéntemi kullanilarak elde edilmistir (Skorié¢ ve ark., 2022). Buna
gore, 10 g kuru yaprak tozu 1 L ultra saf su icerisinde (1% w/v) 80+2°C'de 15 dakika manyetik karistiricida (300
rpm) bekletilmistir. Karisim, Whatman No. 1 filtre kagidi ile ilk filtrasyon islemine tabi tutulmus, ardindan 0,45
pm membran filtreden (Millipore, ABD) gecirilerek sterilize edilmistir. Elde edilen filtrat, -80°C'de 6n-dondurma
islemine tabi tutulduktan sonra liyofilize edilmis (Christ Alpha 1-4 LSC, Almanya) ve toz haline getirilmistir.
Liyofilize ekstrakt, 0 mg/mL (kontrol), 1 mg/mL, 10 mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL konsantrasyonlarinda
standart besin ortamina eklenmek tlizere steril distile suda ¢oziilerek taze olarak hazirlanmistir. Hazirlanan
¢ozeltilerin pH degerleri 6,8+0,2 olarak 6l¢iilmiis ve kullanilmadan 6nce 0,22 pm filtreden gecirilmigtir.

Drosophila melanogaster Susu ve Yetistirme Kosullar

Deneylerde yabanil tip D. melanogaster kullanilmigtir. Bu sus, genetik homojenligi ve yaglanma ¢aligsmalarindaki
yaygin kullanimi nedeniyle secilmistir (Flatt, 2011). Sinekler, FIDANS FLY LAB laboratuvarindan temin edilmis
ve deneyler 6ncesinde ii¢ nesil boyunca standart kosullarda yetistirilerek laboratuvar ortamina adaptasyonlar:
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saglanmistir. Yetistirme, hassas sicaklik ve nem kontrolii saglayan inkiibatérde (Panasonic MLR-352H-PE,
Japonya) 25+0,5°C sicaklik, %60-70 bagil nem ve 12:12 saat 1sik/karanlik déngiisii gibi standart kogullarda
gerceklestirilmistir (Piper & Partridge, 2018).

Deney siiresince, ¢evresel faktorlerin sonuglar tzerindeki potansiyel etkilerini minimize etmek igin ek 6nlemler
alinmigtir. Sicaklik ve nem degerleri giinlik olarak kontrol edilmis, maksimum sapma sicaklik i¢in +0.2°C, nem
icin +3% olarak simirlandirilmistir. Inkiibatér icindeki pozisyon etkisini ortadan kaldirmak icin siselerin konumu
her giin degistirilmis ve farkli doz gruplarina ait siseler rastgele yerlestirilmigtir. Standart besin ortaminin
homojenitesini saglamak amaciyla, tiim bilesenler tek seferde hazirlanmis ve esit miktarlarda (5 mL/sise)
dagitilmigtir. Popiilasyon yogunlugunun yasam slresi ve stres yamtlarini etkileyebilecegi g6z Oniinde
bulundurularak (Leech ve ark., 2017), tiim siselere esit sayida (10) sinek yerlestirilmistir. Deneyin giivenilirligini
artirmak i¢in, tim oOlgimler t1¢ bagimsiz tekrar olarak gerceklestirilmis ve sonuglarin tutarlilig:
degerlendirilmistir. Standart besin ortami, 10 g seker (sukroz), 10 g inaktive maya ekstrakti, 5 g agar, 0,3 g metil
paraben (mikrobiyal biiyiimeyi engellemek icin) ve 100 mL distile su karistmindan hazirlanmistir. Bu bilesim
oranlar1 Piper (2017) tarafindan énerilen standart protokolle tutarlidir. Tiim bilesenler, 15 dakika 100°C'de
karigtirilarak homojen bir karisim elde edilmis ve 60°C'ye sogutulduktan sonra sigelere dagitilmigtir.

Metod
Deney Tasarimi

Bu ¢alismada kullanilacak olan C. creticus ekstrakt1 daha énce D. melanogaster modellerinde bitki ekstraktlar:
ile yapilan benzer calismalarda kullanilan konsantrasyonlar dikkate alinarak (0, 1, 10, 50, 100 mg/mL) belirlenmis
ve standart besin ortamina eklenmistir (Valéria Soares de Aradjo Pinho ve ark., 2014; Junior ve ark., 2016;
Wongchum ve ark., 2022). Calisma rastgele blok tasarimina gére planlanmis ve bes grup halinde diizenlenmistir:
kontrol (0 mg/mL) ve dért deney grubu (1, 10, 50, 100 mg/mL). Her grup, 50 erkek ve 50 disi sinekten olusan 100
birey icermektedir. Deneysel gruplar i¢in gii¢ analizi G-Power 3.1 yazilimi kullanilarak yapilmig, %95 giiven
araligi ve 0,90 gilc¢ i¢in her gruptaki minimum denek sayisi belirlenmistir. Ayn1 giin igerisinde pupal evreyi
tamamlayip ergin hale gelen yeni sinekler ciftlesmeye engel olmak i¢in 8+1 saat araliklarda toplanmis, CO,
anestezisi altinda cinsiyetlerine gore ayrilmig ve deneysel gruplara rastgele bir sekilde dagitilmistir. Her sisede
10 sinek (sadece erkek veya sadece disi) yerlestirilmis, toplamda her grup icin 5 sise erkek, 5 sise disi sinek icerecek
sekilde 10 sigse kullanilmigtir. Her sise 5 mL besin ortami icermekte olup, sinekler besin ortaminin 6zelliklerinin
korunmasi ve ¢apraz kontaminasyonun énlenmesi icin her 3-4 giinde bir (haftada iki kez) taze besinli siselere
aktarilmistir (Peng ve ark., 2009).

Yagam Siiresi Analizi

Drosophila yasam siiresi analizi icin standart protokoller uygulanmistir (Magwere ve ark., 2006; Le Bourg, 2001).
Yasam stresi, erkek ve disi sinekler i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmigtir. Sinekler, deney baslangicindan itibaren
giinliikk olarak aymi saatte (sabah 10:00) gozlemlenmis, dlen sinekler sayilmis ve siselerden cikarilmistir.
Hareketsiz sinekler, hafifge siseye vurularak uyarilmis ve tepki vermiyorlarsa 6li olarak kaydedilmigtir. Deney,
her grupta son sinek é&liinceye kadar (yaklagik 80 giin) siirmiistiir. Ortalama yasam siiresi (grup ortalamasi),
maksimum yasam siiresi (en uzun yasayan %10 bireyin ortalamasi), medyan yasam siiresi (hayatta kalma
egrisinin %50 noktas1) ve hayatta kalma egrisi Kaplan-Meier yontemiyle analiz edilmistir. Gruplar arasi
karsilastirmalar Log-rank (Mantel-Cox) testi ile yapilmis, coklu karsilastirmalarda Bonferroni diizeltmesi
uygulanmistir (Partridge ve ark., 1987; Linford ve ark., 2013). Yasam siiresi él¢iimleri sirasinda, dogal yaslanma
slirecinin yani sira potansiyel 6lim sebeplerini degerlendirmek icin giinliikk gozlemler yapilmigtir. Siselere
yapisarak veya besine gomiilerek dlen bireyler analizden cikarilmistir. Yiiksek dozlarda (50 ve 100 mg/mL) 6len
sineklerde abdomende kahverengilesme ve bliziisme gézlenmis, bu da artan oksidatif stres ve hiicresel hasarin
gostergesi olarak degerlendirilmistir. Cevresel faktorlerin etkilerini minimize etmek i¢in, tim doz gruplari
eszamanh olarak ayni inkiibatorde yetistirilmis ve giselerin pozisyonlar: giinliik olarak degistirilmistir.

Yumurta Verimi Analizi

Yumurta verimi, sadece digi sineklerde ol¢iilmustiir. Deneyin baginda, her gruptaki disiler ciftlesme igin
yasamlarinin ilk 48 saati boyunca, ayn1 giin igerisinde pupal evreyi tamamlayip ergin hale gelen ayni yastaki
erkeklerle (1:1 oraninda) bir arada tutulmus, ardindan ayrilarak sadece disilerden olusan gruplara transfer
edilmistir. Bu sayede tiim disilerin ciftlesmis olmas1 ve yumurta iiretmeleri saglanmigtir (Flatt, 2011). Deneyin
ilk 10 giinii boyunca (sineklerin 3-13 giinliik oldugu dénem, {ireme kapasitesinin en yiiksek oldugu dénem), her
gruptaki disiler 24 saatlik araliklarla yeni siselere aktarilmis ve oénceki sigselerdeki yumurtalar stereomikroskop
(Olympus SZX16, Japonya) altinda 20X biiyiitmede sayilmistir. Giinliik disi basina ortalama yumurta sayisi,
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toplam yumurta sayisinin yasayan disi sayisina bélinmesiyle hesaplanmistir. Her grup i¢in, 10 giinlik periyotta
disi basina giunlik ortalama yumurta sayisi, kimiulatif yumurta sayis1 ve maksimum gunlik yumurta verimi
belirlenmisgtir.

Antioksidan Enzim Aktivitesi Ol¢iimleri

Antioksidan enzim aktiviteleri deneyin 15. giinlinde, erkek ve disi sinekler i¢in ayri ayr1 analiz edilmigtir. Her
gruptan rastgele secilen 20 erkek ve 20 disi sinek (sise basina 4 sinek) kullanilmistir. Sinekler, CO, anestezisi
altinda toplanmis, soguk fosfat tamponlu salin (PBS, pH 7,4) ile yikanmis ve hizla siv1 azot icinde dondurulmustur.
Sineklerin govde dokulari, buzda sogutulmus homojenizasyon tamponu (50 mM potasyum fosfat tamponu, pH 7,4,
0,1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF) icinde cam homojenizatér yardimiyla homojenize edilmistir.
Homojenat, 10,000xg'de 15 dakika +4°C'de santrifiij edilerek siipernatant ayrilmis ve biyokimyasal analizler i¢in
kullanmilmistir. Protein konsantrasyonu, sigir serum albumini (BSA) standart egrisi kullamilarak Bradford
yontemiyle belirlenmistir (Bradford, 1976). SOD aktivitesi, ksantin-ksantin oksidaz sistemi kullanilarak
siiperoksit radikallerinin inhibisyon hizina dayali spektrofotometrik bir kit (Cayman Chemical, ABD) ile
Olculmiustiur. CAT aktivitesi, H,O, ayrisma hizinin 240 nm'de spektrofotometrik olarak izlenmesiyle belirlenmigtir
(Aebi, 1984). GSH seviyeleri, DTNB (5,5'-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)) yontemiyle floresan tabanli bir kit
(Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak élciilmiistiir. Tiim spektrofotometrik él¢iimler, mikroplaka okuyucu (BioTek
Synergy H1, ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir.

RNA Ekstraksiyonu ve Gergek Zamanli PCR (RT-qPCR) Analizi

Foxo gen ekspresyonu, deneyin 15. giiniinde, erkek ve disi sinekler i¢in ayri1 ayri analiz edilmistir. Gen
expresyonun 2 haftalik sineklerde yapilmasinin nedeni Foxo'ya bagl gen sayisinin yagla birlikte azalmasindan
dolayidir. Yani 15 giinlik zaman noktasi, yasa bagl degisikliklerin heniiz bagladigi ama gen¢ ekspresyon
kaliplarindan maksimum diizeyde sapmadig1 bir esik noktasidir (Birnbaum ve ark., 2019). Her gruptan 30 erkek
ve 30 disi sinek (sise basina 6 sinek) kullanilmistir. Toplam RNA ekstraksiyonu, TRIzol reaktifi (Invitrogen, ABD)
kullanilarak tretici firmanin protokoliine gore gerceklestirilmigtir. RNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve safligi,
NanoDrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile 260/280 nm ve 260/230 nm oranlar1 olciilerek
degerlendirilmistir. RNA butiinliga, %1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. cDNA sentezi, 1 pg toplam
RNA kullanilarak SuperScript III First-Strand Synthesis System (Invitrogen, ABD) ile gerceklestirilmistir. RT-
gqPCR analizi, SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, ABD) kullanmilarak StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, ABD) cihazinda yapilmistir. Foxo geni icin primer ciftii Forward 5'-
AACAACAGCAGCATCAGCAA-3', Reverse 5-TGCTGTTGATCTGGTTCTTGG-3' kullanilmigtir. Referans gen
olarak, actin (Forward 5'-GCGTCGGTCAATTCAATCTT-3', Reverse 5'-AAGCTGCAACCTCTTCGTCA-3") ve rp49
(Forward 5-CGGATCGATATGCTAAGCTGT-3', Reverse 5'-GCGCTTGTTCGATCCGTA-3") genleri kullamlmistir
(Hwangbo et al., 2004). PCR kosullar1 su sekilde programlanmistir: 95°C'de 10 dakika baslangic denatiirasyonu,
ardindan 95°C'de 15 saniye ve 60°C'de 1 dakika olmak tizere 40 dongl. Her 6rnek i¢in ii¢ tekrarh 6l¢im yapilmig
ve erime egrisi analizi ile trin 6zgilligi dogrulanmistir. Gen ekspresyonu analizinde, 2*(-AACt) metodu
kullanilmistir (Livak & Schmittgen, 2001). Oncelikle, hedef gen (foxo) Ct degerlerinden referans genlerin (actin ve
rp49) geometrik ortalamasi gikarilarak ACt degerleri elde edilmistir. Ardindan, her grubun ACt degerinden kontrol
grubunun ACt degeri ¢ikarilarak AACt degerleri hesaplanmistir. Son olarak, ekspresyon katsayisi 2(-AACt)
formuli ile belirlenmigtir. Sonuclar, kontrol grubuna gore kat degisimi olarak ifade edilmistir.

Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler, SPSS 25.0 IBM, ABD) yazilimin kullanilarak gerceklestirilmistir. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile, varyanslarin homojenligi ise Levene testi ile degerlendirilmistir.
ANOVA uygulanmadan o6nce yapilan Levene testi sonuglari, tim parametreler i¢in varyans homojenligini
dogrulamistir (yagam siiresi: F=1,42, p=0,228; yumurta verimi: F=1,63, p=0,172; SOD aktivitesi: F=1,38, p=0,243;
CAT aktivitesi: F=1,55, p=0,188; GSH seviyesi: F=1,49, p=0,205; foxo ekspresyonu: F=1,71, p=0,152). Yasam siiresi
verileri, Kaplan-Meier hayatta kalma analizi ile degerlendirilmis ve gruplar aras: farklar Log-rank (Mantel-Cox)
testi ile analiz edilmistir. Coklu kargilagtirmalarda Bonferroni dizeltmesi uygulanmig ve dizeltilmis p<0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Yumurta verimi, antioksidan enzim aktiviteleri ve gen
ekspresyonu verileri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis, grup ortalamalari arasindaki farklar
Tukey HSD post-hoc testi ile analiz edilmistir. Cinsiyet farkhiliklari, iki yonla ANOVA kullanilarak
degerlendirilmistir. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Yasam sliresi ve yumurta verimi
arasindaki iligki, Pearson korelasyon analizi ile degerlendirilmistir. Dozlar ve incelenen parametreler arasindaki
iliski, basit dogrusal regresyon analizi ile incelenmistir. T{iim sonuclar, ortalama + standart hata (SH) olarak ifade
edilmigtir.
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BULGULAR

Bu calismada C. creticus ekstraktinin D. melanogaster'de yasam siiresi ve yumurta verimine etkileri incelenmistir.
Bes farkli doz (0, 1, 10, 50, 100 mg/mL) uygulanmis ve sonuclar kapsamli olarak analiz edilmistir.

Verilerin Normal Dagilim ve Varyans Homojenligi

Shapiro-Wilk testi sonuclarina gore tiim gruplarda veriler normal dagilim géstermistir (>0,05). Levene testi
sonuclar1 da tiim parametreler icin varyans homojenligini dogrulamistir (yasam siiresi: F=1,42, p=0,228; yumurta
verimi: F=1,63, p=0,172; SOD aktivitesi: F=1,38, p=0,243; CAT aktivitesi: F=1,55, p=0,188; GSH seviyesi: F=1,49,
p=0,205; foxo ekspresyonu: F=1,71, p=0,152).

Yagam Siiresi Analizi

Yasa bagli degisimleri degerlendirmek amaciyla, farkh yas gruplarindaki (1-20, 21-40, 41+ giin) sineklerin 6liim
oranlari ayrica analiz edilmig; diisiik dozlarda yasa bagh 6liim oranindaki artisin kontrol grubuna kiyasla daha
yavas, yiksek dozlarda ise daha hizli oldugu belirlenmistir. Bu gézlemler, ekstraktin diisiik dozlarda yaslanma
stireclerini yavaslattigi, yuksek dozlarda ise hizlandirdig: hipotezini desteklemektedir. Kaplan-Meier hayatta
kalma analizi ve Log-rank (Mantel-Cox) testi ile degerlendirilen yasam siiresi verileri Cizelge 1'de sunulmustur.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliliklar gzlenmistir (x?=124,8, df=4, p<0,001). Iki yénlit ANOVA
analizi, hem doz (F=168,4, df=4, p<0,001, 1?=0,34) hem de cinsiyet (F=42,3, df=1, p<0,001, n2=0,09) faktérlerinin
yasam suresi lzerinde anlaml etkiye sahip oldugunu ve anlamli bir doz X cinsiyet etkilesimi bulundugunu
gostermistir (F=3,9, df=4, p=0,024, n?=0,03).

Cizelge 1. Farkli dozlarda uygulanan C. creticus ekstraktinin erkek ve disi D. melanogasterde ortalama, medyan
ve maksimum yagsam siireleri

Table 1. Average, median, and maximum lifespan of male and female D. melanogaster treated with different doses
of C. creticus extract

) ) A Digiler -
Erkekler Erke!{ler Digiler — Ort. Digiler Maksimum
Erkekler — Medyan Maksimum . Medyan o/ (s
. .. . Yasam siiresi . Yasam 95% Giiven
Ort. Yagam Yagam siiresi  Yagam siiresi . Yagam stiresi o ..
Doz (Giin + SH) (Giin) Giin) (Giin + SH) (Giin) siiresi Hazard Aralig
(mg/mL) Males - Mean Males - Males - Females - Females - (Gin) Ratio 95%
Dose . . X Mean . Females - (HR) Confidence
Lifespan Median Maximum X Median .
. , Lifespan . Maximum Interval
(Days + SE) Lifespan Lifespan Lifespan .
y; (Days + SE) Lifespan
(Days) (Days) (Days) (Days)
Komtrol 62,5+ 3,1 64 67 58,2+ 29 59 63 1,00 -
1 70,0 + 3,4* 71 75 64,0 + 3,0* 65 69 0,78* 0,68-0,89
10 68,8 + 3,2* 70 73 62,5 + 2,8* 63 67 0,82* 0,72-0,94
50 53,1+ 2,6* 54 57 47,7 + 2,4* 48 52 1,35% 1,19-1,53
100 45,0 + 2,2* 46 49 39,0 £ 2,0* 40 43 1,86* 1,64-2,10

Not: *p<0,05, Bonferroni diizeltmesi uygulanmis Log-rank testi, kontrol grubuna gére anlamli fark, Ort.: Ortlama, SH:
Standart hata, Maksimum 6miir: En uzun yasayan %10 bireyin ortalamasa.

Yumurta Verimi Analizi

Gunlik yumurta verimi verileri tek yonli ANOVA ile analiz edilmis ve gruplar arasinda anlaml farkhliklar
gozlenmistir (F=28,6, df=4, p<0,001). Tukey HSD post-hoc test sonuclar1 Cizelge 2'de sunulmustur.

Cizelge 2. Farkli dozlarda uygulanan C. creticus ekstraktinin disi D). melanogaster bireylerinde ginlik ortalama
yumurta sayisi ve zaman i¢gindeki degigimi

Table 2. Daily average egg count and its variation over time in female D. melanogaster individuals treated with
different doses of C. creticus extract

Doz Ort. Yumurta Sayis1 (Giin + 1-8. Giinler (Ort. + 4-6. Giinler (Ort. = 7-10. Ginler (Ort. £ F p
(mg/mL) SH) SH) SH) SH) Degeri  Degeri
Dose Mean Egg Count (Days + Days 1-8 (Mean + Days 4-6 (Mean + Days 7-10 Mean+  F Value pValue
SE) SE) SE) SE)

Kontrol 48,5+ 3,0 52,3 + 3.4 49.1+3.2 44,128 2,85 0,072

1 55,8 + 3,3* 58,9+ 3,6 56,4 + 3,5 52,1+3,1 1,67 0,203

10 60,6 + 3,5% 64,8 + 3,9 61,2 + 3,7 56,0 + 3,3 2,19 0,126

50 38,8 +2,7* 42,3 + 3,0 38,6 £ 2,8 35,6 £2,5 1,94 0,157

100 30,0 + 2,3* 32,4+ 2,6 30,2 +2.4 27,56+ 2,2 1,37 0,268

Not: *p<0,05, Tukey HSD post-hoc testi, kontrol grubuna gore anlamh fark, Ort.: Ortalama, SH: Standart hata
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Yumurta veriminde goérilen degisimler, ekstraktin doz bagimh etkilerini agik¢a gostermigtir. 1 mg/mL ve 10
mg/mL dozlarinda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %15 (p=0,007, n2=0.18) ve %25 (p<0,001, n?=0,24) artis
goriiliirken, 50 mg/mL ve 100 mg/mL dozlarinda sirasiyla %20 (p=0,003, n2=0,20) ve %38 (p<0,001, n2=0,31) azalma
gozlenmigtir. Zaman i¢indeki degisim analizinde, 10 giinliik siire¢ boyunca her grupta yumurta veriminde hafif
bir azalma egilimi gériilmiistiir, ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (»>0,05). Yumurta
verimi, tim zaman noktalarinda diisiik dozlarda artis, yiikksek dozlarda azalma gostermistir.

Antioksidan Enzim Aktiviteleri ve Glutatyon Seviyeleri

Antioksidan parametrelerde gruplar arasinda anlamh farkliliklar gézlenmistir (SOD: F=19,7, df=4, p<0,001; CAT:
F=16,4, df=4, p<0,001; GSH: F=17,9, df=4, p<0,001). Tukey HSD post-hoc test sonuclari Cizelge 3'te sunulmustur.

Cizelge 3. Farkli dozlarda uygulanan C. creticus ekstraktinin D. melanogaster bireylerinde antioksidan enzim
aktiviteleri ve glutatyon seviyeleri
Table 3. Antioxidant enzyme activities and glutathione levels in D. melanogaster individuals treated with different
doses of C. creticus extract
SOD (U/mg) SOD (Umg) CAT (U/mg) CAT (U/mg)— GSH (nmol/mg) GSH (nmol/mg)  Cinsiyet Etkisi

Doz (mg/mL) — Erkekler — Digiler — Erkekler Digiler — Erkekler — Digiler (p degeri)
Dose (mg/mL.  SOD (U/mg) SOD (U/mg) CAT (U/mg)- CAT (U/ng)- GSH (nmoVmg)- GSH (nmolmg)  Gender Effect
- Males - Females Males Females Males - Females (p value)
Kontrol 25,0+ 2.5 23,6 +2,3 15,0+ 1,5 14,0+ 1,4 50,0 + 4,0 48,0 + 3,8
1 30,0 + 2.8* 27,5 £ 2,6% 18,0 £ 1,7* 16,5+ 1,6* 62,5 + 4,5% 60,0 + 4,2* SOD: p=0,038
10 29,0 £ 2.7* 26,8 £ 2,5% 17,56 +1,6% 16,0 + 1,5% 60,0 + 4,3* 58,0 + 4,0* CAT: p=0,042
50 24,8+ 2.4 23,0+ 2,2 14,8+ 1,4 13,5+ 1,3 45,0 + 3,5 43,0 + 3,3 GSH: p=0,046
100 19,0 £ 1.9* 17,8 +1,8*% 11,0+ 1,1* 10,0 + 1,0* 35,0 + 3,0* 33,56+ 2,9*
F Degeri 2,.3 18,2 17,5 15,3 19,2 16,8
p Degeri <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
n<sup>2</sup> 0,27 0,24 0,23 0,21 0,25 0,22
Degeri

Not: *p<0,05, Tukey HSD post-hoc testi, kontrol grubuna goére anlaml fark

Iki yénlit ANOVA analizi hem doz hem de cinsiyet faktorlerinin antioksidan parametreler iizerinde anlaml etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Erkeklerde antioksidan enzim aktiviteleri ve GSH seviyeleri, disilere kiyasla tiim
gruplarda daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bu cinsiyet farki, diisiik dozlarda daha belirgin olmustur. 1 mg/mL
ve 10 mg/mL dozlarinda SOD, CAT ve GSH degerlerinde kontrol grubuna kiyasla anlaml artiglar gézlenmistir
(p<0,01). 50 mg/mL dozunda bu parametrelerde istatistiksel olarak anlaml bir degisim gézlenmezken (p>0.05),
100 mg/mL dozunda anlaml azalmalar kaydedilmistir (p<0,001). Etki biiyiikligi (n?) degerleri, ekstraktin
antioksidan parametreler tizerinde orta-ylksek diizeyde bir etkiye sahip oldugunu géstermigtir.

Foxo Gen Ekspresyonu Analizi

Foxo gen ekspresyonu, 2*(-AACt) metoduna gére hesaplanmis ve kontrol grubuna gére kat degisimi olarak ifade
edilmistir. Grup ortalamalar: arasinda anlamh farklihklar gézlenmistir (F=28,2, df=4, p<0,001). Tukey HSD
post-hoc test sonuclar1 Cizelge 4'te sunulmustur.

Cizelge 4. Farkl dozlarda uygulanan C. creticus ekstraktinin D. melanogaster bireylerinde foxo gen ekspresyonu
Table 4. Foxo gene expression in D. melanogaster individuals treated with different doses of C. creticus extract

Doz (mg/mL) Foxo Ekspresyonu (Kat+  Foxo Ekspresyonu (Kat + SH) ACt (Ort. = SH) — ACt (Ort. + SH) — P
Dose (mg/mL) SH) — Erkekler — Digiler Erkekler Disiler Degeri
Foxo Expression (Fold+  Foxo Expression (Fold + SE) - ACt (Mean + SE) - ACt (Mean+SE) -  p Value
SE) - Males Females Males Females
Kontrol 1,00 + 0,10 1,00 £ 0,10 5,82 + 0,42 6,14 + 0,45 -
1 1,80 + 0,16* 1,60 + 0,15* 4,92 + 0,37 5,44 + 0,40 <0,001
10 1,70 + 0,15* 1,50 + 0,14* 5,05+ 0,38 5,64+ 0,41 <0,001
50 0,90 + 0,09 0,80 + 0,08 6,01 + 0,44 6,44 + 0,47 0,328
100 0,70 £ 0,07* 0,60 + 0,06* 6,52 + 0,48 6,94 + 0,51 <0,001
F Degeri 30,3 25,6
p Degeri <0,001 <0,001
n<sup>2</sup> 0,29 0,26
Degeri

Not: *p<0,05, Tukey HSD post-hoc testi, kontrol grubuna goére anlamli fark, Ort.: Ortalama, S.H.: Standart hata, Kat: Kat
degisimi
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Iki yonlii ANOVA analizi, doz faktériniin foxo gen ekspresyonu iizerinde anlaml etkiye sahip olduunu
gostermistir (erkeklerde F=30,3, df=4, p<0,001, n2=0,29; disilerde F=25.6, df=4, p<0,001, 2=0,26). Diisiik dozlarda
(1 mg/mL ve 10 mg/mL) hem erkek hem de disilerde foxo ekspresyonunda kontrole gore istatistiksel olarak anlaml
bir artis gézlenmistir (p<0,001). Yiiksek dozda (100 mg/mL) ise tam tersine hem erkek hem de disilerde foxo
ekspresyonunda kontrole gére anlamli bir azalma saptanmistir (p<0,001). Orta doz (50 mg/mL) uygulamasinda
kontrole gére anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (p=0,328). Doz-yanit iliskisi bifazik bir patern géstermistir,
disiik dozlarda artis ve yiiksek dozlarda azalma seklinde bir egilim saptanmistir. Iki yonlit ANOVA analizi, hem
doz (F=29,8, df=4, p<0,001) hem de cinsiyet (F=12,3, df=1, p=0,002) faktoérlerinin foxo gen ekspresyonu iizerinde
anlaml etkiye sahip oldugunu gostermistir. Erkeklerde foxo ekspresyonu, digilere kiyasla tim gruplarda daha
yiiksek bulunmustur (p<0,05). Doz X cinsiyet etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (F=3,3, df=4,
»=0,042). 1 mg/mL ve 10 mg/mL dozlarinda foxo ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla erkeklerde sirasiyla 1,8 kat
ve 1,7 kat, disilerde ise 1,6 kat ve 1,5 kat artmistir (p<0,001). 50 mg/mL dozunda anlaml bir degisim gézlenmezken
(p>0.05), 100 mg/mL dozunda foxo ekspresyonu erkeklerde 0,7 kat ve disilerde 0,6 kat azalmistir (p<0,001). Etki
biiytikliigii (n?) degerleri, ekstraktin foxo ekspresyonu iizerinde yiiksek diizeyde bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir. RT-qPCR {riinlerinin erime egrisi analizi, tim o6rneklerde spesifik amplifikasyon oldugunu ve
primer-dimer olusumunun olmadigini dogrulamistir. Referans genler (actin ve rp49) stabil ekspresyon gostermis,
deney gruplar: arasinda anlaml farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

Yagam Siiresi ve Yumurta Verimi Arasindaki Iligki

Pearson korelasyon analizi, yasam siiresi ve yumurta verimi arasinda doz bagimli bir iligki oldugunu géstermistir
(Cizelge 5).

Cizelge 5. Disi D. melanogaster bireylerinde ortalama yasam siliresi ve yumurta verimi arasindaki korelasyon
analizi sonuglari
Table 6. Correlation analysis results between average lifespan and egg yield in female D. melanogaster individuals

Doz (mg/mL) Pearson Korelasyon Katsayisi (r) pDegeri
Dose (mg/mL) Pearson Correlation Coefficient (r) p Value
Kontrol -0,32 0,067
1 0,28 0,096
10 -0,58 0,002
50 -0,46 0,018
100 -0,52 0,006

Kontrol grubunda ve 1 mg/mL dozunda, yasam siiresi ve yumurta verimi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
korelasyon gézlenmemistir (p>0,05). Bununla birlikte, 10 mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL dozlarinda negatif
korelasyonlar gézlenmistir (sirasiyla r=-0,58, r=-0.46 ve r=-0,52; p<0,05). Bu sonug, yiiksek dozlarda yumurta
veriminin artmasinin yasam siiresini azalttigini géstermektedir.

Doz-yamt Iligkisi Analizi

Basit dogrusal regresyon analizi, incelenen parametreler ve uygulanan dozlar arasinda anlaml bir iligki oldugunu
gdstermistir. Yasam siiresi ve doz arasinda negatif bir korelasyon gézlenmistir (erkekler: r=-0.73, p<0,001; disiler:
r=-0,78, p<0,001). Regresyon analizi, dozun yasam siiresindeki varyansin erkeklerde %53'in, disilerde %61'ini
acikladigini géstermistir (erkekler: R2=0,53, F=42,6, p<0,001; disiler: R?=0,61, F=58,3, p<0,001). Yumurta verimi
ile doz arasinda da negatif bir korelasyon gézlenmistir (r=-0.68, p<0,001). Dozun yumurta verimindeki varyansin
%46's11 acikladigr belirlenmistir (R?=0,46, F=33,2, p<0,001). Antioksidan parametreler ve foxo ekspresyonu icin
doz-yanit egrileri, hormesis etkisini (diisiik dozlarda uyarici, yiiksek dozlarda baskilayici etki) gostermistir.
Kuadratik regresyon modeli, lineer modele gore daha iyi bir uyum saglamistir (SOD: R?=0,76 vs. R?=0,46; CAT:
R2=0,74 vs. R?=0,42; GSH: R2=0,72 vs. R2=0,44; foxo: R?=0,78 vs. R?2=0,47; tiim parametreler icin p<0,001). Tim
parametreler igin déniim noktasinin yaklagik 25-30 mg/mL araliginda oldugu goérilmektedir. Bu dozun altinda
stimiilator etkiler, tstiinde ise inhibitor etkiler goézlenmistir. Basit dogrusal regresyon analizi, incelenen
parametreler ve uygulanan dozlar arasinda anlaml bir iligski oldugunu géstermistir. Yagsam siiresi ve doz arasinda
negatif bir korelasyon gézlenmistir (erkekler: r=-0.73, p<0.001; digiler: r=-0,78, p<0,001). Regresyon analizi, dozun
yasam siiresindeki varyansin erkeklerde %53"inii (12=0,53), disilerde %61'ini (n?=0,61) acikladigini géstermistir
(erkekler: R?*=0,53, F=42.6, p<0,001; disiler: R*=0,61, F=58,3, p<0,001). Yumurta verimi ile doz arasinda da negatif
bir korelasyon gézlenmistir (r=-0,68, p<0,001). Dozun yumurta verimindeki varyansin %46'sin1 acikladig
belirlenmistir (R2=0,46, n2=0,46, F=33,2, p<0,001) (Sekil 1).
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Sekil 1. Farkli dozlarda uygulanan C. creticus ekstraktinin D). melanogaster bireylerinde: (A) yasam siiresi, (B)
yumurta verimi, (C) SOD aktivitesi ve (D) foxo ekspresyonu i¢in doz-yanit iliskisi regresyon egrileri

Figure 1. Dose-response regression curves of C. creticus extract applied at different doses on D. melanogaster
individuals for: (A) lifespan, (B) egg production, (C) SOD activity, and (D) foxo expression

Basit dogrusal regresyon analizi, incelenen parametreler ve uygulanan dozlar arasinda anlaml bir iligki oldugunu
gostermistir. Yasam siiresi ve doz arasinda negatif bir korelasyon gézlenmistir (erkekler: r=-0,73, p<0,001; disiler:
r=-0,78, p<0,001). Regresyon analizi, dozun yasam siiresindeki varyansin erkeklerde %534 ini (12=0,53), disilerde
%61'ini (n2=0,61) acikladigini gostermistir (erkekler: R?=0,53, F=42,6, p<0,001; disiler: R?=0,61, F=58,3, p<0,001).
Yumurta verimi ile doz arasinda da negatif bir korelasyon gézlenmistir (r=-0.68, p<0.001). Dozun yumurta
verimindeki varyansin %46'sin1 acikladigi belirlenmistir (R?=0,46, 1n2=0,46, F=33,2, p<0,001). Antioksidan
parametreler ve foxo ekspresyonu icin doz-yanit egrileri, hormesis etkisini (diisiik dozlarda uyarici, yiiksek
dozlarda baskilayici etki) gostermistir. Kuadratik regresyon modeli, lineer modele gére daha iyi bir uyum
saglamistir (SOD: R2=0,76 vs. R2=0,46; CAT: R?=0,74 vs. R?=0,42; GSH: R?=0,72 vs. R?=0,44; foxo: R?=0,78 vs.
R?=0.47; tiim parametreler i¢in p<0,001). Doz-yanit egrileri, tiim parametreler i¢in déniim noktasinin yaklasik 25-
30 mg/mL araliginda oldugunu gostermistir (Sekil 1). Bu dozun altinda stimiilatér etkiler, iistiinde ise inhibitér
etkiler gozlenmistir. Cinsiyet faktori, egrilerin seklini degistirmemekle birlikte, digilerde egrilerin daha dik
oldugu (yanmtin daha giiclii oldugu) gézlenmistir.

Bu grafik, C. creticus ekstraktinin dozunun farkli parametreler tizerindeki etkisini daha net géstermekte ve
hormesis fenomeni agisindan 6nemli bir gorsel kanit sunmaktadir. Ozellikle SOD aktivitesi ve foxo ekspresyonu
icin kuadratik egriler, diusiik dozlarda artis ve yuksek dozlarda azalis seklindeki U-gekilli yamiti acgikca
gostermektedir.

SONUG ve ONERILER

Bu calismada, C. creticus ekstraktimin . melanogasterde yasam suresi ve yumurta verimine etkileri
incelenmistir. Bes farkl doz (0, 1, 10, 50, 100 mg/mL) uygulanarak, maksimum ve ortalama émiir uzunluklari,
yumurta verimi, antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GSH) ve foxo gen ekspresyonu iizerindeki etkiler
degerlendirilmistir. Bulgular, ekstraktin doz bagimli etkiler sergiledigini ortaya koymustur; diisiik dozlar yasam
sliresini artirirken, yiiksek dozlar toksisite gostermistir.

Yagam Siiresi Uzerine Etkiler

Calismamizda, diisiik dozlarda (1 ve 10 mg/mL) C. creticus ekstraktinin hem erkek hem de disi D. melanogaster
bireylerinde yasam siiresini anlamli sekilde artirdigi gézlenmistir. 1 mg/mL dozunda ortalama yasam siiresi
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erkeklerde %12 (70,0 + 3,4 giin), disilerde %10 (64,0 £ 3,0 giin) artmistir. Bu bulgu, bitki ekstraktlarinin, ézellikle
polifenolce zengin olanlarin, disiikk dozlarda yasam siiresini artirabilecegini goésteren oOnceki caligsmalarla
uyumludur (Peng ve ark., 2022; Wang ve ark., 2023). Yasam siiresindeki bu artis, antioksidan savunma sisteminin
giiclenmesiyle acgiklanabilir. SOD, CAT ve GSH seviyelerindeki paralel artis, C. creticus ekstraktinin reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) temizleme kapasitesini artirdigimi géstermektedir. SOD aktivitesinin 1 mg/mL dozunda
erkeklerde %20, digilerde %17 artmasi, siperoksit radikallerinin nétralizasyonunun hizlandigini
distiindirmektedir. Benzer sekilde, CAT aktivitesindeki ve GSH seviyelerindeki artiglar, oksidatif stresin
azaltilmasinda sinerjistik bir etki olusturmustur. Foxo gen ekspresyonundaki artis (erkeklerde 1,8 kat, disilerde
1,6 kat), antioksidan enzim aktivitelerindeki artisi molekiiler diizeyde desteklemektedir. Foxo, bir transkripsiyon
faktora olarak SOD, CAT gibi antioksidan genlerin ekspresyonunu diizenler ve stres yanitinda merkezi bir rol
oynar (Hwangbo ve ark., 2004). Calismamizda foxo ekspresyonundaki artis, C. creticus ekstraktinin sadece
dogrudan antioksidan etki goéstermedigini, ayni zamanda antioksidan savunma sisteminin genetik
diizenlenmesini de etkiledigini gostermektedir. Yiiksek dozlarda (50 ve 100 mg/mL) ise tersine, yasam siiresinde
anlamli bir kisalma goézlenmistir. C. creticus ekstraktinin 50 mg/mL dozunda uygulanmasi, kontrol grubuna
kiyasla ortalama yasam siiresinde erkeklerde %15 (53,1+2,6 giin), disilerde %18 (47,7+2,4 giin) oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden olmustur (p<0,05). Maksimum yasam siiresi erkeklerde 57 giine,
disilerde 52 giine gerilemistir. Tehlike oram analizi (HR=1,35, p<0,001), bu dozda 6liim riskinin kontrol grubuna
gore %35 arttigini gostermistir. Bu bulgular, 50 mg/mL dozunun D. melanogaster'de yagsam siirecini olumsuz
etkiledigini ve toksisite gostermeye basladigini ortaya koymaktadir. Bu dozda baslayan toksisite, C. creticus
ekstraktinin bilesiminde bulunan tanenlerin yuksek konsantrasyonlarda prooksidan etki gostermesiyle
aciklanabilir. Tanenler gibi polifenolik bilesikler, yiiksek dozlarda metal iyonlar: ile etkilesime girerek hidroksil
radikali olusumunu kataliz edebilir ve bdylece prooksidan aktivite sergileyebilirler (Barrajén-Cataldn ve ark.,
2010). 100 mg/mL dozunda ortalama yasam siiresi erkeklerde %28 (45,0 + 2,2 giin), disilerde %33 (39,0 + 2,0 giin)
azalmistir. Bu sonug, bitkisel ekstraktlarin hormesis etkisini (diisiik dozda yararl, yiiksek dozda zararh etki)
gostermektedir. C. creticus ekstraktinin yiiksek dozlarda prooksidan etki gostererek hiicresel hasara yol agtig1 ve
yasam slresini kisalttig1 diigiiniilmektedir. 100 mg/mL dozunda SOD, CAT aktivitelerinin ve GSH seviyelerinin
azalmasi bu goriisi desteklemektedir. Cinsiyet kargilagtirmasinda, erkek sineklerin digilere gore tiim dozlarda
daha uzun yasadig1 gozlenmistir. Bu fark, iireme yukiyle iligkili olabilir; digilerde yumurta tiretimi i¢in gereken
enerji ve metabolik riinlerin kullanimi, yasam siiresini siirlayabilmektedir (Flatt, 2011). Calismamizda
gbzlenen ureme-yaslanma dengesi, evrimsel yasam tarihi teorisiyle uyumludur ve diger Drosophila tirlerinde de
benzer sonuclar bildirilmistir (Van Heerwaarden ve ark., 2009). Iki yénliit ANOVA analizimiz hem doz hem de
cinsiyet faktorlerinin yagam sliresi izerinde anlaml etkiye sahip oldugunu ve anlamli bir doz X cinsiyet etkilegsimi
bulundugunu géstermistir (F=3,9, df=4, p=0,024). Bu etkilesim, yiiksek dozlarda toksisitenin disilerde daha
belirgin oldugunu géstermektedir. Calismamizda, C. creticus ekstraktinin diisitk dozlarda (1-10 mg/mL) D.
melanogasterda antioksidan savunma sistemlerini aktive ederek 6mri uzattigl1 ve yumurta verimini artirdig:
gosterilmistir. Benzer sekilde, Giines ve Nizamlioglu (2023), dogal bir biyopolimer olan kitosanin Drosophila'da
doz-bagimh antioksidan etkileri oldugunu géstermistir. Her iki calismada da diisiik ve orta dozlarda (kitosan i¢in
1-20 mg/mL, bizim calismamizda 1-10 mg/mL) olumlu etkiler gézlenmistir. Giines ve Yildiz (2024) da Drosophila'da
yag ve cinsiyete bagli antioksidan enzim aktiviteleri ve foxo ekspresyonunun degisimlerini incelemig, benzer
sekilde digiik dozlarda antioksidan savunmanin giiclendigi ve yasam siresini arttigini gostermigtir.

Yumurta verimi analizimizde, diisiik dozlarda (1 ve 10 mg/mL) anlamh bir artis, yiiksek dozlarda (50 ve 100
mg/mL) ise anlaml bir azalma gézlenmistir. 10 mg/mL dozunda yumurta verimi %25 artarken (60,6 + 3,5
yumurta/gin), 100 mg/mL dozunda %38 azalmistir (30,0 £ 2,3 yumurta/giin). Bu sonug, C. creticus ekstraktinin
disiik dozlarda ureme potansiyelini destekledigini, yiuksek dozlarda ise baskiladigini géstermektedir. Yumurta
verimindeki artig, diisik dozlarda antioksidan savunmanin giiclenmesiyle aciklanabilir. Oksidatif stres, ovaryum
fonksiyonlarimi ve follikiiler gelisimi olumsuz etkilediginden, antioksidan kapasitedeki artig ireme potansiyelini
destekleyebilir (Chen ve ark., 2021). Nitekim, 1 ve 10 mg/mL dozlarinda SOD, CAT aktiviteleri ve GSH
seviyelerindeki artiglar, yumurta verimindeki artigla paralellik géstermistir. Ancak, ilging bir bulgu olarak, 10
mg/mL dozunda yumurta verimi ile disi yasam siiresi arasinda negatif bir korelasyon (r=-0,58, p=0,002)
gozlenmigtir. Bu durum, tireme-6miur trade-off hipotezini desteklemektedir. Bu hipoteze gére, lireme i¢in ayrilan
kaynaklar, somatik bakim ve onarim siireglerinden alinir, dolayisiyla tireme artisi, 6mrin kisalmasina yol agabilir
(Partridge ve ark., 1987; Flatt, 2011). Bizim calismamizda, 10 mg/mL dozunda {ireme potansiyelinin maksimize
edildigi, ancak bunun yasam siiresinde bir miktar maliyeti oldugu goériilmektedir. Yiiksek dozlarda (50 ve 100
mg/mL) yumurta verimindeki diisiis, dogrudan toksik etkilerle aciklanabilir. 50 mg/mL dozunda yumurta verimi
kontrol grubuna kiyasla %20 azalarak 38,8+2,7 yumurta/giin degerine diismiistiir (»=0,003, 1n?=0,20). Zaman
icindeki degisim analizinde, gozlenen degerler 1-3. gliinlerde 42,3+3,0, 4-6. giinlerde 38,6+2,8 ve 7-10. giinlerde
35,6+2,5 olarak Ol¢lilmistiir. Bu dozdaki yumurta verimindeki azalmanin istatistiksel anlamlihigi, ekstraktin
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ureme fizyolojisi tizerindeki negatif etkilerinin bagladigini1 géstermektedir. Pearson korelasyon analizi sonuglari
(r=-0,46, p=0,018), yasam siiresi ve yumurta verimi arasinda negatif bir iliski oldugunu dogrulamistir. Bu dozlarda
antioksidan enzim aktivitelerinin ve foxo ekspresyonunun baskilanmasi, oksidatif stresin arttigini ve hicresel
hasarin yogunlastigin géstermektedir. Ureme dokularinin oksidatif strese duyarh oldugu bilinmektedir ve artan
oksidatif stres follikiiler gelisimi ve dolayisiyla yumurta verimini olumsuz etkileyebilir (Wang ve ark., 2023).

Antioksidan Enzimler ve Foxo Ekspresyonu

Antioksidan enzim aktiviteleri ve foxo gen ekspresyonu, C. creticus ekstraktinin biyolojik etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar1 aydinlatmamiza yardime1 olmustur. Diisiik dozlarda (1 ve 10 mg/mlL) SOD, CAT aktiviteleri ve
GSH seviyeleri anlamli olarak artmis, foxo ekspresyonu yiikselmistir. Bu durum, hiicresel diizeyde gui¢li bir
antioksidan yanitin uyarildigini géstermektedir. SOD, stiperoksit radikallerini hidrojen perokside déntisturirken,
CAT hidrojen peroksidi su ve oksijene parcalar. GSH ise hiicrede énemli bir rediktif kapasite saglayarak lipit
peroksidasyonunu &nler ve proteinleri oksidatif hasardan korur (Orr & Sohal, 1994; Klichko, 2004). Bu iic
antioksidan parametrenin koordineli artisi, C. creticus ekstraktinin disik dozlarda gii¢lii bir antioksidan koruma
sagladigin1 gostermektedir. Foxo ekspresyonundaki artis, antioksidan savunmanin genetik diizenlemesinin de
aktive oldugunu disindirmektedir. Drosophila'da foxo geni, stres yanitinda merkezi bir role sahiptir ve SOD,
CAT gibi antioksidan genlerin ekspresyonunu diizenler (Hwangbo ve ark., 2004). Foxo aktivitesinin artmasi,
hiicresel stres yanitinin ve antioksidan savunmanin giiclenmesine katkida bulunur. Bu da dusik dozlarda
gozlenen yasam suresi artigini aciklayabilir. 50 mg/mL dozunda antioksidan enzim aktiviteleri ve glutatyon
seviyelerinde kontrol grubuna gore degisimler gozlenmistir. SOD aktivitesi erkeklerde 24,8+2,4 U/mg, disilerde
23,0+2,2 U/mg; CAT aktivitesi erkeklerde 14,8+1,4 U/mg, disilerde 13,5+1,3 U/mg; GSH seviyeleri erkeklerde
45,0+3,5 nmol/mg, digsilerde 43,0+3,3 nmol/mg olarak &l¢ilmustir. Bu degerler kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda hafif bir azalma egilimi goriilmiis, ancak istatistiksel anlamlhilik seviyesine ulagsmamigtir
(p>0,05). Bu sonuclar, 50 mg/mL dozunda antioksidan savunma sisteminde sinirli bir baskilanma oldugunu
gostermektedir. Foxo gen ekspresyonu 50 mg/mL dozunda erkeklerde 0,90+0,09 kat, disilerde 0,80+0,08 kat olarak
Olcilmustiur. ACt degerleri erkeklerde 6,01+0,44, disilerde 6,44+0,47 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla foxo ekspresyonunda gozlenen bu azalma egilimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,328). Bu
veriler, 50 mg/mL dozunda foxo aktivitesinin kismen etkilenmeye bagladigini, ancak bu etkinin hentiz belirgin bir
diizeye ulasmadigini gostermektedir.100 mg/mL dozunda ise SOD, CAT aktiviteleri ve GSH seviyeleri anlaml
olarak azalmig, foxo ekspresyonu baskilanmigtir. Bu durum ekstraktin yliksek dozlarda antioksidan savunma
sistemini baskiladigini ve oksidatif stresi artirdigimi gostermektedir. Yiksek dozlarda gézlenen toksik etkiler,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve elektron tasima zinciri aktivitesindeki baskilanma ile iligkilendirilebilir
(Borchardt ve ark., 2024). Antioksidan gen ekspresyonundaki degisimler, 6énceki calismalarda bildirilen
fitokimyasallarin etkileriyle benzerlik géstermektedir (Zhang ve ark., 2014). Antioksidan enzimlerin
baskilanmasi, hiicreleri oksidatif hasara kars1 savunmasiz birakabilir ve bu da yasam siliresinin kisalmasina ve
yumurta veriminin azalmasina neden olabilir. Ilging bir gézlem olarak, erkeklerde antioksidan enzim aktiviteleri
ve foxo ekspresyonu, digilere kiyasla tiim gruplarda daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bu cinsiyet farki, evrimsel
yasam Oykiisi teorisi cercevesinde degerlendirilebilir. Erkeklerde FOXO aktivitesinin daha yiiksek olmasa,
digilerin treme maliyetleri nedeniyle antioksidan savunmaya daha az kaynak ayirabilmesiyle aciklanabilir.
Ureme siirecinde digiler, yumurta tiretimi ve geligimi i¢in yogun enerji harcadigindan, somatik bakim ve stres
yanitina ayrilan kaynaklar simirlanmaktadir (Tatar ve ark., 2020). Ureme, enerji ve kaynaklar: yogun sekilde
tiketen bir siirectir ve antioksidan savunmaya ayrilan kaynaklar: sinirlayabilir.

Doz-yamt Tligkisi

Doz-yamit analizimiz, C. creticus ekstraktimin etkilerinin dogrusal olmadigini, hormesis 6zelligi tagidigini
gostermigtir. Kuadratik regresyon modeli, incelenen tiim parametreler i¢in lineer modele gore daha iyi bir uyum
saglamistir (6rnegin, SOD icin R2?=0,76 vs. R2=0,46), bu da iliskinin U veya ters-U seklinde oldugunu
dogrulamaktadir. Déniim noktasinin yaklagik 25-30 mg/mL araliginda oldugu gézlenmistir; bu dozun altinda
stimtlator etkiler, tistiinde ise inhibitér etkiler baskin hale gelmektedir. Bu doz-yanit profili, C. creticus
ekstraktinin bilesiminde bulunan polifenoller ve terpenoidlerin ikili etkisiyle aciklanabilir. Diigik dozlarda
gozlenen olumlu etkiler, ROS homeostaz teorisiyle agiklanabilir. Diisiik diizeydeki reaktif oksijen tirleri, hiicresel
stres yanitini aktive ederek adaptif mekanizmalari tetikler. Bu durum, mitokondrial biyogenezi aktive ederek
hiicresel enerji tiretimini artirir ve antioksidan savunma sistemlerini giiglendirir, boylece adaptif yanit olusturur
(Li ve ark., 2021). Bu hormetic yanit, organizmanin sonraki stres faktorlerine kars: daha direncli hale gelmesini
saglar. Yuksek dozlarda ise prooksidan etkileri veya dogrudan toksik etkileri 6n plana ¢ikabilir. Calismamizda, C.
creticus ekstraktinin diisiik dozlarda (1-10 mg/mL) antioksidan enzim aktivitelerini artirirken, yiiksek dozlarda
(50-100 mg/mL) oksidatif stresi tetikledigi belirlenmistir. Benzer sekilde, Giines (2020) tarafindan yapilan

1224



KSU Tarim ve Doga Derg 28 (5), 1214-1228, 2025 Arastirma Makalesi
KSU J. Agric Nat 28 (5), 1214-1228, 2025 Research Article

calismada da Centaurea depressa bitkisinin D. melanogasterda doz-bagimh etkiler gésterdigi tespit edilmigtir.
Her iki ¢alismada da bitkisel ekstraktlarin optimal dozlarda faydali, yiksek dozlarda ise zararl etkiler géstermesi,
fitokimyasallarin biyolojik sistemler tzerindeki hormesis etkisini desteklemektedir. Etkili dozun belirlenmesi,
gelecekteki calismalar ve potansiyel uygulamalar agisindan 6nemlidir. Bulgularimiz, 1 mg/mL dozunun optimum
yarar/risk oranini sundugunu diigstindiirmektedir; bu dozda hem 6miir uzunlugu hem de yumurta verimi artmistir,
toksik etki gbézlenmemistir. Bu optimal doz, Drosophila-insan doz konversiyon faktorii (0,08) kullanilarak
hesaplandiginda, insanlarda yaklagik 100 mg/giin dozunda arastirilabilir. C. creticusun yaglanma sureclerini
etkileyen aktif bilegsenlerinin izolasyonu ve foxo sinyal yolag: Uzerindeki etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi
onerilmektedir. Ozellikle punikalagin, labdanoid terpenler ve kersetin tiirevleri iizerinde odaklamlmalidir, ¢iinkii
bu bilegenler bitkinin baglica bioaktif komponentleridir ve gézlenen antioksidan etkilerden sorumlu olabilirler.
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