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Oz

Zeytin agaci (Olea europaea) ulkemizin de igerisinde yer aldigi Akdeniz bolgesinde yaygin olarak
yetistirilen bir tlrdir. Bu agacin meyvesi ve yagindan yararlanildigl kadar, yapraklarindan da halk
hekimliginde yararlanilmaktadir. Antioksidan, anti-enflamatuar ve antibiotik etkilerinin yaninda kalp
hastaliklarindan korunma, karaciger yaglanmasi, diabet gibi bazi yaygin hastaliklara karsi da etkili oldugu
bilinmektedir. Zeytin yapraginin en énemli bileseni oleuropeindir. Calismamizda; insan patojenleri igin
sikhkla kullanilan model organizma Galleria mellonella (Biyik Balmumu Givesi) kullanildi. Zeytin yapragi
ekstrakti ile muamele edilen G. mellonella larvalarinda toplam hemosit sayisi, enkapsilasyon ve
melanizasyon bagisiklik tepkileri incelendi. Toplam hemosit sayisinin tespiti ve enkapsiilasyon-
melanizasyon tepkilerinin belirlenmesi icin faz-kontrast mikroskobu kullanildi. Bulgularimiza gére 1000
ppm dozunda zeytin yapragi ekstrakti bagisiklig desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Zeytin yapragi ekstrakti, Oleuropein, Galleria mellonella, hemosit, enkapsiilasyon,
melanizasyon

Effects of Olive (Olea europaea) Leaf Extract on Hemocyte-Mediated Immune
Responses of The Model Organism Galleria mellonella

Abstract

Olive tree (Olea europaea) is a species widely grown in the Mediterranean region, where our
country is located. As well as the fruit and oil of this tree, its leaves are used in folk medicine. In addition
to its antioxidant, anti-inflammatory and antibiotic effects, it is known to be effective against some
common diseases such as protection from heart disease, fatty liver and diabetes. The most important
component of olive leaf is oleuropein. In our study; the model organism Galleria mellonella (Greater
Wax Moth), which is frequently used for human pathogens has been used. The effects of olive leaf
extract treated to G. mellonella larvae on total hemocyte count, encapsulation and melanization
immune responses were investigated. A phase-contrast microscope was used to determine the total
hemocyte count and the encapsulation-melanization responses. According to our findings, 1000 ppm
dose of olive leaf extract supports immunity.

Keywords: Olive leaf extract, Oleuropein, Galleria mellonella, hemocyte, encapsulation, melanization

Giris geleneksel ilag olarak kullanilmakta ve zeytin

Zeytin agacinin (Olea europaea) kékeni yapraginin bu 06zellikleri fenolik igerigi ile
Akdeniz  bolgesidir ve caglar boyunca alakalidir (El ve Karakaya, 2009). Bu fenolik
meyvesinden, vyagindan ve vyapraklarindan icerikler hastalik direncinde ©6nemli bir rol
cesitli sekillerde faydalanilmistir. Zeytin yaprag oynamaktadirlar (Servili ve Montedoro, 2002;
metabolizma iizerine yararli etkileri nedeniyle Antolovich ve ark., 2000). Zeytin yapragi
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Ozutlinin ana bilesenleri oleuropein ve
hidroksitirozol’diir (Persia ve ark., 2014). Silva
ve ark. (2006)’ya gore en yilksek toplam fenolik
icerik kuru zeytin yapraginda bulunmustur.
Calismalar oleuropeinin; antimikrobiyal (Furneri
ve ark., 2002), antialerjik (Mwakalukwa ve ark.,
2019), antigenotoksik (Geyikoglu ve ark., 2017),
antienflamatuar (Geyikoglu ve ark., 2017; Yin ve
ark., 2019), antioksidan (Geyikoglu ve ark.,
2017; Yin ve ark., 2019), antidiabetik (Park ve
ark., 2013) ve antiapoptotik (Yin ve ark., 2019)
ozellikleri oldugunu gostermektedir. Yapilan
bazi calismalara gore bir fenolik bilesik olan
oleuropeinin  Hela hiicrelerinde apoptozu
indukledigi gosterilmistir (Yao ve ark., 2014).
Oleuropeince zengin ekstraktlarin antikanser
ozellik gosterdigi cesitli ¢alismalarla ortaya
konulmustur (Sirianni ve ark., 2010; Martinez-
Martos ve ark., 2014). Oleuropein tedavilerinin
kalp fonksiyonlarini iyilestirerek myokardit
tedavisine yeni bir bakis acisi getirecegi
disunulmektedir (Zhang ve ark., 2017). Omar
(2010)'a  gore literatirde  oleuropeinin
kardiyoprotektif ~ roli ve kroner kalp
hastaliklarinin tedavisinde kullanimi ile alakali
¢ok sayida galisma bulunmaktadir. Oleuropeinin
toplam lenfosit sayisinda belirgin bir artisa
sebep oldugu ve insan periferal bagisiklik
yanitlarinin  diizenlenmesinde etkili oldugu
belirlenmistir  (Magrone ve ark., 2018).
Giamarellos-Bourboulis  ve ark. (2006)
¢alismalarinda oleuropeinin fagositozu
arttirarak bagisikligi destekledigi ve umut verici
bir imminomodilatér  oldugu  sonucuna
ulasmislardir.  Bltin canlilarda  bagisiklik,
beslenme ve (lreme ile birlikte hayatta
kalmanin  kilit  unsurudur. Bocekler ve
memeliler, hem humoral hem de hicresel
tepkileri iceren eski bir dogal bagisiklik sistemini
paylasir ve bu bize dogustan gelen bagisiklik
sisteminin kokenini anlamak icin essiz firsatlar
tanimaktadir (Vilmos ve Kurucz, 1998; Krautz ve
ark., 2014; Cutuli ve ark., 2019). Bocek
bagisikligina iliskin calismalar, memeli
deneklerde patojen virtilansini degerlendirmek
icin  yapilan c¢ahsmalarla  karsilastirilabilir
sonuglar ortaya koymaktadir (Sheehan ve ark.,
2018). Son calismalar boéceklerde de edinsel
bagisiklik olabilecegini gbstermektedir (Tassetto
ve ark., 2017). Hemositler, bocek bagisikhginda
kemotaksis ve fagositoz da dahil olmak (izere
onemli affektor ve efektor rolleriyle omurgah
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makrofajlari ile analogtur (De Filippo ve Beck,
2018). Lepidopterlerde; mikrobiyal
enfeksiyonlara karsi erken tepki olugsturmak igin
hemosit tiplerinden 6zellikle, plazmatositler ve
grantlositler gorev alir (De Filippo ve Beck,
2018). Granilositler  ve plazmatositler
dolasimdaki hemositlerin yarisindan fazlasini
olusturmaktadir ve enkapsiilasyonda aktif
gorevleri vardir (Jiravanichpaisal ve ark., 2006).
Boceklerde en etkili humoral bagisiklik
yanitlarindan biri melanizasyon yanitidir (Lee ve
Anstee, 1995). Melanin olusumuna neden olan
biyokimyasal yolaklarin biytk bir kismi hem
memelilerde hem de bdceklerde ortaktir (Nappi
ve Christensen, 2005). Son yillarda omurgasiz
model organizmalarla yapilan g¢alismalar 6nem
kazanmaktadir. Omurgasiz model organizmalar;
kolay ve c¢ok sayida dretilebilmeleri, bakim
maliyetlerinin azhgi, uygulamada kolayliklari ve
hizli sonug vermeleri nedeni ile tercih sebebidir.
Yaygin olarak insan patojenleri icin omurgasiz
model organizma olarak kullanilan tiirlerden bir
tanesi de Galleria mellonella’dir (Champion ve
ark., 2009; Mukherjee ve ark., 2010; Loof ve
ark., 2011; Junqueira, 2012; Cook ve McArthur,
2013; Martinez-Martos ve ark., 2014; Ignasiak
ve Maxwell, 2017; Sigle ve Hillyer, 2018).
Bagisiklik ile ilgili calismalarda model organizma
olarak kullanilan G. mellonella (Eguchi ve
Iwabuchi, 2006; Mukherjee ve ark., 2010; Cook
ve McArthur, 2013) kolay ¢ogaltilmasi ve
uygulama sonuglarinin ¢abuk elde edilmesi
nedeni ile tercih edilmektedir. Bagisiklik
parametrelerinin G. mellonella larvalarinda
uyaran siddetine bagli ve primer ajanin yapisina
orantili yanitlar olusturdugu (Wu ve ark., 2016);
humoral bagisiklikta sadece patojene bagl
molekiler paternlerinin degil ayni zamanda
endojen immun peptidlerinin de 6nemli oldugu
belirlenmistir (Altincicek ve ark., 2007). Toplam
ve farkli hemosit sayilari (zerine vyapilan
calismalar hemosit sayisinin bagisiklikta énemli
bir faktor oldugunu gostermektedir (Altuntas ve
ark., 2012; Er ve Keskin, 2015; Sezer ve Ozalp,
2015; Er ve ark., 2017; Duman ve Altuntas,
2018; Yucel ve Kayis, 2018). Zeytin yapragi,
cesitli hastaliklara iyi geldigi gerekgesi ile
alternatif tip uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Yapilan bu c¢alisma ile oleuropeince zengin
zeytin  yapragl ekstraktinin  G. mellonella
bagisiklik  sistemi Uzerindeki doza bagh
etkilerinin ortaya cikartilmasi amaglanmistir.
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Materyal ve Yontem
Ekstrakt ve dozlarin hazirlanmasi

Toplanan zeytin yapragi ornekleri oda
sicakliginda kurutulmusgtur. Kurutulmus
yapraklar o6gitlici ile toz haline getirilerek
Yateem ve ark. (2014) ¢alismalarinda belirtilen
%80 etil alkol ¢oOzicusilyle soksilet cihazinda
ekstrakte edilmistir. Bu islem sonrasinda alkol
uzaklastirilarak ekstraktin kuru hali alinmis ve
amber sisede +42C’de saklanmigtir. Deney igin
kuru madde %40 Dimetil Sulfoksit (DMSO)
icerisinde, dozlari 1000, 2500, 5000 ve 10000
ppm olacak sekilde hazirlanmistir.

Deneklerin yetistirilmesi
G. mellonella larvalari Canakkale Onsekiz

Mart  Universitesi Fen-Edebiyat Fakdiltesi
Biyoloji bolimi Bocek Fizyolojisi arastirma
laboratuvarinda yetistirildi. Deneklerin
yetirstirilmesi icin  Kaya (2015) yontemi

izlenmistir. Onbes giin sonra yumurtadan ¢ikan
larvalar gozlemlendiginde Bronskill (1961)
tarafindan gelistirilip Sak ve ark. (2006)
tarafindan igerigi degistirilen yapay besinden
(dogal kararmis petek, bugday kepegi, bal, su ve
gliserin) 10 gr eklenerek larvalar beslenmeye
alinmistir. Son evreye ulasan larvalar (0.18 +
0.02 gr) deneyde kullanilmak tizere secilmistir.

Deney dozlarinin uygulanmasi

Deney igin segilen G. mellonella
larvalarina ylzey sterilizasyonu igcin %70 etil
alkol puskirtiilmistir. Sterilize edilen larvalar
buz kasetleri (izerine konarak hareketsiz
kalmalari  saglanmistir.  Hareketsiz  kalan
ornekler stereo mikroskop (Olympus, SZ20,
Japan) altinda sirt Gsti yatirlmis ve deney
dozlari her bir o6rnege 5 ul olacak sekilde
proleglerinin en sonuncusundan mikroenjektor
(Hamilton, USA) yardimiyla enjekte edilmistir.
Her bir doz icin g tekrar yapilmis olup, her
tekrarda bes ornek kullanilmistir (n=15).
Enjeksiyonlarin etkisini gostermesi icin 24 saat
beklenmistir.

Hemosit sayimi

Hemosit sayimi igin uygulama yapilan
larvalar proleglerinin 6n segmentinden bir igne
yardimiyla  delinmis ve buradan sizan
hemolenften 4 ul alinarak icerisinde 36 ul
antikoagulant bulunan mikrosantriflij tlpline
konulmustur (Kaya, 2015). Hicre
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agregasyonunu engellemek igin pipetaj islemi
uygulanmistir. Hazirlanan antikoagulant-
hemolenf karisgimindan 10 pl alinarak Neubauer

hemositometresi'ne (Marienfeld, Germany)
yuklenmis ve faz kontrast mikroskopta
(Olympus  BX-51, Japan) hiicre sayimi
yapilmistir.

Enkapsiilasyon-melanizasyon deneyleri

Enkapsulasyon-melanizasyon yanitlarini
provake etmek igin doz uygulamasi yapilan
orneklere %1’lik Coomassie Brilliant Blue-G 250
boyasi ile boyanan Sephadex A-25 kromatografi
boncuklari 10 pl Phosphate Buffered Saline
(PBS) ¢ozeltisi icerisinde ortalama 15-20 boncuk
olacak sekilde enjekte edilmistir. Enjeksiyonu
takip eden 4. saat (kisa period) ve 24. saat
(uzun period) sonunda larvalar stereo
mikroskop altinda disekte edilerek boncuklar
toplanmistir. Toplanan boncuklar faz-kontrast
mikroskopta incelenerek Er ve ark. (2010)'a
uygun olarak siniflandirilmis ve enkapstlasyon-
melanizasyon  tepkileri  degerlendirilmistir
(Ugkan ve ark., 2010).

Istatistiksel analiz

Hemosit sayimi, enkapsilasyon ve
melanizasyon deneylerinin her biri i¢in (g
tekrar yapilmis ve her tekrarda bes larva
kullanilmistir. Enkapsiilasyon ve melanizasyon
icin 4. saat ve 24. saat olmak Uzere iki alt grup
daha olusturulmustur. Orneklerden elde edilen
veriler SPSS v20 programi ile one-way ANOVA
(Tukey HSD) analizi yapilarak degerlendirilmistir
(p<0.05).

Bulgular ve Tartisma

Calismanin sonucunda uygulama
yapilmamis (kontrol) grup (19.71 x 10°
hicre/ml) ile DMSO enjeksiyonlu grup (18.61 x
10° hiicre/ml) arasinda hemosit sayilari
bakimindan bir fark bulunmamistir. Bununla
birlikte tim doz uygulamalari hem kontrol hem
de DMSO enjeksiyonlu gruptan yliksek
bulunmustur. En yiksek hemosit ortalamasina
sahip olan grup 5000 ppm doz enjeksiyonu
yapilan gruptur (34.46 x 10° hicre/ml). Zeytin
yapragl ekstrakti enjekte edilen gruplardaki en
duslik ortalama 10000 ppm doz enjeksiyonu
yapilan grupta tespit edilmistir (26.39 x 10°
hicre/ml) (Sekil 1).



Tlrk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 7(3): 646—653, 2020

bc

w w
=] n
! L

N
n
1

[
w0
I

Toplam hemosit sayist (106 hiicre/ml)
o N
o o

wn

o

= Kontrol
DMSO
= 1000 ppm

—ia

= 2500 ppm
= 5000 ppm
10000 ppm

Sekil 1. Zeytin yapragi ekstraktinin G. mellonella larvasi toplam hemosit sayisindaki degisime etkisi. Ayni
harfleri tagiyan gruplar arasindaki fark dnemsizdir. Her bir doz igin toplam 15 6rnek degerlendirilmistir

(n=15)

Elde edilen verilere gére hem 4 hem de
24 saatlik enkapsilasyon deneylerinde zayif ve
gicli enkapsiilasyon tepkilerinde anlamli fark
gosteren grup 1000 ppm doz enjeksiyonlu
gruptur.  Kontrol grubuna goére DMSO

enjeksiyonlu gruplar 4 saatlik enkapstlasyon
tepkilerini etkilemezken 24 saatlik
enkapsillasyon tepkilerini  anlamli  oranda
azaltmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Zeytin yapragi ekstraktinin, G. mellonella larval enkapsiilasyon tepkilerine (%) etkisi

4 saat (% Ort + SH)***

Ekstrakt —
Olmamis Zayif Gugla
Kontrol 09.57+1.95° 79.66+2.512 10.77+2.11°
DMSO 12.84+1.92° 78.79+2.70° 08.37+1.99°
1000 ppm 16.43+4.87° 62.46+5.32° 21.10+2.73°
2500 ppm 19.38+5.23? 72.34+4.57%° 08.27+2.26°
5000 ppm 24.764+3.48° 67.47+3.46%° 07.77+1.58°
10000 ppm 17.52+2.48° 79.42+3.06° 03.06+1.08°
Ekstrakt 24 saat (% Ortt SH)*** __
Olmamis Zayif Gugli
Kontrol 9.55 +1.47° 28.28+1.93? 62.17+2.13?
DMSO 3.16+1.78* 74.56+4.40° 22.29+4.57°
1000 ppm 0.83+0.83¢ 61.24+5.76¢ 37.93+6.08¢
2500 ppm 7.52+2.522b 71.65 £3.71% 20.38+3.03"
5000 ppm 4.25+0.96°" 67.98+1.45% 27.77+1.34b¢
10000 ppm 2.20+0.90¢ 74.96+1.55b¢ 22.84+1.48°

*Ayni harfleri tasltyan gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P > 0.05).
**Her bir doz icin ve her bir saat grubunda ayri ayri toplam 15 6rnek degerlendirilmistir (n=30).

*** SH= Standart Hata

Bulgularimiza gére DMSO kontrol
grubuna  gore  melanizasyon  tepkilerini
azaltmistir. Buna ragmen 1000 ve 2500 ppm
doz enjeksiyon gruplarinda 4. saatte DMSO
enjeksiyonlu  gruba  gére  melanizasyon
tepkilerinde artis gozlemlenmistir. Yirmidort
saat enjeksiyon grubunda ise kontrole gore
DMSO ve 1000 ppm enjeksiyon gruplari disinda
tim dozlarda melanizasyon tepkisinde azalma
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tespit edilmistir (Cizelge 2). Model organizma G.
mellonella bagisikhgina iliskin yapilan birgok
calismada toplam hemosit sayisi onemli bir
belirte¢ olarak degerlendirilmistir (Er ve ark.,
2010; Altuntas ve ark., 2012; Er ve Keskin, 2015;
Kurt ve Kayis, 2015; Gwokyalya ve Altuntas,
2019). SOz konusu literatlirlerde genel olarak
hemosit sayisindaki artis bagisikhgin
desteklendigi seklinde yorumlanmistir.
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GCalismamizda elde ettigimiz veriler
1siginda oleuropeinin belirli dozlarda hemosit
sayisini arttirdigl, en yiksek dozlarda ise bu
artisin azaldigi gorilmustir (Sekil 1). Magrone
ve ark. (2018) vyaptiklari ¢alismada in vitro
kosullarda  oleuropeinin  lenfosit  sayisini
arttirdiginl  tespit etmislerdir. Calismamizin
toplam hemosit sayisinin degisimi ile ilgili
verileri bu literatlir bilgisi ile uyumludur. Bitki
gelisim  dizenleyicileri (BGD) ile vyapilan
galismalar [Absisik Asit, indol-3-Asetik Asit (IAA)
ve Giberellic Asit (GAs)] BGD’lerin dusik
dozlarda hemosit sayisini arttirirken, yilksek
dozlarda hormeosis etkisi gostererek hemosit
sayisini  dusUrdGgini  ortaya  koymustur
(Altuntas ve ark., 2012; Er ve Keskin, 2015;
Kaya, 2015). Calhsmamizda da benzeri bir
sekilde hemosit sayisinin disiuk dozlarda artis
gosterirken yiksek dozlarda azalma gostermesi
hormeosis  etkisinden  kaynaklanmaktadir.
Enkapstlasyon bagisiklik tepkisi, hemosit aracili
bagisiklik  tepkileri icerisinde en 6nemli
verilerden  birisidir.  Hemositler  fagosite
edemeyecekleri kadar buyik yabanci cisimlerin
etrafinda kapsillenme gergeklestirmektedir.

Calismamizda kullanilan 1000 ppm dozunun
gucli enkapsiilasyon tepkisini hem 4 hem de 24
saat deneylerinde arttirdig tespit edilmistir
(Cizelge 1). Giamarellos-Bourboulis ve ark.
(2006) oleuropeinin imminomodilatér olarak
gorev vyapabilecegi yonlindeki bulgulari ile
¢alismamizin enkapsilasyon verileri
ortismektedir. GAs uygulamasinin nekrotik ve
apoptotik hiicre sayisinda artisa neden oldugu
ve bu nedenle enkapsiilasyon-melanizasyon
tepkilerinde azalma meydana geldigi
belirlenmistir (Altuntas ve ark., 2012). Humoral
bagisikhk tepkilerinden biri olan melanizasyon,
4 saat sonunda DMSO, 5000 ppm ve 10000
ppm dozlarinda kontrole gére daha az
gerceklesmistir. Yirmidort saat sonunda ise
2500 ppm, 5000 ppm ve 10000 ppm dozlarinda
hem kontrol hem de DMSO ve 1000 ppm
dozlarindan daha az bir melanizasyon tepkisi
gostermistir (Cizelge 2). Bu sonuglar zeytin
yapragi ekstraktinin yuksek dozlarda
melanizasyon tepkisini azalttigini
gostermektedir. Bu durumun zeytin yapragi
icerisinde yer alan maddelerin antioksidan
kapasitesinden kaynaklandigi disiiniimektedir.

Cizelge 2. Zeytin yapragi ekstraktinin G. mellonella larvasinin melanizasyon tepkisine (%) etkisi

4 saat (% Ort + SH)***

Ekstrakt - -
Melanizasyon var Melanizasyon yok
Kontrol 31.7646.56° 68.24+6.56°
DMSO 06.73+3.30° 93.27+3.30°
1000 ppm 30.96+5.51%° 69.04+5.51°
2500 ppm 23.2145.50%% 76.79%5.50%
5000 ppm 11.27+4.26¢ 88.73+4.26"
10000 ppm 14.33+2.90% 85.67+2.90%
24 saat (% Ort £ SH)***
Ekstrakt - saat (% Or ) -
Melanizasyon var Melanizasyon yok
Kontrol 63.65 +4.76° 36.35+4.76°
DMSO 53.62+2.32%° 46.38+2.32%°
1000 ppm 55.26+3.55%° 44.75+3.55%°
2500 ppm 43.97+3.75° 56.03%3.75°
5000 ppm 48.00+3.35° 51.99+3.35°
10000 ppm 49.17+3.65° 50.83+3.65°

*Ayni harfleri tasityan gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P > 0.05).
**Her bir doz igin ve her bir saat grubunda ayri ayri toplam 15 6rnek degerlendirilmistir (n=30).

*** SH= Standart Hata

Bir bitki sekonder metaboliti olan
azadirachtin uygulamasinin da hemositlerde
genotoksik etki ortaya ¢ikmasina ve hemosit
sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(Er ve ark., 2017; Duman ve Altuntas, 2018).
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Zeytin yapragl da bircok sekonder metaboliti
barindirmaktadir.  Sekonder = metabolitlerin
genotoksik etkisi hemositlerde ylizey tanima
proteinlerinin bozulmasi, yayllma
kapasitelerinin ve enzimatik Gretim
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kapasitesinin azalmasi gibi islev kaybina yol
agcmasi muhtemeldir. Bu durum da
enkapsiilasyon ve melanizasyon tepkilerindeki
azalmayi agiklamaktadir.

Zeytin yapragi ekstraktinin hangi yollarla
bagisiklik tepkilerini etkilediginin belirlenmesi

icin antioksidan, genotoksik ve enzimatik
etkilerinin  belirlenecegi ileri arastirmalar
yapilmasi gerekmektedir. Bu yolla tam olarak
hangi mekanizmanin etkilendiginin ortaya
konulmasi ve bunun muhtemel sonuglarinin
saghkli olarak degerlendirilmesi mumkin
olacaktir.

Sonug ve Oneriler

Sonug olarak, zeytin yapragi ekstraktinin
1000 ppm dozda bagisiklig destekleyebilecegi,
daha yiksek dozlarda ise etkinliginin azalacag
ortaya konulmustur. Onceki calismalardan da
gorilebilecegi Uzere, dogustan gelen bocek
bagisikligi ile dogustan gelen memeli bagisiklig
bircok ortak nokta barindirmaktadir. Bu
nedenle c¢alismamizin sonuglarina dayanarak
belirli dozlarda zeytin yapragi tiketiminin
canlilarin bagisikhgini destekleyecegini
kanaatine varilmigtir.
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