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BAZI UCUCU VE SABIT YAG KOMBINASYONLARININ
CAENORHABDITIS ELEGANS YASLANMA MODELINDE ANTI-
AGING ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Amagc: Yaslanma; viicut hiicrelerinin DNA, lipit, protein gibi molekullerinin
siirekli hasara ugramasiyla gerceklesen, ilerleyen siiregtir. Calismanin amaci c¢esitli
yag kombinasyonlarinin yaslanma karsiti etkilerinin arastirilmasidir. Bu sebeple C.
elegans termotolerans ¢alismasi, elastaz ve kollajenaz enzim inhibisyonu deneyi ve

hlicre kulturd sitotoksisite deneyleri yapilmistir.

Gerec ve Yontem: Termotolerans icin N2 tipi C. elegans kullanilarak, 6lu-
canli karsilagtirmasi yapilmistir. Hareketlilik, canlilik belirti¢i olarak kullanilmistir.
Enzim inhibisyonu testleri in vitro olarak gergeklestirilmistir. Hicre kiltlrinde
sitotoksite calismas1 yapilmistir. Hiicreler yag kombinasyonlarina maruz birakildi ve

% canlilik hesaplandi

Bulgular: Termotolerans testine gore kontrol grubu 4,70+0,13; Kayisi-
kakule grubu 5,44+15; avokado-kakule 7,10+0,16; kayisi-lavanta 8,05+0,23 ve son
olarak avokado-lavanta yag kombinasyonlarinda 10,71+0,29 gin hayatta kalma
stiresi tespit edilmistir. Yag kombinasyonlarmin elastaz ve kolajenaz enzim
inhibisyonu iizerinde anlamli etki gostermedigi goriilmustiir. Huicre kaltird
calismasinda avokado-lavanta yag kombinasyonunun kontrol grubu ve diger

kombinasyonlara kiyasla hiicre canlilig1 tizerinde olumlu etkisi goriilmiistiir.

Sonug: Hem C. elegans hem de hiicre ¢alismalaari sonucunda yasam siiresi
uzerinde en etkili kombinasyonun avokado-lavanta oldugu goriilmektedir. Bunun
yaninda lavanta yagi, kakule yagina oranla ve avokado yaginin da kayis1 yagina gore

canlilik lizerine daha etkili olabilecegi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: C. Elegans, Enzim, Hicre, Termotolerans, Yasam
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INVESTIGATION OF THE ANTI-AGING EFFECTS OF SOME
ESSENTIAL AND FIXED OIL COMBINATIONS IN THE
CAENORHABDITIS ELEGANS AGING MODEL

ABSTRACT

Aim: Aging; It is a progressive process that occurs when the molecules of the
body cells such as DNA, lipid, and protein are constantly damaged. The aim of the
study is to investigate the anti-aging effects of various oil combinations. For this
reason, C. elegans thermotolerance study, elastase and collagenase enzyme

inhibition assay and cell culture cytotoxicity experiments were performed.

Materials and Methods: The number of living or dead C. elegans was
experimentally evaluated depending on their response to oil combination. Motility
offers a useful assay for the potential of nematode-based drug/chemical screening. In
vitro enzyme inhibition assays were performed. Cytotoxicity study was performed
on the cell line. Cells were exposed to oil combinations and then % viability was

calculated.

Results: According to the thermotolerance test, following survival days were
observed: the control group; 4.70+0.13, apricot-cardamom group; 5.44+15, avocado-
cardamom; 7.10+0.16, apricot-lavender; 8.05+0.23, avocado-lavender group;
10.7140.29. It was observed that oil combinations did not have a significant effect
on elastase and collagenase enzyme inhibition. In the cell assay, the avocado-
lavender oil combination improved on cell viability compared to the control group

and other combinations.

Conclusion: As a result of both C. elegans and cell studies, it is seen that the
most effective combination on lifespan is avocado-lavender. In addition, it can be
said that lavender oil can be more effective than cardamom oil and avocado oil can

be more effective on vitality than apricot oil.

Keywords: C. Elegans, Cell, Enzyme. Life Span, Thermotolerance
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1. GIRIS VE AMAC

Canlilar dogar, yasam siireleri boyunca yaslanir ve sonunda 6liir. Yaslanma
dogal bir biyolojik siirectir ve bu siireci etkileyen ¢evresel, genetik ve epigenetik
bir¢ok faktdr vardir. Bu faktorlerden genetigin etkileri Caenorhabditis elegans’da
ilk olarak bakilmistir. Bu ¢alismada da C. elegans kullanilmistir. C. elegans dogada
aga¢ diplerindeki toprakta yasayan boyu ortalama 1 mm olan ve laboratuvar
kosullarinda da bir petri kabi igerisine Escherichia coli ile beslenerek hayatina
devam edebilen cift cinsiyetli bir nematoddur (1). Bu nematodlarin ¢alismalarda
tercih edilmelerinin sebepleri arasinda genetik yapilarinin insan genleriyle %80’e
kadar benzerligi ve yasam siirelerinin kisa olusu sebebiyle c¢alismanin kisa siirede

sonuclandirilabilmesi sayilabilir (2).

C.elegans nematodu, yaslanmanin genetik yonlerini incelemek ve potansiyel
olarak dmrii uzatan maddelerin dmiir uzunlugu iizerindeki etkilerini test etmek icin,
tipta ve biyolojide yaygin olarak kullanilan bir model organizmadir. Termotolerans
calismalar1 ise, nematodlardaki yasam siiresi analizi ¢aligmalarinin ilk basamagidir.
Sicaklik stresi verilerek nematodun standart yasam siiresi kisa bir hale getirilir

boylelikle deney siiresi kisalmis olur.

Yizyillardir birgok bitkinin dogal yaglari birgok hastaligin tedavisi igin
kullanilmaktadir. Son zamanlarda bu faydalar bilimsel olarak da kanitlanmistir.
Kronik bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan dogal yaglarin insan dmriinii uzatan
etkileri de oldugu ispatlanmistir. Lavandula angustifolia (lavanta), Persea
americana (avokado), Elettaria cardomum (kakule), Prunus armeniaca (kayisi)
yaglarinin C. elegans model organizmasinin termotoleransi ve yasam siiresi lizerine
etkilerinin arastirilmasi, bu c¢aligmanin ana konusunu ve amacini olusturmaktadir.
Termotolerans ¢aligsmasina paralel olarak ayn1 yaglar kullanilkarak hiicre kiiltiirii ve

elastinaz, kolejenaz enzim inhibisyonu ¢alismalar1 da uygulanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. UCUCU YAGLAR

2.1.1. Ucucu Yaglar Hakkinda Genel Bilgiler

Esansiyel yaglar gii¢lii bir kokuya sahip, oda sicakliginda ucucu ve dogal
yaglardir. Aromatik bitkilerde sekonder metabolit olarak iretilir (3). Esansiyel
yaglar ¢ok fazla bilesene sahiptir. Asitler, alkoller, aldehitler, ketonlar, asiklik
esterler, laktonlar, daha seyrek olarak azotlu ve kiikiirtli bilesikler, kumarinler ve
fenilpropanoidlerin homologlar1 bunlara 6rnek olarak verilebilir. Ucucu yaglar en
fazla terpen grubu icerir. Terpenler 5 karbonlu izopirenlerdir (CsHs). igerdikleri
terpen miktarina gore bircok terpen sinifi vardir. Ugucu yaglarin ana bilesenleri
monoterpen ve seskiterpenlerdir (4). Ornegin lavanta yagmin temel bilesenleri
linalol, kafur, terpinen-4-ol, linalil asetat, f-osimen and 1,8-sineoldlr (5). Esansiyel
yaglarin bliylik ¢cogunlugu tedavilerde kullanilir (6). Aromaterapide antioksidan,
antimikrobiyal, antifungal, agr1 kesici olarak ve anksiyete ve depresyon tedavisinde

kullanilirlar. Dogal kozmetik endiistrisinde de biiyiik yerleri vardir (7).
2.1.2. Ucucu Yag Elde Etme Yontemleri

Ucucu yaglar elde edilecek yag bitkinin hangi bdlgesindeyse ona uygun bir
sekilde elde edilir. En ¢ok kullanilan ekstraksiyon metodlar1 su buhari damitmasi,
cOzucl ekstraksiyonu, CO: ekstraksiyonu, maserasyon, anfloraj, soguk pres ve su
distilasyonu olarak gosterilebilir. Bazi ekstraksiyon metodlar1 bitkilerin bazi
bolgeleri igin en uygun olanidir. Ornegin sitrus meyvesinin kabugundaki ugucu yagi
elde etmek i¢in soguk sikim en ideal ekstraksiyon yontemidir. Cilinkii yagin elde

edilebilmesi i¢in kaugun sikilmas1 gerekir.

Su Buhar1 Damitmasi: Ugucu yag eldesi i¢in genelde bu yontem kullanilir.
Ciinkii ¢ok yonliidiir, ugucu yaglarin dekompozisyonuna sebep olmaz ve de hem az
hem de yiiksek miktarda yag eldesi icin uygundur (8). Negatif yanlar1 ise

ekstraksiyon siirecinin uzun olmasi ve yiiksek miktarda enerji harcanmasidir (9).



Yontemin temeli; sogutucuyla birlestirilen bir cam balon iginde suyla bitkinin
2-8 saat kaynatilarak, su buhariyla hareket eden yag molekiillerinin sogutucuda
yogunlastirilip sudan ayristirilmasidir esasen. Elde edilen ugucu yag miktarn
volumetrik olarak ifade edilir. Su distilasyonu toz seklindeki materyallerde (kok vs)
maksimum sonu¢ verir (9). Elde edilen yag miktar1 ¢ok olmakla birlikte suyun
kaynatilmasi esnasinda uygulanan yiiksek sicaklik, termal reaksiyonlara neden olur.
Bununla beraber artifak olusumu, hidroliz ve isomerizasyon olaylar1 meydana gelir
(10).

COzlcu Ekstraksiyonu: Yagi elde edilecek bitki kismi1 organik bir ¢oziiclide
kaynatilir. Bu ¢oziicli ¢ogunlukla hekzan ya da etanol olur. Ekstraksiyon bittikten
sonra organik ¢oziicii damitma ile geri getirilirken diger fazda istenen ucucu yag

kismi bulunur. Su buhar distilasyonuna kiyasla deney sicakligi daha diisiiktiir (11).
Soguk Sikim Yontemi:

Bu yontem yagin1 kabugunda barindiran meyvelerden ucucu yag eldesi igin
kullanilir. Fiziksel bir yontemdir. Ornegin limon kabugundan ugucu yag elde etmek

i¢in limon kabugunun dis kismina kuvvet uygulanir ve limon yagi elde edilir (11).

2.1.3. Lavandula Angustifolia

Lavandula. angustifolia Lamiaceae familyasina ait 25-30 farkli ¢esidi olan
cok yillik bir cali bitkisidir. Diinya iizerinde genel olarak Bulgaristan, Italya,
Macaristan ve iilkemizde dogal olarak yetisir. Halk arasinda gii¢lii bir kokuya ve
tibbi etkilere sahip oldugu bilinen bir bitkidir. Yapraklar1 ve ¢i¢ek baslarindaki salgi
bezlerinden elde edilen fazlasiyla aromatik olan ugucu yaglari kullanilir. Lavandula.
angustifolia fenolik yapilarca zengindir. Su ana kadar dokuz ¢esit flavon 8 ¢esit
antosiyanin analiz edilmistir. Giizel kokusu terpenoid bilesiklerden kaynaklidir.
Ucgucu yaginin igerisinde ylizlerce bilesen vardir. Ama en ¢ok linalol, linalil asetat,
lavandulil asetat, kafur ve 1,8-sineol icerir (12). Ucucu yag: fitokimyasal olarak
degerlendirmek igin O6nce su buhari distilasyonu veya ¢Ozucl ekstraksiyonuyla
bitkiden ucucu yag elde edilir, daha sonra bu yag GC/MS ile analiz edilir. Bu sayede

yag i¢inde hangi kimyasal maddelerin bulundugu ortaya ¢ikmis olur.

Lavanta yillarca hastaliklarda bitkisel remedi olarak kullanilmistir. Kullanimi

yiiz yillar oncesine dayanmaktadir. Halk arasinda viicut agrilarinda, sinir sistemi



rahatsizliklarinda ve rahatlama icin kullanmilir (13). Bitki infuzyonu dahilen
kullanilarak gaz giderici, diiiretik, anti-romatizmal, anti-epileptik, bas agrisi ve
migren gibi rahatsizliklarda agr1 kesici olarak kullanilir (14). Su distilasyonu ile elde
edilen ugucu yagi koklama sureti ile kullanilarak sedatif ve anti-depresan olarak
kullanilir. Ayn1 zamanda lavanta ugucu yagi haricen anti-bakteriyel olarak kullanilir.
Icerigindeki linalol ve linalyl acetate yiiksek miktarda anti-bakteriyel ve anti-fungal
etkiye sahiptir. Parfiim ve kozmetik endiistrisinde de siklikla karsilagilan bir yagdir
(15). Onlar disinda anksiyete, uykusuzluk, depresyon, istah kaybi, nefes ferahlatmak

maksatli agiz sularinda da kullanilir (16).

Lavandula angustifolia ekstraktinin cilt fibroblastindaki kolajen iiretiminin
azalmasini dnledigi ortaya ¢ikmistir. Fibroblast cildin bag doku hiicresidir, kolajen
ve elastin burada tretilir. Artan yas, UV 1sinlar1 gibi birgok sebeple kolajen iiretimi
azalir. Ji Hoon Ha ve arkadaslarinin ¢alismasina gore fermente edilmis Lavandula
angustifolia ekstraktt ile UVB 1sinlarina maruz kalan fibroblast hiicrelerindeki
kolajen %20 daha az azalmistir (17).

Birgok arastirmaci tarafindan L. angustifolia ugucu yaginin Onemli
Ozelliklerinden biri olan antioksidan o6zelligi arastirilmistir. ROS miktarinin
azalmasini saglayan antioksidanlarin yaslanma prosesini yavaslatmada biiylik bir

oneme sahip oldugu unutulmamalidir.

Lu Hui ve arkadaglar1 tarafindan lavanta ugucu yagmnin kimyasal igerigi,
antioksidan ve anti bakteriyel 6zelligi arastirilmis. Antioksidan ve anti bakteriyel
kapasitesi linoleik asit sistemi ve bakteriyel gelisim inhibisyonu ile test edilmistir.
Sonuglar 1,5-Dimethyl-1-vinyl-4-hexenyl butyrate (%43,73) in en ¢ok bulunan
madde oldugu, daha sonra sirasiyla 1,3,7-Octatriene, 3,7-dimethyl- (%25,10),
Okaliptol (%7,32) ve kafur (%3,79) oldugunu ortaya ¢ikarmis. Ayni zamanda lipid
peroksidasyonuna kars1 giiclii antioksidan aktivitesi oldugu ve de rinitle
iliskilendirilen Staphylococcus aureus, Micrococcus ascoformans, Proteus vulgaris
and Escherichia coli bu dort bakteri ¢esidine karsi iyi antibakteriyel etkiye sahip
oldugu ortaya ¢ikmistir (16).

Atsumi ve Tonosaki L. angustifolia bitkisinin inhalasyon ile etkisini 22
kisilik bir calisma grubu lizerinde antioksidan etkisi arastirmistir. Deneklere 5

dakikada bir aroma koklatilmistir ve kortizol, sekretuvar IgA ve a-amilaz



degisimlerine bakilmistir. Bu maddeler viicudu oksidatif stresten koruma konusuyla
iliskili maddelerdir. Sekretuvar IgA ve a-amilaz seviyeleri degismezken kortizol

seviyesi anlamli bir sekilde azalmistir (18 ).

2.1.4. Elettaria Cardamomum

Kakule ¢ok sik kullanilan bir baharattir ve hatta baharatlarin kraligesi olarak
bilinir. Hindistan, Guatemala, Sri Lanka, Endonezya, Tanzanya ve Meksika’da
yetisir. Zingiberaceae familyasinin ¢ok yillik calimsi bir bitkisidir. Daha ¢ok
kurutulmus meyveleri kullanilir. 2-5 m yiiksekliginde olup rizomlarinin vejetatif
boliinmesiyle ¢ogalir. Yapraklart 30-35 c¢cm uzunlugunda ve 7-10 cm genisliginde
olup lanseolat yapida koyu yesil renktedir (19). Bitkinin iist kismi pseudostem adi
verilen ortalama 20 adet yapragimsi yapi igerir. Aromatik tohumlar: siklikla baharat
ve aroma verici olarak kullamilir Kakule Elettaria, Amomum ve Aframomum
cinslerinin kurumus meyveleridir. En sik kullanilan1 Hindistan’da yetisen Elettaria

cardamomum (L.) Maton cinsidir (20).

Ortalama bir kakule meyvesi %68,2 karbonhidrat, %10,6 protein, %2,4 yag
icerir.100 gram kurumus kakule meyvesi 93 mg kalsiyum, 182 mg magnezyum, 124
mg potasyum, 183 mg fosfor, 100 mg sulfiir ve 13 mg demir icermektedir (21).

Kurumus kakule meyvesi ylizyillardir hem mutfakta hem de geleneksel
tedavi olarak astim kontrolii, dis ve dis eti enfeksiyonlari, sindirim sistemi ve bobrek
rahatsizliklar1 (22), katarakt, mide bulantisi, ishal ve kalp rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (23). Meyvesinin igerisinde bulunan ug¢ucu yag ona

aromatik kokusunu ve tedavi edici 6zelliklerini verir (24).

Daha ¢ok distilasyon metoduyla elde edilen ugucu yaginin igerisinde 1,8-
sineol, a-pinen, a-terpineol, linalil asetat, linalol gibi monoterpen igerikler ve a-
terpinil asetat esteri bulunur (22). Yapilan bilimsel ¢caligmalarda ugucu yaginin anti-
enflamatuvar, kansere karsi koruma, antioksidan, anti-fungal, anti-viral,
antidiyabetik ve mide koruyucu ozelliklerinin oldugu ortaya ¢ikmustir (23). Tipta
kakule ucucu yaginin kalp ve damar hastaliklar1 tedavisi ve kontroliinde ayrica

akciger ve bobrek hastaliklarinda kullanilabilecegi de kanitlanmistir (24).

Kakule ugucu yaginin S. aureus, E. coli, and Saccharomyces cerevisiae

tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktifligi 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ile ve



toplam fenolik icerik (TPC) metodlariyla Olgiilmiistiir. Minimum inhibit6r
konsatrasyon (MIiK) ve minimum bakterisidal konsatrasyon (MBK) ise seri dillisyon
metodu ile dl¢iilmiistiir. Sonuglara bakildiginda MBK .36 mg/mL, MIC S. aureus, E.
coli, ve S. cerevisiae i¢in sirasiyla 12.50, 25.00, ve 1.56 mg/mL oldugu goriilmistiir.
Antioksidan aktivitesine bakildiginda DPPH 517 nm Olgiilmiistir. Bu deney
sonuglarina gore kakule ugucu yaginin S. aureus, E. coli, and S. cerevisiae tlrlerine
karst antimikrobiyal 6zelligi vardir ve aymi zamanda antioksidan Ozelligi de

bulunmaktadir (25).

Yapilan baska bir ¢alismada Elettaria cardamomum, Salvia triloba ve
Lavandula angustifolia ugucu yaglari ve kombinasyonlar1 agiz temizleme suyu
formiilasyonuna eklenmistir ve antibakteriyel oOzelligine bakilmistir. Calisma
sonucuna gore Salmonella typhii bakterisine karsi bu ii¢ ugucu yag arasindan tek

etkili olan1 kakule ugucu yagi ¢ikmistir (26).

2.2. SABIT YAGLAR

2.2.1. Sabit Yaglar Hakkinda Genel Bilgiler

Sabit yaglar bitkilerin ¢esitli parcalarindan elde edilen yaglardir. Kimyasal
olarak yag asitlerinin gliseril esterleridir. Her farkli sabit yag birbirlerinden i¢lerinde
barindirdiklar1 yag asitlerine gore ayrilir. Sabit yaglar sivi ve kati formda olabilir
ama cogunlukla sividirlar. Sabit yaglar eter, kloroform ve petrol eterinde
¢Oziinebilirler. Ugucu degillerdir, kagit izerinde iz birakirlar ve suda ¢oziinmezler
ve suya karismazlar. Ozgiil agirliklar1 1.0’den azdir yani suyun iizerinde kalirlar.
Sabit yaglar tedavilerde kullanilabilirken ayni zamanda bazi yaglar ve ilaglar i¢in
tasiyici olarak da kullanilir (27). Hint yagi, zeytin yagi, yerfistig1 yagi, soya, susam,
badem, pamuk tohumu, misir, aspir, kakao, keten tohumu, ay¢icek ve shea yag sabit

yaglara ornek olarak gosterilebilir (28).

Sabit yaglar yag asitlerinden olusur ve bu yag asitleri genellikle 18, 20, 22
karbona sahip omega 3,6 ve 9 yapisindadir. Yaglar1 birbirinden farkli kilan yag
asitlerinin oranlaridir. Ayn1 ¢esit yag asidi bulunmasina ragmen farkli oranlarda bir
araya gelmislerdir. Doymus ve doymamis olmak {izere 2 ¢esit yag asidi bulunur.

Doymus yag asitlerine laurik, stearik ve palmitik asit 6rnek olarak gosterilebilir. Bu



yag asitleri yapisinda ¢ift bag tasimaz ve oda sicakliginda katidir. Ornegin hindistan
cevizi yagi doymus yag asidine sahip bir yagdir. Doymamis yag asitleri en az bir
cesit cifte bag icerir ve aygicek yagi, zeytinyagr gibi s1v1 yaglarda bulunur. Ornegin
Zeytinyaginda bulunan oleik asit doymamis yag asidine Ornektir. Linoleik asit,
linolenik asit de 6rnek olarak gosterilebilir (29). Sabit yaglar 6zelliklerine gore
antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antihelmintik, i¢ organlar1 koruyucu, hastalik

tedavi edici gibi birgok etkisi vardir (30).

Sabit yaglardan bazilar1 antibakteriyel dzellik icerir. Ornegin ¢orek otunun
tohumundan elde edilen sabit yagin igerisinde bulunan timohidrokinon (TQ)
maddesinin antibakteriyel o6zelligi kanitlanmistir. Yapilan calismaya gore bu
maddenin S. aureus’a yiikksek derecede duyarliligi oldugu kanitlanmistir. TQ
maddesinin ise 3 pg/ml dozunun bakteriyostatik, 6 pg/ml dozunun ise bakterisit etki

icin yeterli oldugu bildirilmektedir (31).

Bagka bir ornek olarak da Petroselinum crispum yani maydonoz bitkisi
tohumu sabit yaginin antioksidan etkisi ABTS testi ile degerlendirilmistir. Sonug
olarak antioksidan etkisi oldugu ortaya ¢ikti. Fakat toplam fenol miktar1 diisiik

oldugu i¢in antioksidan 6zelligi de disiiktiir (32).
2.2.2. Sabit Yag Elde Edilme Yontemleri

Sabit yag elde etme yoOntemleri ¢oziicii destekli, siiper-kritik sivi destekli,
mikrodalga destekli, ultrases destekli, enzim destekli ekstraksiyonlar, soguk pres

metodu olarak sayilabilir.

Yag elde etme metodlar1 yagin bitkinin bulundugu kismina gore degisir.
Ornegin, sabit yagi meyvenin yumusak kisminda bulunuyorsa mikrodalga metodu
kullanilabilir. Avokado meyvesinin sabit yag1 bu yolla elde edilebilir. Avokado
meyvesi 2450 MHz, 859 W lik mikrodalgaya konur ve mikrodalganin yiiksek
seviyesinde 1sitilir. Daha sonra yag mekanik bir sekilde sikilarak elde edilir.
Avantajlar1 10-30 dk gibi kisa siirede islemin sonuglanmasi, az miktarda ¢oziici
kullanilmas1 olarak siralanabilir. Negatif yan1 ise sadece yagi degil her maddeyi

ekstrakte etmesi ve maliyetli bir islem olmasidir.

Soguk pres yonteminde herhangi bir 1s1 ya da kimyasal kullanilmaz, tamamen

mekaniktir. Bu sebeple yagin bozunma ihtimali yoktur ve besin degerini korur.



Negatif yani ise verimin diisiik olmasidir. Ornegin zeytinyagi zeytin cekirdegi

ezilerek Uretilir.

Bir bagka yontem ise ¢oziicii ekstraksiyonudur yani Soxhelet metodudur.
Soxhelet metodunda kati materyalden yag, materyalin birden fazla kez organik
¢oOziiciiyle muamele edilmesi ile elde edilir. Kullanilan organik ¢oziicllere hekzan,
petrol eteri, benzen, kloroform 6rnek olarak verilebilir. Belirli bir stre organik
¢Oziicii 1sitilir, kaynatilir ve yine yogunlastirilir ve bu siire¢ deneyin prensibine gore
belirli bir siire veya sayida tekrarlanir. Bu siire¢te yag organik ¢oziiclye hapsolur.
Daha sonra organik ¢oziicii ortamdan uzaklastirilarak yagin kendisi elde edilmis olur

(33). Soxhelet aparat1 ve parcalarinin isimleri Sekil 1.2 de goriildigi gibidir.
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Sekil 2.1. Soxhelet metodu (34)

Superkritik sivi ekstraksiyonunun ise ¢oziicii ekstraksiyonundan farki
cOzucunun yiksek sicaklik ve basing diizeyinde siiperkritik hale ge¢mesi ve
boylelikle ¢o6zme ve yaga niifus etme giicliniin yiikselmesidir. Bu ydntem son
zamanlarda siklikla kullanilan yontemlerden biridir. Diger yontemlerden en biiytlik

farki veriminin yiiksek olmas1 ve yag eldesi siiresinin kisa olmasidir.



Enzim destekli sulu ekstraksiyonda ise organik ¢oziicii kullanilmaz ki bu
sebeple ¢evre dostu bir ayirma yontemidir diyebiliriz. Bu yontemde yagin bulundugu

hiicre duvarlar1 enzimler vasitasiyla hidrolize ugratilarak yag elde edilir (33-35).
2.2.3. Prunus Armeniaca

Kayis1 bitkisi Rosaceae familyasina ait olan ve Akdeniz ve Orta Asya
taraflarinda siklikla diretilir. Ulkemiz kayis1 iiretiminde diinyanin en biiyiik
ureticisidir (36). Kayisi sabit yagi en fazla (%70,70) oleik asit, daha sonra linoleik
(%22,41), palmitik (%3,14), stearik (%1,4), linolenik (%0,9) ve palmitoleik (%0,7)
asit icerir (37).

Kayis1 sabit yagi kayist ¢ekirdeginden ¢oziiclii ekstraksiyonu veya soguk
sikim yoluyla elde edilir. Yapisinda yiiksek oranda doymamis yag asidi vardir,
ayrica insan viicudu i¢in 6nemli olan sterol, tokokromanol ve skualen maddelerini de
igerir. Zengin igeriginden dolay1 kayisi ¢ekirdegi sabit yagi yenilebilen yag olarak
kullanilabilirken ayni zamanda kozmetik sektoriinde, fonksiyonel ve medikal besin

desteklerinde siklikla kullanilir (38).

Kayis1 bitkisi meyvesinin yenmesi disinda halk arasinda bir¢ok hastalikta
kullanilir. Kayis1 kabugunu dekoksiyonu alerjik cildi rahatlatmak i¢in kullanilir.
Kayisinin diger kullanim alanlar1 kanama tedavisi, infertilite, g6z enflamasyonu ve
kas agrilandir. Kayist c¢ekirdegi yagi ise laksatif, ekspektoran olarak
kullanilmaktadir (39). Kayis1 ¢ekirdegi yagi tipta 6ksiiriik, kalp ve damar hastaliklari

ve beyin hastaliklarinin profilaksisinde ve tedavisinde kullanilmaktadir (40).

Kayist ¢ekirdegi yaginin antimikrobiyal ozelligi vardir. D. Yigit ve
arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢alismada kayis1 ¢ekirdegi yaginin antimikrobiyal
ozelligine bakmak icin 5 bakteri ¢esidine ait (Enterobacter aerogenes, E. coli,
Proteus mirabilis, P. aeruginosa, and S. aureus) 96 bakteri susu, 9 maya tiiriine ait
(Candida albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei, C.
parapisilosis, C. pseudotropicalis, C. tropicalis, and Geotrichum candidum) 91
Candida susu kullanilmistir. Antimikrobiyal etkiye bakmak i¢in disk difiizyon testi
yapilmistir. Pozitif kontrol olarak gram pozitif bakteri igin ofloksasin (5 pg), gram
negatif bakteri icin sefaperazon—sulbajtam (105 pg) ve Candida tdrleri icin
amfoterisin B (30 pg) kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite kayist ¢ekirdegi yagi,

negatif ve pozitif kontrollerin test mikroorganizmalarindaki inhibisyon bdlgesi



olgiillerek  yapilmistir. Daha sonra MIK 6lgiilmiistir. MIK  ekstrelerin
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ettigi en diisiik konsantrasyondur. Deney
sonucuna gore kayisi ¢ekirdeklerinin en fazla E. coli Uzerinde (inhibisyon bdlgesi:
metanol ekstresinde 15+1,5; su ekstresinde 15 * 2,2 mm) etkili oldugu ortaya
¢ikmustir (41).

Kayis1 ¢ekirdegi yaginda bulunan E vitamini antioksidan 6zelligine sahiptir.
Boylelikle yaglanma belirtilerini azaltir, ciltteki kirisikliklar1 hafifletir, cilde saglikli

ve dolgun bir gériiniim kazandirir (42).

Bir calismada ise kayisi c¢ekirdegi yaginin (AO) miyokardiyal iskemi-
reperfiizyona (IR) sahip sigan modeli {izerinde potansiyel kardiyoprotektif etkileri in
vivo olarak ¢alisilmistir. Calismadaki siganlar bes gruba ayrildi: sham opere
edilenler, IR, diisiikk doz AO ile tedavi edilen (LD-AO-IR), orta doz AO ile tedavi
edilen (MD-AO-IR) ve yiiksek doz AO ile tedavi edilen IR (HD-AO-IR). LD-AQO +
IR, MD-AO + IR ve HD-AO + IR gruplarina, IR operasyonundan 14 gin 6nce
sirastyla giinliik 2, 6 ve 10 ml/kg AO dozu verildi. Tetrazolium kloriir boyamasi,
enfarktiis boyutunun ve enfarktiis agirliginin toplam kalp agirligina oraninin, AO ile
tedavi edilen {i¢ grupta IR grubuna kiyasla onemli 6l¢iide azaldigini ortaya koydu.
Serum kreatin kinaz ve aspartat aminotransferaz aktiviteleri de benzer faydal etkiler
gostermistir. AO 1ile tedavi edilen siganlarda miyokardiyal katalaz, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve konstitltif nitrik oksit sentaz aktivitelerinin yani
sira NO konsantrasyonlarinin tiimii artarken, malondialdehit i¢erigi ve indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz azaldi. Bu bulgular, kayis1 ¢ekirdegi yaginin giiclii kalp koruyucu
etkileri oldugunu ve miyokard enfarktiislerinin tedavisi ve 6nlenmesi i¢in bir besin

olarak gelistirilebilecegini diisiindiirmektedir (43).

2.2.4. Persea Americana

Avokado, Meksika ve Orta Amerikada yetisir ve ilk defa Meksika’da kiiltiirii
yapilmistir (44). Lauraceae familyasina ait Avokado dort mevsim yesil kalan
yapraklara sahiptir fakat yapraklar kisa omiirliidiir, 12 aydan fazla yasamazlar. Hizli
uzayan bu bitkinin boyu 20 metreye kadar uzar, kokleri ¢cok fazla derine inmez ve
topraktaki suyu ¢ekme gilicii zayiftir. Avokado ¢ok fazla cigege sahip bir bitki
olmasina ragmen ¢igeklerinin %0,1’inden az1 meyve verir. Cigeklenmesi ve meyve

vermesi 3 iklimsel faktore baglidir. Bunlardan ilki ki mevsimindeki don siiresi; bir
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digeri diisiik sicaklik ortalamasi ve son olarak meyvelenme siirecindeki asiri

yiikseklik sicakliktir (45).

Yarim avokadoda (68 g); 4,6 g besin posasi, 0,2 gr toplam seker, 345 mg
potasyum, 5,5 mg sodyum, 19,5 mg magnezyum, 43 ug A vitamini, 6 mg C vitamini,
1,3 mg E vitamini, 14 pg Ky vitamini, 60 mg folat, 0,2 mg Be vitamini, 1,3 mg
niasin, 1,0 mg pantotenik asit, 0,1 mg riboflavin, 10 mg kolin, 185 pg
lutein/zeaksantin, 57 mg fitosterol, 6,7 g yiksek- tekli doymus yag asitleri bulunur
ve 114 kcaldir. Avokado yagi %71 oraninda tekli doymus yag asidi, %13 oraninda
ise doymus yag asidi icerir. Bu yag asitleri sayesinde avokado yagi kan lipid

profilini dengeye sokar ve yagda ¢6ziinen vitaminlerin verimini arttirir (46).

Avokado ksantofil karotenoidi icerir. Bu karotenoit oksijen igeren ve yagda
¢Ozilinen bir antioksidandir. Bu sebeple avokadolar diger sebze ve meyveler arasinda

en fazla lipofilik antioksidan kapasitesine sahip meyvedir.

Yapilan bir ¢alismaya gore avokado yogunluklu beslenme diizeninin normal
ve hiperkolesterolii olan bireylerin lipoprotein ve trigliserit miktarlarinda iyilesmeye
yol actig1 gézlemlenmistir. 7 gilin siiren randomize kontrollii ¢calismada 67 denek
kullanildi. 2 gruba ayrildilar. ilk grup saglikli ve normal lipid seviyesine sahip
bireyler ve 2.grup ise insilin seviyesi 201-400 mg/dL olan kolesteroll yuksek olan
bireylerdi. Her grubun yarisina avokado zengini beslenme diizeni diger yarisina ise
izokalorik diyet avokadosuz diyet uygulandi. Sonug olarak diyetine avokado ekleyen
normal kolesterollii bireylerin serum kolesterol miktar1 avokadosuz beslenen bireye
gore %16 daha azalmistir. Yiiksek kolesterollii diyetine avokado eklenmis bireylerin
total serum kolesteroliinde %17, LDL-C ve trigliserit seviyesinde %22 azalma;
HDL-C seviyesinde ise hafif bir artis goriilmiistiir. Avokadosuz beslenen bireylerin
seviyelerinde herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Sonu¢ olarak beslenme
diizenine avokado katmanin kardiyovaskiiler saglik tizerinde anlaml1 bir etkisi vardir

(47).

Bagka bir calisma ile de avokadonun kilo kontroliinde etkili oldugu
kanitlanmistir. Bu calismaya 61 tane saglikli, fazla kilolu ve obez bireyler
katilmistir. Bireylerin bazilar1 giinde 200 g avokadoyla (30,6 g yag) bazilar1 ise 30 g
randomize bir sekilde margarin ve avokado yagi disindaki diger yaglarla 6 hafta 6

hafta boyunca beslendi. Sonu¢ olarak avokado yagi ile beslenen bireylerin yag
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miktar1 ylizdesinde, BMI verisinde ve kilosunda azalis goriildii (48). Randomize tek
kor, carprazlama postprandiyal baska bir calismada ise 0gle saatlerinde tiiketilen
yarim avokadonun kontrol bireylerine kiyasla aclik ve yeme isteginin azaldigi
doygunlugun arttigi goriilmiistiir. Calismaya 26 adet saglikli ama fazla kilolu

bireyler katilmistir (49).

2.3. DERI VE YASLANMA

2.3.1. Deri Hakkinda Genel Bilgi

Deri viicudun en biiyiik organidir ve viicut kiitlesinin yiizde 10’undan fazlasi
deridir. Ortalama bir insandaki cildin yiizey alani yaklasik 1,67 m? ve 4,5 kg
civarlarindadir. Deri viicudun dis g¢evreyle en fazla etkilesimde olan organidir.
Temel olarak ii¢ tabakadan meydana gelir ve bunlar disaridan ige sirasiyla Stratum
corneum (epidermisin en iist kismi), epidermisin devami, dermis ve hipodermistir
(50). Epidermis de kendi icerisinde Stratum corneum, S. lucidum, S. granulosum ve
S. basale olmak tizere dorde ayrilir. S. corneum keratinositlerden farkliliklasan
korneoist icerir. Bu hiicreler S. basale’de sirekli yenilenir, eskidikce S. corneum’a
dogru cikar ve en son orada ciltten ayrilir. Bu stirekli bir dongii seklinde gerceklesir
(51). S. lucidum ince 6lii keratinosit tabakasidir. S. lucidum tabakasindaki keratinosit
hiicreler arasi protein olan eleidin icerir. Eleidin bu tabakaya saydam bir gorinim
verir. S. granulosum; S. lucidum ile S. basale arasindaki ince tabakadir. S.
granulosum’da bulunan keratinositler sistein ve histidin miktar1 agisindan zengin
granuller icerir. S. basale ise bazal keratinosit, Langerhans ve T hucreleri gibi
bagisiklik hiicreleri ve cilt pigmentasyonunda rol oynayan melanosit hiicrelerini

icerir (52).

Dermis ise cildin en kalin tabakasidir, cilde giicliiliikk, destek ve esneklil
saglayan hiicreleri barindirir. Dermiste bulunan duyusal reseptorler araciligiyla
viicut basing, agri ve sicakligi hisseder. Dermiste bulunan kii¢iik kan damarlar1 ise
cilde besin saglar. Yag bezleri ise yag iireterek cildi nemli ve diri, saglart yumusak
tutarken ayni1 zamanda porlarda biriken bakterilerin 6lmesine yardimci olur.

Dermiste ayrica ter ve bezleri ve kil folikiilleri de bulunur (53). Sekil 2.3 de
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gorildigii gibi deri epidermis, dermis ve hipodermis olmak {izere ¢ temel

katmandan olusmaktadir.

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Sekil 2.2. Deri ve katmanlari (54)

Cildin temel fonksiyonlar1 sunlardir:

Koruma: Cilt patojenler ile viicut arasindaki anatomik bir bariyerdir. Ciltte
bulunan Langerhans hiicreleri edinilmis bagisiklik sisteminin bir pargasidir (55). Ter

igerisinde lizozim vardir ve lizozim bakterilerin hiicre duvarlar1 arasindaki bagi

yikan bir maddedir (56).

His: Cilt ¢cok fazla sayida sinir ucu igerir ve bu sayede sicak, soguk, dokunus,

basing ve doku yaralanmasi gibi hissiyatlar1 algilariz.

Sicaklik Diizenlenmesi: Cilt bilinyesinde ihtiyacindan daha fazla kan
barindirir ve bu sayede viicudun enerji kaybini kontrol edebilir. Damarlar
genislediginde perflizyon artar ve 1s1 kayb1 olurken damarlar kasildiginda deri kan

akist azalir ve boylelikle viicut 1s1s1 korunmus olur (57).

Depolama ve Sentez: Deri lipid ve su depolar. Ayn1 zamanda giines 1sinlari

araciligiyla deride D vitamini sentezi gerceklesir.

Bosaltim: Ter iire icerir. Deri iizerinden terleyerek viicuttan iireyi

uzaklastirmis oluruz.
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Emilim: Transdermal patch gibi bazi ilaglar cilt izerinden uygulanabilir, deri

vasitasiyla maddeler viicuda salinabilir.

Suya Dayaniklilik: Deri suya dayanikli bir bariyer gérevi gorerek bazi gerekli

besinlerin su ile temasa gectiginde viicuttan uzaklasmasini engellemis olur (58)

2.3.2. Yaslanma Sebepleri, Fizyolojisi Hakkinda Genel Bilgiler

Yaglanma hiicre yipranmasi, hiicresel rezerv kapasitesinin azalmasi ve
hiicrelerin normal fonksiyonlarini yerine getirmemesi ile kendini gdsteren, belli bir
siire sonra organizmanin yaralanmaya ve hastaliklara kars1 savunamamasi en

sonunda ise hayata adapte olamamasi yani 6liimle sonuglanan bir siirectir (59).

2.3.2.1. Intrinsik ve ekstrinsik cilt yaslanmasi: Cilt yaslanmasinin intrinsik
(kronolojik olarak yaslanma) ve ekstrinsik (dis faktorler kaynakli) olmak iizere iki
cesit ana sebebi vardir. Intrinsik yaslanma zamanla gerceklesen yaslanmadir ve en
biyik sebebi reaktif oksijen tirleridir (60). Bu tiir yaslanma dermal mast hiicreleri,
fibroblast ve kolajen liretiminin azalmasiyla ve epidermisle dermis arasindaki
baglarin yassilasmas: ile kendini gosterir. Intrinsik olarak yaslanan cilt lekesiz,

yumusak, solgun, elastikiyeti azalmis ve ince kirisikliklara sahip bir cilttir (61).

Ekstrinsik cilt yaslanmas1 ise sigara kullanimi, yanlis beslenme diizeni,
kimyasallara maruziyet, fiziksel ve psikolojik travma ve UV 1sinlarina maruziyet
gibi sebeplerden dolayr meydana gelir. Bu faktorler reaktif oksijen tiirlerinin

tiretimini arttirarak dolayli yoldan yaslanmaya sebep olur (62).

Ekstrinsik yaslanmanin en biiyiikk sebebi kontrolsiiz olarak UV isinlarina
maruziyettir. Yiizdeki derinin ekstrinsik yaslanmasinin sebebinin ylizde 80’inden
fazlasi siirekli olarak UV 1ginlarina maruziyettir (63). Aktinik maruziyet epidermisin
hiicresel DNA’sinda onarilmaz hasara yol acarken reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna sebebiyet verir. 30 dakikalik UV maruziyetinin reaktif oksijen tiirlerinde
iki kat artisa sebebiyet verdigi ortaya ¢ikmistir (64). UV 1sinlar1 kolajen sentezi

stirecini bozup ciltte gegici kolajen kaybina sebep olur (65).

2.3.2.2. Epidermis yaslanmasi: Epidermis koruyucu yassi epitel dokudan
olusur ve en dis tarafinda 6lii S. corneum bariyeri vardir. Keratin {ireten keratinosit
ve melanin igeren melanosit hiicreleri de epidermiste bulunur. Ayni zamanda

Langerhans hiicreleri ve viicudu cilt vasitasiyla viicuda yabanct mikroorganizmalarin

14



girmesini engelleyen dendritik hiicreleri bulunur. Yaslandikca melanosit ve

Langerhans hiicreleri kayb1 goriiliir (66).

2.3.2.3. Dermis yaslanmasi: Yaslandik¢a dermal hacim ve kalinlik ortalama
%20 azalir. Mast hiicrelerinde %50 kan akis1 %60 azalir (53). Bunun sonucunda deri
enfeksiyona ve yaralanmaya daha agik hale gelir. Bir yetiskinin hayati boyunca
dermis kolajeninde yilda yiizde 1 azalig goriiliir. Yaslanmis dermiste cildin sekil

almasina yardimci olan elastin lifleri zayiflar (64).

2.3.2.4. Hipodermis yaslanmasi: Hipodermis yaslandik¢a deri alt1 yag kaybi1
olur ve cilt kalinlagarak darbelere kars1 daha az dayanikli hale gelir. Yag tabakasinin
azalmasi hipodermisin viicut 1sisinin koruma &zelliginin zarar gérmesi demektir.

Yag tabakasmin azalmasi uzun vadede kemik kiriklarina dahi sebebiyet verebilir

(64).

Tiim bunlarin sonucu olarak yaslanmis bir ciltte kirigiklik ve sarkma; gogiis,
koltuk alt1 ve kasik killarinda azalma ve cilt sebumu giderek azaldig: i¢in daha kuru

bir cilt ve sa¢ problemleri goralur.

2.4. CAENORHABDITIS ELEGANS

2.4.1. Caenorhabditis Elegans Hakkinda Genel Bilgiler

C. elegans dogada agaglarin diplerinde yasayan, mikroskobik boyutlarda yani
gbzle goriilemeyen, ortalama 1 mm boyutlarinda ve hastalik yapmayan bir nematod
tiirtidiir. En 6nemli 6zelliklerinden biri ¢ift cinsiyetli yani hermafrodit olmalaridir.
Yani hem sperm hem yumurta Uretirler boylelikle Gremelerini kendi kendilerine
gerceklestirebilirler. Goriinlimleri seffaftir bu sebeple ¢alismalarda tercih edilme
sebepleridir. Ayni zamanda bu canlilar Oomiir uzunlugu analizleri ve genetik

calismalarda en ¢ok tercih edilenlerdedir (67).

C. elegans dogada oldugu gibi laboratuvar ortaminda petri kabi igerisinde de
yasayabilir. Bu ortamdaki besin kaynaklar1 E. coli bakterileridir. Canlinin
laboratuvar ortaminda yetigkin duruma erisebilmesi oda sicakliginda (20-25°C)
ortalama 3 gunu bulur (68). Yasam 6miirleri ortalama 20 giindiir. Petri kabindaki E.

coli miktar1 azaldiginda larva donemindeki C. elegans’lar agliktan korunma adina
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kendilerini koruma altina alirlar. Bu donemde metabolizmalart durur bu déneme
dauer donemi denir. Dauer donemindeki nematodlarin o6zelligi beslenmeden
yasayabilmeleridir (69). Yasanabilir ortam kosullar1 tekrardan saglandiginda L4

asamasi haline geri gelirler (70).

8 saat
12 saat 12
—— L3
L1
L4
Yetiskin
{3 haftalik Gmir)

Sekil 2.3: C. elegans yasam dongiisu

C.elegans nematodlarinin yagsam siklusu toplamda dort evreden olusur (L1,
L2, L3 ve L4). L1 asamas1 yaklasik 12 saat siirer; diger asamalar ise yaklasik 8 saat
siirer. L4 evresinden yaklasik 18 saat sonra, yetiskin hermafroditler, kendi
urettikleri spermlerinin hepsini kullanana kadar 2-3 giin yeni canlilar liretmeye
baslar. Ureme dongiisii biten nematodlar birka¢ hafta daha yasayabilirler. Dauer

evresinde ise 4 aya kadar kalabilirler (71).

2.4.2. Caenorhabditis Elegans ve Yasam Siiresi Calismalari

Yaslanma insanlik tarihinin en basindan beri merak edilen bir siire¢ olmustur.
Yasayan her organizma yaslanma siirecini yasar ve bu zamana kadar bu siireci
tanimlamak ve yaslanmayr yavaglatmak adina birgok calisma ylritilmiistir.
Onceden, yaslanma prosesindeki doku bozuklugunun sebeplerinin hiicrelerin makro
molekiillerine verilen hasar oldugu ortaya ¢ikti. Yaslanma prosesiyle dogru orantili

bir sekilde doku hasar1 artmaktadir. Yaslanma Ozellikle kronik hastaliklarin temel
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risk faktorlerindendir. Bu zamana kadar C. elegans, solucan, maya, sinek ve fare
gibi bir¢ok canlida yagam Omriinii etkileyen genler ortaya ¢ikarilmistir. Caligmalari
yapilan canlilarinin yasam siiresini etkileyen bu genlerden (gerontogenler)
bazilarinin homologlarinin insanlarda da var oldugu tespit edilmistir. Bu uzun 6miir

genlerinin yaglanma siirecini yavaslatabilecegi kanitlanmistir (72).

Ik gerontogen C. elegans nematodunda tespit edilmistir (73). Uzun
omiirliliik ¢alismalarinda daha ¢ok C. elegans nematodlar1 tercih edilmektedir.
Cunki C. elegans maliyeti diistik, hizli bulunan ve hizli sonug alinabilen ve de hayat

stireleri kisa olan bir canlidir (74).

C. elegans genelde Alzheimer, Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklar1 ve
yaslilig1 incelemek i¢in kullanilir. Bu calismada ise antioksidan Ozellikli bazi

yaglarin yaslanma siirecine etkisini kanitlamak i¢in kullanilmistir.

2.4.3. C. elegans Nematodunda Termotolerans ve Sicak Stresi

Termotolerans, adindan da anlagilacagi lizere omurgasiz canlinin sicakliga
gosterdigi direngtir. D1s ortamdan gelen strese karsi direng arttik¢a canlinin yasam
siiresi artar yani yaslilik siireci yavaglar. Bu calismada antioksidan igerikli farkli
cesitlerdeki bitkisel yaglarin termotolerans iizerine etkisi yani yaslanmay1 yavaslatict

etkilerinin kiyaslanmasi amag¢lanmistir.

2.5. KOLAJENAZ VE ELASTINAZ ENZIMLERI

Cildin en dis tabakasi olan ekstraselliiler matrikste fibroblastlar ve kolajen ve
elastin ad1 verilen proteinler bulunur (75). Kolajen lifleri ile elatin lifleri fibroblast
tarafindan iiretilir. Yaslanma siireci sirasinda olusan reaktif oksijen cisimciklerinden
fibroblastlar negatif etkilenir ve sonucunda ciltte yaslanma belirtileri goriiliir (76).
Elastin lifleri ciltin elastikiyetinden sorumluyken kolajen ise cildin saglamligini

etkiler (77).

Reaktif oksijen cisimcikleri metalloproteinazlarin olusumlarini da tetikler.
Metalloproteinazlar ¢inko transmembran igeren endopeptidazlardir. Kolajenaz ve
elastinaz birer metalloproteinazlardir. Kolajneaz enzimi kolajeni pargalarken;

elastinaz enzimi ise elastini parcalar (78).

Elastin ve kolajen gibi maddelerin enzimler sonucu parcalanmasi yaslanma
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stirecini hizlandirabiir. Bu sebeple bu enzimlerin inhibe edilmesi yaslanma karsitt
olarak kullanilabilir (76). Bu ¢aligmada da kolajeni pargalayan kolajenaz ve elastini
pargalayan elastinaz enzimlerine ¢alismada kullanilan dogal yaglarla inhibisyon
calismas1 yapilmistir. Bu yaglarin elastinaz ve kolajenaz enzimlerini inhibe

edebilmesi durumunda yaglar yaslanma karsit1 hammadde olarak kullanilabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. BITKISEL MATERYAL TEMIiNi VE YAGLARIN ELDESI

Kayis1 ¢ekirdekleri, lavanta cicekleri ve kakule meyveleri kuru halde aktardan
temin edilmistir. Avokado meyvesi ise yas olarak marketten satin alinmistir. Kayisi
cekirdekleri bir havan yardimi ile hafifce kirilmistir. Avokado meyveleri ise
cekirdekleri ¢ikarildiktan sonra bir bicak yardimi ile dogranmustir. Sabit yag eldesi igin
hazirlanan bir kagit kartusa doldurulan bitkisel materyal soxhlet cihazina
yerlestirilmistir. Geri ¢eviren sogutucu altinda petrol eteri ile muamele edilen bitkisel
materyalden alman siiziinti evoparatorde yogunlastirilmis ve petrol eteri

uzaklagtirllmigtir. Ardindan darasi alinmis kapta yaglarin agirliklar: tartilmistir.

Lavanta cicekleri ve kakule meyvelerinin ugucu yaglar1 bir Clavenger cihazi
yardimi ile elde edilmistir. Balon igerisine hacminin 1,5 kat1 kadar su konulan droglar
kaynatilmis ve ugucu yag su buhart igerisinde siirliklenerek geri ¢eviren sogutucuda

yogunlastirip dereceli biirette toplanmustir.

3.2. GC/MS ANALIiZi

Kayisi ¢ekirdegi, avokado, kakule ve lavanta yagi analizleri i¢in Agilent 5975
GC-MSD sistemi kullanilmistir. Tasiyic1 gaz akis hizi 0,8 mL/dk olarak ayarlanmus,
kolon sicaklik programi; 60°C'de 10 dk, 4°C/dk artisla 220°C'ye, 220°C'de 10 dk,
1°C/dk artisla 240°C’ye ve 240°C’de 20 dk. split oran1 30:1 seklinde uygulanmistir.
Enjeksiyon portu sicakligr 250°C olarak set edilmistir. Kiitle spektrumlart (MS) 70eV
elektron enerjisi uygulanarak ve m/z 35-450 kiitle araliginda alinmistir. Sonuglar rolatif

yiizde (%) olarak pik alan hesaplamalari1 baz alinarak verilmistir.

Madde tanimlanmalari, Baser Ucucu Bilesenler Kiitiiphanesi ve Adams,
Wiley, MassFinder vb. diger ticari ugucu bilesen GC/MS kiitiiphaneleri yaninda

literatiir bilgileri de dikkate alinarak gerceklestirilmistir.
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33. SABIT VE UCUCU YAG KOMBINASYONLARININ
HAZIRLANMASI

Calismada kullanilan yag kombinasyonlar1 1:1 oraninda 0,2 agirlik/agirhik

konsantrasyon olacak sekilde hazirlanmistir.

3.3.1. C. elegans Protokol

N2 tipi C. elegans 22+2°C'de E. coli OP50-1 susu ekilmis NGM igeren
petrilerde biyiitiiliir. Deney petrilerinde kullanilacak olan sivi E. coli Kkultlrd
65°C'de 10 dk tutularak igerigindeki bakterilerin 6lmesi saglanir. Yetiskin bireyler
deney materyali igeren petrilere, petri basi ortalama 40 birey olacak sekilde transfer
edilir. Deney petrilerine alinan canlilara yeterli maruziyetin saglanabilmesi icin 24
saat oda sicakliginda tutulur. Petriler 6nceden 35°C'ye ayarlanip 1sitilmis
inkiibatordeki yliksek rezoliisyonlu tarayici lizerine yerlestirilir. Her 20 dk'da bir
yiiksek ¢oziintirliklii gorintii alinir. Bu siiregte petriler inkiibatorden ¢ikarilmaz.
Alian goriintiiler bir 6nceki ile karsilastirilarak, hareketleri incelenir. Hareket eden
bireyler canli; hareketsiz olanlar 6lii sayilir. Bu islem tiim canlilar 6lene kadar
devam eder. Elde edilen sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilir ve anlamli bir

fark olup olmadig1 kontrol edilir.

3.4.IN VITRO ENZIM CALISMASI

3.4.1. Elastaz Enzim inhibisyonu Deneyi

Enzim olarak domuz pankreatik elastaz (E.C.3.4.21.36), (3,33 mg/mL)
kullanilmistir ve 0.2 mM Tris-HCI tamponu (pH=8.0) icinde ¢oziilmiistiir. Substrat,
N-Suksinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilid (SANA) da 1,6 mM'de tampon ¢ozeltisi i¢inde
¢Ozllmistiir. 50 pL buffer, 50 pL test maddeleri ile 25 pL enzim, SANA
eklenmeden 6nce 15 dk oda sicakliginda 6n inkiibasyon gergeklestirilmistir. Pozitif
kontrol grubu igin kersetin, negatif kontrol icin etanol kullanilmistir. Reaksiyonu
baslatmak icin reaksiyon karigimina 125 pL substrat soliisyonu eklendi ve ardindan
mikroplaka oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilmistir. Absorbanstaki degisiklik 450

nm'de Sl¢iilmiistiir (79). Yaglarin kombinasyonlar1 1:1 oraninda ¢alisilmistir.
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3.4.2. Kolajenaz Enzim Inhibisyonu Deneyi

Test maddeleri baglangicta etanol iginde ¢Oziilmiistiir. Enzim inhibisyon
deneyi, “Kollajenaz Aktivite Deney Kiti (Kolorimetrik, abcam 196999) iireticinin
talimatlarina uygun olarak gergeklestirilmistir. Maddelerin enzim inhibisyonu
kinetik modda 37°C’de ¢ok modlu mikroplaka okuyucu (SpectraMax i3) ile 345
nm’de Ol¢iilmiistir. Maddelerin enzim inhibisyonu, kitte bulunan standartlarla
karsilagtirilarak hesaplanmistir. Tiim numuneler i¢in ortalama degerler olarak %

inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Calismalar iki tekrarli olarak yapilmistir.

3.4.3. Hicre Kiltari

Hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan malzemeler Gibco, Ingiltere, MTT

tuzu Sigma’dan temin edilmistir.
Insan Deri Keratinosit HaCaT Hiicre Hatt1 ve Kiiltiirleme islemleri;

HaCaT hiicre hatt1 ¢cogaltim1 i¢in “Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium /
High Glucose” (DMEM/High, Gibco 41966) kullanildi. Deneylerde kullanilacak
besiyeri; steril DMEM/High solul/syonuna %10 (v/v) fetal sigir serumu (FBS), ve

%1 (v/v) antibiyotik-antimikotik solullsyonu eklenerek hazirlandi.

Hiicreler ylizde 80 oraninda yilizeyi kaplayacak kadar c¢ogaldiklarinda (li¢
glinde 1) pasaj islemleri gerceklestirildi. Dort farkli kombinasyonun ve kontrol
grubunun 24 saatlik uygulamasinin HaCaT insan deri keratinosit hiicreleri {izerine
canlilig1 ylizdesi ve standart sapmasi. Hiicreler %90’dan fazla bagil nem ve %5 CO2
saglayan 37°C’lik inkiibatére (Thermo Scientific, Heracell™ 1501i) kaldirildi.
Hiicrelerinin alt kiiltiirlenmesi islemleri laminar hava akimli steril kabind (Heal

Force HFsafe-1200 version 2.01) gergeklestirildi (80)

3.4.4. Sitotoksisite Analizleri

Sitotoksisite analizi i¢in ger¢eklestirilen islem basamaklar1 yer almaktadir
(81). Oncelikle 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinm her bir kuyucuguna, 10°hiicre/well
HaCaT hicre suspansiyonundan 200 pl konuldu. Kiiltiir kab1 %5 CO2 saglayan
37°C’lik etiivde inkiibe edildi. Hazirlanan stoklardan 0,1-2000 pg/mL ajan igeren
taze besiyerleri deney grubu hiicrelerin iizerine farkli derisimlerde ilave edildi

(kontrol grubunda sadece DMEM High Glukoz besiyerinden koyuldu). Kiltir kab1
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inkiibatore kaldirildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin lizerindeki
besiyeri uzaklastirildi. 30 pl MTT stok c¢ozeltisinden (0.5mg/ml, PBS iginde
hazirlandi) eklendi. 4 saat inkiibasyon siiresinden sonra 150 pl Isopropanol eklendi.
COzelti homojenitesi ic¢in kiiltiir kab1 oda sicakliginda calkalayicida (Heidolph
Unimax 1010) ¢alkalandi. Olusan renkli {iriiniin 570 nm dalga boyundaki absorbansi
mikroplaka okuyucuda (Spektramax 13) dl¢iildii. Sonuclar asagidaki denkleme gore
degerlendirildi.

% Canlilik = (Deney grubuna ait absorbans / Kontrole ait absorbans) x 100

Deneyler her seferinde 3 tekrarli ve 3 ayri periyotta gergeklestirildi.

3.4.5. istatistiksel Analiz

Tez galigmasi kapsaminda yapilan deneyler sonucu elde edilen tim sonuclar
GraphPad Prism8 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA; Version 8.4.3) istatistik
programi yardimiyla degerlendirildi. Deney sonuglarindan elde edilen verilerde,
kontrol grubu ve deney grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak degerlendirildi.

p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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kayis1 ¢ekirdeginin sabit yag verimi %10, avokado meyvelerinin sabit yag verimi
%0,5 olarak bulunmustur.

calismamiz sonucunda lavanta ¢i¢eklerinin ugucu yag verimi %6, kakule meyvesinin

4. BULGULAR

4.1. UCUCU YAG ELDESI SONUCLARI

Sabit yag verimi agisindan degerlendirildiginde ¢alismamiz sonucunda,

Ucucu yag verimi

ugucu yag verimi ise %1 olarak bulunmustur.

acisindan zengin oldugu bulundu (Tablo 4.1.). Analiz edilen ugucu yaglar arasinda
lavanta ucucu yaginin linalool ve linalil asetat igerigi bakimindan zengin oldugu, kakule

ugucu yaginin ise 1,8-sineol agisindan zengin oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2.).

Metilasyondan sonra GC-MS ile analiz edilen her iki yagl yagin da metil oleat

acisindan degerlendirildiginde

Tablo 4.1: Kayis1 ¢ekirdegi yagi ve avokado yaginin yag asidi bilesimi

No Madde Kayis1 (%0) Avokado (%)
1 Methyl palmitate 4,0 12,7

2 Methyl palmitoleate 0,5 47

3 Methyl stearate 0,8 -

4 Methyl oleate 74,4 55,1

5  Methyl elaidate 0,3 16,3

6  Methyl linoleate 20,0 11,2
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Tablo 4.2: Lavanta ve kakule ugucu yaglarinin GC-MS Analizi

RRI Madde Lavanta % Kakule %
1032 a-pinene 0,1 0,3
1035 a-thujone - 0,1
1076 Camphene 0,2 -
1118 B-pinene 0,1 0,1
1132 Sabinene - 14
1174 Myrcene 0,6 0,6
1203 Limonene 0,4 0,9
1213 1,8-cineole 4,9 61,4
1246 (2)-p-ocimene 0,7 -
1255 y-Terpinene - 0,2
1266 (E)-B-ocimene 0,4 -
1271 3-octonone 0,4 -
1280 p-cymene 0,1 0,4
1283 Hexyl acetate 0,3 -
1290 Terpinolene 0,1 -
1386 Octenyl acetate 0,2 -
1388 Hexyl butyrate 0,3 -
1450 trans-linalool oxide 0,6 -
1474 trans-Sabinene hydrate - 0,2
1478 cis-Linalool oxide 0,6 -
1532 Camphor 8,1 -
1553 Linalool 37,6 73
1556 cis-Sabinene hydrate - 0,1
1565 Linalyl acetate 27,0 1,6
1571 trans-p-Menth-2-en-1-ol - 0,1
1611 Terpinen-4-ol - 2,6
1612 B-caryophyllene 0,5 -
1617 Lavandulyl acetate 17 -
1706 a-Terpineol 8,0 0,2
1719 Borneol 0,5 -
1726 Germacrene D 0,1 -
1733 Neryl acetate 0,7 -
1765 Geranyl acetate 1,3 0,2
1857 Geraniol 1,7 1,8
2008 Caryophyllene oxide 0,2 -
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4.2. C. ELEGANS TERMOTOLERANS DENEYi SONUCLARI

Tez c¢aligmast kapsaminda elde etti§imiz ugucu ve sabit yaglar, cesitli
kombinasyonlarda hazirlandiktan sonra C. elegans termotolerans protokoliine gore
calisilmistir. Kontrol grubu, calisma dahilinde yag kombinasyonlarinin canlilik ve
yasam siiresine olan etkilerini degerlendirmek i¢in olusturulmustur. Bunun yaninda
yag kombinasyonlar1 su sekilde olusturulmustur; kayis1 ve kakule yag kombinasyonu
(Kk), avokado ve kakule yag kombinasyonu (AK), kayis1 ve lavanta yag
kombinasyonu (KL) ile avokado ve lavanta yag kombinasyonlari. Calisma canli-6l0
kurtguk saymmi ile degerlendirilmistir. Olii kurtguklar 6ze ile almarak
uzaklastirilmistir. Sayima biitiin kurt¢uklar oliip ortamdan uzaklastirilana kadar

devam edilmistir.

Tablo 4.3°de gosterildigi gibi termotolerans testi sonucu kontrol grubunda
yer alan kurtcuklar ortalama 4,704+0,13 giin hayatta kalmistir. Kayis1 ¢ekirdegi ve
kakule yag kombinasyonlar1 ile termotolerans testi sonucunda 5,44+0,15 giin hayatta
kalma siiresi tespit edilmistir. Bunun yaninda yine igeriginde kakulenin bulundugu
avokado ve kakule yag kombinasyonu ile ortalama 7,10+0,16 giin yasam siiresi
Olclilmiistiir. Genel olarak degerlendirildiginde avokado yaginin kayisi ¢ekirdegi
yagina gore hayatta kalma stiresini anlamli derecede arttirdig1 goriilmektedir. Kakule
yag1 igeren kombinasyonlarda kakule yaginin ortalama hayatta kalma sureleri

tizerine anlamli bir fark olusturmadig1 gorilmektedir.

Termotolerans testi sonucunda kayis1 c¢ekirdegi yagi ve lavanta yag
kombinasyonu ile ortalama 8,05+0,23 giin yasama siiresi Ol¢iilmiistiir. Bunun
yaninda yine lavanta yagi iceren avokado ve lavanta yagi kombinasyonu ile ise
ortalama 10,71+0,29 giin hayatta kalma siiresi tespit edilmistir. Kakule igeren
kombinasyonlarda oldugu gibi lavanta igeren kombinasyonlarda da avokado yagi,
kayisi ¢ekirdegi yagina oranla kurtguklarin yasam siiresi iizerinde olumlu bir etkiye
sahiptir. Bunun yaninda lavanta yagi ile kakule yagi karsilastirildiginda lavanta
yagiin anlamli derecede farklilik olusturdgu goriilmektedir. Calismamizda
termotolerans testi ile Olclilen C. elegans yasam siireleri tizerinde en etkili yag
kombinasyonu lavanta ve avokado yag kombinasyonudur. Genel olarak
degerlendirildiginde lavanta yaginin hayatta kalma siireleri iizerinde anlamli bir

etkiye sahip oldugu soylenebilir (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.3: C. elegans termotolerans deneyi hayatta kalma sureleri ve c. elegans

miktarlari

. C.elegans Standart % % % % % %95Medya
Isim Gun %95 C.1.
Sayisi Sapma 25 50 75 90 100 ncC.l.
K 128 4,70 0,13 4,44 ~4,97 5 6 7 8 -~-

4
Kk 104 5,44 0,15 5,15 ~5,74 5 6 7 8 9 5,0~5,0
6
7

AK 140 7,10 0,16 6,78~7,42 7 8 9 13 -~-
KL 115 8,05 0,23 7,61~8,50 8 9 11 15 -~-
AL 195 10,71 0,29 10,15~11,28 8 10 14 16 21 9,0~10,0

*K: Kontrol *Kk: Kayisi- Kakule *AK: Avokado- Kakule *KL: Kayisi- Lavanta *AL: Avokado-
Lavanta
%: Yomortalite bazinda Omiir siiresi

Tablo 4.4: Termotolerans deneyi sonuglari istatistiki degerler

Durum Chin2 P- degeri Bonferroni P- degeri
K vs Kk 15,83 0,0001 0,0003
K vs AK 130,51 0,0e+00 0,0e+00
K vs KL 151,21 0,0e+00 0,0e+00
Kvs AL 273,22 0,0e+00 0,0e+00
Kk vs K 15,83 0,0001 0,0003
Kk vs AK 64,89 0,0e+00 0,0e+00
Kk vs KL 96,25 0,0e+00 0,0e+00
Kk vs AL 202,77 0,0e+00 0,0e+00
AK vs K 130,51 0,0e+00 0,0e+00
AK vs Kk 64,89 0,0e+00 0,0e+00
AK vs KL 16,99 3,8e-0,5 0,0002
AK vs AL 115,74 0,0e+00 0,0e+00
KL vs K 151,21 0,0e+00 0,0e+00
KL vs Kk 96,25 0,0e+00 0,0e+00
KL vs AK 16,99 3,8e-0,5 0,0002
KL vs AL 49,76 0,0e+00 0,0e+00
AL vs K 273,22 0,0e+00 0,0e+00
AL vs Kk 202,77 0,0e+00 0,0e+00
AL vs AK 115,74 0,0e+00 0,0e+00
AL vs KL 49,76 0,0e+00 0,0e+00

K: Kontrol *Kk: Kayisi- Kakule *AK: Avokado- Kakule *KL: Kayisi- Lavanta *AL: Avokado-
Lavanta

26



Sekil 4.4°de gorildigi Uzere 0-5 giin araliginda kurtguklar higbir grupta
tamamen olmemistir. Ayrica 5. gin sonunda avokado-lavanta, kayisi ¢ekirdegi-
lavanta, avokado-kakule yag kombinasyonlari ile %80’nin iizerinde canlilik orani
tespit edilmistir. Bunun yaninda 5. giin sonunda kayis1 ¢ekirdegi-kakule yag
kombinasyonu ile %60’in altinda ve kontrol grubunda ise %40’in altinda canlilik

orani gorillmektedir.

5. ve 10. gilinler aras1 degerlendirildiginde, kontrol grubundaki kurt¢uklarin
7-8. giinler i¢inde tamamen o6ldiigli goriilmektedir. Aymi sekilde kayisi ¢ekirdegi-
kakule yag grubunda da 10. giin sonunda canlilik tamamen ortadan kalkmustir.
Ayrica avokado-kakule yag kombinasyonu da siirekli artan bir 6liim orani ile 10. giin
sonunda anlamli derecede azalma gostermistir. Avokado ve lavanta kombinasyonu

ise 10. giin sonunda %50 canlilik seviyesine sahiptir.

10. ve 15. gilinler arasinda, avokado-kakule ve kayist c¢ekirdegi-lavanta yag
kombinasyonlarinda canli kurt¢uklar goriilse de oransal olarak degerlendirildiginde
anlamli bir canlilik oran1 goériilmemektedir. Bunun yaninda avokado ve lavanta yag
kombinasyonu ile canlilikta %50°den %10 seviyelerine kadar azalma goriilmektedir.
Ayn1 kombinasyonun grbunda canliligin tamamen sona ermesi 22-23. glinlere kadar
devam etmistir. Buradan hareketle toplam canlilik degerlendirmesi sonucu 5. giin
sonunda kombinasyonlar arasinda ciddi bir farklilik gériilmezken, 10. giin sonunda
avokado-lavanta yag kombinasyonu ile canlilik izerindeki anlaml1 derecede farklilik

gOriilmiistiir.

100

80

60

40

Percent survival

20

Time (days)

Sekil 4.1: C. eleganslarin giin bazinda hayatta kalma ytizdeleri

K: kontrol, Kk: kayisi-kakule, AK: avokado-kakule, KL: kayisi-lavanta, AL: avokado-lavanta
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4.3.IN VITRO ENZIM CALISMASI SONUCLARI

Pozitif kontrol olarak calisilan kersetin grubu ile yag kombinasyonlarinin
elastaz ve kollajenaz enzimleri Uzerindeki inhibitér etkileri in vitro olarak
degerlendirilmistir. Kersetin grubunun hem elastaz hem de kollajenaz enzmlerini
yiksek oranda inhibe ettigi  goriilmektedir.  Yapilan calismada yag
kombinasyonlarinin genel olarak her iki enzim {izerinde yeterli aktiviteye sahip
olmadig1 goriilmektedir. Bunun yaninda kakule yaginin elastaz enzimi lizerinde
belirli bir etkiye sahip oldugu ve kakule yaginin avokado yagi ile kombinasyonun bu

etkiyi arttirtig1 goriilmektedir.

Tablo 4.5: Elastaz ve kollajenaz enzim inhibisyonu sonuglari

Madde Elastaz inhibisyonu % Kollajenaz inhibisyonu %
Kakule-Kayisi ¢ekirdegi yagi % 12,34+0,03 ED
Kakule-Avokado yagi % 27,43+0,04 % 8,14+0,01
Lavanta-Kayis1 ¢cekirdegi yagi ED % 4,99+0,02
Lavanta-Avokado yagi ED ED

Kersetin % 89+0,01 % 71,01+0,01

*ED: Etkili degil
4.4, SITOTOKSITE ANALIZLERI

HaCaT insan deri keratinosit hiicreleri iizerine 4 farkli kombinasyonun
sitotoksik etkilerini belirlemek amaci ile, 24 saatlik kiiltiirlere 0.1, 50, 100, 250, 500,
1000, pug/mL konsantrasyonlarda maddelerden iceren besiyerleri ilave edildi. Hig
ajan uygulanmayan kontrol grubunun da besiyeri tazelendi. 24 saatlik inkiibasyon
periyodundan sonra MTT testi yapilarak veriler elde edildi. AL, AK, KK ve KL
kombinasyonlarinin hiicreler iizerine 24 saatlik etkisinin analiz edildigi sonuglar

Sekil 4.5°de ve Tablo 4.6’da yer almaktadir.

Hiicre kiiltiirii ile yapilan sitotoksiste caligmasi sonucunda kontrol grubu
(100,02 £ 1,17) tizerinde herhangi bir etki gozlenmemistir. Bunun yaninda 6zellik le
kayist ¢ekirdegi yagi ve kakule yagi kombinasyonun hiicre canliligi tizerinde

istatistiksel olarak anlamli derece (p<0.001) etki gosterdigi goriilmektedir. Benzer
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sekilde kayis1 ¢ekirdegi ve lavanta yagi kombinasyonu ile de anlamli oranda (p<0.001)
sitotoksik etki tespit edilmistir. Buradan hareketle kayisi ¢ekirdegi yaginin hiicreler
tizerinde muhtemel bir sitotoksik etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda
kayis1 ¢ekirdegi-lavanta ve kayist1 c¢ekirdegi-kakule yag kombinasyonlari

karsilastirildiginda lavanta yaginin kakule yagina gore hiicre canliligi iizerinde daha

etkili oldugu goriilmektedir.

Yag kombinasyonunda kakule yagi yerine lavanta yagi eklendiginde hiicre
canliligi iizerinde avokado yagmnin etkisinin kontrol grubuna gore arttig1
(103,87+2,32) goriilmektedir. Buradan hareketle hiicresel diizeyde canlilik iizerine

en etkili yag kombinasyonu avokado ve lavanta yagi kombinasyonu olarak tespit

edilmistir.

Hiicre canhhigi (%)

Sekil 4.2: Kontrol grubu ve AL, AK, KK ve KL kombinasyonlarnin 24 saatlik

uygulamasinin HaCaT insan deri keratinosit hiicrelerinin canlili1 tizerine etkisi

K: kontrol, Kk: kayisi-kakule, AK: avokado-kakule, KL: kayisi-lavanta, AL: avokado-lavanta
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Tablo 4.6: Dort farkli kombinasyonun ve kontrol grubunun 24 saatlik uygulamasinin

HaCaT insan deri keratinosit hiicreleri {izerine canlilig1 yiizdesi ve standart sapmasi

Kombinasyonlar %
AL 103,87 £ 2,32
AK 88,61 + 1,58
KK 51,11 +1,31
KL 68,35+ 2,52
Kontrol 100,02 + 1,17
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5. TARTISMA

Son yillarda, artan yasam siirelerinin bir sonucu olarak, diinya ¢apinda yash
niifus 6nemli Ol¢iide artmistir. Niifusun bu boliimiintin 2050 yilina kadar 2 milyara
ulagsacagr tahmin edilmektedir. Bu, kisisel saglik bakimi ve halk saglig
politikalarindaki iyilestirmelerin basarili bir sonucu olarak goriilse de kaginilmaz
olarak yasla birlikte yaslanmaya bagli rahatsizliklar ortaya ¢ikmakta ve bu da saglik
sistemleri ve toplum icin yeni sorunlar yaratmaktadir (82). Kanserler, metabolik
sendromlar ve norodejeneratif bozukluklar gibi yaslanmaya bagli dejeneratif
hastaliklar, etkili iyilestirici ilaglarin veya tedavilerin yoklugu nedeniyle artan bir

ekonomik yiik ve kiiresel bir halk sagligi sorunu teskil etmektedir (83).

Hiicresel diizeyde, yaslanma ve yaslanmayla ilgili hastaliklar, yasam boyunca
hasarli makromolekiillerin (6zellikle proteinler) ve hiicresel organellerin birikimi ile
iliskilidir ve bu birikim ise diizensiz besin algilamasina, mitokondriyal islev
bozukluguna, hiicreler arasi iletisimde degisiklige, proteostaz kaybina, genomik
istikrarsizliga, epigenetik degisikliklere, telomer yipranmasina, kok hicre
tikenmesine ve hiicresel yaslanmaya onculuk etmektedir (84). Genetik, metabolik ve
cevresel gibi birgok faktor bu siireglerin hizlanmasina katkida bulunabilir. Bununla
birlikte, ilk iki faktéri kontrol etmek daha zordur, ikincisi ise tamamen bireyler
tarafindan kontrol edilebilir (85). Degistirilebilir ¢evresel faktorler arasinda diyet en
umut verici yaklasim gibi goriinmektedir (86). Insan diyeti, fenolik bilesikler gibi
biyoaktif bilesiklerden zengin gidalar alimina kolayca yonlendirilebilir, ¢linkii bu
bilesikler, bitki tiirevli gidalarda yaygin olarak bulunan dogal olarak olusan fito-
kimyasallardir (87).

Biyolojik diizeyde bakildiginda yaslanma, zamanla molekuler ve hiicresel
hasarin artmasindan kaynaklanir. Bu durum, fiziksel ve zihinsel kapasitede zamanla
azalisa, artan hastalik riskine ve en sounda oliime yol agar. Bu degisiklikler belli
kaliplar dahilinde degildir. Kisiden kisiye gore yaslanma prosesinin hizi degisiklik
gosterebilir (88). Son yillarda Caenorhabditis elegans organizmasi yaglanma, yasam
sliresi uzatma c¢alismalarinda siklikla tercih edilen bir organizma haline gelmistir

(89). Yasam siiresi iizerine yapilan ¢aligmalarinda C. elegans kullanilmasinin sebebi
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bu organizmanin yasam siiresinin 2-3 hafta gibi kisa bir siire olmasi, hizli iiremesi,

deneysel kolayligi ve genetik yapisinin bize benzemesidir (90).

Yasam siliresi uzunlugu, organizmanin c¢evresel strese karst gosterdigi
direngle iliskilidir. Termotolerans da bir nevi organizmanin sicakliga kars1 gosterdigi
direnctir. Dogal baz1 maddeler etkinlikleri O6zellikle antioksidan etkileri sebebiyle
yasam siiresini uzatma Ozelligine sahiptirler (91). Bu g¢alismayla da igerigindeki
antioksidan dolay1 se¢ilen yag kombinasyonlarinin C. elegans yasam siiresi iizerine
etkileri arastirilmistir. Sonug olarak kullanilan yag kombinasyonlar1 kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda, yasam siiresi lizerinde en etkili yag kombinasyonunun
avokado-lavanta karisimi oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak
kersetin kullanilmistir. Kersetinin, antioksidan etkisi bilinen bir flavonoittir (92).
Cok sayida calisma ile, kersetinin anti-oksidasyon, anti-inflamatuar ve anti-aging

gibi birgok biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (93)

Ugucu yaglar hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyan
antioksidan Ozellige sahiptir (94). Yapilan g¢alismalar bazi antioksidan ozellikli
igeriklerin yasam siiresini uzattigini gosterdi (95). Yaslanmanin c¢esitli teorileri
arasinda en popiiler yaslanma teorisi, yaslanmanin oksidatif stres teorisidir.
Yaslanma ve yasa bagli hastaliklara DNA, lipid ve proteinler gibi
makromolekiillerin oksidatif hasarinin neden oldugunu agiklar. Gelismis bir yasam
siiresi, oksidatif stres veya 1s1 kosullar1 altinda artan hayatta kalma ile siki bir
sekilde baglantilidir (96). Lavanta ucgucu yagi da gucli antimikrobiyal ve
antioksidan Ozellikleriyle bilinir. Antioksidan etkisi Dapkevicius ve ark. tarafindan
da gosterilmistir (97). Baskin icerikleri antioksidan 6zellikli linalool, linalil asetat,
terpinen-4-ol, asetat lavandulol, osimen ve sineoldlr (94). Bu ¢alismada kullanilan
diger yaglara kiyasla lavanta yaginin antioksidan 6zellikli maddelere sahip oldugu
saptandi ve en uzun yasam siiresi de 1:1 oraniyla hazirlanan avokado- lavanta

kombinasyonuydu.

Yiriittiiglimiiz ¢alismada yasam siiresini uzatmada etkili olan bir diger yag
avokado yagi idi. Avokado yag: ciltte yaslanma karsiti bir etki yaratabilir. Bunun
i¢in yapilan bir ¢aligma da avokado yaginin farelerin cildindeki ¢oziilebilir kolajen
miktarini arttirdigini gosterdi (98). Bizim yiiriittiigiimiiz ¢alismada da avokadolu yag

kombinasyonlarinin avokadosuz yag kombinasyonlarina gore solucanlarda yasam
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siiresini daha da uzattig1 goriildii. Buradan da avokado yaginin yaslanma karsiti
olarak kullanilabilecegi distiniilebilir. Savas ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismadan avokado ekstresinin bir dozu C. elegans’larin yasam siiresini uzatmistir
fakat diger gruplarla istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmadigi gériilmstiir
(99). Avokado yaginin antioksidan aktivitesi de yapilan bir ¢alismada yagin toplam
flavonoid miktariyla dogru orantili oldupu saptanmis ve anlamli goriilmiistiir. Ama
yagindaki antioksidan aktivitesi kabuk ve yaprak kisimlarina goére daha az ¢ikmistir.

Aktivite icin DPPH testi uygulanmistir (100).

Bir ¢alismada ise avokado ve ogul otunun C. elegans Uzerindeki termotolerans
etkisi incelendi. Calismanin sonucunda 50 ve 200 pg/ml olan ogulotu ekstreleri C.
elegans termotoleransini arttirmis, 5 pg/ml olan ekstreler ise kontrol grubuna yakin
sonuclanmis. Avokado ekstresinin higbir dozunun termotoleranst arttirmadigi

gozlemlenmistir (101).

Dogal yag ve ekstrelerin yasam siiresini uzatip uzatmadig test edilen birgok
baska arastirma da yapilmistir. Ornegin yapilan bir ¢alismada yaban mersini ekstresi
50, 100 ve 200 mg/ml konsantrasyonlarinda C. elegans tizerinde denenmistir. Yasam
stiresinde sirastyla %22,2; %36,5; %44,4 oranlarinda artis gbézlemlenmistir ve yaban
mersini ekstresinin C. elegans yasam siiresini doza bagimli olarak anlamli bir sekilde

uzattig1 gortlmiistiir (102).

Yasam siiresi uzatma ve anti-aging ¢alismalari i¢in kullanilan assaylerden biri de
kolajnez ve elastaz enzim inhibisyon assayleridir. UV 15181, matris protein bozulmasina
ve ardindan cilt foto yaslanmasina neden olan kolajenaz ekspresyonunu uyarir. Elastaz
ve hiyallironidaz, dermiste, hiicre dis1 matriste sirasiyla elastin ve hiyaliironanin
parcalanmasindan sorumlu olan proteolitik enzimlerdir. Elastin kaybi, ciltte gozle
goriliir yaslanma belirtilerine (kirigikliklar, sarkma) neden olabilir (103). Kolajneaz ve
elastaz enzimleri sirayla kolajen ve elastin ekstraselliiler proteinlerin yikimina sebep
olur bu da ya yaslanmaya sebep olur. Bu enzimlerin inhibisyonu ile yaslanma siireci
yavaglatilabilir (104). Bizim yiirtittiigimiiz ¢calismada, kontrol gurubuna kiyasla anlaml
etkiye sahip olmasa da sadece kakule-avokado yag kombinasyonun her iki enzim

tizerinde inhibitor etkisi oldugu sdylenebilir.

HulJcre kullltulIrul], multiseliiler organizmalara ait hulIcrelerin, suni ortamda

bulunan alanlarda, sicaklik, nem, besin vb faktorlerin kontrol edilerek kirliliklerden
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uzak bir sllekilde yas[latilmasidir (105). MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil
tetrazolyum bromdr) testi, MTT'nin mitokondriyal aktiviteyi belirleyen canli hiicreler
tarafindan formazan kristallerine doniistiiriilmesine dayanir. Cogu hiicre popiilasyonu
i¢cin toplam mitokondriyal aktivite, canli hiicrelerin sayisi ile iligkili oldugundan, bu test,
ilaclarin hiicre hatlar {izerindeki in vitro sitotoksik etkilerini 6lgmek i¢in yaygin olarak
kullanilir (106). Bu ¢alismada in vitro sitotoksite testi yapmak amaciyla hiicre kiiltiirti
kullanilmistir. Bu ¢alismada dort farkli kombinasyonun ve kontrol grubunun 24 saatlik
uygulamasinin HaCaT insan deri keratinosit hiicreleri lizerine sitotoksite g¢alismasi
yapildiginda sonucunda 0zellikle avokado-lavanta kombinasyonun hiicresel diizeyde
en etkili kombinasyon oldugu sdylenebilir. Ancak kayisi ¢ekirdegi yaginin ise

hiicreler {lizerine sitotoksisiteye neden oldugu diisiiniilmektedir.

Goriildigli tlizere yapilan calismalar birgcok bitkisel yagin ve bitki
ekstrelerinin C. elegans yasam siiresini arttrdigin1 ve/ veya elastaz-kolajenaz
inhibisyonu etkisi gosterdigini kanitlar niteliktedir. Bu calismada da hicreye gore
daha kompleks bir canli olan C. elegans ile yapilan ¢alismalar hem de hiicresel
diizeyde yapilan ¢aligsmalar sonucunda kombinasyon olarak avokado yagi ve lavanta
yag1 kombinasyonun etkili oldugu goriilmektedir. Calisma sonucu elde ettigimiz bu
etkiler, lavanta ugucu yaginin sahip oldugu linalool ve linalil asetat icerigine ve avokado
yaginin sahip oldugu metil palmitat, metil oleatat ve metil elaidat icerigine bagh
olabilecegi disiiniilmektedir. Elde edilen bu veriler doglIrultusunda ileride, lavanta
ugucu yaginin ve avokado yagimin anti-aging etkileri ulizerine ¢aligmalar daha kapsamli

yapilabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yaslanma siirecini yavaslatmak i¢in dogal kaynaklardan elde edilen maddeler
yaslanma karsit1 iirtin olarak kullanilmaktadir. Bu sebeple dogal ugucu yaglarin,
ekstrelerin ve fonksiyonel besinlerin yaslanma karsiti etkilerini gézlemleyebilmek
i¢in gesitli ¢alismalar yapilmaktadir. C. elegans termotolerans modeli yaslanma ve
Omiir uzatma calismalarinda siklikla kullanilanilan bir ¢alisma tiiriidiir. Bu ¢alismada
farkl1 yag kombinasyonlarinin (kakule-kayis1 ¢ekirdegi, kakule-avokado, lavanta-
kayis1 ¢ekirdegi, lavanta-avokado) C. elegans Ulzerinde Omir uzatma etkisinin
gbdzlemlenmesi amaclanmistir. Caligsmanin sonucuna gore yag kombinasyonlarindan
omrii en ¢ok uzatan iki kombinasyonun sirasiyla kayisi-lavanta ve avokado-lavanta

oldugu goriilmiistiir.

Genel olarak tim kombinasyonlara ayr1 ayr1 bakildiginda ve
karsilastirildiginda en fazla Omiir uzatma etkisinin anlamli bir sekilde lavantanin
uzattig1 soylenebilir. Lavanta yaginin ve diger yaglarin yaslanma karsiti etkilerinin
kuvvetli bir sekilde ispatlanabilmesi, en etkili dozun ve uygulama seklinin

belirlenebilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Sonug olarak lilkemiz lavanta iiretimi agisindan verimli bir iilkedir. Bu ag¢idan
da lavanta yaginin yaglanma karsiti etkisinin daha gii¢lii bir sekilde kanitlanmasi
tilkemiz insanlarinin da bu etkiden daha fazla faydalanmasina yardimci olabilir.
Bunun yaninda tlilkemizde son yillarda hem tiretimi hem de tiiketimi artan avokado

meyvesinin yaslanma karsit1 lizerine yapilacak ileri ¢galismalar faydali olacaktir.
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