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Amag: Yaslanma neredeyse tiim organizmalar i¢in kagmilmaz bir biyolojik siiregtir. Yaslandikca, kronik hastaliklara
(obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, Alzheimer vb.) yakalanma riski de artmaktadir. Bu nedenle yaslanma
mekanizmalar1 ve yagam siiresini etkileyen girisimler iizerinde yapilan arastirmalar, 6zellikle yasl niifusun oraninin belirgin
sekilde arttigi gliniimiizde daha da 6nem kazanmustir. Caenorhabditis elegans (C. elegans) kisa yasam siiresi, kolay idamesi,
ekonomik olusu vb. nedenlerle yaslanma arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir model organizmadir. Canlilarin sicak
gibi streslere dayanikliligini artiran girisimlerin yasam siiresi iizerinde de genellikle olumlu etkisi oldugu bilinmektedir.
Avokado (Persea americana) meyvesi fonksiyonel gida olarak yaygin bir sekilde tiiketilmektedir.

Yontem: Bu calismada, avokado mezokarp ekstresinin 75 ile 150 pg/mL final konsantrasyonlarinda C. elegans’ta
termotolerans tizerine etkisi incelenmistir.

Bulgular: Calismada 75 pg/mL konsantrasyonda en yiiksek sag kalim gozlenmis olmakla birlikte, gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sonug¢: Gelecekte yapilacak aragtirmalarda, bu ¢aligmada test edilen dozlarin altindaki ve tstiindeki dozlarin test edilmesi
Onerilir.

Anahtar Kelimeler: Avokado, Caenorhabditis elegans, Termotolerans, Yaglanma.

ABSTRACT

Objective: Aging is an inevitable biological process for almost all organisms. As you get older, the risk of developing chronic
diseases (obesity, diabetes, cardiovascular diseases, cancer, Alzheimer's, etc.) increases. Therefore, studies on mechanisms of
aging and interventions affecting life span have been more important nowadays; since, especially, the proportion of elderly
population has increased significantly. Caenorhabditis elegans (C. elegans) is a widely used model organism in aging
research because of its short life span, easy maintenance, cost-effectivenes etc. It is known that interventions that increase the
resistance of living organisms to stresses such as high temperature have generally a positive effect on their life span. Avocado
(Persea americana) fruit is widely consumed as functional food.

Methods: In this study, the effect of avocado mesocarp extract on thermotolerance in C. elegans was tested at 75 to 150
pg/mL final concentrations.

Results: Although the highest survival was observed at 75 pg/mL, the difference between the groups was not statistically
significant.

Conclusion: In future research, it is recommended to test doses above and below the doses tested in this study.
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1. GIRIS

Caenorhabditis elegans (C.elegans), yaklasik 1 mm uzunlugunda mikroskobik bir
nematod olup, yaslanma genetigi ve tip alanindaki ¢alismalarda kullanilan; dogada toprakta,
agac diplerinde serbest olarak yasayan, seffaf goOriinlimlii, patojen olmayan bir model
organizmadir. Hermafrodit ve erkek olmak iizere iki cinsiyete sahiptir (1,2). Laboratuvar
kosullarinda N2 yabani tip C. elegans yaklasik 3 giinliik bir yasam dongiisii sonunda yetiskin
hale gelmekte, 20°C’de ortalama 18-20 giin yasamaktadir. Bu nematod, diger canl
organizmalarda da gozlenen bir dizi yasa bagh degisiklik gostermektedir (3). Cesitli bilimsel
aragtirmalarda kullanilmasinin en 6énemli sebeplerinden biri de, genlerinin insan genlerine ¢ok
(yaklasik %83 civar1) benzemesidir (4,5). Ayrica apoptoz (programli hiicre 6liimii) dahil
bircok biyolojik silirecin molekiiler temellerinin kesfi de C. elegans kullanilmasi sayesinde
miimkiin olabilmistir (6).

Persea americana (avokado), kapali tohumlular sinifindan defnegiller familyasina ait,
yaprak doken bir agactir. Meyvesi gida olarak tiiketilmektedir. Diinya iizerinde bir¢ok tilkede
yetisebilen, sekil olarak farklilik gdsteren, her dem yesil subtropik bir agactir. Diinyada;
Meksika, Orta ve Giiney Amerika’da ortaya ¢ikmis ve ilk olarak da Meksika’da M.O.
500’lerin baslarinda yetistirilmistir. Tiirkiye’de de Akdeniz Bolgesi ve Dogu Karadeniz
Bolgesi’nde yetistirilmektedir (7-9).

Avokadonun ozellikle icerdigi yagin da etkisiyle kendine has bir tad1 ve yiiksek bir
besin degeri bulunmaktadir. Cesitli vitaminler (A, B, C, D, E, K) ile minerallerden (Fe, Mg, P,
S, Cu gibi) zengindir. Yaklasik %80 oraninda su ve ¢oziinebilir diyet lifi i¢erdigi i¢in orta
derecede enerji yogunluguna sahip (1.7 kcal/g) bir meyvesi vardir. Ayn1 zamanda yiiksek yag
igerigine (%7-25) sahiptir. Yaklasik %15 tekli doymamis, %25 doymamis yag asitlerini igerir.
Bu da siklikla avokado ile birlikte tiiketilen salatalar ve soslardan karotenoidlerin alimini ve
bu maddelerin viicuttaki biyoyararlanimini arttirmaya da yardimci olur. Diger birgok
meyvelerin aksine seker icerigi diistiktiir (10,11).

Saglik tlizerine yararli etkileri uzun yillardir bilinen ve bu yararlar1 son zamanlarda
cesitli bilimsel ¢aligmalarla da desteklenen fonksiyonel besinler, canlilarin yasam siiresi
tizerinde de olumlu etkiler gostermektedir (12). Organizmanin strese dayanikliligim
artmasinin yasam siiresini de artirdigr bilinmektedir. Bu nedenle strese dayanikliligi artiran
girisimlerin yasam siiresine de olumlu etkisinin olmasi beklenebilir (13). Bu ¢alismada
avokadodan elde edilen fonksiyonel bitki ekstresinin, C. elegans model organizmasinin
termotoleransi (sicak stresine karsi dayaniklilik) {izerine etkisi arastirilmistir.

2. GEREC VE YONTEMLER
Materyal

Calismada, N2 yabani tip C. elegans kullanilmis olup, Minnesota Universitesi‘ne bagl
Caenorhabditis Genetik Merkezi‘nden (CGC) temin edilmistir. Termotolerans ¢alismalarinda
Istinye Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ve Aydin Adnan Menderes Universitesi Beslenme ve
Diyetetik Boliimii laboratuvarlarinin standart ekipman ve sarf malzemeleri kullanilmistir.
Avokado ekstreleri lokal marketten satin alman meyvelerden Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali’nda hazirlanmustir.
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Deney Yontemi
Avokado ekstresinin hazirlanmasi

Iki adet olgun avokado yerel marketten alindi. En dis (ekzokarp) kismi soyuldu,
icindeki mezokarp kismi ve tohum (seed) kismi da olmak iizere ii¢ kisma ayrildi. Mezokarp
kismu piire haline getirildi. 60°C firinda 2 giin siireyle kurutuldu. 100 mL n-hekzan ile 50°C
sicaklikta, 8 saat stireyle 2 giin hareketli ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstre iki giin sonunda
stv1 ekstresi ile birlestirilip 40°C sicaklikta rotavaporda uguruldu.

Termotolerans calismasi

C. elegans idamesi standart protokole gore yapilmistir. Yeni nesil olusumunu 6nlemek
i¢cin 5-Fluoro-2’-deoxyuridine (FudR) igeren besiyeri (NGM: Nematode Growth Medium)
kullanilmistir. Avokado mezokarp ekstresi, E. coli OP50 bakteri soliisyonuna final
konsantrasyon 75 pg/mL ve 100 pg/mL olacak sekilde eklenerek uygulanmistir. Calisma
senkronize solucanlar kullanilarak yapilmistir. Termotolerans calismasi, solucanlar 35°C
sicakliktaki inkiibatorde 6 saat bekletilerek yapilmistir. Zira 6n optimizasyon c¢aligsmalarinda,
laboratuvar kosullarimizda ve bu sicaklikta hayvanlarin %50’sinin 6 saatte Oldiigii tespit
edilmistir. Bu siire sonunda mikroskop altinda platin telle dokunuldugunda hareket etmeyen
solucanlar 6lii kabul edilmistir. Deneyler 3 kez tekrarlanmistir.

istatistiksel Analizler

Deney sonuglarindan elde edilen verilerde, kontrol ve deney gruplarina ait sonuglar
fark testleri (t-Testi ve ANOVA) ile karsilastirilmis olup, p<0,05 degeri de istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Verilerin istatistiksel analizlerinde, IBM SPSS Statistic programi
16.0 siiriimii kullanilmustir. {lgili grafikler ise, Microsoft Office Excel 2010 programinda
cizilmistir.

3. BULGULAR

Avokado bitkisinden elde edilen mezokarp ekstresinin C. elegans termotoleransi
tizerindeki etkilerini belirlemeye yonelik yaptigimiz arastirmanin ham verileri Tablo-1’de
sunulmustur.

Tablo 1. Avokado ekstresinin C.elegans termotoleransi lizerindeki etkisine yonelik arastirmadan elde edilen ham
veriler

Sira Deney grubu Canh Olii Kayip
1 Kontrol 1 23 17 0
2 Kontrol 2 22 18 0
3 Kontrol 3 23 17 0
4 75 pg/mL 24 16 0
5 75 pg/mL 30 10 0
6 75 ng/mL 26 14 0
7 150 pg/mM 28 12 0
8 150 pg/mL 25 15 0
9 150 pg/mL 20 20 0
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Farkli konsantrasyonlardaki avokado ekstresinin, C. elegans termotoleransina etkisini
belirlemek i¢in, deney gruplarindaki hayatta kalan solucanlarin ortalamalar1 karsilastirilmistir.
Elde edilen verilere dair tanimlayici istatistiksel analiz sonuglari Tablo 2 ve Sekil 1°de
sunulmustur.

Tablo 2. Avokado ekstresinin C. elegans termotoleransi iizerine etkisi ile ilgili tanimlayici veriler (N: deney
sayisi)

Tammlayic1 Veriler

Ortalama i¢in %95
N Ortalama Standard  Standard gliven araligi Minimum  Maksimum
sapma hata ..

Alt ssnir  Ust sinir
Kontrol 3 226667 057735 033333 21.2324 24.1009 22 23
Avokado 75 pg/mL 3  26.6667  3.05505  1.76383 19.0775 34.2558 24 30
Avokado 150 5 5/ 4933 404145 233333 14.2938  34.3729 20 28

pg/mL

Toplam 9 245556  3.08671  1.0289 22.1829 26.9282 20 30

30.00

23.00 i|'

26.00

birim

24.00

22.00 ?

20.00-

T T T
Avokadokontrol Avokada7s Avokadol30

grup

Sekil 1. Avokado ekstresinin C. elegans termotoleransi iizerine etkisini belirlemeye yonelik analiz sonuglari
(Yatay ¢ubuklar ve soldaki rakamlar 6 saatlik muamele sonunda hayatta kalan C. elegans sayisini ifade
etmektedir. Sagdaki rakamlar grup ortalamalarini gostermektedir).

Varyans homojenitesi ve verilerin dagilimiyla ilgili normalite test sonuglar1 elde
edildikten ve tanimlayict veriler degerlendirildikten sonra, avokado bitki ekstresinin
konsantrasyonlarindaki degisim ile C. elegans termotolerans potansiyelleri arasindaki
ortalamalar1 karsilastirmak i¢in Anova analizine geg¢ilmistir (Tablo 3).

Tek yonlii ANOVA testinde elde edilen "p" degeri 0.05 giiven degerinden biiyiik
oldugu i¢in (0.318>0.05) tek yonlii varyans analizi i¢in kurdugumuz HO hipotezi kabul
edilmistir. Yani %95 giivenle, gruplarin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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farklilik yoktur sonucuna varilmistir. Dolayisiyla bu arastirmada avokado ekstresinin C.
elegans termotoleransina etki etmedigi anlagilmistir.

Tablo 3. Avokado ANOVA testi sonuglari.

ANOVA
Karelerin toplami df Ortalama Kare F p
Gruplar arasi 24.222 2 12.111 1.397 0.318
Grup i¢i 52 6 8.667
Toplam 76.222 8

Normalite testinde Shapiro-Wilk p degerleri avokado ekstresinin 75 ug/mL ve 100
pug/mL konsantrasyonlarinda siarsiyla 0.657 ve 0.726 bulunmus olup 0.05’ten biiyiik olarak
tespit edilmistir. Sadece kontrol grubu i¢in Shapiro-Wilk p degeri 0.000 elde edilmistir. Bu
sonuglara gore Avokado ekstresinin C. elegans termotoleransi iizerine etkisini belirlemek i¢in
yaptigimiz deneylere ait verilerin normal bir dagilima sahip oldugu tespit edilmistir.

C. elegans termotoleransi lizerine etki etme agisindan gruplar arasinda farklilik olup
olmadigimi belirlemek i¢in uygulanan diger test t-testidir. T-testi sonuglarina bakildiginda
Avokado-Kontrol grubu ile Avokado-75 gruplari arasinda p degeri 0.090 (p>0.05), Avokado-
Kontrol grubu ile Avokado-150 gruplar arasinda p degeri 0.519 (p>0.05), Avokado-75 grubu
ile Avokado-150 gruplari arasinda sigma degeri 0.470 (p>0.05) olarak belirlenmistir.
Gortildiigii gibi t-testinde yapilan bu ikili karsilastirmalarda da, p degerinde 0.05’ten kiigiik
olan bir deger tespit edilmemistir.

4. TARTISMA

Termotolerans, canlilarda sicak stresine karsi gelistirilen dayanikliliktir (direng).
Strese kars1 dayaniklilik arttikgca, yaslanma gecikmekte ve normal yasam siiresi de
uzamaktadir. Antioksidan bilesikler ¢esitli mekanizmalarin da etkisiyle sicak stresine karsi bir
tiir direng saglayip, yaslanmay1 geciktirebilmekte ve dolayisiyla da canlilarin yasam siiresi
artmaktadir (13). Bu yapilan calismada da, cesitli gii¢lii antioksidan aktiviteleri nedeniyle
avokado bitkilerinin farkli konsantrasyonlarinin, termotolerans yani, yasam siiresi lizerindeki
etkilerinin test edilmesi amaglanmuistir.

Avokadonun antioksidan aktivitesi ise, farkli kisimlarda ¢esitli farkliliklar
gostermektedir. DPPH testi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, antioksidan kapasite; yaprak>
kabuk> yag1> posasi seklinde bulunmustur. Antioksidan aktivite, toplam flavonoid igerigi ile
pozitif korelasyon gostermis ve anlamli bulunmustur (14). Yapilan bir baska calismayla da
avokado meyvesinin, iyi miktarda askorbik asit, toplam fenol konsantrasyonu, antioksidan
kapasitesi ve yiiksek seviye katalaz, askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz aktivitelerinin
oldugu kanitlanmistir (15).

Elde edilen veriler kontrol edildiginde, 6 saat sonunda hayatta kalan C. elegans birey
sayisinin 75 pg/mL ekstre uygulanan grupta en yiiksek oldugu tespit edilmis olmakla beraber
bu fark, gruplar arasinda farklarin incelendigi detayli istatiksel analizlerde anlamli
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bulunmamaistir. Dolayisiyla avokado ekstresinin C. elegans’ta termotolerans artisina sebep
oldugu ve buna bagli olarak hayatta kalan birey sayisinin da kontrole gore arttigin1 sdylemek
miimkiin degildir. Bu tespiti teyit etmek icin ise, SPSS 16.0 programinda ANOVA ve t-testi
istatistiksel analizleri yapilmustir.

Bulgular ¢ergevesinde, avokado ekstresinin C. elegans termotoleransini arttirmadigi
tespit edilmistir. Ancak bu sonucun ekstrelerin konsantrasyonlari ile dogrudan baglantili olup
olmadig1 heniiz bilinmemektedir. 75 pg/ml ve 150 pg/ml konsantrasyonlarindaki ekstrelerin
kontrol grubu ile benzer bir sonu¢ vermesi ilerideki arastirmalar i¢in yol gdsterici olabilir.
Etki goriilmemesinin nedeni, avokadoda test edilen dozlarda termotoleransi artiracak
sekonder metabolitlerin olmamasi olabilir. Bu sebeple, avokadonun 75 pg/ml’den daha diisiik
konsantrasyonlarinda ve 150 pg/ml’den daha yiiksek konsantrasyonlarinda termotolerans
aragtirmalar1 yapmak gerekmektedir.

Bunun yani1 sira avokadoda bulunan sekonder metabolitlerin ayr1 ayri test edilmesi de
ilerideki arastirmalar ic¢in diisiiniilebilir. Etkili bir bilesik tespit edilirse, C. elegans’ta
termotoleransi arttirict etkisinin molekiiler mekanizmalari -omik yontemleriyle kesfedilebilir.
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