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OZET

Fomitopsis officinalis, Phellinus igniarius VE Lactarius deliciosus
MANTARLARININ SU EKSTRAKTLARININ Caernorhabditis elegans’ TA
YASAM UZUNLUGU VE STRES DIiRENCINE ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Ayse ACAR
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dah
Damsman: Doc. Dr. Esra AYDEMIR
Temmuz 2023; 39 sayfa

Yaslanma, azalan dogurganlik ve geri doniisii olmayan canliligin yitirilmesi
stirecidir. Fizyolojik isleyisin ilerlemesindeki diisiisii ve zamanla bozulmasini, ayni
zamanda biyokimyasal siireglerin olaganin disina ¢ikmasini kapsamaktadir. Yasa bagh
hastaliklar ve patolojileri, incelendiginde reaktif oksijen tiirlerinde (ROT) bir artis ve
ardindan gelen oksidatif stres ile siki bir sekilde iliski gozlemlenmistir. Oksidatif stres,
oksijenin canli organizmalar tarafindan aerobik solunumda kullanilmasinin bir sonucudur
ve ROT olusumu ile antioksidan sisteminin bunlar1 detoksifiye etme yetenegi arasindaki
kalict bir dengesizlik durumu olarak tanimlanir. Antioksidanlarin varligr ve islevsel
etkinlikleri oksidatif stresi Onlemektedir.

Tibbi mantarlarin antioksidan seviyeleri yliksektir ve dogal yolla elde
edilebilmektedirler. Tibbi mantarlardan Fomitopsis officinalis, Phellinus igniarius ve
Lactarius deliciosus antioksidan aktiviteleri yiiksek tiirlerdir. Antioksidan 6zelliklerinden
dolay1 birgok hastaligi ve rahatsizliklar1 onleyici etkileri bulunmaktadir. Tiiketimleriyle
beraber hiicredeki fazla ROT birikiminin azaltabilmektedirler ve bu antiaging
ozelliklerinin de ortaya koyulmasinin gerekliligini gdstermektedir.

Bu tez calismasinin amaci, F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus
mantarlarmin su ekstraktlarinin {i¢ farkli dozunun in vivo model organizma C. elegans
tizerinde dmiir uzunluguna etkisinin, oksidatif strese karsi etkisinin ve ROT seviyesindeki
artisa etkisinin arastirilmasidir. 100 pg/ml, 50 pg/ml ve 25 pg/ml olmak tizere ti¢ farkl
doz belirlenmistir ve her mantar ic¢in ii¢ grup olmak iizere kontrol ve solvent (PBS)
grubuyla birlikte toplamda 11 grup olusturulmustur.

11 grupla yapilan 20°C’de dmiir uzunlugu deneyinde F. officinalis mantarinin 25
ug/ml dozu, P. igniarius mantarinin 100 pg/ml dozu, L. deliciosus mantarinin 100 pg/ml
ve 50 pug/ml dozlar1 dmiir uzatmislardir. Bu dort grubun oksidatif strese maruz birakilarak
olusturuldugu deneyde diger gruplarin 6miir uzunluklar1 degismezken P. igniarius 100
ug/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml gruplarinin dmrii kisalmistir. Oksidatif stresi tedavi
edemeyen bu gruplarin zamana bagli ROT seviyeleri 6l¢iimii deneyinde ise kontrole
kiyasla deney gruplari arasinda farkliliklar olsa da F. officinalis 25 pg/ml ve L. deliciosus
50 pg/ml gruplarinin zaman arttik¢a kontrole kiyasla diisiik ROT seviyelerini koruduklari
goriilmiistiir.



Mantarlarin oksidatif stresin 6miir uzunluguna etkisinin olmamasi fakat oksidatif
stres altinda degilken omrii uzatmasi, oksidatif stresin yaslanmanin bir nedeni degil
sonucu oldugunu gostermektedir. F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlariyla
yapilacak gelecek caligmalarda bu mantarlarin dmrii uzatmalarinin altinda yatan olasi
nedenlerin arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: C. elegans, Fomitopsis officinalis, Lactarius deliciosus
Mantarlar, Phellinus igniarius, Serbest Radikaller, Yaslanma
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF WATER EXTRACTS OF Fomitopsis
officinalis, Phellinus igniarius AND Lactarius deliciosus ON LONG LASTING
AND STRESS RESISTANCE IN Caernorhabditis elegans

Ayse ACAR
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esra AYDEMIR
July, 2023; 39 pages

Aging is the process of decreasing fertility and irreversible loss of vitality. It
includes the decline in the progression of physiological functioning and its deterioration
over time, as well as the abnormality of biochemical processes. When age-related diseases
and pathologies are examined, an increase in reactive oxygen species (ROS) and a tight
relationship with the subsequent oxidative stress have been observed. Oxidative stress is
the result of the use of oxygen by living organisms in aerobic respiration and is defined
as a state of persistent imbalance between the generation of ROS and the ability of the
antioxidant system to detoxify them. Presence and functional activities of antioxidants
prevent oxidative stress.

Medicinal mushrooms have high antioxidant levels and can be obtained naturally.
Among medicinal mushrooms, Fomitopsis officinalis, Phellinus igniarius and Lactarius
deliciosus are species with high antioxidant activities. Due to its antioxidant properties, it
has preventive effects on many diseases and disorders. With their consumption, they can
reduce the accumulation of excess ROS in the cell and this shows the necessity of
revealing their antiaging properties.

The aim of this thesis study is to investigate the effects of three different doses of
water extracts of F. officinalis, P. igniarius and L. deliciosus fungi on the in vivo model
organism C. elegans on longevity, the effect against oxidative stress and the increase in
ROS level. Three different doses were determined as 100 pg/ml, 50 ng/ml and 25 pg/ml,
and a total of 11 groups were formed, three groups for each mushroom, together with the
control and solvent (PBS) groups.

In the longevity experiment conducted with 11 groups at 20°C, 25 pg/ml dose of
F. officinalis mushroom, 100 pg/ml dose of P. igniarius mushroom, 100 pg/ml and 50
ng/ml dose of L. deliciosus mushroom increased lifespan. In the experiment in which
these four groups were formed by exposing them to oxidative stress, the life span of the
other groups did not change, while the lifespan of the P. igniarius 100 pg/ml and L.
deliciosus 50 pg/ml groups were shortened. In the time-dependent measurement of ROT
levels of these groups that could not treat oxidative stress, however, although there were
differences between the experimental groups compared to the control, it was observed
that the F. officinalis 25 pg/ml and L. deliciosus 50 pg/ml groups maintained lower ROT
levels compared to the control as time increased.



The fact that the longevity of fungi is not due to prolongation of oxidative stress,
but not to oxidative stress, suggests that prolongation of oxidative stress is a consequence,
not a cause. The futures to be made with F. officinalis, P. igniarius and L. deliciosus
mushrooms are based on the content of the possible reasons underlying the prolongation
of the lifespan of these fungi.

KEYWORDS: Aging, C. elegans, Fomitopsis officinalis, Free Radicals, Lactarius
deliciosus, Mushrooms, Phellinus igniarius

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Esra AYDEMIR
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Prof. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI



ONSOZ

Yaslanma caligmalarinin biiyiik bir boliimiinii antioksidanlar olusturmaktadir.
Antioksidanlarin yaglanmaya olan olumlu etkileri arastirmacilarin bu baglamda
yapabilecekleri ve ilerleyebilecekleri en 6nemli konulardan biri haline getirmistir. Dogal
olarak elde edilebilir ozellige sahip olmalar1 ulasilabilirligi ortaya koymus ve
yaslanmanin 6nemli etkenlerinden olmustur.

Mantarlarin  antioksidan  oOzelliklerinin ~ varligt  calisildikga  yaslanma
calismalarinda antiaging etkisinin arastirilmasina yol agmistir. Antioksidan 6zelligi fazla
olan mantarlar ayn1 zamanda diger ¢ogu 0Ozelligiyle birlikte tibbi mantarlar olarak da
adlandirilmaktadir. Fomitopsis officinalis, Phellinus igniarius ve Lactarius deliciosus
mantarlar1 da tibbi mantarlar arasinda yer almaktadir. Yapilan arastirmalarda cokga
antioksidan 6zelliklerinin varlig1 ve bu yiizden yaslanmaya katki sunabilecegi belirtilse
de bu tez ¢alismasinda yer alan F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlarinin
model organizma olan Caenorhabditis elegans iizerinde yapilmis bir yagslanma ¢aligmasi
bulunmamaktadir.

Bu tezin amaci F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlarinin
antioksidan oOzelliklerini ortaya koyup farkli dozlarmin C. elegans flizerinde Omiir
uzunluguna etkisini, oksidatif strese olan yanitin1 ve reaktif oksijen tiirevlerinin
birikmesine nasil bir etkisi oldugunu belirtmektir.

Yiiksek lisans seriivenime baslarken bir gerontolog olarak biyolojiye dair ¢ok
bilgim yoktu. Ama farki bir bakis agisindan yaslanmaya bakmak ve bu konuda
uzmanlagsmak istedigimi biliyordum. Yaslanmaya bakilacak en temel cergeve de
biyolojiydi.

Yasadigim bu zorlu siirecte bana bilgi birikimini ve deneyimlerini aktaran, beni
hep destekleyen ve uzun siire danigmanligimi yaptiktan sonra emekli olan degerli hocam
Dog. Dr. Giilgiin GUNDUZ’e tesekkiirlerimi sunarim. Bana bu yolculukta sadece
bilgisini aktarmakla kalmayip beni yiireklendirdigi i¢in ve bana giivendigi i¢in tesekkiir
ederim.

Giilglin hocamin yerini aratmayan ve destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen, bana
gilivenip her seyin lstesinden gelebilecegimi diisliniip her daim yanimda olan su anki
danmismanim Dog. Dr. Esra AYDEMIR e ve ekip arkadaslarim Serap OZKAYA GUL’e,
Beyzanur SIMSEK e tesekkiirlerimi sunarim.

Calistigim mantarlarin temin eden Prof. Dr. Hasan AKGUL’e ve Dr. Emre Cem
Eraslan’a tesekkiirlerimi sunarim. Laboratuvari igerisindeki 6l¢iim aletlerini kullanmama
olanak saglayan Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi’'nden hocam Prof. Dr. Salih
SANLIOGLU na ve ekibindeki giiler yiizlii karsilanma igin biitiin ekip calisanlarina
tesekkiirlerimi sunarim.

Biitlin yiiksek lisans donemimde benim yanimda durup destekleyen, aklimda
olusan sorular1 benimle ¢dziimleyen arkadaslarim Eda DELIK’e, Berfin EROGLU’na,
Fikriye Mehtap SEN’e, Yasemin GAYA'’ya ve laboratuvar becerilerimi gelistirip destek
veren Seren CELIKEL e tesekkiir ederim.



Biitiin hayatim boyunca beni destekleyen maddi ve manevi her tiirlii yanimda olan
annem Derya ACAR’a, babam Ibrahim ACAR’a, kardesim Ahmet ACAR’a ve tiim
aileme tesekkiir ederim.
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GIRIS A. ACAR

1. GIRIS

Yaslanma, giiniimiizde arastirmacilarin ¢okga ilgisini ¢eken alanlardan birisi
haline gelmistir. Tiirkiye’de 2017°deki yash oran1 %8,5 iken 2022°deki yasli orani %9,9
olmustur. Niifus projeksiyonlarma gore 2040 yilinda %16,3 olacaktir (TUIK 2023).
Giliniimiizde hizla yaslanan niifus, yaglanmay1 anlamlandirip yavaslatmak veya tersine
cevirebilmenin 6nemini vurgulamaktadir.

Ilerleyen zamanla hiicresel ve organizma fonksiyonlariin bozulmasi ve aksamasi
biitiinciil olarak biyolojik yaslanmay1 tanimlamaktadir. Zamanla agiga ¢ikan degisiklikler
kac¢imilmaz degildir. Kronolojik olarak ayni1 yasta olup biyolojik yaslar1 arasinda farklilik
olmast olast bir durumdur. Aradaki farkliliklar géz Oniine alindiginda yaslanma
yavaslatilabilir ve egzersiz, besin kisitlamasi, senolitik bilesikler gibi yasamsal
miidahalelerle yaglanmanin olumsuz etkileri dnlenebilir (Buckley vd. 2022).

Oksidatif stres yaslanmanin sebeplerinden birisini olusturmaktadir. Serbest
radikallerin iretilmesi ve bunlarin detoksifiye eden, ¢esitli hiicre fonksiyonlarin
siirdiirmek i¢in 6nemli olan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar arasindaki
dengenin bozulmas1 oksidatif stresin asil sebebini olusturmaktadir. Hasarl1 proteinlerin
artis1, oksidatif strese yanittaki azalma ve onarim sistemindeki bozulmalar da oksidatif
stresin olusumu ile iligkilendirilmistir (Kibreab vd. 2023).

Oksidatif stresi dnlemek ve oksidatif dengeyi koruyabilmek i¢in antioksidanlarin
onemli gorevleri bulunmaktadir. Dogal yolla alinabilen antioksidanlar bitkiler ve
mantarlar gibi birgok canlidan saglanabilmektedir (Akbari vd. 2022).

Mantarlar diinyanin bir¢ok yerinde yabani olarak yetigir ve ayrica ticari olarak
yetistirilebilenleri de mevcuttur. Besin olabilen mantarlar degerli saglik gidalarindandir
ve diinyanin birgok yerinde yiizyillardir tibbi olarak kullanilanlar1 bulunmaktadir (Brower
1998; Rahi ve Malik 2016). Giiniimiizde tibbi mantarlar fonksiyonel gidalar olarak kabul
edilmekte ve geleneksel ve tamamlayici tibbin ilaclarinda kullanilmakta, recetesiz
satilmakta, saglk takviyeleri olarak elde edilebilmektedir (Ayeka 2018; Rathee vd.
2012). Bazi mantar tiirleri, umut verici terapotik yetenekleriyle tinlidiir. Antik Cin'de ve
cogu Asya llkesinde sifali mantarlarin uzun Omiir ve canliligl artirma giicline sahip
olduguna inanilmaktadir (Ulbricht 2015; Wu vd. 2010). Mantarlarin igerisindeki ¢esitli
fenolik bilesiklerin, polisakkaritlerin, terpenoidlerin ve diger bilesiklerin varligi, onlarin
antikanser, antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antiaging, karaciger koruyucu,
hipoglisemik, hipokolesterolemik gibi gii¢lii biyolojik aktivitelerinin nedenidir ve her giin
¢ok daha fazla biyolojik aktivite kesfedilmektedir(W. A. Elkhateeb vd. 2019).

Besin olarak tiiketilebilen mantarlar 6zellikle daha once tibbi mantar olarak tanimlanmis
olanlar da yiiksek antioksidan 6zellik gosterebilen mantarlar olarak belirlenmistir (Yildiz
Turp vd. 2018). Fomitopsis officinalis, Phellinus igniarius ve Lactarius deliciosus
tirlerinin in vitro antioksidan ozellikleri bilinmektedir (Dizeci ve Yildirim, 2023,
Muszynska vd. 2020; Segil Erdogan vd. 2017). Bu ¢alismada bu ii¢ mantar tiiriiniin
bilinen in vitro antioksidan 6zelliklerinden yola ¢ikarak in vivo (Caenorhabditis elegans)
antioksidan o6zelliklerinin, yani oksidan indiiklenmesinin yapildig1 ortamda yasam
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uzunlugu 6l¢iimleri ile yapilan stres yanitina cevap dlglimii ve dogrudan reaktif oksijen
tiirii (ROT) miktar1 6l¢imii yapilarak ortaya konulmasi planlanmistir.

Bu tez caligmasinin amaci, mantarlarin antioksidan 6zelliklerinden yararlanarak
oksidatif strese yanitlarini test edip yaslanma ¢alismalarina katki saglamaktir. Bu
kapsamda F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlarinin su ekstraktlarmin 100
ug/ml, 50 pg/ml ve 25 ug/ml dozlarmi C. elegans model organizmasinin iizerinde dmiir
uzunluguna etkisi, oksidatif strese yaniti ve ROT seviyesine etkisi arastirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1 Yaslanma

Yaslanma kavraminin giintimiizde birgok tanimi bulunmaktadir. Yaglanma, azalan
dogurganlik ve geri doniisli olmayan canliligin yitirilmesi stirecidir. Fizyolojik isleyisin
ilerlemesindeki diislisii ve zamanla bozulmasini, ayn1 zamanda biyokimyasal siire¢lerin
olaganin disina ¢ikmasini kapsamaktadir (Percival 2009).

Bu siirec hiicresel yaslanma, genomik istikrarsizlik, telomer asinmasi, epigenetik
degisiklikler, proteostaz kaybi, diizensiz besin emilimi, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, kok hiicre tiikenmesi ve hiicreler arasi farklilasmis iletisim gibi birgok
biyolojik degisikligi kapsamaktadir (Tollefsbol 2007.; L. Zhang vd. 2022).

Bu degisiklikler canlilarin digsal ve igsel faktorlerle siirekli savasir durumda
olmasindan etkilenmektedir. Canlilarin onarim mekanizmalarindaki zamanla olusan
bozulmalar ve degisiklikler zarar verecek maddelerin birikimine ve bdylece hiicresel
islevdeki bozukluklara yol agmaktadir. Birbirini takip eden bozukluklar yaslanmay1
hizlandirmaktadir (Dodig vd. 2019).

Yaglanmanin biiylik bir boliimiinii olusturan biyolojik degisiklikler, literatiirde
yaslanma teorileri adi altinda karsimiza ¢ikmaktadir (Aldwin ve Gilmer 2013). Bu
teorilerin ana konularini yaslanmay tetikleyebilen telomer hasari/kisalmasi, DNA hasari,
kromatin bozulmasi, inflamasyon, epigenetik diizensizlik, onkojen aktivasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres olusturmaktadir (Dodig vd. 2019).
Yaslanmayla ilgili bircok biyolojik temelli teori olmasina ragmen giinlimiizde hala
tizerinde ¢aligmalarin siirdiiriildiigli yaslanmay1 agiklayan temel iki konu bulunmaktadir.
Bunlardan birisi DNA’daki telomerin kisalmasi, bir digeri ise oksidatif stresin hiicreye
olan etkileridir (Ogiit ve Atay 2012).

2.2 Biyolojik Yaslanma Teorileri
2.2.1 Telomer hasary/kisalmasi teorisi

Okaryotik kromozomlarin uglarinda bulunan ve evrimsel olarak korunmus
DNA’y1 telomerler olusturmaktadir. Telomerler genetik bilgiyi korur ve genomik
istikrarsizli§a kars1t koruma saglamaktadirlar. ‘Ug replikasyon sorunu’ ve telomer son
islemesi nedeniyle hiicre boliinmesiyle birlikte giderek kisalmaktadirlar (Sellami vd.
2021; Xuewen vd. 2019). Telomer uzunlugu biyolojik yaslanmanin en Onemli
belirteglerinden birini olusturmaktadir.

Normal insan hiicrelerinde telomeraz seviyeleri, telomer uzunlugunu korumak
icin yetersizdir ve her hiicre boliinmesiyle ilerleyici yipranmaya neden olur; bu nedenle,
oOlciilii telomer kaybi, sonugta hiicre boliinmelerinin sayisini ve hiicresel yasam siiresini
siirlayan bir hiicresel mitotik saat gorevi gorebilir(Simon vd. 2006).

Hayflick smirmi telomer replikasyonu ile iligkilendiren ilk bilim adami
Olovnikov'du. Telomer uzunlugunun olast hiicre bdliinme turlarinin  sayisinm
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belirleyebilecegini 6ne siirdii (Olovnikov 1973). 1986'da Cooke ve Smith farkl
dokulardaki telomer uzunluklarimi karsilastirdiklarinda telomerler dogrudan hiicre
yaslanmasiyla iliskilendirildi (Cooke ve Smith 1986). Sonraki birka¢ yil iginde
arastirmacilar, telomeraz telomerleri uzattifi i¢in insan hiicrelerinin replikasyon
kapasitesinin arttigint buldular. Bu nedenle telomerler, hiicrelerin “molekiiler saati”
olarak kabul edilmektedir(Miiezzinler vd. 2013).

2.2.2 Mitokondriyal hasar teorisi

Mitokondriyal DNA’nin ve mitokondride ATP sentezinde gorev alan kisimlarin
oksidatif hasardan fazlaca etkilendigi belirtilmistir. Bunun nedeni mitokondrinin
etkilendigi kisimlarin ayn1 zamanda oksidatif hasara sebep olan radikallerin kaynagini
olusturmasidir. Bununla birlikte mitokondriyal DNA etrafinda zar benzeri bir koruyucu
tabaka olmamasindan dolay1 oksidatif hasara daha agiktir. Boylece radikallerin fazla
birikimi sonucunda olusan oksidatif hasar yaslanma siirecinde mitokondriyal genomda
bozulmalara neden olmaktadir ve mitokondriyal disfonksiyonun baglica nedenini
olusturmaktadir (Atli Sekeroglu vd. 2009).

2.2.3 Oksidatif stres teorisi

Yaslanmanin oksidatif stres teorisi, yasa bagli fonksiyonel kayiplarin, reaktif
oksijen ve nitrojen tiirevleri (RONT) kaynakli hasarlarin birikmesinden kaynaklandigi
hipotezine dayanmaktadir. Yasa bagli hastaliklar ve patolojileri, incelendiginde Reaktif
oksijen tiirlerinde (ROT) bir artis ve ardindan gelen oksidatif stres ile siki bir sekilde iliski
gozlemlenmistir (Liguori vd. 2018).

Oksidatif stres, oksijenin canli organizmalar tarafindan aerobik solunumda
kullanilmasimin bir sonucudur ve ROT olusumu ile endojen antioksidan sisteminin
bunlar1 detoksifiye etme yetenegi arasindaki kalict bir dengesizlik durumu olarak
tamimlanir (Moldogazieva vd. 2019). 1959'da Denham Harman, biyomolekiiler
oksidasyon ve hiicresel hasarin altinda yatan neden ve yaslanma sirasinda hiicresel
fonksiyonlardaki degisikliklerin agiklamasi olarak ROT birikimine isaret eden serbest
radikal yaslanma teorisini 6ne siirdii (Harman 2002).

2.3 Oksidanlar

Yasam devamliligi icin gerekli olan temel elementlerden birini oksijen
olusturmaktadir. Hiicre igerisindeki enerji iretimi sirasinda oksijenin kullanilmasiyla
beraber oksidan iiretimi de meydana gelmektedir ve bunlar serbest radikaller ve radikal
olmayanlar olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikaller siirekli olarak iiretilmektedir.
Sadece enerji liretimi sirasinda mitokondri de degil bir¢ok endojen ve eksojen kaynaklar
tarafindan da iretilmektedirler (Karabulut ve Giilay 2016). Mitokondri ve peroksizom
organelleri, lipoksijenaz ve NADPH oksidaz enzimleri ve sitokrom p450 mekanizmasi
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endojen kaynaklar arasinda yer alirken ultraviyole 1sinlar, iyonize radyasyon, inflamatuar
sitokinler ve sigara, hava kirliligi gibi ¢evresel toksinler endojen kaynaklari
olusturmaktadirlar (Aslankog vd. 2019).

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar

Mitokondri

Peroksizomlar

Ultraviyole isinlar

iyonize radyasyon
Lipoksijenazlar
NADPH oksidaz
Sitokrom p450

Cevresel toksinler
(sigara, hava kirliligi)

inflamatuar sitokinler

Sekil 2.1 Serbest radikallerin kaynagi1 (Aslankog¢ vd. 2019)

Uretilen serbest radikallerin zararlar1 oldugu gibi yararlar1 da bulunmaktadr.
Proteinlerin, lipitlerin, niikleik asitlerin  yapisinda  degisiklikler —meydana
getirebilmektedirler (Shinde vd. 2023). Serbest radikaller, diisiik yogunluktayken kanser
hiicrelerinin yok edilmesi, enfeksiyonlara savunma olusturulmasi, detoksifikasyon
mekanizmalarinda gorev almasi, kalsiyum salinimi, tirozin aminoasidini fosfatlamasi ve
biiylime faktorii sinyallerinde gérev almasi gibi hiicrenin bir¢ok yerinde yararl sekilde
gorev yapmaktadir (Karabulut ve Giilay 2016).

Elektron yapilarinda, dis orbitallerinde eslenmemis elektron tagimaktadirlar ve
yiiksek enerjiye sahiptirler (Pham-Huy vd. 2008). Serbest radikaller ROT ve RNT
(Reaktif Nitrojen Tiirevleri) olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadirlar. Eslenmemis
elektronlart ~ bulunmayan =~ RONT  molekiilleri ~ serbest  radikal  olarak
adlandirilmamaktadirlar ve bu molekiillere radikal olmayan (nonradikal) denilmektedir.
Fakat radikal olmayan molekiller, serbest radikallerin olusumu ig¢in gerekli olan
reaksiyonlara yol agabilmektedirler (Genestra 2007).
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Stiperoksit (05),
Hidroksil (OH'),
Peroksil (ROO:),

ROT Alkolsil (RO'),
Hidroperoksil (HO,’)
Serbest Lipit peroksil (LOO")
Radikaller
RNT Nitrik oksit (NO'),

Nitrojen dioksit (NO,)

Sekil 2.2. Serbest radikallerin siniflandirilmasi (Pham-Huy vd. 2008)

Hidrojen peroksit (H,0,),
Hipokloréz asit (HOCI),
ROT R ] Hipobromoz asit (HOBTr),
Singlet oksijen (*0,)
Ozon (0;)

Radikal Olmayanlar

(nonradikal)

Nitrik asit (HNO,),
Nitrosil katyonu (NO*),
Nitrosil anyonu (NO),

Dinitrojen tetroksid (N,0,),
Dinitrojen trioksid (N,05),
Peroksinitrit (ONOO"),
Peroksinitrik asit (ONOOH),

RNT

Nitronyum katyonu (NO,?),
Nitril klorid (NO,CI),
Alkil peroksinitrit (ROONO)

Sekil 2.3. Radikal olmayanlarin siniflandirilmasi (Karabulut ve Giilay 2016)

Hidroksil radikali 6nemli radikallerden birisini olusturmaktadir. DNA, lipitler,
aminoasitler, proteinler, metaller ve glikoz ile iligskilendirilen en giiglii radikal oldugu
belirtilmistir. Bu radikalin olusumunda serbest radikal olmayan hidrojen peroksitin
katkis1 bulunmaktadir. Hidrojen peroksit, Fe*?> ve Cu* gibi gecis metalleri ortamda
bulundugunda Fenton reaksiyonu aracilifiyla ve siiperoksit radikalleri ortamda
bulundugunda ise Haber-Weiss reaksiyonu araciligiyla hidroksil radikalini
olusturmaktadir (Sekil 2. 4.)(Aslankog vd. 2019; Young ve Woodside 2001).
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Fenton reaksiyonu
H20; + Fe*? —» OH* + OH" + Fe*®
Haber-Weiss reaksiyonu

0% + H,0, —» OH* + OH + 0?

Sekil 2.4. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu (Aslankog vd. 2019)

Organizmalarda oksidanlarin zararlari oldugu gibi yararlart da bulunmaktadir.
Bundan dolay1 oksidan molekiilerin gereginden fazla birikimi oksidatif strese sebep
olmaktadir. Oksidatif stres kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrointestinal hastaliklar,
solunum ve bosaltim bozukluklari, kanser, diyabet, yaslanma, spermde fonksiyon
bozuklugu ve infertilite gibi rahatsizliklara yol agabilmektedir. Bu gibi oksidatif stres
kaynakli hastaliklarin 6nlenmesi i¢in antioksidanlardan yararlanilmaktadir (Karabulut ve
Giilay 2016).

2.4 Antioksidanlar

Oksidanlarin fazla birikimini 6nleme siireci yerinde dogal bir yolla iiretilen veya
gidalar ve/veya bitkisel takviyeler tarafindan disaridan saglanan antioksidanlar tarafindan
diizenlenebilmektedir. Antioksidanlar, serbest radikalleri ortadan kaldirmak i¢in 6nemli
bir rol oynamaktadirlar (Akbari vd. 2022).

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayanlar olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadirlar. Enzimatik olan antioksidanlarin molekiiler agirliklart diisiiktiir ve
endojen olarak iiretilmektedirler. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise besin alimiyla
elde edilmektedir ve polifenolleri, vitaminleri  mineralleri, karotenoidleri,
organosiilfiiralleri igermektedir (Bunaciu vd. 2016; R. H. Liu 2004).
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Enzimatik Antioksidanlar | nzimatik Olmayan Antioksidanlar
Birincil
Enzimler

Dusiik Molekdl
Agirlikh
L S ETET

Vitaminler

Organosiilfiir
Bilesikleri

Antioksidan
Kofaktorler

Polifenoller
Flavonoidler J~ Fenolik Asitler

Sekil 2.5. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi (Bunaciu vd. 2016)

Enzimatik olan birincil enzimleri siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) olustururken ikincil enzimleri ise glutatyon rediiktaz (GR),
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) olusturmaktadir. Cinko (Zn) ve selenyum (Se)
mineral olan, A-C-E-K vitamin olan, B-karoten, likopen ve lutein karotenoid olan,
glutatyon ve tirik asit diisiik molekiil agirlikli olan, koenzim Q-10 kofaktdér olan,
kuersetin, kaempferol, katesin, hespertin, genistein, siyanidin ve chrysin flavonoid olan,
ferulik asit ve gallik asit ise fenolik asit olan enzimatik olmayan antioksidanlar
olusturmaktadir (Bunaciu vd. 2016).

Antioksidanlar savunma mekanizmalarini temizleme, baskilama, onarma ve zincir
kiricr etkileri olmak tizere dort farkli sekillerde gostermektedirler. Temizleme etkisiyle
ROT’larin reaktifligini azaltirlarken baskilama etkisiyle ROT’larin proton eksigini
tamamlayarak pasif hale getirmektedirler. ROT’larin sebep oldugu hasarlart da
onarmaktadirlar. Bunlarla birlikte ROT’larin neden olacag: zincir reaksiyonlarinda gorev
alan molekiillere baglanarak bu reaksiyonlarin gergeklesmesini Onlemektedirler
(Aslankog vd. 2019).

Yiiksek konsantrasyonda serbest radikallerin olusturduklar1 oksidatif stres, hiicre
yapilarina, niikleik asitlere, lipitlere ve proteinlere hasar vermektedir. Hidroksil radikali
DNA’ daki tiim bilesenlerle reaksiyona girerek piirin, pirimidin ve deoksiriboz
omurgasina zarar vermektedir. Lipit peroksidasyon iiriinii olan ve mutajenik o6zelligi
bulunan malondialdehit olusumunu arttirmaktadir. Proteinlerin bilesenlerine baglanarak
parcalanmalarina sebep olmaktadir. Bunun gibi bir¢ok hiicresel hasara sebep olan serbest
radikallerin oksidatif stres yaratmalarinin engellenmesi icin antioksidanlarin varligiyla
oksidatif denge saglanmaktadir (Valko vd. 2007).
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2.5 Mantarlar

Mantar tiiketimi, yiliksek besin degeri, arzu edilen tat ve aromasi nedeniyle
olaganiistii bir artis gostermektedir. Mantarlar, diyet, antioksidan ve terapotik degerleri
nedeniyle diinya ¢apinda ticaret i¢in dnemli mallarin yani sira, farkli rahatsizliklara gare
olarak gida olarak tiiketilmesinde biiyiik ilgi uyandirmaktadir (Mwangi vd. 2022).

Yerin lstiinde veya altinda olusan kolayca goriilebilen, biiyiikk ve spor tasiyan
yapilara sahip, ascomycetes ve basidiomycetes igeren mantarlar makrofungus olarak
adlandirilmaktadir(Mueller vd. 2007). Yiiksek ascomycetes ve basidiomycetes
mantarlari, antikanser ve immiinolojik potansiyel ile farkli 6zelliklere sahiptir. Aym
zamanda hayati saglik yararlar1 saglamaktadirlar ve genis kapsamli bir farmakolojik etki
stirekliligi sergilemektedirler (Mwangi vd. 2022). Bu gibi 6zelliklere sahip mantarlar tibbi
mantarlar olarak da adlandirilmaktadir (Sanchez 2017).

Fomitopsis officinalis, Phellinus igniarius, Lactarius deliciosus mantarlari
literatiirde tibbi mantarlar arasinda yer almaktadir (Dulger vd. 2002; W. A. Elkhateeb
2020; Zheng vd. 2018).

F. officinalis (ayn1 zamanda Fomes officinalis, Agaricum officinalis ve Laricifomes
officinalis olarak da bilinmektedir), Polyporaceae familyasindan ahsapta ¢iiriiyen bir
mantardir ve yaygin olarak "Agarikon" olarak bilinmektedir. Astim, Oksiiriik, mide
kanseri ve pndmoni tedavisi i¢in kullanilmaktadir. F. officinalis, igne yaprakli konaklarda
bir parazit olarak veya kahverengi ciirlimeye neden oldugu agaclar dldiikten sonra bir
saprobiont olarak biiyiiyebilmektedir. Meyve govdesinin iist yiizeyi piiriizlii ve catlakli
olup, tebesir beyazi, kremsi veya findik renginde ince bir tabakaya sahiptir. Yaslandikca
karpoforlarin rengi koyulasir ve kuvvetli bir sekilde ¢atlar, uzunlugu 50 cm veya daha
fazla olabilir (W. A. Elkhateeb 2020).

F. officinalis; eburikoik asit, siilfiirenik asit, versisponik asit d, dehidroeburikoik
asit, 3-ketodehidrosiilfiirenik asit, fomefficinik asit a-e, fomefficinik asit f-g,
dehidrosiilfiirenik asit, fomefficinol a-b, fomicilakton asit, agarik asit, fomitopsin a,
officimalonik asitler a-h, fomitopsin c, fomitopsin f, g, h, tripanosit demalonil fomitopsin
h ve tripanosidal fomitopsin d etil ester gibi ¢esitli ikincil metabolitler tiretir (Muszynska
vd. 2020).

Phellinus igniarius, turuncu renkli ve dut agacinda yetisen Hymenochaetaceae
familyasina ait Phellinus cinsinde bir mantardir. Dogu tilkelerde sifali ilag olarak
kullanilmaktadir ve halk hekimliginde saghgi pozitif yonde etkiledigi, gastroenterik
bozukluklar, kanser ve lenfotik hastaliklar gibi bir¢ok hastaligi olumlu sekilde etkiledigi
bilinmektedir (Song vd. 2008). P. igniarius’ da bulunan polisakkaritler, tiimor biiyiimesi
ve metastaz lizerinde inhibe edici etkiye sahiptir ve toksisitesi diisiiktiir (Guo vd. 2010).

P. igniarius, fenolik bilesikler, terpenler, stereoidler ve polisakkaritler gibi ¢esitli
sekonder metabolitler icermektedir. Icerigindeki polifenoller, antikanserojenik 6zellik
gostermektedir ve bunun sebebinin dogal bir antioksidan olmasindan kaynakligini
diisinmektedirler. Inoscavin A ve hypholomine B fenolleri P. igniarius igerisinde fazlaca
bulunmaktadir ve antioksidan etkisinin kaynagini olusturmaktadirlar (Shou vd. 2016).
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Lactarius deliciosus, Russulaceae familyasina ait Lactarius cinsinde tiikketimi
oldukga fazla olan yenilebilir yabani mantardir. Bu mantar safran siit kapagi ve kizil ¢cam
mantar1 olarak da anilmaktadir (Dizeci ve Yildirim 2023). Antitiimér antibakteriyel,
antiviral ve immiinmodiile edici 6zellikleriyle tibbi mantar olarak da anilmaktadir (Qun
vd. 2016). L. deliciosus igeriginde alkoller, alkenler, aldehitler, ketonlar, fenoller, asitler
ve esterler bulunmaktadir. Ana bilesikleri arasinda 1-okten3-alkol, dekanoik asit, miristik
asit, aleit asit ve palmitik asit yer almaktadir (Qun vd. 2016). Yapilan bir ¢alismada L.
deliciosus’un igeriginde flavonoid olan mirisetinin miktarinin fazla oldugu belirtilmistir
(Dizeci ve Yildirim 2023).

Sekil 2.6. a) Fomitopsis officinalis; b) Phellinus igniarius; c¢) Lactarius deliciosus (Y.
Cao vd. 2021; W. Elkhateeb vd. 2019; Xu vd. 2019)

F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlarinin ortak 6zelliklerinden biri
antioksidan Ozelliklerinin belirtilmis olup hastaliklar1 Onleyici ve tedavi edici
ozelliklerinden dolayi tibbi ilag olarak adlandirilmaktadirlar (Dizeci ve Yildirim 2023;
W. Elkhateeb vd. 2019; Shou vd. 2016; Xu vd. 2019). Antioksidan 6zelliklerinden dolay1
bircok hastaligi ve rahatsizliklart dnleyici etkileri bulunmaktadir. Tiiketimleriyle beraber
hiicredeki fazla ROT birikiminin azaltabilmektedirler ve bu antiaging 6zelliklerinin de
ortaya koyulmasinin gerekliligini géstermektedir.

2.6 Caenorhabditis elegans

Toprakta serbest halde yasayabilen ve ¢iirlimekte olan bakteriyel besi igeren bitkiden
izole edilebilen Caenorhabditis elegans, Rhabditidae familyasina ait Caenorhabditis
cinsi bir nematoddur (Barri¢re ve Félix 2014). C. elegans, hermafrodit (XO) bireyler ve
X kromozomundaki nadir gergeklesen mutasyonla meydana gelen erkek bireyler olmak
tizere iki farkli cinsiyette olabilmektedir (Wolff ve Zarkower 2008).

C. elegans’larin 20°C’de yaklasik olarak 14 saat siiren embriyogenez asamalari
bulunmaktadir. Embriyogenez sonrast yumurtadan ¢ikan bireyler larva asamasina
gecmektedirler. Bu asama Li, L, L3 ve Ls olmak iizere dort larval donemden
olusmaktadir. Larval donemlerden c¢ikan C.elegans yetiskinlik donemine gegis
yapmaktadir. Larval donem gecislerinde deri degistirmektedirler ve deri degistirirken
farinks pompalama durmaktadir ve lathergus denilen uyku durumunda kalmaktadirlar
(Raizen vd. 2008).
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Sekil 2.7. C. elegans'in gelisim evreleri. @) Yumurta; b) Larva 1; ¢) Larva 2; d) Larva 3;
e) Larva 4; f) Geng yetiskin; g) Yetiskin hermafrodit birey; h) Yetiskin erkek birey (Lewis
& Fleming 1995)

Laboratuvar ortaminda C. elegans’lar, 20°C’de ve Esherichia coli ¢imenligi
olusturulmus agar {izerinde yasamlarin1 devam ettirmektedirler. Yetigkin hale gelmeleri
3 giin siirmektedir ve ortalama yasam siireleri +/- 20 giin siirmektedir (Byerly vd. 1976).
Ortamdaki E. coli tiikendikten sonra viicutlarindaki yag kaynagindan beslenerek geng
larva asamasinda gelisimlerini durdurup dauer evresine girmektedirler. Dauer evresindeki
C. elegans’larin agizlar1 kapali ve farinks pompalart ¢alismadigindan beslenme
gerceklesmemektedir (Vanfleteren ve Braeckman 1999). Normal sartlar disinda
yasamlarini siirdiirebilmek igin dauer evresine giren C. elegans’lar bir ay gibi bir siire
yasayabilmektedirler (Riddle vd. 1981).

C. elegans, insan genleriyle %60-80 oraninda ortologu bulunmaktadir ve insan
hastalik genlerinden yaklasik %40’m1 genomunda bulundurdugu disiiniilmektedir
(Culetto ve Sattelle 2000). Protein kodlayan genlerinin ise %38’ insan genomunda
ortologlara sahiptir (Shaye ve Greenwald 2011).

C. elegans, hizli iireyebilme ve bilyiiyebilme, genetik calismalarmin kolay
yapilabilme, mutantlarin heterozigot saklanabilmesi i¢in organizma olarak
dondurulabilme, kii¢iik boyutta olmast, diigiik maliyetli olmas1 gibi 6zelliklerinden dolay1
genetik arastirmalar ve Omir uzunlugu arastirmalarinda kullanilabilecek bir model
organizmadir (Brenner 1974; Maglioni vd. 2014; Petersen vd. 2015).

Bu tez ¢alismasinda C.elegans iizerinde antioksidan 6zellikleri bulunan F. officinalis,
P. igniarius ve L. deliciosus mantarlarinin su ekstraktlarinin 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100
ug/ml konsantrasyonlarinda 20 °C’de 6miir uzunluguna etkisinin, oksidatif stres altinda
Omiir uzunluguna etkisinin ve organizma igerisinde ROT seviyelerine etkisinin
arastirilmas1 amaglanmigtir. Uygulanan farklt mantarlarin ve farkli konsantrasyonlarinin
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C. elegans’im Omiir uzunluguna etkisinin antiaging calismalarmma katki yapacagi
hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Kullamilan Kimyasal Malzemeler
3.1.1 Reaktifler

C. elegans’ 1 yasamsal ortamini olusturan Nematod Growth Medium (NGM-
Nematod Biiyiime Ortami)’n1 hazirlamak igin; NaCl (Merck), Bacto-peptone (Merck),
Agar (Merck), MgSO4 (Merck), CaClz (Merck), Kolesterol (Amresco), KzHPO4/KH2PO4
(Merck), Etanol (Tekkim) kullanilmistir. Bununla birlikte C.elegans in beslenmesi i¢in
gerekli olan E.coli bakterisinin OP50 susunun biiyiitiilmesi i¢in gerekli olan malzemeleri
Bacto Tryptone (Merck) ve Yeast Extract (Merck) olusturmaktadir. Deney sirasinda
yumurtlamay1 engellemek i¢cin ise FUDR (Fluorodeoxyuridine(Alfa Aesar))
kullanilmistir. Deneyde kullanilan F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciousus
mantarlarinin ekstraktlar1 Akdeniz Universitesi Mikoloji Laboratuvari’ndan aliip PBS
(Fosfat Tamponu) ile ¢ozdirilmistiir. Oksidatif strese yanit deneyinde oksidatif stresi
olusturmak i¢in Paraquat (Sigma Aldrich) kullanilmistir. ROT seviyesini belirleyebilmek
icin Ho.DCFDA (2°,7°-dichlorodihydrofluorescein diacetate (Sigma Aldrich)) ve PBST
tamponu i¢in NaCl (Merck), KCI (Merck), KH2PO4 (Merck), Tween20 (Merck),
Na2HPO4 (Merck) kullanilmistir.

3.2 C.elegans ve E. coli Kaynag

Gergeklestirilen bu tez ¢aligmasinda kullanilmis olan C. elegans N2 (yabanil tip)
Bristol susu ve nematodlarin beslenmesi igin gerekli olan E. coli OP50 susu
“Caenorhabditis Genetic Center at the University of Minnesota” dan satin alinmigtir.

3.3 C. elegans Kiiltiiriiniin Siirdiiriillmesi

C. elagans ile ilgili biitiin ¢alismalar www.wormbook.org’ da belirtilen
uygulamalar cercevesinde gerceklestirilmistir. Onceden hazirlanmis NGM (Nematod
Biiylime Ortami) igeren petrilerin iizerine E. coli OP50 (= 9,52 log/kob/ml) ilave
edildikten sonra kurumasi beklenmistir. Olusturulan E. coli ¢imenliginin {izerine yas
senkronizasyonu yapilmig C. elegans transferi yapilmistir. Transfer sonrasinda kiiltiiriin
siirdiiriilebilmesi i¢in sicakligi 20°C’ye sabitlenmis inkiibatsre (NUVE ES 120)
yerlestirilmistir. Gozlemler ve gerekli sayimlar stereo mikroskop (NIKON CD-S)
araciligiyla gergeklestirilmistir.

3.4 NGM (Nematod Biiyiime Ortami) Olusturulmasi

C. elegans’in yasamsal faaliyetlerini siirdiirdiigi NGM hazirlanirken cam sise
icerisine NaCl (3gr/L), pepton (2,5 gr/L) ve agar (17 gr/L) tartihip iizeri distile su ile
tamamlandiktan sonra 120°C’de 20 dk otoklavlanmistir. Otoklavlanan karigim igerisine
onceden hazirlanmis CaClz (1 ml/L), MgSOs (1 ml/L), KPOa4 (25 ml/L) ve kolesterol (1
ml/L) soliisyonlarindan eklenmistir. Sise hafifce karistirilip petri kaplarina esit bir sekilde
paylastirilmis ve katilagmasi beklenmistir. Katilasan NGM’li petriler 4°C sicaklikta
buzdolabinda saklanmustir (S. G. Cao vd. 2023).
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NGM igerisine eklenen CaClz, MgSO4 ve KPOs soliisyonlar1 daha oncesinden
konsantrasyonlar1 1 M olacak sekilde distile su ile hazirlanip otoklavlanmistir. Kolesterol
Ise konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde etanol ile hazirlanip filtre yardimiyla steril
hale getirilmistir.

3.5 E. coli’nin, Cogaltilmasi ve NGM Uzerine Uygulanmasi

E. coli’nin biiylimesi i¢in gerekli olan ortam ve NGM ortamina aktarilmasi Xiao ve
arkadaglarinin prtokolii kullanilarak uyarlanmistir (Xiao vd. 2023).

Lurient Broth (LB) E. coli’ nin ¢ogalmasi i¢in gerekli olan s1vi ortamdir. NaCl (1,25
gr), bacto yeast (1,25 gr) ve bacto tripton (2,5 gr) tartilarak bir sise i¢erisine aktarilip iizeri
distile su ile 250 ml’ye tamamlanmstir (pH: 7,5). Karisim otoklavlandiktan sonra LB
sisesinin kapagi sikica kapatilip 4°C’de saklanmistir.

C. elegans’in besinini olusturan E. coli’nin yasam ortamini olusturan Lutrient
Agar (LA) hazirlamak i¢in NaCl (1,25 gr), bacto yeast (1,25 gr), bacto tripton (2,5 gr) ve
agar (3,25 gr) tartilarak tizeri distile su ile 250 ml’ ye tamamlandiktan (pH: 7,5) sonra
otoklavlanmistir. Otoklavlanan LA petri kaplarma dokiildiikten sonra kurumaya
birakilmistir. Kuruyan LA igeren petri kaplar1 4°C’de buzdolabinda saklanmistir.

E. coli’yi yasamsal ortaminda kolonilesmesini saglamak i¢in LB besi yerinden (s1v1
besiyeri) LA besi yerine ekim yapilmistir. 50 ml’lik falkonda LB igerisinde bulunan E.
coli’yi LA iizerine ekebilmek i¢in ¢eker ocak yaninda ¢alisilmustir. Isitilan ve steril edilen
0ze soguduktan sonra falkon igerisine sokulup LA {izerine yayilmistir. E. coli’yi tek bir
koloni halinde elde edebilmek icin 6ze her seferinde ¢eker ocakta steril hale getirilip
sogutulmustur ve 6zenin her sterilizasyon isleminden sonra LA’l1 petri saat yoniinde
dondiiriilerek 6ze yardimiyla ¢izikler olusturulmus ve ekim islemi gergeklestirilmistir.
Ekim isleminin ardindan parafilm ile petri kabinin etrafin1 kapatilip 37°C’ye ayarlanmig
etivde (MEMMERT) bir gece biiylimeye birakilmistir. Ertesi giin petriler etiivden alinip
stok halinde saklamak i¢in 4°C olan buzdolabina konulmustur.

E. coli’yi LB besiyerine aktarmak i¢in LA igerisinde olusmus tek koloni halindeki
E. coli, ¢ceker ocakta 1sitilarak steril edilmis ve sogutulmus 6ze yardimiyla alinip, yine
ceker ocak yaninda 50 ml’ lik falkona 25 ml doldurulmus LB sivi besi yeri igerine
daldirilmistir. Oze falkon igerisinde birkag kez hareket ettirildikten sonra falkon
icerisinden c¢ikartilmistir ve falkonun agzi steri edilip gevsek bir sekilde kapatilmistir.
Ekim isleminden sonra LB igeren falkon 37°C’ye ayarlanmis etiivde bir gece biiylimeye
birakilmistir. Ertesi giin etiiv icerisindeki LB beklenen bulaniklik seviyesine geldiginde
kapagi sikica kapatilip etiivden c¢ikarilmistir. Etiivden c¢ikarilan falkonlar 4°C’de
buzdolabinda kullanilmak tizere saklanmuistir.

Buzdolabinda saklanan 50 ml’lik falkonda LB igerisindeki E. coli, NGM {izerinde
¢imenlik olusturmak igin steril kabin (JSR-JSCB 120SB) igerisine oda sicakligina
gelmesi i¢in birakilmigtir. Oda sicakligina gelen LB igerisindeki E. coli’ den belirli
miktarda alip NGM iizerine eklenmistir. E. coli eklenen NGM’ li petriler bir gece steril
kabin igerinde oda sicakliginda bekletilmistir. Ertesi giin NGM iizerindeki E. coli
kuruduktan sonra 4°C buzdolabina kaldirilmistir.
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3.6 Yumurta Toplama islemi (C. elegans Yas Senkronizasyonu)

NGM igerisindeki C. elegans’lar ve yumurtlar steril distile su yardimiyla birkag¢ kez
yukardan asagiya dogru pipetleyerek bir kenarda biriktirilip toplanmistir. Toplanan C.
elegans’lar ve yumurtalar, igerisinde 0.5 ml 5 N derisimindeki NaOH ve 1 ml ¢amasir
suyu (NaCIOH) olan 15 ml’ lik falkona eklenip iizeri steril distile su ile 5 ml’ye
tamamlanmistir. Falkon, 10 dakika boyunca 2 dakikada bir 10 saniye siireyle
vortekslenmigtir. 6 kez vortekslenen falkon 3500 rpm’ de 30 sn boyunca
santrifiijlendikten (ARI-80-2A) sonra ¢okeltiye dokunmadan 1 ml seviyesine kadar
siipernatant kismi1 atilmistir ve lizerine 5 ml seviyesine kadar steril distile su eklenmistir
ve falkon tekrar 30 sn boyunca 3500 rpm’ de santrifiijlenmistir. Bu yikama islemi 3 kez
tekrarlandiktan sonra kalan ¢okelti pipetaj yapilmis ve yeni E. coli ¢imenligi olan NGM
tizerine eklenip kurumaya birakilmistir. Kuruma tamamlandiktan sonra petriler
mikroskopta kontrol edilerek 20°C’deki inkiibatore konulmustur (Stiernagle 2006).

3.7 Mantar Ekstraktlarinin Eldesi

Mantarlarin ekstraksiyon islemleri Akdeniz Universitesi Mikoloji Laboratuvar
tarafindan yapilmistir ve Alzorgi vd. (2017) ve Lee vd. (2009) ¢alismasindan
uyarlanmigtir. F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus olmak {izere 3 mantar tiiriiniin
her biri igin toplanan 1 kg yas mantar 70°C’de 48 saat boyunca kurutulmustur. Kurutulan
mantarlar 6gitiilmistiir ve toz haline getirilmistir. Toz haline getirilmis olan mantar
cesitlerinin her birinden 40 gr tartilip lizerine 400 ml distile su eklenmistir. Bu karisim 24
saat bekletildikten sonra filtre kagidi yardimiyla siiziilmiistiir ve siiziilen sivi kisim
Soxhlet cihazinda 40°C’de 24 saat boyunca ekstre edilmistir. Ug bagimsiz
ekstraksiyondan elde edilen toplam ekstrakt liyofilize edilerek ekstrakt toz haline
getirilmistir ve 4°C’de karanlik olacak sekilde buzdolabinda saklanmistir(Alzorgi vd.
2017; Lee vd. 2009).

3.8 Uygulanacak Kimyasallarin ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Deneylerde bazi kimyasallarin ¢oziiciisiinii olusturan ve ROT Ol¢limii i¢in
kullanilan PBS tamponu tablet (Invitrogen) kullanilarak hazirlanip filtre ile steril hale
getirilmigtir.

ROT olglimii sirasinda kullanilmasi gereken PBS-T tamponu ise PBS tamponu
icerisine 2 ml %0,1°lik Tween-20 kimyasali eklenerek filtre ile steril hale getirilmistir.
PBS-T tamponu i¢cin pH: 7,2 olarak ayarlanmistir.

Deneylerde kullanilacak olan liyofilize edilmis F. officinalis, P. igniarius ve L.
deliciosus mantarlarindan konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde 20 ml’ lik stok
sollisyon hazirlamak i¢in 0,2 gr tartilmis ve 20 ml PBS igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
Coziilen mantar soliisyonlar: filtreden gegirilip steril hale getirildikten sonra 1 ml’lik
steril ependorflara paylastirilmis ve -20°C‘de saklanmustir.

Deneylerde uygulanacak olan mantar dozlar1 besiyeri igerisindeki son
konsantrasyonu 100 pg/ml, 50 pg/ml ve 25 pg/ml seklinde belirlenmistir. Stoktan alinan
sollisyonlardan 2 ve % oraninda seyreltilerek 50 pg/ml ve 25 pg/ml dozlar1 ayarlanmastir.
Her 100 ml besiyeri hazirlamak i¢in mantar soliisyonlarindan 1 ml besiyerine eklenmistir.
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Biitiin deneylerde nematodlarin ayni gelisim diizeyinde olmast ve yeni nesil
nematodlarin karigmasini engellemek icin NGM hazirlanirken diger soliisyonlarla birlikte
(Cizelge 3.2.) besiyeri igerisinde son konsantrasyonu 25 uM olacak sekilde 5-Fluoro-2’-
deositiridin (FUDR) eklenmistir. NGM igerisine eklenen FUDR oncelikle 25 mM (153,8
mg + 25ml distile su) konsantrasyonunda stok soliisyon halinde hazirlanmustir.

C. elegans’larin iizerinde oksidatif stres yaratmak amaciyla alinan paraquatin 777
mM konsantrasyonunda stok soliisyonu PBS kullanilarak olusturulmustur. Besi yeri
igerisine son konsantrasyonu 2,5 mM olacak sekilde paraquat eklenmistir.

Mantar dozlarmin C. elegans igerisindeki ROT seviyesine etkisinin dl¢iilmesi igin
kullanilan HoDCF-DA kimyasali besi yeri igerisindeki son konsantrasyonu 50 uM olacak
sekilde olgiimden Once kurtguklarin bulundugu 96’1 plakalara eklenmistir. H.DCF-DA
kimyasalinin stok soliisyonu 250 uM olacak sekilde PBS ile hazirlanmistir.

3.9 Mantar Ekstraktlarimin Antioksidan Testi

Liyofilize mantar ekstrakstlarinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in “Rel
Assay Diagnostics” firmasina gonderilmistir.

3.10 Mantar Ekstraktlarinin 20°C’deki Omiir Uzunluguna Etkisi

Mantar ekstraktlarinin C. elegans iizerinde 20°C’deki Omiir uzunluguna etkisi
belirlenirken F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciousus mantarlarinin her birinden 100
pg/ml, 50 pg/ml ve 25 pg/ml olmak iizere ii¢ doz belirlenip deney gruplar
olusturulmustur(Aranaz vd. 2021; Babac vd. 2021; Kittimongkolsuk vd. 2021). Mantar
igermeyen kontrol grubu ve mantar igermeyen PBS igeren kontrol grubu da dahil olmak
tizere toplamda 11 deney grubu (kontrol, PBS-kontrol, F. officinalis 100 ug/ml, F.
officinalis 50 pg/ml, F. officinalis 25 pg/ml, P. igniarius 100 ug/ml, P. igniarius 50
ug/ml, P. igniarius 25 pg/ml, L. deliciousus 100 pg/ml, L. deliciousus 50 pg/ml, L.
deliciousus 25 ug/ml) olusturulmustur. Mantarlar NGM igerisine otoklavdan sonra
eklenip petrilere (Isolab-60mm-steril) paylastirilmistir. Kuruyan NGM’li petrilerin
tizerine E. coli ¢imenligi olusturulmus ve bir gece bekletilip ¢imenligin olustugundan
emin olunduktan sonra yas senkronizasyonu yapilmis Ls gelisim diizeyindeki C.
elegans’lar deney petrilerine distile su yardimiyla aktarilmistir. Her bir petriye en az 30
C. elegans olacak sekilde aktarim yapilmistir. Her giin ayni1 saatte petrilerin igerisindeki
kurtguklar steril 6ze yardimiyla diirtiilerek kontrol edilmis ve 6lii sayim1 yapilarak oliiler
ortamdan uzaklastirilmistir. Sekizinci giinde C. elegans’larin taze besiyerine aktarimi 6ze
yardimiyla tek tek tasiyarak gerceklestirilmistir. Ortamdan kacan C. elegans’lar sayima
dahil edilmemistir. Deney seti 5 tekrar seklinde hazirlanmistir.

3.11 Mantar Ekstraktlarinin Oksidatif Stres Altinda Omiir Uzunluguna EtKisi

Mantar ekstraktlarinin oksidatif stresi altindaki C. eleganslar {izerindeki Omiir
uzunluguna etkisi belirlenirken oksidatif stres yaratmak i¢in prooksidan ajan olan
paraquat kullanilarak diger ¢alismalardan uyarlanmistir (Saier vd. 2018; Senchuk vd.
2017; Zongiir ve Sari 2023).
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Oksidatif stres olusturulmasi i¢in C.elegans’a uygulanacak paraquatin besi yeri
igerisindeki son konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 1 mM, 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM
derisimlerinde paraquat soliisyonlari hazirlanmistir ve NGM igerisine eklenip E.coli
cimenligi olusturulmustur. Olusturulan her bir petri igerisine en az 30 tane olacak sekilde
C. elegans eklenmistir. Her giin petrilerin igerisindeki oliiler kontrol edilerek sayilmistir.
Ortamdan kagan C. elegans’lar sayima dahil edilmemistir. Bu optimizasyon siireci
icerisindeki deney gruplari 3 tekrar seklinde hazirlanmistir.

20°C sicaklikta C. elegans’larin omiir uzunlugunu arttiran mantarlar ve dozlart
secilerek deney gruplari olusturulmustur. Bu deneyde kontrol, PBS-kontrol, F. officinalis
25 pg/ml, P. igniarius 100 pg/ml, L. deliciousus 100 pg/ml ve L. deliciousus 50 pg/ml
olmak {iizere toplamda 6 grup olusturulmustur. Otoklavlanan NGM igerisine mantarlarla
birlikte besi yeri i¢erisinde son konsantrasyonu 2,5 mM olacak sekilde paraquat eklenerek
petrilere (Isolab-60mm-steril) paylastirilmistir. Kuruyan NGM’li petrilerin iizerine E.
coli eklenip ertesi giin ¢imenligin olustugundan emin olunduktan sonra yas
senkronizasyonu yapilmis L4 gelisim diizeyindeki C. elegans’ lar her petriye en az 30 tane
olacak sekilde steril distile su yardimiyla aktarilmistir. Her giin petri kaplar icerisindeki
oOliiler diirtiilerek kontrol edilip sayilmistir ve 6ze yardimiyla ortamdan uzaklastirilmistir.
Ortamdan kagan C. elegans’lar sayima dahil edilmemistir. Deney seti 5 tekrar seklinde
hazirlanmustir.

3.12 Mantar Ekstraktlarinin Reaktif Oksijen Tiirii Seviyesine Etkisi

Mantarlarin C. elegans iizerindeki ROT seviyelerinin belirlenmesi i¢in olusturulan
deney literatiirdeki ¢alismalardan uyarlanmistir (Biichter vd. 2013; Kampkétter vd. 2007,
Yoon vd. 2018).

C. elegans organizmasindaki ROT seviyesini belirlemek i¢in kullanilan 96’11 plaka
tizerindeki kuyucuklara eklenecek nematod sayist ve Olglim sliresi laboratuvar
biinyesinde daha 6nceden yapilmis olan arastirmada belirlenmistir (Celikel 2022).

20°C’deki omiir uzunlugu deneyi sonucunda segilen deney gruplarinin (kontrol,
PBS-kontrol, F. officinalis 25 pg/ml, P. igniarius 100 ug/ml, L. deliciosus 100 ug/ml ve
L. deliciosus 50 ug/ml) besi yerleri dokiilmiis ve E. coli ¢imenligi olusturulmustur. Yas
senkronizasyonu yapilmis olan ve L 4 gelisim diizeyine gelmis olan C. elegans’lar her
deney petrisinde en az 70 tane olacak sekilde deney petrilerine (Isolab-60mm-steril)
distile su yardimiyla aktarilmistir. 48 saat muameleden sonra C. elegans’lar PBS
yardimiyla toplanarak 1 ml olacak sekilde ependorf igerisine eklenmistir. 3500 rpm’de
30 saniye boyunca santrifiijlendikten (Isolab) sonra siipernatant kismi atilip iizeri
tekrardan 1 ml’ ye tamamlanmistir. Bu yikama islemi 3 kez tekrar edilmistir. Sonuncu
santrifiij isleminden sonra silipernatant atilip iizeri 1 ml’ye kadar PBST ile
tamamlanmustir. PBST igerisindeki C. elegans’lar 1 saat bekletilmistir. 1 saat sonunda
tekrar 3500 rpm’de 30 sn santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kismi atilip tizeri 500 pl’
ye kadar PBS ile tamamlanmustir. Birkag kez pipetaj yapildiktan sonra igerisinden, 50 pl
PBS koyulmus olan 96’11 plaka (Costar 3915) tizerindeki kuyucuklara 10 tane C. elegans
gelecek sekilde ekleme yapilmistir ve tizeri 80 pl’ye kadar PBS ile tamamlanmistir. C.
elegans eklenen kuyucuklarin her birine son konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde 20 pl
H>DCF-DA kimyasalindan eklenmistir. Floresan spektrofotometrede (Fluoroskan Ascent
FL) 37°C stres altinda ROT olusumu indiiklenerek her 15 dakikada bir 3 saat boyunca
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Ol¢tim yapilarak ROT seviyeleri belirlenmistir (485 nm eksitasyon- 530 nm emisyon).
Deney seti 5 tekrar seklinde yapilmuistir.

3.13 istatistiksel Analiz

Deneyler sonucunda ulagilan biitiin verilerde ortalama + standart hata hesaplanmustir.
C. elegans iizerinde émiir uzunlugunu belirlendigi mantarlarin 20°C’de ve oksidatif stres
altinda C. elegans’in Omiir uzunlugu {zerindeki etkisi deneylerinde sagkalim
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan Kaplan-Meier yasam analizi uygulanip log-rank
testi yapilmustir (Park vd. 2017).

Mantarlarin C. elegans’larin ROT sevilerine etkisi deneyinde elde edilen veriler Two
Way ANOVA- Dunnet testi ile analiz edilmistir.

20°C’de ve oksidatif stres altinda C. elegans’in 6miir uzunlugu iizerindeki etkisi
belirlenen deneylerde analizler PASW Statistic 18 (SPSS) programi ile yapilmustir.
Mantarlarin C. elegans iizerindeki ROT seviyelerine etkisinin belirlendigi deneyde ise
GraphPad Prisim 9.5 programi kullanilarak analiz yapilmistir. Anlamlilik kriteri p<0,05
seklinde belirlenmistir ve degerlendirmeler bu kriter iizerinden yapilmistir.

Canlilik yiizdelerinin ve ortalamalarin bulundugu grafikler Excel kullanilarak
yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Mantarlarin Antioksidan Testi Sonuclar:

F. officinalis, L. deliciosus ve P. igniarius makromantar tiirlerinin toplam antioksidan
(TAS), toplam oksidan (TOS) ve oksidatif stres (OSI) degerlerinin belirlenmesi i¢in
yapilan ¢alismalar sonucunda, TAS degerleri sirasiyla 2.722, 2.214 ve 2.432 mmol/l
olarak TOS degerleri 36.065, 18,935 ve 80.399 umol/l olarak ve OSI degerleri ise 1.325,
0.855 ve 3.305 olarak tespit edilmistir.

Ug makromantar tiiriiniin arasinda en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan mantar L.
deliciosus olarak bulunmustur. En yiiksek oksidan seviye ise P. igniarius tiiriinde ve OSI
degeri en diisiik tiir ise yine L. deliciosus’da belirlenmistir. Tiim bu verilerin 1s18inda P.
igniarius tiiriiniin TOS degeri ¢ok yiiksek oldugundan antioksidan aktivitesinin normal
seviyede oldugu belirlenmistir fakat daha temiz lokasyonlardan toplanip tiiketilmesi
tavsiye edilmektedir. F. officinalis tiiriiniin TAS, TOS ve OSI degerleri sonucu normal
seviyede antioksidan aktivite tespit edilmistir. Antioksidan O6zellik bakimindan L.
deliciosus tiiriiniin hem TAS degeri hemde OSI degeri incelendiginde yiiksek antioksidan
aktivite gosterdiginden dolay1 dogal bir antioksidan kaynagi olabilecegi diistiniilmektedir.

4.2 Mantar Ekstraktlarinin 20°C’de C.elegans Omiir Uzunluguna Etkisi

Kontrol, PBS, F. officinalis 100 ug/ml, F. officinalis 50 pg/ml, F. officinalis 25
ug/ml, P. igniarius 100 pg/ml, P. igniarius 50 pg/ml, P. igniarius 25 pg/ml, L. deliciosus
100 pg/ml, L. deliciosus 50 pg/ml, L. deliciosus 25 pg/ml olmak {izere 11 grupla deney
sonlandirilmistir. Kontrol grubunda 242, PBS grubunda 182, F. officinalis 100 pg/ml
grubunda 102, F. officinalis 50 ug/ml grubunda 150, F. officinalis 25 pg/ml grubunda
159, P. igniarius 100 pg/ml grubunda 113, P. igniarius 50 pg/ml grubunda 136, P.
igniarius 25 pg/ml grubunda 128, L. deliciosus 100 pg/ml grubunda 112, L. deliciosus 50
ug/ml grubunda 132, L. deliciosus 25 pg/ml grubunda 116 C. elegans kullaniimustir.

C. elegans’ lar kontrol grubunda en fazla 24, PBS grubunda en fazla 27, F. officinalis
100 pg/ml grubunda en fazla 20, F. officinalis 50 pg/ml grubunda en fazla 30, F.
officinalis 25 pug/ml grubunda en fazla 33, P. igniarius 100 pg/ml grubunda en fazla 37,
P. igniarius 50 pg/ml grubunda en fazla 28, P. igniarius 25 pg/ml grubunda en fazla 23,
L. deliciosus 100 pg/ml grubunda en fazla 31, L. deliciosus 50 pg/ml grubunda en fazla
30, L. deliciosus 25 pg/ml grubunda en fazla 24 giin yasamustir (Sekil 4.1.).
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CANLILIK YUZDELERI GRAFIGI
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Sekil 4.1. 20°C’de 6miir uzunlugu deneyinde C. elegans canli yiizdesi grafigi

Yapilan Kaplan Meier yasam analizi testi sonucunda kontrol grubu ve PBS
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). PBS grubuyla
Karsilastirildiginda aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmayan deney
gruplarimt F. officinalis 100 pg/ml, F. officinalis 50 pg/ml, P. igniarius 50 pg/ml, P.
igniarius 25 pg/ml ve L. deliciosus 25 pg/ml olustururken (p>0,05) anlamli bir fark
bulunan deney gruplarmi F. officinalis 25 pg/ml, P. igniarius 100 pg/ml, L. deliciosus
100 pg/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml olusturmaktadir (p<0,05). Anlamli olan deney
gruplarinin PBS grubuna gore ortalama yaslar1 daha fazladir.

Cizelge 4.1. 20°C’de 6miir uzunlugu deneyi ortalama yasam stiresi (giin) tablosu

Uygulama Ortam Ortalama (X) £ SH P Degerleri
Kontrol 13,10 £0,23
PBS 13,03 £0,28

F. officinalis 100 pg/ml 13,12+ 0,30

(Devami arkada)
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BULGULAR

Cizelge 4.1°in devam
F. officinalis 50 ug/ml 13,71 £ 0,30
F. officinalis 25 pg/ml 15,42 £ 0,36 0,000***
P. igniarius 100 pg/ml 14,80 + 0,47 0,001*
P. igniarius 50 pg/ml 13,86 + 0,36
P. igniarius 25 pg/ml 13,27 £ 0,30
L. deliciosus 100 pg/ml 14,01 £ 0,37 0,048*
L. deliciosus 50 pg/ml 14,40 + 0,33 0,004*
L. deliciosus 25 pg/ml 13,07 £ 0,32
X: 5 deney tekrarmin ortalamasidir. PBS ile karsilastirildiginda anlamli olan gruplarin P

degeri belirtilmistir (P<0,05).
SH: Standart Hata

*: P<0,05
***: P<0,001
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Sekil 4.2. 20°C’de 6miir uzunlugu deneyinde ortalama yas grafigi
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4.3 Mantar Ekstraktlarimn Oksidatif Stres Altinda C. elegans Omiir
Uzunluguna Etkisi

C. elegans’lara oksidatif stres yaratmak ic¢in uygulanacak olan prooksidan ajan
paraquatin besiyeri icerisindeki son konsantrasyonuna karar verebilmek icin yapilan
optimizasyon deneyinde 1 mM, 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM paraquat C. elegans’lara
uygulanmistir.10 mM ve 5 mM paraquat uygulanan nematodlarin ilk giin oldiigi
goriilmiistiir. 2, 5 mM uygulanan nematodlar en fazla 6 giin, 1 mM uygulanan nematodlar
ise en fazla 10 giin yasamislardir. (Sekil 4.3). Nematodlara uygulanacak olan mantarlarin
antioksidan 6zelliklerinin ise yarayip yaramadigini gozlemleyebilmek i¢in organizmanin
antioksidan sistemini g6z ardi edebilmek adina 2,5 mM paraquat kullanilmasi uygun
goriilmiistiir.

CANLI YUZDELERI GRAFIGI
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Sekil 4.3 Paraquatin farkli dozlarinin 6miir uzunluguna etkisi

Omiir uzunlugu deneyinde anlamli olan gruplar secilmistir ve C. elegans’lara
oksidatif stres yaratmak igin prooksidan ajan olan paraquat uygulanmistir. Kontrol,
paraquat, F. officinalis 25 ug/ml, P. igniarius 100 ug/ml, L. deliciosus 100 pg/ml ve L.
deliciosus 50 pg/ml olmak {izere toplamda 6 grupla 5 tekrar yapilarak deney
sonlandirilmistir. Kontrol grubunda 376, paraquat grubunda 202, F. officinalis 25 pg/ml
grubunda 183, P. igniarius 100 pg/ml grubunda 197, L. deliciosus 100 ug/ml grubunda
168 ve L. deliciosus 50 pg/ml grubunda 159 nematod ile sayim yapilmistir. C. elegans’
lar deney gruplarinda sirasiyla en fazla 19, 9, 8, 9, 9 ve 8 giin yasamistir (Sekil 4.4).
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CANLI YUZDELERI GRAFIGI
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Sekil 4.4 Oksidatif strese yanit deneyinde C. elegans canli yiizdesi grafigi

Yapilan Kaplan- Meier yasam analizi sonuglarina gére kontrol grubu ve paraquat
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Uygulanan
paraquatin oksidatif stres yaratarak omrii kisalttigi bu sekilde ispatlanmistir. Diger
gruplar paraquat grubuyla karsilagtirildiginda F. officinalis 25 pg/ml ve L. deliciosus 100
ug/ml gruplariyla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05) P.
igniarius 100 pg/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml gruplariyla arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Paraquat grubundaki nematodlarin ortalama
yaglar1 3 iken P. igniarius 100 pg/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml gruplarindaki
nematodlarin ortalama yaslar1 sirasiyla 2,38 ve 2,35tir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.5).

Cizelge 4.2 Oksidatif strese yanit deneyi ortalama yagam siiresi (giin) tablosu

Uygulama Ortami Ortalama (X) + SH P Degerleri
Paraquat 2,81+0,10
F. officinalis 25 pg/ml 2,69 + 0,11
P. igniarius 100 pg/ml 2,38 +0,10 0,005*

L. deliciosus 100 pg/ml 2,63+0,12

L. deliciosus 50 pg/ml 2,35+0,10 0,003*

X: 5 deney tekrarmin ortalamasidir. Paraquat ile karsilastirildiginda anlamli olan
gruplarin P degeri belirtilmistir (P<0,05).

SH: Standart Hata

*: P<0,05
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Sekil 4.5 Oksidatif strese yanit deneyi ortalama yag grafigi

4.4 Mantar Ekstraktlarinin C. elegans’daki ROT Seviyesine Etkisi

Omiir uzunlugu deneyinde istatistiksel olarak anlamli sonu¢ veren mantar

ekstraktlarmin C. elegans’larda sicaklik (37°C) ile indiiklenmis ROT seviyesine etkisini
belirlemek i¢in mantarla 48 saat tedavi edilen 10 nematod 96 kuyucuklu plakaya aktarilip

fluorosan boya (H.DCFDA) kullanilarak 10 dakika 37°C de plakanin inkiibasyonundan
sonra her 15 dakikada bir nematodlarin ROT seviyelerinin 6lglimleri alinmistir ve tim
gruplarin zamana bagli olarak ROT seviyelerinde artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).

ROT SEVIYELERI GRAFIGI

RFU DEGERLERI
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OFRLNWRAUIOON 00O

90 105 120 135 150 165 180

0 15 30 45
DAKIiKA

| F. officinalis 25 pg/ml P. igniarius 100 pg/ml
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Sekil 4.6 Zamana bagli ROT seviyeleri grafigi
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Ik 6l¢iimde kontrol ile kiyaslandiginda F. officinalis 25 ug/ml, P. igniarius 100
ug/ml, L. deliciosus 100 pg/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml gruplarinin ROT seviyeleri daha
diisiik oldugu goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermektedirler
(p<0,05).

15.dakikadaki Ol¢imden 105.dakikadaki ol¢iime kadar tiim gruplar kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda F. officinalis 25 pg/ml, P. igniarius 100 pg/ml ve L.
deliciosus 50 pg/ml gruplarinin ROT seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gosterirken (p<0,05) L. deliciosus 100 pg/ml grubunun ROT seviyesi kontrole gore daha
yuksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemektedir
(p>0,05).

105.dakikadaki 6l¢timde F. officinalis 25 ug/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml gruplari
kontrol grubuyla kiyaslandiginda daha diisiik ROT seviyesine sahip olup istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gosterirken (p<0,05) P. igniarius 100 ug/ml ve L. deliciosus
100 pg/ml gruplart kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklillk gdstermemektedirler (p>0,05). Bu durum, 120.dakikadaki Ol¢iimde tiim
gruplardaki ROT seviyesinde artis olsa da ayni sekilde goriilmektedir.

135.dakikada ve 150.dakikada alinan ol¢iimde F. officinalis 25 pg/ml ve P.
igniarius 100 pug/ml gruplarinin ROT seviyeleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gostermezken (p>0,05) L. deliciosus 100 pg/ml ve L.
deliciosus 50 pug/ml gruplarinn ROT seviyeler kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gostermektedir (p<0,05).

165.dakikada alinan 6l¢iimde F. officinalis 25 pg/ml, P. igniarius 100 pg/ml ve
L. deliciosus 100 pg/ml gruplarindaki ROT seviyesi kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik gostermezken (p>0,05) L. deliciosus 50 pg/ml grubundaki
ROT seviyesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gostermektedir(p<0,05).

180.dakikada alian 6l¢iim degerlendirildiginde ise 6l¢iimde yer alinan 4 grubun
ROT seviyeleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

Deney gruplarin ROT seviyeleri kontrol ile kiyaslandiginda zamana bagl
istatistiksel olarak anlamli farkliliklarinin degismesinin sebebi zaman artikga deney
gruplarinin ROT seviyelerindeki artisin kontrol grubunun ROT seviyesindeki artiga gore
daha fazla olacak sekilde ilerledigidir (Sekil 4.6).

15.dakikadaki 6l¢timden 135.dakikadaki 6l¢time kadar L. deliciosus 100 pg/ml
grubundaki ROT seviyesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamsiz ¢ikmasina
ragmen 135.dakikada alinan 6lgiimden 180.dakikadaki 6l¢iime kadar istatistiksel olarak
anlaml1 ¢ikmasinin sebebi ise L. deliciosus 100 pg/ml grubunun kontrol grubuna kiyasla
ROT seviyesindeki artisin zamanla birlikte daha fazla olmasi ve ROT seviyesinin
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135.dakikadaki 6l¢iimden 180. Dakikadaki 6l¢iime kadar kontrol grubuna kiyasla daha

yiiksek olmasidir (Sekil 4.6).

Birbirinden bagimsiz 5 tekrar ile yapilan bu deney setindeki her grubun
tekrarlarinin ortalamasi ve standart hatalari her Slglim i¢in ayri ayr1 Cizelge 4.3°te

gosterilmektedir.

Cizelge 4.3 Ortalama (X) =+ standart hata (SH) ROT seviyeleri tablosu

Kontrol F. officinalis 25 P. igniarius 100 L. deliciosus 100 L. deliciosus 50
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
0.dk 0,02548 + 0,02670 + 0,01795 + 0,02383 + 0,02610 +
) 0,0043058 0,0014013* 0,0005039* 0,0005704* 0,0015991*
15.dk 0,06713 + 0,05642 + 0,05700 + 0,06432 + 0,05151 +
' 0,0011890 0,0023775* 0,0011246* 0,0018637 0,0019381*
30.dk 0,09168 + 0,08027 + 0,08082 + 0,09163 + 0,07189 +
' 0,0008231 0,0032154* 0,0019343* 0,0029568 0,0011726*
45.dk 0,12187 + 0,10599 + 0,10730 + 0,12873 + 0,09693 +
' 0,0016043 0,0034475* 0,0026335* 0,0047732 0,0010618**
60.dk 0,07535 + 0,06326 + 0,06738 + 0,07069 + 0,14719 +
' 0,0145409 0,0022212* 0,0008144* 0,0017444 0,0442068**
75.dk 0,20660 + 0,17634 + 0,18105 + 0,22401 + 0,16660 +
' 0,0024816 0,0078436* 0,0030886* 0,0069991 0,0018950**
90.dk 0,25808 + 0,22034 + 0,23107 + 0,28534 + 0,21293 +
' 0,0038873 0,0102954* 0,0040107* 0,0082110 0,0026015*
105.dk 0,31638 + 0,27012 + 0,28768 + 0,35371 + 0,26519 +
’ 0,0070067 0,0124746* 0,0094212 0,0106950 0,0029826*
120, dk 0,19566 + 0,16665 + 0,18174 + 0,20908 + 0,43791 +
' 0,0412732 0,0006333* 0,0100557 0,0069179 0,1313516*
135.dk 0,44758 + 0,38828 + 0,44708 + 0,50120 + 0,38184 +
’ 0,0102417 0,0221885 0,0500269 0,0133881* 0,0065287*
150.dk 0,52447 + 0,46557 + 0,53261 + 0,59203 + 0,44918 +
' 0,0120559 0,0358619 0,0669284 0,0168092* 0,0072616*
165.dk 0,60767 + 0,54308 + 0,63031 + 0,67904 + 0,52007 +
' 0,0167777 0,0463375 0,0907057 0,0208763 0,0088196*
180. dk 0,64167 + 0,35198 + 0,36459 + 0,52641 + 0,85483 +
' 0,2264983 0,0009440 0,0132469 0,0580418 0,2368190
*: P<0,05
**: P<0,001
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5. TARTISMA

Otin ve meslektaslari, yagslanmanin ana nedenleri olarak genomik istikrarsizlik,
telomer yipranmasi, epigenetik degisiklikler, proteostaz kaybi, diizensiz besin algilama,
mitokondriyal islev bozuklugu, hiicresel yaslanma, kok hiicre tilkkenmesi ve degismis
hiicreler arasi iletisimi i¢eren dokuz 6zelligi onermektedirler (Lopez-Otin vd. 2013).

Bahsedilen yaglanmanin ana nedenlerinin altinda yatan sebeplerden birisini oksidatif
stres olusturmaktadir. Oksidatif stresin sebebini ise serbest radikallerin tiretilmesi ve
bunlar1 detoksifiye eden, ¢esitli hiicre fonksiyonlarini siirdiirmek i¢in 6nemli olan
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi
olusturmaktadir. Hasarl1 proteinlerin artigi, oksidatif strese yanittaki azalma ve onarim
sistemindeki bozulmalar da oksidatif stresin olusumu ile iliskilendirilmistir (Kibreab vd.
2023). Oksidatif stresi dnlemek ve oksidatif dengeyi koruyabilmek i¢in antioksidanlarin
onemli gorevleri bulunmaktadir. Dogal yolla alinabilen antioksidanlar bitkiler ve
mantarlar gibi bir¢ok canlidan saglanabilmektedir (Akbari vd. 2022).

Mantarlar yiizyillar boyunca geleneksel Cin tibbinda yer almis, sapka ve
govdelerinden kurutulmus ekstraktlar, bat1 lilkelerinde bitkisel ilag pazarinda dnemli bir
yer tutmaktadir. Tibbi amagla kullanilan mantarlarin 6nemli kismi Basidiomycota
subesinde yer almaktadir. Bu mantarlar, tibbi agidan yararl biyolojik ajanlarin sinirsiz
kaynaklari olarak goriilebilir (Money 2016).

Bu tez calismasinda tibbi mantar olarak bilinen F. officinalis, P. igniarius ve L.
deliciosus mantarlarinin su ekstraktlarinin C. elegans tizerindeki 6miir uzunlugu etkisi,
oksidatif strese etkisi ve ROT seviyelerine etkisi olmak iizere 3 parametre {izerinden
Olgtimler gerceklestirilmistir. Her bir mantar ekstraktinin 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100
png/ml olmak iizere 3 dozu deneylerde kullanilmistir. Mantarlar ile muamele edilmis C.
elegans’larin 6miir uzunlugu 6l¢iildiigiinde kontrole kiyasla F. officinalis 25 pg/ml, P.
igniarits 100 pg/ml, L. deliciosus 100 pg/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml gruplarinin 6mrii
uzattig gériilmiistiir. Omrii uzatmalarmin altinda yatan sebebin mantarlarin antioksidan
ozelliklerinin varhigindan kaynakli olarak oksidatif stresi tedavi edici 6zelliklerinin
oldugu ve dolayisiyla zamana bagli ROT seviyelerindeki artista bir azalma oldugu
diistiniilmektedir. Bu kapsamda prooksidan ajan olan paraquatla oksidatif stres
olusturulan C. elegans’lara dmrii uzatan mantar ekstraktlari uygulanmigtir ve mantarlarin
oksidatif stres altinda 6mre olan etkisi 6l¢iildiiglinde hi¢bir mantar ekstraktinin oksidatif
stresi tedavi edici 6zelliginin olmadig1 goriilmistiir. Bu mantarlar ile muamele edilmis C.
elegans’ larin ROT seviyeleri mantar ile muamele edilmemis kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda ise ilk Ol¢limlerde ortaya ¢ikan farklilik son Ol¢limlerde nispeten
degismistir. Zamana bagl olarak kontrol grubuyla kiyaslanan deney gruplar: arasinda F.
officinalis 25 pg/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml gruplari siiregle birlikte artan fakat kontrol
grubuna gore daha diisiik ROT seviyesine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda L.
deliciosus 50 pg/ml grubunun ROT seviyesinin 180.dakikadaki ol¢iim hari¢ diger
Olciimlerde kontrole kiyasla diisiik ve istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir.
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Kittimongkolsuk vd. (2021) yaptiklar1 g¢alismada, C. elegans'ta ii¢ Lignosus
rhinocerus (LR) (etanol ekstrakti (LRE), soguk su ekstrakti (LRC) ve sicak su ekstrakti
(LRH)) ekstraktinin antioksidan etkileri ve C. elegans’in 6miir uzunluguna etkileri
arastirilmistir. LRE (50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pug/ml), LRC (50 pg/ml, 100 pg/ml, 200
ug/ml) ve LRH (100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml) i¢in {i¢ doz denenmistir. Olusturulan
deney gruplariyla C. elegans’in oksidatif strese yaniti, ROT seviyesi ve dmiir uzunlugu
Ol¢iilmiistiir. Oksidatif stres yaratmak i¢in prooksidan ajan olan juglon kullanilmistir ve
deney sonuglarina gore tiim ekstraktarin her dozunun oksidatif stresi tedavi edici oldugu
belirlenmistir. C. elegans’lar LRE, LRC ve LRH dozlarina maruz birakildiktan sonra
ROT seviyeleri dlgiilmiistiir ve biitiin deney gruplariin kontrole kiyasla ROT birikimini
onemli olgiide azalttigi gorilmistiir. C. elegans’larin 6miir uzunluklar 6l¢iildiigiinde
yine biitlin deney gruplarinin kontrol grubuna kiyasla 6mrii uzattig1 belirlenmistir. Sonug
olarak bakildiginda LR mantarinin farkli ekstraktlarinin farkli dozlarinin oksidatif stresi
tedavi edici olmasi ve ROT seviyesini azaltmasi Oomiir uzunlugunu arttirmalarinin
arkasinda yatan sebeplerden oldugu ispatlanmigtir (Kittimongkolsuk vd. 2021).

Aranaz vd. (2021) yapmis oldugu ¢alismada fenolik bilesik iceren Grifola frondosa
ekstraktinin genotoksik 6zellik gostermedigi belirlenmis ve dozlarmin (10 ve 20 pg/ml)
C. elegans iizerindeki etkisi aragtirtlmistir. 20 pg/ml dozunun ROS birikimini azalttigi
omrii uzattigt ve yaslanma belirteglerinden olan lipofuksin seviyesini azalttig1
goriilmistir (Aranaz vd. 2021).

Wang vd. (2022) yaptiklar1 ¢caligmada Lactarius deliciosus mantarindan elde edilen
polisakkarit LDP-1 dozlarinin C. elegans iizerindeki 6miir uzunluguna etkisi, oksidatif
strese yanit1 ve indiiklenmis ROT seviyesine etkisi arastirildiginda tiim dozlarin kontrol
grubuna kiyasla omrii uzattigi, juglone ile olusturulan oksidatif stresi tedavi ettigi ve
juglone ile indiiklenmig ROT birikimini azalttigi bulunmustur (Wang vd. 2022).

Zhang vd. (2016) yaptiklari ¢alismada Dictyophora indusiata polisakkaritinin (DiPS)
sadece paraquat kaynakli oksidatif kosullar altinda hayatta kalma oranimi arttirdigini ve
stres seviyesini azalttigin1 degil, ayn1 zamanda C. elegans modellerinde ROS ve
malondialdehit (MDA) seviyelerini disiirdiigiinii ve SOD aktivitesini arttirdigini
gostermektedirler. Ayrica DiPS, paraquat stresli nematodlarda membran potansiyeli ve
ATP igerigi dahil olmak iizere mitokondrinin fonksiyonel parametrelerini de geri
yiikleyebilmistir. Ek olarak, niikleer translokasyon deneyleri, polisakkaritin antioksidan
aktivitesine stres yamti transkripsiyon faktérii DAF-16/FOXO'mun dahil oldugunu
gostermektedir. Arastirmada yapilan diger deneyler, DiPS'nin, poliglutamin ve amiloid-
B proteininin aracilik ettigi nérodejeneratif hastaliklarin transgenik nematod modellerinde
ROS seviyelerini azaltabildigini ve kemosensor davranis bozuklugunu hafifletebildigini
ortaya koymaktadir (J. Zhang vd. 2016).

H. Liu vd. (2022) yaptiklar1 ¢calismada Lentinus edodes'ten ekstrakte edilen Lentinan
bilesiginin 0,05, 0,25 ve 1,25 mg/ml konsantrasyonlarinin C. elegans'ta yasam siiresi,
hareket, lireme kapasitesi ve oksidatif stres direnci lizerindeki etkilerini arastirmislardir.
Tedavi edilmeyen kontrol ile karsilastirildiginda 0,05, 0,25 ve 1,25 mg/ml'deki lentinanin
omrii %17,6, %35,3 ve %25,3 oraninda 6nemli dl¢iide uzattigi ve nematodlarin yavru
boyutunu, hareket kabiliyetini ve stres direncini iyilestirdigi goriilmistiir. Ayrica, 0,25
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mg/ml'de lentinan, hiicre ici ROS ve MDA birikimini sirastyla %38,1 ve %49,7 oraninda
onemli Olglide azaltmistir. Ek olarak, test edilen tiim konsantrasyonlarda lentinan, SOD
ve KAT aktivitelerini 6nemli 6lgiide artirmistir (H. Liu vd. 2022).

Yao vd (2023), Auricularia auricula polisakkaritleriyle (AAPS) yaptiklari ¢alismada
iki solvent ekstraktla ¢alismislardir. Sonuglar, AAPs-FD'nin (derin otektik ¢oziicii
ekstrakt1) DPPH'ye kars1 giiclii radikal siipiirme aktivitesi sergiledigini ve AAPs-FW'ye
(su ekstrakt) kiyasla ABTS ve OH radikalleri i¢in daha zayif siiplirme yetenegi
sergiledigini gostermektedir. Ek olarak, her iki polisakkarit ekstrakt1 da belirli paraquat
konsantrasyonlarinda C. elegans'in hayatta kalma oranini artirdi ve oksidatif stresi
indiikledi. AAPs-FD'nin antioksidan kapasitesi, diisiik konsantrasyonlarda (0.125
mg/mL) AAPs-FW'ninkinden daha yiiksekti. Bu, her iki polisakkaritin paraquat
tarafindan indiiklenen oksidatif hasara kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gosterdi
(Yao vd. 2023).

Auricularia st smifina ait bir bagska mantar tiirii ile yapilan ¢alismada Auricularia
polytrichia (AP) mantarinin hekzan (APH), etanol (APE) ve su (APW) ekstraktlarinin
icerik analizleri gerceklestirilmis ve antioksidan Ozelliklerinden yola ¢ikarak HT-22
hiicre i¢ci ROS birikimine etkileri ve C. elegans iizerinde yasam uzunluguna etkileri
Olciilmistiir. En yiiksek fenolik bilesik icerigine APW sahip olmasina ragmen en yiiksek
flavonoid icerigine APE’nin sahip oldugu bulunmustur. APE’ nin tiim dozlar1 (5 pg/ml,
10 pg/ml, 20 pg/ml, 40 pg/ml) ve APH’m 40 pg/ml dozu HT-22 hiicre i¢ci ROS
olusumunu azaltmistir. APE dozlariyla C. elegans kullanilarak yapilan émiir uzunlugu
deneyinde tiim dozlarinin kontrol grubuna gore 6mrii uzattigi goriilmiistii. APW’nin
APE’ye gore daha yiiksek antioksidan aktivitesine sahip olmasina ragmen glutamatin
sebep oldugu HT-22 hiicre hasarina kars1 koruma gostermemesinin sebebinin polar
fenolik bilesiklerin zayif hiicre gegirgenligi oldugu diisiiniilmektedir (Sillapachaiyaporn
vd. 2021).

Literatiirde diger tibbi mantarlar (L. rhinocerus, G. frondosa, D. Indusiata, L. edodes,
A. Auricula, A. polytrichia) ile yapilmis olan g¢alismalara gore C. elegans’in omiir
uzunlugunu arttirdig1 belirlenmistir (Aranaz vd. 2021; Kittimongkolsuk vd. 2021; H. Liu
vd. 2022; Sillapachaiyaporn vd. 2021; Yao vd. 2023; J. Zhang vd. 2016). Bu tez
calismasindaki F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus tibbi mantarlarinin su
ekstraktlarmin C. elegans iizerindeki omiir uzunluguna etkisi literatiirdeki ¢aligmalari
desteklemektedir.

Omiir uzunlugu deneyinde F. officinalis 25 pg/ml, P. igniarius 100 pg/ml, L.
deliciosus 100 pg/ml ve L. deliciosus 50 pg/ml gruplarinin C. elegans organizmasinin
omriinii uzatirken paraquat kaynakli oksidatif stresi azaltmadigi belirlenmistir.
Sillapachaiyaporn vd. (2021)’nin yaptiklar1 ¢alismada mantarlarin antioksidan
aktivitelerinin fenolik bilesik kaynakli olup hiicre i¢erisine girememesi bu tez kapsaminda
elde edilen bulgular1 desteklemektedir.

Tez igerisindeki deneysel Ol¢iimlerin farkliligi biyoaktif bilesiklerin hiicreye
alimindaki degisiklikten kaynaklanmasinin yani sira ROT seviyesindeki artisin oksidatif
strese ve oksidatif hasara sebep olmamasindan da kaynaklanabilmektedir. Bu goriis
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oksidatif hasar teorisinin savundugu yaslanmaya sebep olan ROT’larin fazlaca
birikmesinin oksidatif strese sebep olmas1 goriisiinii desteklememektedir. Literatiirde bu
teori ile gelisen galismalar bulunmaktadir.

Yaslanmanin oksidatif hasar teorisi SOD kaybinin (6zellikle sitosolik olan
Cu/ZnSOD ve MnSOD) mitokondriyal olarak {iretilen O2’nin temizlenmesindeki katkiy1
azaltarak hizlandirilmis yaslanmaya neden oldugunu 6ngormektedir. Beklendigi gibi,
MnSOD kayb1 oksidatif strese duyarlilig1 arttirir. Fakat Doonan ve arkadaglar1 5 SOD
geni lzerinde yaptiklart c¢alismada sod-2 geni susturulmus(sod-2(0)) olan C.
elegans’larda, O iireteci paraquata direngte orta diizeyde bir azalmaya neden olurken,
sod-3 geninin susturulmasi, tek basina veya sod-2 geninin susturulmasiyla beraber
paraquata direngte bir etki yapmamaktadir. Bununla birlikte MnSOD izoformlarinin
kaybinin yasam siiresi tizerinde etkili olmadigin1 gostermektedir ve bundan yola ¢ikarak
mitokondriyal matris igerisindeki O2’nin C. elegans’ta énemli bir yaslanma nedeni
olmadigini belirtmektedirler (Doonan vd. 2008). Uzun omiirliiliik ile iligskilendirilen SOD
seviyesindeki artisin Yang ve arkadaglarinin da C. elegans ile yaptiklari ¢alismada yasam
stiresi ile iliskili olmadig1 gosterilmistir (Yang vd. 2007).

Oksidatif hasar teorisini reddeden bu ¢alismalar, antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenen F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlarinin C. elegans’in dmiir
uzunlugundaki artisin, oksidatif stres ve ROT seviyelerindeki azalma ile iliskili
olmadigini desteklemektedir. Bu tez ¢alismasinda ve literatiirden elde edilen sonuglar
cergevesinde C. elegans’mn  Omiir uzunlugunun artmasinin sadece antioksidan
seviyelerindeki artiga bagl olarak gerceklesmedigi diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Yaglanma ve yashlik calismalarinin  glinlimiizde {istinde durulan ana
parametrelerinden birisini antioksidanlar olusturmaktadir. Yaslanmayla birlikte azalan
antioksidan seviyesinin ve artan hiicre i¢ci ROT miktar1 kaynakli olusan oksidatif stresin
azaltilmasi ve yok edilmesi iizerine yapilan ¢aligmalar giin gegtikce artmaktadir. Hiicre
i¢i antioksidan seviyesini arttirmak ve artan oksidatif stresin oniine gegebilmek igin besin
alimi1 yardimi ve ilag takviyesi One siiriilmektedir. Besin alimi yardimiyla alinan
antioksidan miktarinin ilag takviyesi ile alinan antioksidan miktarindan daha az oldugu
bilinmektedir. Literatiirde antioksidan seviyesinin yaslanma ile etkilesimi ile yapilan
caligmalarin ¢ogunda antioksidan seviyesi Ol¢iilen ve etkinligine bakilan canlinin (bitki,
mantar vb.) tiketiminin yani sira ila¢ takviyesi haline getirilip getirilemeyecegi
tartisilmaktadir.

Mantarlar, antioksidan arastirmalarinda kullanilan en 6nemli canlilardan biridir. Bazi
mantar tiirleri antioksidan, antiinflamatuvar, antikanser gibi 6zelliklerinden dolay: tibbi
mantar olarak adlandirilmaktadir. Son zamanlarda yapilan bircok caligma tibbi
mantarlarin uzun Omiirliiliige etkisi oldugu ve antiaging uygulamalarda siklikla
kullanilmasi gerektigi yoniindedir.

F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlarinin tibbi mantar olarak anildigi
bilinmektedir ve bu mantarlarin antioksidan ozelliklerinin varligi 6miir uzunluguna
etkisini merak konusu haline getirmistir.

Bu tez ¢alismasinda, F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlarinin in
vivo C. elegans iizerindeki dmiir uzunluguna etkisi ve oksidatif strese etkisi
arastirilmistir. Yapilan antioksidan testi sonucunda {ic mantarin arasinda en yiiksek
antioksidan seviyesine sahip L. deliciosus mantaridir. C. elegans iizerinde 3 farkli
konsantrasyonda denenen mantarlardan F. officinalis’in 25 pg/ml dozu, P. igniarius’un
100 pg/ml dozu, L. deliciosus’un 100 ve 50 ug/ml dozlar1 dmrii uzattigi gorilmistiir.
Omiir uzatic1 etki gdstermesine ragmen bu mantar dozlar1 paraquat ile indiiklenen
oksidatif stres altinda tedavi edici etki gostermemektedir. Fakat F. officinalis 25 pg/ml
ve L. deliciosus 50 ug/ml dozlar1 C. elegans’in ROT seviyesini azalttigi belirlenmistir.

Mantarlarin oksidatif strese karsi tedavi edici 6zelliginin olmamasinin sebebi,
iceriklerinde flavonoid bilesiklerden daha ¢ok fenolik bilesiklerin oldugu
diigiiniilmektedir. Bu sebeple mantarlarin igerigindeki ikincil metabolitler hiicre zarindan
zor ge¢mekte ve C. elegans tizerindeki hiicre i¢i oksidatif strese karsi etkilerini
gosterememektedir. Bunun yani sira mantarlarin oksidatif stresi azaltici etkilerinin
olmayis1 fakat ROT seviyesinde azalis1 saglamalarindaki sebep ise antioksidanlarin her
kosulda ROT seviyesini ve oksidatif stresi azaltici etkiye sahip olmadiklari literatiirdeki
caligmalarla kanitlanmistir. Oksidatif stresin olugturmus oldugu hasarin antioksidan
mantarlar tarafindan tedavi edilememis olmasi oksidatif stresin yaslanmanin bir nedeni
degil bir sonucu oldugunu kanitlamaktadir.
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Bu kapsamda F. officinalis, P. igniarius ve L. deliciosus mantarlar: ile C. elegans
tizerinde yapilan ilk calisma olmasiyla yaslanma ¢alismalarma katki saglayacagi
distiniilmektedir.
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