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YUKSEK LiSANS TEZi

SPEKTROSKOPIiK YONTEMLERLE BAZI KARAYOSUNU ETANOL
EKSTRAKTLARININ HCT116 KOLOREKTAL KANSER HUCRE
CANLILIGI UZERINDEKI ETKIiSiNiN VE MOLEKULER DUZEY

DEGIiSIKLIKLERININ INCELENMESI

HIiLAL ZENGIN KOKSAL

KASTAMONU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
GENETIK VE BIYOMUHENDISLIiK ANA BiLiM DALI

DANISMAN:DR. OGR. UYESI DILSAD OZERKAN

Kanser, viicudun herhangi bolgesinde yer alan hiicre grubunun kontrolsiiz olarak ¢evresindeki
normal dokulardan daha hizli cogalmasi, farklilasmasinin bozulmasi, cevre dokulara
infiltrasyonu ve bu hiicrelerin dolagima gecerek viicudun farkli bolgelerine metastazi ile
karakterize edilen bir hastaliktir. Kolon kanseri neredeyse her yil bir milyondan fazla yeni
tanilarin koyuldugu ve diinyada en sik rastlanan iigiincii kanser tiiriidiir. Her yas grubunda
goriilebildigi gibi kalitimsal kdkenli degildir. Bu veriler gz oniine alindiginda kanserin
tedavisi igin yeni ilag kombinasyonlarinin aragtirilmasi 6nemli bir ihtiyactir. Bu ¢aligmada,
anti-kanser aktivitesi bilinmeyen Syntrichia ruraliformis (K1), Hypnum andoi (K2),
Plathypnidium riparioides (K3) karayosunu tiirlerinden elde edilen ekstrelerin HCT116 kolon
kanser hiicre hatlara karsi etkileri degerlendirilmistir. Karayosunu tiirlerinin etil alkol
¢ozicusiinde elde edilen ekstrelerinden, DMSO ile stok soliisyonlar hazirlanarak gesitli
konsantrasyonlarda sitotoksite test (MTT) deneyleri yapilmistir. HCT116 serisinde bulunan
tiim karayosunu tiirlerinin ICso degerlerine gore belirlenen dozlar ayni sekilde mezenkimal kok
hiicrelere (MKH) uygulanmistir. Ayrica, Fourier transform kizilétesi (FTIR) spektroskopisi
tic karayosununa maruz kalan kanser hiicrelerini analiz etmek i¢in kullanilmigtir. Sonug
olarak, karayosunu tiirlerinin HCT116 kolorektal kanser hiicre hattina karsi yiiksek oranda
sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi, bunun aksine MKH hiicrelerinde letal olmadigi
tespit edilmistir. Ayrica, FTIR spektrumu ile elde edilen sonuglarin tiim sitotoksik verilerle
paralel seyrettigi molekiiler diizeyde de belirlenmistir. Tiim sonuglarin 1s1ginda bu karayosunu
tirlerinin, biyoaktif bilesenleri belirlendigi takdirde, potansiyel kanser ilact olma 6zelligine
sahip oldugu distintilmektedir.

ANAHTAR KELiMELER:Briyofita, sitotoksik, kolorektal kanser, HCT116, FTIR
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ABSTRACT

MSC THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SOME BRYOPHYTE ETHANOL
EXTRACTS ON HCT116 COLORECTAL CANCER CELL VIABILITY AND
MOLECULAR LEVEL CHANGES BY SPECTROSCOPIC METHODS

HIiLAL ZENGIN KOKSAL

KASTAMONU UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
DEPARTMENT OF GENETICS AND BIOENGINEERIN

SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. DILSAD OZERKAN

Cancer is a disease characterized by the uncontrolled growth of a group of cells in any
part of the body faster than the surrounding normal tissues, impaired differentiation,
infiltration into surrounding tissues, and metastasis of these cells to different parts of
the body by passing into the circulation. Colon cancer is the third most common type
of cancer in the world, with more than a million new diagnoses every year. As can be
seen in all age groups, it is not inherited. Considering these data, it is an important
need to research new drug combinations for the treatment of cancer. In this study, the
effects of extracts obtained from Syntrichia ruraliformis (K1), Hypnum andoi (K2),
Plathypnidium riparioides (K3) bryophyte species against HCT116 colon cancer cell
lines were evaluated. Cytotoxicity test (MTT) measurements were performed at
various concentrations by preparing stock solutions with DMSO from extracts of
bryophyte species obtained in ethyl alcohol solvent. The doses determined according
to the ICso values of all moss species in the HCT116 series were applied to the
mesenchymal stem cells (MSCs) in the same way. In addition, Fourier transform
infrared (FTIR) spectroscopy was used to analyze cancer cells exposed to three
mosses. As a result, it was determined that moss species had a highly cytotoxic and
antiproliferative effect against HCT116 colorectal cancer cell line, on the contrary, it
was not lethal in MSC cells. In addition, it was determined at the molecular level that
the results obtained with the FTIR spectrum were parallel to all cytotoxic data. In the
light of all the results, these bryophyte species are considered to be potential cancer
drugs if their bioactive components are determined.

KEYWORDS:Bryophyte, cytotoxicity, colorectal cancer, HCT116, FTIR
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1. GIRIS

11 Kanser

Kanser hiicresel DNA’daki bilgiler bozuldugunda ortaya ¢ikan ve gen ekspresyonunun
anormal sekillerine yol acan genetik bir hastaliktir. Degisimin ana mekanizmasi,
mutasyonlarin birikimidir. Hiicre boliinmesi, apoptoz, lokal ve uzak istila ile viicudun
bagisiklik sisteminin zayiflamasini igeren bir dizi genetik degisiklik; hiicrelerin ve
dokularin normal 6zelliklerinin temel degisikliklerine yol agar. Kanser giiniimiizde,
Tiirkiye de dahil olmak iizere bir ¢ok iilkede, 6liime neden olan hastaliklar arasinda ilk
siralarda gelmektedir. Tiirkiye’deki kanser orani, diinyadaki orana bakildiginda daha
yuksekken, Avrupa Birligi iilkeleri ve Amerika gibi gelismis lilkelere kiyasla hem
kadinlarda, hem de erkeklerde daha diisiik bir seyirde ilerlemektedir. Diinya Saglik
Orgiitiine (WHO) bagl Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Kurumunun (IARC) 2030
yilt i¢in diislinceleri, kanserin 6liim sebebi arasinda ilk siraya yiikselecegi yontindedir

(Harrington, 2016; Murshed, 2019; Oylar ve Tekin, 2011).

Mutasyonlar tekrarlanan hiicre boliinmesinin dogal bir sonucu olarak ortaya cikar.
DNA yiiksek dogrulukta ¢cogaltilmis olmasina ragmen, genomun biiyiikligii ve hiicre
boliinmesi sayist goéz Oniine alindiginda organ gelisimi icin, rastgele hatalar
kacinilmazdir. Tekrarlayan insan genomundaki bir¢cok dizinde hatalara katkida
bulunur. DNA sentezi sirasindaki ‘kayma’ kiigiik eklemelere ve silmelere neden
olabilir. Genomda bulunan kisa homoloji uzantilariyla amplifikasyonlar, silmeler ve
yer degistirmelere tesvik edilebilir. Normal hiicresel islemlerde mutasyon yiikiine
katkida bulunabilir. Ciinkii, reaktif oksijen tiirleri gibi dogal metabolizma {irtinleri,
DNA hasarina neden olabilir. Digsal faktorler ayrica kanser gelisiminde 6nemli rol
oynar; bireyin radyasyona, kanserojenlere ve diger ¢evresel faktorlere maruz kalmasi
bu sebepler arasinda siralanabilir. Bununla birlikte, pediatrik kanserler de dahil olmak
tizere kanserlerin c¢ogunlugu, edinilmis mutasyonlarin bir sonucudur. Patojenik
germline mutasyonlarinin kanser riskini biiytik olctlide arttirdigi ve pediatrik vakalarin
% 10’unun altinda kaldig1, orantisiz bir sekilde adrenokortik tiimorlere, osteosarkom

ve akut lenfositik 16semiye katkida bulundugu tahmin edilmektedir. Kanser,



onkogenler ve iki gen sinifi tarafindan tetiklenir ve timor baskilayici genlerin
(TSG’ler) her biri normal hiicrelerde iglev goriir. Onkogenler, hiicre ¢ogalmasini,
hayatta kalma ve istila / hareket kabiliyetini kontrol eden normal hiicresel genlerin
mutasyona ugramig halinden tiiretilir. Normal hiicrelerde, proto-onkogenlerin
ekspresyonu, kontrolsiiz hiicre biiyiimesinin 6nlemek i¢in ¢ok dikkatli bir sekilde
diizenlenir. Kanserde aktive edici proto-onkogenler, kontrolsiiz hiicre boliinmesine
neden olmakta, yayilmayi saglamaktadir. Onkogenler, proto-onkogenin tek bir
mutasyona ugramis kopyasinin kansere tesvik etmek i¢in yeterli oldugu ve genellikle
kanser sendromlart ile iliskili olmadigi i¢in fenotopik olarak baskin olarak
tanimlanmaktadir. Bu kuralin istisnalari, RET proto-onkogenindeki ¢oklu endokrin
neoplazia sendromlar ile iliskili mutasyonlar ve H-RAS’da ki Costello sendromuna
neden olabilecek germline mutasyonlar igerir. Onkogenler, kansere neden olmak i¢in

ti¢ sekilde aktive edilir;

1. Gen mutasyonlari, gelismis biyolojik fonksiyon vermek iizere bir genin sirasini

degistirir.
2. Gen amplifikasyonu, bir gen normal sekansin1 korudugunda meydana gelir.

3. Gen translokasyonu, genetik bir dizinin normal kromozamal konumundan,
yeni bir pozisyona, daha aktif bir promotor element tarafindan kontrol edildigi
veya yeni bir flizyon proteini tirettigi hareketi icerir (Harrington, 2016; Strong,

2018).

TSG’ler hiicreyi inhibe eden normal hiicre genleridir. Bunlar genellikle hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini ve programlanmis hiicre 6liimiinii kontrol altina alirlar.
TSG’ler fenotipik olarak resesiftir, yani her iki kopyaninda (alel) kansere tesvik etmek
icin fonksiyonel olarak degistirilmesi gerekir ve kalitsal sendromlardan sorumludur.
Ailesel kanser sendromlarin da, bireyler bir TSG’nin kopyasinda bir germline
mutasyonu miras alirlar bundan viicuttaki her hiicre etkilenir. Sonug olarak, kalitsal
kanser sendromlar1 siklikla yasamin erken donemlerinde ¢ogul kansere neden olur.
Kanser teshisi koyulmasi, bireyler icin olduk¢a sikintili gegen bir donemdir. Ilk

zamanlarda verilen en fazla tepkiler inanamama ve soktur. Bu zaman diliminde



koyulan kanser tanisi, hasta bireyler adina kabullenmesi zor olan bir durumdur.
Hastalar kanser teshisinden kaynaklanan endige ve ¢aresizlige yenik diiserler. Bundan
sonra depresyon ve Ofke gelisebilir. Zaman gectik¢e bireyin hastaligi kabullenip,
hayata pozitif bakmasiyla kabullenme siireci baglar. Tedavi programinin anlatilmasi
ve tedavi seklinin belirlenmesi kabullenilmeyi saglar (Harrington, 2016; Ozkan,
1999).

1.1.1 Kolon Kanseri

Kolorektal kanser, kadinlarda ve erkeklerde benzer insidans oraniyla kiiresel olarak en
yaygin kanserlerden biridir. Genis bir morbidite ve mortalite oraniyla diinya ¢apinda
her yil, bir milyondan fazla yeni kolorektal kanser (KRK) vakasi teshis edilmektedir.
Kolon kanseri ¢ogunlugu sporadik olarak goriilmekle beraber, kalitimsal mutasyon
belirlenmemistir. Epitel hiicrelerde gergeklesen genetik-epigenetik degisikliklerden
kaynaklandig1 gibi, timor stroma iligkisinin ve tiimoriin bulundugu mikrogevrenin,
tiimore karsi meydana gelen immiin yanitin, kolon kanseri patogenezinde énemli bir

yer tuttugu da bilinmektedir (McLean vd. 2011; Parizadeh vd. 2019).

1.1.2 Kolon Kanserinde Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik, niikleotit sekansini degistirmeden gen ekspresyonundaki degisikliklerdir.
Kansere bagli genlerin hem aktivasyonu, hem de inaktivasyonu epigenetik
mekanizmalarla meydana gelebilir. Bu degisikliklerden birkag mekanizma
sorumludur. Son on yilda bircok caligma, insan kanserlerinde tiim epigenetik
degisikliklerin kapsamini ve bunlarin timor gelisimine ve ilerlemesine aktif katkilari
lizerine olmustur. Bircok aragtirma, DNA metilasyonundan, genis bir histon
modifikasyonu dahil olmak iizere genis bir alan kapsayan ‘epigenom’ a odaklanmustir.
DNA metilasyonu, 6zellikle promatdr metilasyonu, embriyonik gelisim, baskilama ve
doku farklilagmasi gibi insan dokularindaki birgok hayati siirece dahil edilmesi i¢in
kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir. 5-metil sitozin iiretmek igin 5’s sitozin pozisyonuna
bir metil grubunun eklenmesinden sorumlu olan DNA metil transferazlarin

(DNMT’ler) enzimatik aktivitesi ile olusur.



Bu ilavenin sonucu, genlerin ve kodlama yapmayan bolgelerin bastirilmasidir.
DNMT’ ler, DNA replikasyonu sirasinda normal metilasyon sablonlarini koruyan bir
bakim aktivitesine veya orijinal metilasyon sablonunu modifiye eden bir novo
aktivitesine sahip olabilir. Insanlarda ve diger memelilerde bu ilave, CpG
dintikleotitlerinde meydana gelir. Metillenmis CpG diniikleotitleri genellikle gen
govdelerinde ve genellikle sentromer ve diger retrotranspozon elementlerinde
tanimlanan biiylik tekrarlayan dizilerde bulunur. Bununla birlikte, CpG adalar1 (CpGI)
olarak adlandirilan CpG olarak son derece zengin bazi bolgeler, genellikle
onkosupresor genleri olmak {iizere, tiim gen promotorlerinin yaklasik %60-70’inde
bulunur. Kanser gelisimi sirasinda, CpGI metilasyon paterni degistirilmis, genom
capinda hipometilasyon ve bolgeye 6zgii CpG adasi hipermetilasyonu gostermistir.
Genellikle, bu tiir biiyiik tekrar eden kisimlar, retrotranspozonlar1 ya da intronlar gibi
bolgelerin hipometilasyonu, genomik kararsizligina neden olur. CpG adalarina yakin
bolgelerde bulunan ve daha diisiik CpG yogunlugu olan kolon kanseri CpG ada
kiyilarindaki metilasyon degisikliklerinin kolon kanserinde sik oldugunu ve gen

baskistyla gii¢lii bir sekilde iliskili oldugunu kanitlanmaistir.

Histon kovalent translasyonu sonras1 modifikasyon (PTM) en yaygin ikinci epigenetik
mekanizmadir. Cekirdek histonlari, H2A, H2B, H3, H4, kromatini paketleyen ve
transkripsiyonu baskilayan niikleozomu olusturmak i¢in etrafina 147 DNA baz ¢iftinin
sarildigr bir oktamerik kompleks olusturur. Bazi enzimler, histonun N-terminal
kuyruklarint degistirebilir metil, fosforil, metil gruplar1 gibi kii¢iik kimyasal
modifikasyonlarin translasyon sonrasi eklemesini katalize eder. Bu PTM’ler, kromatin
yapisini degistirerek veya apoptoz, DNA replikasyonu, DNA hasari tepkisi de dahil
olmak iizere birkag¢ islemi etkileyen histon degistiricileri ise alarak gen aktivitesini
etkileyebilir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda bazi kilit tiimor baskilayici genlerde ve
onkogenlerde, KRK’nin epigenetik ve genetik degisiklikler nedeniyle ortaya ¢iktigin
gostermektedir. Genel olarak KRK’nin gelismesinde ii¢ anagenomik instabilite yolu
tarif edilmistir: krozomal instabilite (CIN), mikrosatellit instabilitesi (MSI), ve CpG
adas1 metilator fenotipi (CIMP). CIN’li KRK’lar kromozomal kazanglar ve kayiplar
ve anoploidi ile karakterize edilir. MSI olanlar, tekrarlayan DNA dizilerinde sik sik
ekleme ve silme mutasyonu varligi ile tanimlanir. CIMP pozitif KRK’lar, 8 markoriin

CpG adalarinda (RUNX3, MLH1, NEUROG1, CDKN2A, IGF2, CRABP1, SOCS1,



ve CACNAI1G) bulunan kiiresel bir genom hipermetilasyonu ile karakterize edilir.
CIMP- pozitif tiimorler, KRK’nin %15’ini temsil eder ve CIMP, spesifik bir gen
ekspresyon profili ile énemli 6l¢iide iliskili olmasina ragmen daha da kotiisii MSI
timorleri ile kismen ortiisir (Armaghany, 2012; Banerjee, 2009; Berger, 2011,
Grunstein,1990; Jones, 2007; Kouzarides, 2007; Okugawa, 2015; Porcellini, 2018;
Rodriquez-Paredes, 2011).

1.1.3 Kolon Kanserinin Epidemiyolojisi

Kolon kanseri, gastrointestinal sistemde en ¢ok goriilen kanserlerden olmakla birlikte
diger kanser ¢esitleriyle karsilastirildiginda %9’luk goriilme oranina sahiptir. Amerika
Birlesik Devletlerinde neredeyse her y1l 138.200 kanserli vaka olusmakta ve bu sayinin

%73,4’1inii kolon kanseri olusturmaktadir.

Ulkemize bakildiginda, Saghik Bakanliginin 2003’te yaptii arastirmalarma gore
meme ve akciger kanserlerinin ardindan {igiincii sirada gelmekle birlikte insidans1 5,41
/100 000 olarak bilinmekte ve kolorektal kanserin erkeklerde ve kadinlarda goriilme
oran1 Tirkiye’de t¢iincii sirada goriilmektedir. Kolorektal kanser genis bir yayilim
gostermektedir. Avustralya, Yeni Zelanda, Kuzey Amerika, Japonya ve Bati
Avrupa’da genis bir dagilim gosterirken; Afrika, Asya ve Giiney Amerika’da daha
diisiik dagilim gostermektedir (Akkoca ve Yanik, 2014; Ashktorab, 2009; Cosun vd.
2012; Ozkan ve Kaya, 2012; Terzi ve Unek, 2004).

1.14 Kolon Kanserinin Risk Faktorleri
1. Kirmiz etin fazla tiiketilmesi,
2. Yas faktorti,
3. Sigara ve alkol tiiketimi,
4. Beslenme olarak bati seklinde beslenme,

5. Diyabet,



6. Obezite,

7. Fazla radyasyona maruz kalma,

8. Uzun siiren barsak hastaligi (Ames, 1983; Frezza vd 2006).

1.1.5 Kolon Kanserinin Etiyolojisi

Gelisimi tam olarak bilinmemekle birlikte kolorektal kansere etki eden bazi risk
faktorleri bulunmaktadir. Bir bireyin kontrol edemedigi faktorler yas ve kalitsal
faktorleri icerir. Bununla birlikte ¢evresel ve yasam tarzi risk faktorleri, kolorektal

kanserin gelisiminde 6nemli rol oynar (Haggar, 2009).

1.1.5.1 Yas

Kolorektal kanser riski, 40 yasindan sonra artmakla birlikte, 50 yasindan sonra kesin
bir sekilde artar. Kolorektal kanser vakalarimin %90’indan fazlas1 50 yas ve {istii
kisilerde goriiliir. Insidans orani, 60-79 yaslar1 arasindakilerde, 40 yasin altindaki
kisilere gore 50 kattan daha yiiksektir. Ancak gencler arasinda kolorektal kanser orani
artmaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde, kolorektal kanser, 20 ile 49 yas
arasindaki kadin ve erkekler arasinda en sik teshis edilen on kanserden biridir (Fairly

ve Cardinez, 2006; Ries ve Harkins, 2006).

1.1.5.2 Adenomatoz polip gecmisi

Kolorektumun neoplastik polipleri, yani, tiibiiler ve villoz adenomlar, kolorekral
kanserin prekiirsor lezyonlaridir. ABD’de yasam boyu bir kolorektal adenom gelisme
riski yaklasik %19’dur. Sporadik kolorektal kanserlerin yaklasik %95°1 gelisir. Bu
adenomlardan, adenom Oykiisii olan bireylerde, adenom Oykiisii olmayan bireylerden
daha fazla kolorektal kanser riski goriiliir. Adenomlardan malignite gelisim i¢in
genellikle 5 ile 10 yil olarak tahmin edilen uzun gecikme siiresi gerekir. Malign
transformasyondan Once bir adenom saptanmasi ve ¢ikarilmasi kolorektal kanser
riskini azaltabilir (De Jong ve Morreau, 2005; Grande ve Milito, 2008; Jarnout ve
Kollarova, 2001; Labian ve Beretta, 2005).



1.1.5.3 inflamatuar bagirsak hastah@ gecmisi

Inflamatuar bagirsak hastaligi (IBH), iilseretif kolit ve Crohn hastaligin1 tanimlamak
icin kullanmilan bir terimdir. Ulseratif kolit, kolon ve rektum mukozasinda
iltthaplanmaya neden olur. Crohn hastalifi, bagirsak duvarinin tam kalinliginin
iltihaplanmasina neden olur ve agizdan aniise kadar sindirim kanalinin herhangi bir
boliimiinii igerebilir. Bu durumlar bireyin genel olarak kolorektal kanser gelistirme
riskini arttirmaktadir. inflamatuar barsak hastalig1 olan hastalarda kolorektal kanser

riskinin 4-20 kat arasinda oldugu tahmin edilmistir (Jarnout ve Kollarova, 2001).
1.1.5.4 Kolorektal kanser veya adenomatoz polip ge¢misi

Kolorektal kanser vakalari genelde ailesinde kolorektal kanser Oykiisii olmayan
kisilerde ortaya ¢ikmakla birlikte, kolorektal kanser gelisen kisilerin %20’sinde bu
hastaliktan etkilenen diger aile {liyeleride vardir. Birinci derece akrabalarinda
kolorektal kanser veya adenomatoz polip Oykiisii olan kisilerde, 60 yasindan kiigiik
akrabalarinda kolorektal kanser veya adenomatoz polip dykiisii olan kisilere gore risk
daha yiiksektir. Riskin artmasinin nedenleri agik olmamakla birlikte kalitsal genler,
paylasilan ¢evresel faktorler veya bunlarin bir kombinasyonundan kaynaklaniyor

olabilir (Boardman ve Morlan, 2007).
1.1.5.5 Kalitsal genetik risk

Kolorektal kanserlerin yaklasik %5 ile 10’u bilinen kalitsal kosullarin bir sonucudur.
Kalitimsal en yaygim kosullar ailesel adenomatous polipozis (FAP) ve kalitsal
polipozis olmayan kolorektal kanserdir (HNPCC), Lynch sendromu olarak da
adlandirilir. Kalitsal kolorektal kanser tiirlerinden sorumlu olan genler tanimlanmustir.
DNA onarim yolagi genlerindeki mutasyonlarla iligkili olan MLH1 ve MSH2,
bireylerde HNPCC sorumlu olan genlerdir. HNPCC, kolorektal kanserlerin % 2 ile
6’smi1 olusturabilir. HNPCC ile iliskili mutasyonlara sahip kisilerde yasam boyu
kolorektal kanser riski % 70 ile 80 arasinda olabilir. Bobrek, iireter, FAP tiim
kolorektal kanser vakalarmin % 1’inden azini olusturur. Sadece bir ka¢ adenom
gelistiren HNPCC’li bireylerin aksine, FAP’l1 bireyler geng¢ yasta yiizlerce polip

gelistirir ve bu adenomlarin bir veya daha fazlas1 malign transformasyona ugrar. APC



(timor baskilayict gen) ile iliskili polipoz kosullar1 otozomal dominant olarak kalitilir
ve bireylerin yaklasik %75 ile 80’1 APC birlesik polipoz kosullarindan etkilenir. Bir
ailede hastaliga neden olan bir mutasyon tanimlanirsa, prenatal test ve
preimplantasyon genetik tani testi yapilir (Davies ve Miller, 2005; Lynch ve Lynch,
2008).

1.1.5.6 Cevresel risk faktorleri

Kolorektal kanserde ¢evresel risk faktorlerini bireyin kiiltiirel, sosyal ve yasam tarzi
faktorleri igermektedir. Kolorektal kanser, degistirilebilir nedenlerin kolayca tespit
edilebildigi kanserlerden biridir ve teorik olarak onlenebilir. Yapilan bir ¢caligmada
distik riskli ve yiiksek riskli tilkelere gogenler arasinda, kolorektal kanserin goriilme
oranlar1, ev sahibi iilkenin niifusuna dogru artma egilimindedir. Ornegin, Giiney
Avrupa’dan Avustralya’ya gbécen ve Japonya’dan Hawaii’ye gocen gdo¢menler
arasinda kolorektal kanser riski mensei iilke niifusuna kiyasla artmistir. Aslinda, Japon
gocmenlerin  Amerika Birlesik Devletleri’ndeki ¢ocuklarmin kolorektal kanser
insidansi, su anda beyaz popiilasyonlardakilere yaklagmakta veya asmaktadir ve
Japonya’daki Japonlara gore ii¢ veya dort kat daha yiiksektir. Kolorektal kanser
insidansindaki farkliliklari etkileyen baska bazi cografi faktorler vardir. Bunlardan biri
kentsel konuttur. insidans kent sakinleri arasinda daha yiiksektir. Kentsel alanlardaki
bu asir1 insidas, erkekler arasinda kadinlardan daha fazla ve kolon kanseri, rektum

kanserinden daha belirgindir (Boyle ve Langman, 2000; Johnson ve Lund, 2007).

1.1.5.7 Beslenme uygulamalari

Diyet, kolorektal kanser riskini giiclii bir sekilde etkiler ve gida aliskanliklarindaki
degisiklikle bu kanser yiikiiniin %70’i azaltabilir. Yag oran1 yiiksek besinler, 6zellikle
hayvasal yag, kolorektal kanser i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Yagin olast bir
etiyolojik faktor olarak gosterilmesi, safra tuzlarimi potansiyel olarak kanserojen N-
nitroso bilesiklerine parcalayabilen bir bakteri florasinin gelisimini destekleyen tipik
bati diyeti konseptiyle baglantilidir. Tiiketim kolorektal kanser gelisiminde rol
oynamaktadir. Et tikketimiyle pozitif iliski, kolon kanseri i¢in rektal kanserden daha

giiclidiir. Baz1 ¢aligmalar meyve ve sebzelerde diisiik diyet yapanlarin kolorektal



kanser riskinin daha yiiksek olabilecegini gostermektedir. Bunun yani sira diyet lifi
aliminin artmasinin, diski igerigini seyreltmesi, digki kiitlesini arttirmasi ve gegis

sliresini azaltabilecegi goriilmiistiir (Jornout ve Kollarova, 2001; Sinha, 2002).

1.1.5.8 Fiziksel aktivite ve obezite

Yasam tarziyla ilgili ¢esitli faktorler koloraktal kanserle iligkilendirilmistir.
Degistirilebilir ve birbiriyle iliskili iki risk faktoriiniin, fiziksel hareketsizligin ve asiri
viicut agirhiginin, kolorektal kanserlerin yaklasik dortte birini  olusturdugu
bilinmektedir. Diizenli fiziksel aktivite ve saglikli beslenme, kolorektal kanser riskini
azaltmaya yardimci olur. Fiziksel aktivite azalmasi ve kolorektal kanser arasindaki
iliskiden sorumlu olan biyolojik mekanizmalar arastirtlmistir. Uzun siireli, diizenli
aktiviteler metabolik hizi ve maksimum oksijen alimini arttirir. Uzun vade de, bu
aktivitenin diizenli yapilmasi, viicudun metabolik etkinligini ve kapasiteni arttirmanin
yani sira, kan basincini ve insiilin direncini azaltir. Glinliik rutinlerde fiziksel aktivite
olmayisi, kolorektal kansere bagli baska bir faktor olan erkek ve kadinlarda artmis olan
obeziteye baglanabilir. Asir1 kilolu veya obez olmak, dolasimda artan Gstrajen, azalmis
insiilin duyarligt ve bircok biyolojik korelasyonunun kanser riskini etkiledigi
diistiniilmektedir. Calismalar, enerjiyi daha verimli kullanan bireylerin kolorektal

kanser riskinin daha diisiik olabilecegini gostermektedir (Boyle ve Langman, 2000).

1.1.5.9 Sigara kullanim

Sigara igiciligi ile akciger kanseri arasindaki iliski ¢ok iyi bilinmekle birlikte, sigara
icilmesi kolon ve rektumada son derece zararlidir. Arastirmalar, kolorektal kanser
Olimlerinin %12’sinin sigaraya atfedildigini gostermektedir. Tiitlinde bulunan
kanserojenler, kolon ve rektumdaki tiimor biiylimesini arttirir. Kolon ve rektumda
bulunan biiyiik polipler uzun siireli sigara igiciligi ile iliskilidir. Arastirmalar ayrica
sigara igen kadin ve erkeklerde kolorektal kanser insidansinin erken yaslarda ortaya

ciktigin1 gostermektedir (Botteri ve Lodice, 2008; Zisman ve Nickolov, 2006).



1.1.5.10 Agir alkol tiiketimi

Sigarada oldugu gibi, diizenli alkol tiikketimi, kolorektal kanser gelistirme riski ile
iliskili olabilir. Alkol tiiketimi, geng yasta kolorektal kanser baslangicinin bir faktordiir
ve distal kolondaki tiimorlerin orantisiz bir sekilde artmasina neden olmaktadir.
Asetaldehit gibi alkoliin reaktif metabolitleri kanserojen olabilir. Ayrica sigara i¢imi
ile etkilesimi de vardir. Tiitiin, alkol varliginda DNA’da spesifik mutasyonlara neden
olabilir. Alkol, diger kanserojen molekiillerinin mukozaya niifuz etmesini arttiran bir
¢oziicii olarak da islev goriir. Bunula birlikte, alkol lipid peroksidasyonu ve serbest
radikal oksijen tiirlerinin iiretilmesi aracilik edebilir. Son olarak, yiiksek alkol
tiketicileri temel besin maddelerinde diisiik beslenerek dokular1 kanserojen maddeye
duyarl hale getirilebilir (Poschl ve Seitz, 2004).

1.1.6 Kolon Kanseri Histolojik Alt Tipleri

Kolorektal kanser:

1. Adenokarsinom,

2. Musinoz adenokarsinom,

3. Skuamoz diferansiye olmayan karsinom,

4. Noroendokrin diferansiasyon gosteren adenokarsinom,

5. Noroendokrin tiimérler’den kaynakli olabilmektedir (Kaya, 2008).

1.1.7 Kolon Kanserinin Tanis1 ve Kullanmilan Yontemler

Kolonoskopi: Bu yontem ile bagirsak yiizeyinde bulunan poliplerin ¢ikarilmast ve
senkron neoplazmlarin saptanabilmesi saglanir. Bunun yaninda poliplerin ¢ikarilmasi
ve kolon kanserinde tedavi olanagi saglamasi nedeniyle tercih edilmektedir (Mulder
ve Kranse, 2011).
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Ultrasonografi: Rektum tiimoérlerinin evrelendirilmesi ve karaciger metastazlarinin

belirlenmesinde kullanilir (Candar, 2018).

Bilgisayarli Tomografi: Timdrlin bolgesel genislemesinde, adenopati ve uzak
metastazlar1 gostermesi agisindan ve anatomik iliskileri degerlendirmede 6nemli bir

yere sahiptir (Horton ve Abrams, 2000).

1.1.8 Kolon Kanserinde Evrelendirme

Literatiirde kolorektal karsinoma i¢in bir dizi derecelendirme sistemi Onerilmesine
ragmen, tek bigimli bir standart hala mevcut degildir. Onerilen derecelendirme
sistemleri arasinda, hem lenf nodlarinin sayisi, hem de bunlarin arasinda ayrim
yapmak i¢in kriterler belli degildir. Baz1 sistemlerde, sinif, salgi bezi olusum derecesi
gibi tek bir mikroskobik 6zellik temelinde tanimlanir. Diger sistemlerde
degerlendirmeye c¢ok sayida histopatolojik dahil edilmistir. Bununla birlikte, ¢ogu

sistem tlimorleri su sekilde li¢ veya dort dereceye gore siniflandirir:

* Derece 1: iy1 farklilastirilmig

* Derece 2: orta derecede farklilastiriimis

* Derece 3: kotii farklilastiriimig

* Derece 4: farklilagsmamis

Belirli bir derecelendirme sistemi olsa bile, normal olarak bireysel histolojik
ozelliklerin goriiniimiinde karsilasilan degisiklikler, en basit derecelendirme
sistemlerinin bile uygulanmasini sorunlu hale getirebilir. Bugiin kolorektal kanserde

siiflama i¢in 3 farkli yontem kullanilmaktadir.

¢ Duke’s siniflamasi

¢ TNM smiflamasi
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* Astler-Coller siniflamasi

Duke’s siniflamasi; lenf nodu yayilimina bakilarak ve tiimoriin derinligine gore A, B,
C evreleri olarak ayrilir. Astler-Coller smiflamasi; Duke’s siniflamasina
benzemektedir. Bu siniflamadan farkli olarak, derinlikleri farkl tiimorlerde lenf nodu
tutulumunu da gosterir. Uzak metastaz varligini géstermek icin, Duke’s ve Astler-
Coller smiflamasina D evresi eklenmistir. TNM siniflamasi; yillar boyu kolorektal
kanser icin ¢ok sayida evreleme sistemi gelistirilse de, Amerikan Kanser Ortak
Komitesi (AJCC), Kansere Karst Uluslararas: Birlik (UICC), Amerikan Patologlar
Koleji tarafindan TNM (tiimér, lenf nodu, metastaz) evreleme sisteminin kullanimi
onerilmektedir. TNM siteminde, ‘T’, primer tiimoriin ilk rezeksiyonu anlamina gelir.
‘N’ isareti bolgesel lenf bezlerinin durumunu belirtir ve ‘M’, uzak metastazi ifade eder

(Angell ve Galon, 2013; Compton, 1999).

1.1.9 Kolon Kanserinde Tedavi

Cerrahi Tedavi: Kolon kanserinin tedavisinde, cerrahi yontem uygulayabilmek icin
tiimoriin diger organlara yayilmamis olmasi gerekmektedir. Bu yontemde timor
etrafindaki saglam dokuyla birlikte ¢ikarilmaktadir. Cerrahi tedavi, kanser tedavisinde

temel yontemlerdendir

Radyasyon Tedavisi: Enerjisi yiliksek 1smlarla, kanserli hiicrelerin hasara
ugratilmasidir. Lokal bolgelerde uygulanmaktadir ve oraya etki etmektedir. Ameliyat
oncesinde ve sonrasinda tiimorlerin kiigiiltiilmesi ve tamamen kaldirilmasi igin

kullanilmaktadir.

Kemoterapi: Kanserli hiicrelerin ilag yardimiyla hasara ugratilmasidir. Hastaligin
ilerlemesinin  engellenmesi  ve tiimoriin -~ kiigiiltiilmesi  igin  bu yontemden

yararlanilmaktadir.

Biyolojik Tedavi: Kansere karsi bireyin immiin sisteminin gii¢lendirilmesidir. Diger

bir ad1 da immunoterapidir (Motemadian, 2017).
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1.1.10 Kolon Kanseri Patolojisi

Kolon kanserinin patolojisi, hastaligin tedavisinde, ilk tanidan tedaviye kadar kritik bir
unsurdur. Ameliyat oncesinde ya da sonrasinda ortaya ¢ikan tiimorle ilgili 6zelliklerin
degerlendirilmesinde en dogru yontemdir. Patolojik evreleme, kolorektal kanserde en
giiclii tek progmostik gostergedir ve birgok durumda, tedavinin uygunlugunuda
belirler. Kolorektal kanserde, diger hastaliklarin ¢cogunda oldugu gibi, patolojik
degerlendirmenin dogrulugu ve eksizligi, patologun klinik ve operatif veriler
hakkindaki farkindaligina bagli olabilir.  Kolorektal kanserlerin  genelini

adenokarsinom olusturmaktadir. Bunun yani sira;

* Karsinoid tumorler

¢ Skuamoz hiicreli karsinom

+ Indiferansiye karsinom

*  Adenoskuamoz karsinom

+ Sarkom ve lenfomalardan olustuguda bilinmektedir.

Kolorektal kanserde derecelendirme; hiicresel dizilim ve tiimérde, tiibiil gelisiminin
derecesine bakilarak yapilir. Derece I: iyi differansiye ve kanserli bireylerin %15-
20’sinde, Derece II: orta differansiye ve kanserli bireylerin %60-70’inde, Derece I1I:
az differansiye ve kanserli bireylerin %15-20’sinde goriilebilmektedir. Derece I;
hiicrelere bakildiginda uniformdur, polarite kayb1 yok denilecek kadar azdir, adenoma
epiteline benzemektedir. Derece II; tiibiiler yapilar karigik bir yapida, diizensiz ya da
daha basit bir yapidadir. Az da olsa kayiplar olabilmektedir. Derece III: tiibiiler
yapilarin hepsi kaybolmustur (Compton, 1999; Yildiz, 2008).

1.1.11 Kolon Kanserinde Tiimor Yayilimi ve Metastaz

Kolorektal tlimorler invazyon yayilimima sahiptirler. Kendine uzak organlara kan

damari ile ya da lenfatikler ile yayilabilirler. Karaciger ve lenf nodlar1 en ¢ok metastaz
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gosterdigi bolgeler olamkla birlikte; overler, periton ve akcigerlerde de goriilme orani
fazladir. Nispeten daha az goriildiigii bolgeler ise; uterus, testis, santral sinir sistemi,

oral kavite, kemiktir (Y1ldiz, 2008).

1.1.12 Kolon Kanserinde Adenom-Karsinom Doniisiimii

Her polip timore doniismemektedir. Polipin kolorektal kansere doniismesi igin
neredeyse 8-10 sene geg¢mesi gerekmektedir. Adenomlardan kolorektal kanserler
meydana gelebilmektedir. 5 yilda %2,5; 10 yilda %8; 20 yilda %Z24’poliplerden
adenom olusmaktadir. Senkron polip riski, kolorektal kanserde %30’dur.
Adenokarsinom ve adenomun, rektum ve kolonda goriilme ihtimali %13-62’dir.
Kolorektal karsinogenezde APC gen mutasyonu ilk asamadir. APC geni, timor
baskilayic1 gendir. Inaktif hale gelmesi, hiicrelerde proliferasyonun artisina neden
olabilmektedir. Proliferatif 6zelligi artan hiicrelerde CpG diniikleotitlerinin metilasyon
kayb1 meydana gelmesi, hiicrelerin artmasina ve adenomlarin gelismesine sebep olur

(Oner, 2014).

1.1.13 Kolon Kanseri Kok Hiicreleri

Son zamanlarda, kok hiicre benzeri 6zelliklere sahip tlimor baglatici hiicreler veya
kanser kok hiicreleri olarak adlandirilan kiigiik bir kanser hiicresi popiilasyonunun,
timor biiylimesinin baglatilmasindan ve devam etmesinden sorumlu olduguna dair
arastirmalar vardir. Kolorektal kanser kok hiicreleri, konvansiyonel kemo-
radyoterapiye direnglidirler ve tedavi sonrasi niiksetmeden biiyilkk oranda
sorumludurlar. Kolorektal kanser kok hiicrelerinin konvansiyonel tedaviye direnci ile
ilgili olarak, kolorektal kanser kok hiicrelerinin yok edilmesine yonelik tedavinin

bireyin sag kalimin1 olumlu etkileyebilecegi bildirilmistir (Parizadeh vd 2019).

1.2  Briyofita

Karayosunlar1i, morfolojik olarak kiiclik bir yapiya sahip olduklarindan ve saf
numuneler elde etmek olduk¢a zor oldugundan arastirmacilarin pek de dikkate
almadig1 bitkilerdir. Agaglarda, toprakta, nemli ormanlarin tabaninda, kayalar

tizerinde hali gibi bir goriintii olusturarak biyo ¢esitliligin artmasina ve zengin besin
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olusumuna Onemli katki saglamaktadirlar. Hemen hemen her ortamda yetisebilen
karayosunlarinin gametofitleri ¢ok yilliktir. Alpinik ve arktik bolgelerin dnemli
bitkilerindendir. Nemli ortamlar1 genel olarak sevmekle birlikte, kurak ortamlarda
yasayabilen tiirleri de bulunmaktadir. Bunun yaninda kirli havaya kars1 da

dayaniklidirlar. Yasamlarinda ii¢ nesil bulunmaktadir:

1. Protonema: Ipliksi ve siiriiniicii yapilardir. Sporlarin ¢imlenmesi ile
olusmaktadirlar. Haploid yapidaki protonema, gametofiti vermektedir.

2. Gametofit: Protonemadan gelismektedir. Siiriiniicii ya da dik formdadir.
Uzerinde yapraks1 yapilar bulunan gévdelerden meydana gelmektedir. Eseyli
ireme gametofitte gergeklesmektedir. Yasam ddgiilerinde baskin evredir.

3. Sporofit: Gametofite bagimli diploid nesildir. D6llenme sonucu olusan
embriyodan meydana gelmektedir. Mayoz boliinme sonucu haploid sporlari

Verir.

Karayosunlar1 gametofor veya gametofit olarak bilinen yaprakli govdelere sahiptir. Bu
yapilar bir araya gelerek, ortii seklinde gruplar meydana getirir. Nemli soguk yerlerde
yasayanlar digerlerine gore tek tek veya daha seyrek bulunmaktadirlar. Vaskiiler
bitkilerde kok, govde ve yapraktan olusan kisimlar sporofittir, karayosunlarinin ise
govde ve yapraklari gametofittir. Bu ozellikleri g6z oniinde bulunduruldugunda
vaskiiler bitkilerin ve karayosunlarinin govde ve yapraklar, ayni sekilde
dagilmamigtir. Kokenleri farklidir. Karayosunlarinin gametoforlari, apikal hiicre ile
gelisir. Hiicrelerin boliinmesi ve farklilagmasi ile yapraklar ve govde meydana
gelmektedir. GOvdenin tstlinde yapraklar, ii¢ sira seklinde dizili bulunmaktadir.
Yalnizca orta damar (kosta), yapraklarda bulunmaktadir. Kosta ve kenarlar1 harig
yapraklar bir hiicre tabakasindan meydana gelmektedir. Genellikle yapraklarin {ist
kisminda kutikula bulunmaktadir. Alt kisminda ise, ¢iyden, yagmurdan ve sisten
dogrudan su emme oOzelligi bulunmaktadir. Yukaridan asagiya dogru, sis, ¢iy ve
yagmur geldiginde bir tasima s6z konusudur. Asagidan yukariya su tasimasi
karayosunlarinda ender goriilmektedir. Govdeden yapraklara su tagimasi, vaskiiler
sistem olmadig igin goriilmez. Kurakliga kars1 dayaniksizlardir. Ciinkii yapraklarinda
yeterli kutikula bulunmamaktadir. Doku farklilagsmasi, yapraklarinda ¢ok az

bulunmaktadir. Bu yiizden, yiizeysel hiicre tabakasi epidermis olarak tanimlanmaz.

15



Korteks denilen bu gévdenin yapist tek diizedir. Doku farklilagsmasi ileri formlarda az
da olsa bulunmaktadir. Govde siirliniicii alt yiizeyinde kiigiik, gametofitlerinin
govdesinin tabaninda rizoid adi verilen yapilar bulunmaktadir. Bu yapilar, substrata
gametofitlerin tutunmasimmi saglamaktadir, ancak mineral ve su absorbsiyonu
yapamazlar. Karayosunlarinda dissal su tasinimi vardir ve Kkapillar yollarla
saglanmaktadir. Biiyiik kisminda hidroid yoktur. Yapraklar ve govde arasinda ¢ok dar
kanalciklar olusmaktadir. Bunun sebebi, yapraklar ve gdvdenin kiig¢iik olmasidir.
Kurak oldugu zamanlarda kapillar 6zellik daha da artar. Sis, ¢iy ve yagmurdan daha
hizli su emerler. Hidroid bulunduran tiirlerde, ¢evrelerinde vaskiiler bitkilerin kalburlu
hiicrelerine benzeyen hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicrelere leptoid adi verilmektedir
ve boyuna uzamis haldedirler. Organik maddelerin taginmasini saglamaktadirlar.
Olgun leptoidde nukelus bulunmaktadir, fakat sitoplazma bulunmaktadir (Asakawa ve

Ludwiczuk, 2013; Yildiz ve Aktoklu, 2012).
1.2.1 Karayosunlarmmn Ozellikleri

Tirkiye, kendisine yakin diger iilkelerle karsilastirildiginda 6nemli ve ¢ok ¢esitli bir

bitki ortiisiine sahiptir.

+  Ug bitki cesitliligine sahip bélgenin kesistigi yerde olmast,

Farkl1 ortam kosullar1 ve farkli iklim tiplerine sahip olmasi,

* (Gliney Bat1 Asya ve Giiney Avrupa arasinda olmasi,

* Jeolojik, jeomorfolojik ¢esitlilikler etken olmaktadir.

Bu ozellikleri sayesinde ¢ok fazla cins ve seksiyonun kdken aldigi yer olmasi ve
farklilasma merkezinin Tiirkiye olmasina sebep olmustur. Karayosunlar1 evrimsel
olarak bakildiginda, mantarlardan ve alglerden daha gelismis, ¢icekli bitkilerden ve
egreltilerden daha ilkeldirler. Karasal bitki toplulugunun en biiyiik ikinci grubunu

olusturmakla birlikte, bryofitler;
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» Ciger otlar,
* Boynuzsuz ciger otlari,
» Karayosunlarinida i¢ine alan ¢ok genis bir bitki toplulugudur.

Ekosistemin énemli bir pargasi olan briyofitlerin, potansiyelini belirlemeye yonelik
calismalar Tiirkiye’de giderek artmaktadir. Giineydogu Anadolu, briyofitler agisindan
en ¢ok arastirilan bolgeler arasinda olmasina ragmen, hala briyofitler i¢in arastirilmasi
gereken bir¢ok alan vardir. Epiftik briyofit tlirlerinin dagilimini etkileyen en 6nemli
faktorler arasinda; ormanlik yasi, aga¢ yasi, agag tiirleri ile aga¢ kabugu fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri ve mikro iklimlendirme gelmektedir (Baser, 2016; Dikmen ve
Kegeli, 2017; Erdag ve Kiirschner, 2017; Kirmaci ve Agcagil, 2018; Mezaka ve
Znotina, 2006; Mezaka ve Briimelis, 2008).

Bryofitler deniz disinda diinyanin her yerinde bulunabilirler. Islak toprakta veya
kayada, agaclarin gévdesinde, golde, nehirde ve Antartika adasinda bile yetisebilirler.
Boylar1 genelde 20-30 ¢cm arasinda olsa da 1 m’ye kadar ¢ikabilir. Briyofitlerin
diinyadaki sayis1 yaklasik olarak 18500°diir. Ulkemizdeki literatiir ge¢misine
bakildiginda ise yaklasik sayis1 934°tlir (karayosunu 760, cigerotu 171, boynuzsu
cigerotu 3). Bryofitler cok genis alanda yayilim gostermektedirler, bu 6zelliklerinde
anatomik ve morfolojik uyumlar: etkili olmaktadir. Glinlimiiz florasinda hala hayatta
kalmalarmi yapilarinda bulunan biyoaktif bilesenlerden sagladigi bilinmektedir.
Yapilarinda bulunan terpenoidler, asetojenler, aromatik bilesikler kimyasal
savunmalarinda ve bariyer gorevi gormede etkilidir (gorilen en yaygin
monoterpenoid; B-siklocitraldir). Kimyasal uyumlari ile anatomik uyumlar
karsilastinildiginda; kimyasal uyumlar1 daha agir basmaktadir. Ilk defa sekonder
metobolit c¢alismalari, 1908’de Paul tarafindan Sphagnum tiirlinde antosiyanin
pigmentlerinin varliginin belirlenmesiyle yapilmistir. Bryofitlerin yasamsal yontemi,
ortama ve ortam sartlarina bagli olarak gosterdikleri ya da gosterebilecekleri
tepkilerdir. Hayatlar1 boyunca en 6nemli 6zellikleri eseysiz iireme ve eseyli lireme
arasindaki denge halidir. Bu iki lireme seklini saglayabilmeleri i¢in, bir iireme giicii

gostermeleri gerekmektedir. Gosterilen bu iireme giicli, eseyli lireme igin yiiksek,
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eseysiz iireme i¢in diigiik gerceklesmektedir. Bu 6zellik popiilasyona ve tiirlere bagh
olarak degismektedir. Bryofitler de birey sayisindan dolay1 6liim yok denilecek kadar
azdir. Oliim oram, abiyotik (sicaklik, nem, 151k) cevresel sartlara bagli olarak
degismektedir. Briyofitlerin uygun olmayan yasam sartlarina kars1 verdigi tepkiler
gruplandirilmistir (Alatas ve Batan, 2016; Asakawa ve Ludwiczuk, 2013; Asakawa ve
Ludwiczuk, 2019; Ezer vd. 2016; Hazer, 2017).

Bryofitler kuzey ve giiney yamagclarinda, iliman ve tropikal bélgelerin 6nemli iklim
tiplerinde vejetasyon siiresinin 6nemli bir boliimiinii meydana getirmektedirler.
Dogada tas lizerinde, kaya iizerinde, tamamen suyun igine gomiilii olarak ve su
icerisindeki kayalarin {istiinde bulunabilece§i gibi, canli ve 6lii agaglarin govde
kisminda ve dallarinin iizerinde, yar1 saprofit olarak ¢iirimek {izere olan organik
maddeler {izerinde ve nemin olduk¢a az oldugu kurak yerlerde yasamlarini

stirdlirebilmektedirler (Coteli vd. 2017).
1.2.2 Karayosunlarinda Ureme

Eseyli Ureme: Karayosunlarinda iireme oogami ile gergeklesmektedir. Bir ve iki eseyli
tiirler bulunmaktadir. Icte sperm ana hiicresi, dista koruyucu doku, anteridyumlar
(mikrogametangiyum) kisa bir saptan olugsmaktadir. Anteridyumlar kiiciik kamgili
spermlerden meydana gelmektedir. Icinde yumurta hiicresi bulunan karin ve
olgunlastikga i¢i bosalan bir boyundan meydana gelen vazo seklindeki
arkegonyumlara (makrogametangiyum) sahiptir. Arkegonyum ve anteridyum monoik
tiirlerde ayn1 bireyde meydana gelebilmektedir. Disi ve erkek bireyler (gametofitler)

dioik tiirlerde ayridir.

Disi bireylerde arkegonyumlar, erkek bireylerde anteridyum meydana gelmektedir.
Yapraklarin olusturdugu ¢anaklardan, yaprak koltugundan ya da gévdelerin ucundan
gametangiyumlar c¢ikar. Anteridyum, spermlerin olgunlastigi zaman acilirlar.
Anteridyumdan ayrilan spermler arkegonyuma, yeterli su varsa ulasir. Spermleri,
arkegonyumun salgiladigi, feromonlar g¢eker. Sperm boyun kismindan girer ve
yumurta hiicresi ile birlesir. Zigot olusur, olusan zigot gametofitten ayrilmaz.

Arkegonyumun igerisinde gelismeye devam eder. Embriyoyu olusturur.
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Bu da geliserek seta (sap), kapsiil (sporangiyum) ve ayaktan olusan sporofiti verir.
Sekerler gibi bazi besinleri, su ve mineral maddeleri, ayak absorbe eder. Arkegonyum
geliserek, gelismekte olan embriyoyu sarar. Bu koruyucu doku, arkegonyumdan
meydana gelir ve kaliptra olarak adlandirilir. leriki dénemlerde, kaliptra, gametofitten
kopar ve sporangiyumun uzunda koruyucu bir Ortii olarak kalir. Kapsiil ile ayak

arasinda olan ince kisim ise setadir.

Vejatatif Cogalma: Karayosunlarinin, ilkel tiirlerinde ¢ok sik rastlanan bir durumdur.
Yeni bireylerin meydana gelmesi, ¢lirliyen kisimlardan ayrilan pargalardan olur

(Yildiz ve Aktoklu, 2012).
1.2.3 Yasam Dongiisii

Yasam dongiisii  karayosunlarinda, haplo-diplont, heteromorfiktir. Protonema
haploiddir. Mayoz boéliinme, spor olusumu sirasinda gergeklestiginden, sporlar ve
sporlarin ¢imlenmesi ile protonemay1 olusturur. Gametofitte haploittir. Dogrudan
protonemdan tomurcuklanma ile olusmaktadir. Mitoz boliinme ile gametangiyumlarda
gametler meydana gelir. Dollenme ile olusan zigot, embriyo ve sporofit diploiddir

(Y1ldiz ve Aktoklu, 2012).
1.2.4 Karayosunlari ve Beslenme

Genel olarak insanlar briyofitlerden besin kaynagi olarak yarar gérmez, bununla ilgili
bir bilgi literatiir de bulunmamaktadir. Bir¢ok arastirmaci, karayosunlarin, 6liime
sebep olabilecek bitkiler arasinda olmadigi sonucuna varmistir. Orman ekosisteminde
yasayan bir kisim hayvan, karayosunlarini besin olarak kullanirken, bir kisminin ise
karayosunlarmi yemedigi goriilmiistiir. I¢lerinde Bryopsida tiirlerinin bulundugu
karayosunu yiyen hayvanlar, soguk ortamlarda kalic1 olarak yasarlar veya yillik olarak
bu yosunun bulundugu ortama gdgerler. Ancak, bazi iliman hayvanlarin karayosunlar
lizerine yogun olarak otlanmadig1 goriilmistiir. Soguk iklimlerde yasayanlar, daha
sicak bolgelerde yasayanlarin aksine, yosunlar1 daha yogun olarak tiiketmektedir
(Asakawa ve Ludwiczuk, 2013; Asakawa ve Ludwiczuk, 2019; Herbert ve Prins,
1982).
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1.2.5 Karayosunlarimin Kullamm Alanlari

Briyofitler bilinen en eski kara bitkileri olmakla birlikte faydalari ¢ogu insanlar
tarafindan bilinmemektedir. Eczacilik {iriinlerinde, bahgecilikte, evsel kullanim,
insaat, ilag sektoriinde kullanilmakla birlikte ekolojik ag¢idan da Onemli bir yere
sahiptirler. Briyofit florasinin kullanimi diinya genelinde yayilarak daha fazla
taninmaktadir. Ciger otlari, yosunlar, boynuzlu ciger otlar1 briyofita grubunu olusturan
kiiciik ve diisiik yetisen bitkilerdir. Ciger otlari, yatay olarak biiyiir, diizlesir ve
yapraklara sahiptirler. Bunun yaninda karayosunlari, spiral seklinde yaprak benzeri
yapilara sahip dik bir sapa sahiptir. Biriyofitler gercek govdelere, yapraklara, koklere
ve damar sistemine sahip degildirler. Yiiksek oranda nemli ve sik yagis alan, golgeli

alanlar kaplarlar (Saxena, 2004).

1.2.5.1 Ekolojik kullanimlar

Ciger otlar1 ve karayosunlar: ¢evresel kosullarin iyi gostergeleri olarak goriilmektedir.
Bazi su yosunlarinin olusumu, sudaki kalsiyum ve besin igeriginin bir gostergesi
olarak kullanilabilir. Baz1 briyofitler, yalnizca dar ve spesifik bir pH araliginda biiyiir
ve bu nedenle bunlarin varligi toprak pH’min bir gdstergesi olarak kullanilabilir.
Briyofitler agaglarin gévdelerini ve orman tabanini sarararak nemin korunmasinda
yardimct olur. Atrichum, Pogonatum, Trematodon, Pohlia ve Blasia (Sekil 1.1),
Rhodobryum (Sekil 1.1) gibi karayosunlari trapezlere dayanikli yapilari ve rejeneratif
yetenekleri nedeniyle toprak erozyonu inhibitorleri olarak rol oynamaktadir (Saxena,

2004).

Kanada’da, Nova Scotia’nin meralarinda, beyaz ladin Polytrichum’un en verimli
sekilde ¢imlendigi goriilmiistiir. Birgok karayosunu, 6zellikle de Hypnum imponenler,
cesitli igne yaprakli agag tiirleri i¢in ¢ok iyi tohumlama yataklari saglar. Yagmurla
birlikte topraga gecen mineraller briyofitler tarafindan tutulur. Bu nedenle, briyofitler
topraktan hizli bir sekilde ayrilabilecek mineralerin tutulmasinda onemli bir yere
sahiptir. Yosunlar, K, Ca ve Mg’mu yagislardan dolay1 kolayca biriktirebilmektedir.

Bunun yaninda demir biriktirilmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Saxena, 2004).
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Sekil 1.1 Pohlia, Blasia, Rhodobryum karayosunlarina ait gorseller (URL-1, 2019; URL-2,
2019; URL-3, 2019)

1.2.5.2 Bahge bitkKileri siislemesinde kullanim alanlari

Briyofitler bahge bitkilerinde toprak katkilari, ekim igin siis materyali olarak
Japonya’da uzun siiredir kullanim gelenegi vardir. Ozellikle yiiksek su tutma
kapasiteleri ve hava gegirgenlikleri nedeniyle dikkat ¢cekmektedirler. Briyofitler sera
bitkileri, saks1 siis bitkileri ve fidelerinde, bahge topraginda da kullanilmaktadir. Taze
Sphaghum nemi korumaya ve yabanci otlarin bilylimesine Onlemeye yardimci
olmaktadir. Havaya dayaniklidir ve esnekligi vardir, oldugu yeri, ideal bir biiyiime
ortam1 haline getirir. Japonya’da karayosunlari siis bitkileri olarak kullanimi ¢ok
popiilerdir. Polytrichum commune, Bartramia pomiformis (Sekil 1.2) gibi karayosunu

tiirleri, Japonya’da bahgelik sanatinda kullanilmaktadir (Sexena, 2004).
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Sekil 1.2 Polytricum commine ve Bartramia pomiformis karayosunlarina ait gorseller (URL-
4,2019; URL-5, 2019)

1.2.5.3 Yakat olarak briyofitler

Briyofitler, uzun denemeler sonuncunda, Finlandiya, Isveg, Irlanda, Bati Almanya,
Polonya ve Sovyetler Birligi gibi gelismis lilkelerde yakit olarak kullanilmistir.
Hidrojen, etilen, dogalgaz, metanol gibi gazlarin iiretiminde kullanilmak igin de
uygundur. Bunun yaninda turba yosunlari, metan gazi iiretimi i¢in en uygun olanidir.
Gelecekte, 1s1, metan veya elektrik tiretiminde 6nemli bir yakit kaynagi haline gelmesi

olasidir (Saxena, 2004).
1.2.5.4 Ev yapimi

Odunsu bitkilerin az oldugu ve briyofitlerin yaygin oldugu, diinyanin bazi
bolgelerinde, bu bitkiler evlerin yapiminda ve mobilyalarin yapiminda
kullanilmaktadir. Himalayalar’daki, Karpot’ta koyliileri, gecici kuliibelerinin
acikliklarin1 kapatmak i¢in yine karayosunlarindan yararlanmaktadir. Burada da
Sphagnum tiirii, emici 6zelliginden ve yalitkan olmasindan dolay1 kullanilmaktadir.
Hintliler, minderler ve yastiklar i¢in kaba keten torbalara karayosunlar1 yayarak
koymakta ve ¢amurlu zeminlerde kullanmaktadirlar. Himalayalar’da karayosunlari,
yiyecekler saklanirken boceklerden korumak amaciyla kullanilmaktadir. Bu
ozelliklerinden dolay1, briyofitler bocek ilact ve bocek kovucularin yararlh bir kaynagi
haline gelmektedir. Giiniimiizde Sphagnum ayakkabilarda ve botlarda, nemi ve

kokulart emmek i¢in kullanilmaktadir. Gegmiste, yumusak elastik dokular1 nedeniyle
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bdcekler ve mikroorganizmalar tarafindan saldiraya ugramadiklari i¢in karayosunlari;

yatak, paketleme, tikama ve doldurma malzemesi olarak kullanilmistir (Saxena, 2004).

1.2.5.5 Tibbi kullanim1

Cinliler ve yerli Amerikalilar Philonotis, Bryum, Minium gibi ¢esitli yosun tiirlerini,
ezip bir tiir macun haline getirdiler ve kiimes hayvanlarina uyguladilar. Hindistan’da
yag ve balla karistirilan karayosunu kiilleri; kesikler, yaniklar ve yaralar igin bir ¢esit
merhem olarak kullanilmaktadir. Marchantia polymorpha ayrica apseler igin de bir
cesit ilag olarak kullanilmistir. Gelenksel Cin tibbina bakildiginda; kalp damar sistemi
hastaliklari, bademcik iltihabi, bronsit, timpanit, sistit hastaliklarinin yani sira cilt
hastaliklart ve yaniklarin tedavisinde kirk ¢esit briyofit tirii kullanildig
goriilmektedir. Rhobryum giganteum ekstraktinin hayvanlarda aort kan ge¢isini %30’a
kadar attirdigi bilinmektedir. Birinci Diinya Savasi sirasinda, Almanlar, 6zellikle
Sphagnum tiiriinii yaralar1 sarmak i¢in yogun bir sekilde kullanilmiglardir (Sekil 1.3,
Sekil 1.4). Sphagnum’un pedleri, pansumandan 3-4 kat daha fazla sivi emmektedir.
Bunun yaninda daha ekonomik, daha soguk, daha yumusak ve cildi pamuktan daha az
tahris etmektedir (Saxena, 2004).

Sekil 1.3 Sphagnum tiirtinden bandaj dizilirken (Altuner, 2008)
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Sekil 1.4 Sphagnum dizilirken (Altuner, 2008)

1.2.6 Karayosunlarimin Antimikrobiyal EtKkisi

Bitkilerin bir c¢ogu, fenol veya bunlarin tiirevleri olan aromatik maddeleri
sentezlemektedir. Sentezlenen bu meddeler, savunma mekanizmasi olarak;

herbivorlara, mikroorganizmalara, boceklere karsi kullanilmaktadir (Tablo 1.1).

Mikroorganizmalari 6ldiiren, liremesini engelleyen, sentetik veya dogal kimyasallara
antimikrobiyal maddeler denilmektedir. Antimikrobiyallerin etkileri, 6ldiiriicli veya
tiremeyi durdurucu olabilmektedir. Sidal ad1 verilen maddeler, organizmalari 6ldiiren
maddelerdir. Oldiirdiikleri organizmanin tipini belirlemek i¢in isimlerin 6niine bir 6n
ek koyulmaktadir. Viriisler, bakteriler, funguslari O6ldiiren maddeler; virisida,
bakteriyosidal ve fungusidaldir. Statik maddeler ise, yalnizca organizmanin iiremesini
engelleyenler maddelerdir (Altuner, 2008; Geissman, 1963; Madigan ve Martinko,
2010).
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Tablo 1.1 Bazi antimikrobiyal maddelerin etki spektrumlari (Tekerlek, 2013)

Nitrit ++ = -
Siilfit ++ + +
Formik Asit + ++ ++
Propiyonik Asit + ++ ++
Sorbik Asit + +++ +++
Benzoik Asit ++ +++ +4++
Difenil - ++ ++
Hidroksibenzoikasit ++ +++ +++
Esteri

Aromatik bilesiklerin bir kismui, bitkilerin tadini belirler. Bir kismi, tipta kullanilmasini
saglar, bir kism1 ise kokularmi vermeye yardimci olur. Yiiksek yapili bitkiler,
antimikrobiyal maddelerin kaynagi olarak kullanilmaktadir ve bu kullanimlar1 olduk¢a
yaygindir. Briyofitlerin gliniimiiz florasinda yasamlarini siirdiirebilmelerini saglayan
Ozelliklerinden biri, yapilarinda bulunan biyolojik aktif bilesenleridir. Bu bilesikler
bitkileri; mantarlardan, mikroorganizmalardan, bocek ve salyangoz gibi zararh
canlilardan korumaktadir (Altuner, 2008; Altuner vd. 2010; Basile, 1998; Saxena,
2004).

1.2.7 Bazi Karayosunu Tiirleri ve Cesitli Kanserler Uzerine Yapilan Cahsmalar

Sphagnum centrale ve S. capilifoliumun 16semi ve meme kanseri iizerine etkisine dair
yapilan calismada, Sphagnum centrale ve S. capilifoliumun tiirlerinde bulunan
esansiyel yaglarin, ekstraksiyon yontemiyle izole edilip ardindan MCF-7 (meme) ve
HL-60 (16semi) hiicrelerine kars1 apoptoz lizerine etkileri incelenmistir. Elde edilen
karayosunu oziitleri, farkl siirelerde ve farkli konsantrasyonlarda iki kanserli hiicre
hattina kars1 deneme yapilmis ve elde edilen sonuglar kontrol gruplar ile
kiyaslanmistir. Hiicre ¢ogalmasinin gézlemlenmesi i¢cin MTT yontemi kullanilmistir.
Bu yontemde elde edilen ekstraktlar MCF-7 ve HL-60 kanser hiicre hatlarina
aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir. 24, 48 ve 72 saatler boyunca gdzlem
yapilmustir. Her iki karayosunundan da elde edilen 6ziitler HL-60 hiicre hattinda inhibe
edici etki gostermistir. Bunun yaninda ayni 6ziitler, ayni1 ortam kosullarinda MCF-7
hiicre hattindan elde edilen sonuglarda, bu karayosunu tiirlerinin, timor hiicrelerini

tesvik edici bilesenlere sahip oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile hiicre inhibisyonu
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karsilagtirildiginda ¢ok kuvvetli oldugu yapilan calismalarda gdzlemlenmistir.
Sphagnum centrale ve S.capilifoliumun dan elde edilen 6ziitler, kanser hiicre hatlarina
kars1 aktivite géstermelerinin yaninda, hiicre 6liimiine neden olanlarin hangi tip hiicre
Olimiine yol actig1 da arastirilmistir. Elde edilen oziitler diisiik konsantrasyonlarda
genellikle apoptik hiicre oliimlerine neden oldugu, yiiksek konsantrasyonlarda ise
genellikle nekrotik hiicre dliimiine yol actig1 gdzlemlenmistir. Ozellikle HL-60 hiicre
hattina karsi, yliksek oranda apoptik hiicre Oliimlerine neden olmustur. Her iki
karayosunundan elde edilen Oziitlerin hemen hemen tamami yiiksek

konsantrasyonlarda nekrotik hiicrelerin olugsmasina sebep olmaktadir (Aslan, 2014).

Aulacomnium palustre, Climacium dendroides, Dicranum polysetum, Polytrichum
Junipeerium, Polytricum komiin, Rhytidiadelphus trigieteus, Ptilium cristacastrensis,
Pleurozium schreberi, Sfagnum tenellum, Sfagnum rubellum, Sphagnum
magallanicium ve Sphagnum fallax tiirlerinin Sigan golioma hiicreleri (C6), insan
epidermoid karsinomu (A431), insan akciger karsinomu (A549), fare melanom hiicre
cizgileri (B16-F10), insan meme adenokarsinom (MCF-7), insan kolorektal karsinomu
(CaCo-2) hiicre hatlar1 tizerine etkisine bakildiginda; Dicranum polysetum,
Pleurozium schreberi, sigan glioma hiicrelerinde yiiksek inhibitér aktivite
gdstermistir. Insan akciger karsinomu, fare melanomu ve insan meme adenokarsinomu

hiicre hatlarinda ise diisiik aktivite gézlenmistir (URL-6, 2019).

1.2.8 Tez Cahsmasinda Kullanilan Karayosunu Tiirleri

Hypnum andoi; Hypnaceae ailesinden olup, yapraklarinin uzunlugu 0,75 mm ile 1,75
mm arasinda degismektedir. Sivri kisa kapsiil kapagi, benzer Hypnum tiirlerinden ayirt
edilmesini saglayan en 6nemli 6zelligidir. Kapsiil uzunlugu 2,5 mm ile 3 mm
uzunlugundadir. Siirgiiniin alt tarafina dogru kuvvetli kavisli, tepe noktasina dogru
yavas yavas sivrilen karakteristik yapraklara sahiptir (Sekil 1.5) (Alatas ve Uyar, 2015;
Altuner ve Canli, 2012; Atherton vd. 2010).
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Sekil 1.5 Hypnum andoi (URL-7, 2019)

Syntrichia ruroliformis; Pottiaceae familyasindan olmakla birlikte, 1-4 cm olan bu
bitkiler, bazen kuma gomiilii olarak bulunurlar. Genellikle genis ve bazen de bolgesel
olarak baskin olan belirsiz yamalari ortam nemli oldugunda sari-yesil ila altin-
kahverengi, kum tepelerinde kurudugunda kahverengimsi renk alir. Ozellikle kalkerli
ve kumlu topraklarda, kiy1 kumlari {izerinde ¢ok yaygin, baska yerlerde ise nadir
bulunurlar (Sekil 1.6) (Alatas ve Batan, 2015; Smith, 1978).

Sekil 1.6 Syntrichia ruraliformis (URL-8, 2019)

Platyhypnidium riparioides; Brachytheciaceae ailesinden olup, en belirgin
karakteristik Ozellikleri genis yumurta seklinde, tabanda daralmis, sivri uglu

yapraklaridir (1,5-2,5 mm). Uzun, tek bir sinire sahiptir, ince fakat belirgin bir sekilde
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disli kenarlar1 vardir. Siirgiin ucu, genis ve diiz gortiniimlidiir, diger tiirlerde ise durum
bdyle degildir kapsiil uzunlugu yaklasik olarak 2 mm’dir (Sekil 1.7) (Atherton, vd.
2010; URL-9, 2019).

AW Ty
Sekil 1.7 Platyhypnidium riparioides (URL-10, 2019)

Karayosunlarina ait bir¢ok ¢alisma olmasiyla birlikte, kanser {izerine etkileri hakkinda
arastirilmasi gereken oldukea genis bir alan vardir. Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan
aktif kimyasallar i¢in kullanilan briyofit kayitlari tekrar gozden gegirilmistir. 1977°de
Maryland’den bir yosun 6zii, KB hiicre kiiltiirlinde sitotoksisite gostermistir. Fakat
1980’e kadar briyofitlerde antitiimér etkisi kesfedilememistir. Bu yiizden 1980-1981
yillar1 arasinda briyofitlerin toplanmasi, taranmasi ve iizerine ¢aligmalar yapilmasi

daha da artmistir (Spjut, ve Suffness, 1986).

Yapilan bir ¢alismada 43 tiiriin aktif oldugu, 75 tiiriin fareler i¢in toksik oldugu
antitiimor ajanlar i¢in bir¢ok tiirtin bulundugu bir briyofit taramas1 yapilmistir. Yapilan
calismada, bu projede yer alan tiirlere ait familyalardan da briyofit Grnekleri
bulunmaktadir. Brachytheciaceae, Hypnaceae familyalarinin en fazla aktivite
gosterdigi gdzlemlenmistir. En eski kara bitkileri olarak kabul edilen briyofitler, farkli
stres tiirlerine karsi miicadele etmek i¢in bir dizi ikincil metabolit sentezlerler. Bu
fitokimyasallarin varligindan dolay1 enfeksiyon, yipranma, radyasyon, sicaklik,

tuzluluk dalgalanmalari ile basa ¢ikabilirler (Dey ve Mukherjee, 2015).

Yapilan literatiir taramasinda segilen karayosunu tiirlerinin ait oldugu familyalarda

antioksidan ve antikanser ¢aligmalarinin bulunmasiyla birlikte, bu ¢aligmalar yeterli
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bulunmamistir. Yukarida belirtilen karayosunu tiirlerine ait antioksidan ¢aligmasi ve
kolorektal kanser hiicre hattt HCT116 lizerine antikanser ¢aligmaya dair bir bulguya
rastlanmamistir. Tiim bunlar goz 6niine alindiginda HCT116 hiicre dizisinde ¢esitli
dozlarda karayosunu ekstreleri denenerek antikanser etkileri degerlendirilecektir.
HCT116 farklilasma kapasitesi ¢ok az olan veya hi¢ olmayan agresif hiicre dizisidir.
HCT116 hiicreleri farklilasmaz, limen olusturan kolonilere yol agmaz. Yapilan
caligmalarda HCT116 hiicrelerinin kendi kendini yenileyebilen ve coklu soylara
farklilasabilen hiicre yiizey isaretleyicileri ve koloni morfolojisi ile karakterize edilen

kanser kok hiicrelerinin alt popiilasyonlarini igerdigi belirlenmistir (Yeung ve Gandhi,
2010).
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2.  YONTEM

Yapilan bu tez ¢alismasinda literatiir taramasinda kolorektal kanser iizerine etkileri
bulunmayan ti¢ farkli karayosunu tiirii ile ¢alisilmistir. Bu karayosunlari; Syntrichia
ruraliformis, Hypnum andoi ve Plathypnidium riparioides’dir. Kullanilan karayosunu
tirleri Dog. Dr. Kerem CANLI’nin kisisel koleksiyonundan, Prof. Dr. Ergin Murat
ALTUNER araciligiyla temin edilmistir. Bu koleksiyon Dokuz Eyliil Universitesi,
Biyoloji boliimii Herbaryumunda yer almaktadir. Kisisel koleksiyon drneklerinin daha

once toplanmis oldugu lokasyon bilgileri su sekildedir:

» Syntrichia ruraliformis (Amasya Akdag)

»  Hypnum andoi (Amasya Akdag)

+ Plathypnidium riparioides (Amasya Akdag)

Karayosunu tiirlerinde bulunan farkli etken maddelerini kesfedebilmek igin ¢oziicii
olarak %99,9 saflikta etil alkol kullanilmustir. Etil alkole ait relatif polarite ve kaynama

noktasi degerleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1 Etil alkole ait relatif polarite ve kaynama noktas1 degerleri

RELATIF POLARITE 0,654

KAYNAMA NOKTASI 78,37°C
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2.1 Etil Alkol Ekstraktinin Hazirlanmasi

Syntrichia ruraliformis Ekstraksiyonu: Kastamonu Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda, 0,5 gr karayosunu hassas terazide tartilarak,
havanda toz haline getirilmistir (Sekil 2.1). Havanelleri kullanilmadan 6nce %70’lik
etil alkol ile temizlenip iyice kurutulmustur. Toz haline getirilen karayosunlari tekrar
tartilarak 0,5 gr oluncaya kadar toz haline getirilmeye devam edilmistir. Ornekler
tartilarak erlene alinip lizerine, karayosunu 6rneginin etil alkolii cekmesine gore %99,9
saflikta etanol eklenmistir. Toplam 60 ml etanol, toz haline getirilen karayosunu
tizerine eklenmistir. Erlenin agzi parafilm ile kapatilarak etiketlemesi yapilip 130
rpm’de orbital ¢alkalayicinin (WiseShake, Kore) iizerine koyularak, bir hafta siireyle
oda sicakliginda ¢alkalanmaya birakilmistir. (Sekil 2.2).

Hypnum andoi Ekstraksiyonu: 0,5 gr karayosunu hassas terazide tartilarak, havanda
toz haline getirilmistir (Sekil 2.1). Toz haline getirilen karayosunlari tekrar tartilarak
0,5 gr oluncaya kadar toz haline getirilmeye devam edilmistir. Tartilan 6rnekler erlene
alinarak lizerine, karayosunu Orneginin etil alkolii ¢ekmesine gore %99,9 saflikta
etanol eklenmistir. Toplam 60 ml etanol, toz haline getirilen karayosunu iizerine
eklenmistir. Erlenin agzi parafilm ile kapatilarak etiketlemesi yapilip 130 rpm’de
orbital galkalayicinin (WiseShake, Kore) {izerine koyularak, bir hafta siireyle oda
sicakliginda galkalanmaya birakilmistir (Sekil 2.2).

Plathypnidium riparioides Ekstraksiyonu: 0,5 gr karayosunu hassas terazide
tartilarak, havanda toz haline getirilmistir (Sekil 2.1). Toz haline getirilen
karayosunlari tekrar tartilarak 0,5 gr oluncaya kadar toz haline getirilmeye devam
edilmistir. Tartilan drnekler erlene alinarak iizerine, karayosunu 6rneginin etil alkoli
¢cekmesine gore %99,9 saflikta etanol eklenmistir. Toplam 50 ml etanol, toz haline
getirilen karayosunu iizerine eklenmistir. Erlenin agzi parafilm ile kapatilarak

etiketlemesi yapilip 130 rpm’de orbital calkaliyicinin (WiseShake, Kore) iizerine
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koyularak, bir hafta siireyle oda sicakliginda ¢alkalanmaya birakilmigtir (Sekil 2.2).

Karayosunlarmin iizerine eklenen etil alkol miktarlar1 Tablo 2.2°de gdsterilmistir.

Tablo 2.2 Toz haline getirilen karayosunlarinin iizerine eklenen etil alkol miktarlari

Syntrichia ruraliformis (K1) 60 ml
Hypnum andoi (K2) 60 ml
Plathypnidium riparioides (K3) 50 ml

Sekil 2.1 Karayosunlarinin havanda toz haline getirilmesi
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Sekil 2.2 Karayosunlarinin orbital ¢alkalayici iizerinde bekletilmesi

2.2 Hazirlanan Ekstraktan Coziiciiniin Uzaklastirilmasi

Bir haftanin sonunda oOncelikle bos bir balonun darasi alinmistir. Ekstraktlar
calkalayicidan alinarak Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliip, daras1 alinan
balonun igine koyulmustur. Filtre kagidinda kalan toz kisim atilarak isleme siiziilen

kisimdan devam edilmistir (Sekil 2.3).

Siizme isleminden sonra etil alkol ekstraktlart doner buharlastiricida (Heidolph)
vakum altinda 130-150 rpm’de ve 40-45°C sicaklikta ¢Oziici maddenin
uzaklagtirllmasi saglanmistir (Sekil 2.4). Bu islem sirasinda bilesiklerin zarar
gérmemesi i¢in kaynama sicakligi 45-50°C’den yukariya ¢ikarilmamis, evaporator
cthazinda ¢6ziici maddenin ne kadar zaman diliminde buharlastig1 takip edilerek
yaklagik 15-20 dakika arasi bir zaman diliminde ¢6ziicliniin tamamen buharlastig
gozlemlenmistir. Verim hesab1 yapabilmek i¢in balon agirligi buharlagtirma
isleminden sonra tekrar tartilmistir. Coziiciiniin buharlastigi balon igerisinde kalan
karayosunu Ornegi ince uglu bir spatiil ile kazanilarak agirlig1 6l¢iilmiis ependorf bir

tiip i¢ine alinmigtir. Ornek koyulduktan sonra ependof tiipiin agirligi tekrar dlgiilerek
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icerisinde en az 5 mg Ornek olacak sekilde tartim yapilmistir. Bu islemler sirasiyla
biitiin karayosunu ektraksiyonlarina uygulanmistir. Ependorf tiipe alinan 6rnekler oda

sicakliginda karanlik bir ortamda tutulmustur.

Sekil 2.3 Etil alkol ekstraksiyonunun Whatman no:1 filtre kagidinda stiztilmesi

Sekil 2.4 Etil alkoliin evaporasyon yontemi ile uzaklastirilmasi iglemi
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2.3 Coziiciiniin Uzaklastig1 Ekstraklarin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kastamonu Universitesi Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Doku Kiiltiirii
Laboratuvarinda ¢oziiciisii buharlastirilarak ependorf tiipe alinan ornekler, 5 mg

olacak sekilde ayarlanarak, 5 mg/ml DMSO’da stok ¢ozeltileri hazirlanmstir.

2.4 Kolorektal Kanser Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

2.4.1 Vasat Hazirlanmasi

13,4 gr high glukoz DMEM ile 3,7 gr sodyum bikarbonat tartilarak 1 It steril saf su
igerisinde ¢oziindiiriilmistiir. 0,45 um ¢apindaki steril filtreden gecirilerek hazirlanan
stok medyum +4°C’de saklanarak kullanilacagi zaman %10 FBS (Fetal Bovine Serum)

ve %1 penisilin-streptomisin ilave edilmistir.

2.4.2 Kolorektal Karsinoma Hiicre Serisinin Hazirlanmasi

Yapilan tez calismasinda insan kolorektal karsinoma (ATCC) hiicre hatlar1 olan
HCT116 kullamlmistir. Hiicre hatlar1 Istanbul Unversitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Boliimii, Prof. Dr. D. Serap KURUCA’nin laboratuvarindan temin edilmistir. ilk
olarak dondurulmus hiicre hatlarina, hiicre ¢ozme islemi uygulanmistir. Coziilen
hiicreler T75 kiiltiir kaplar1 igerisine alinarak iizerine %10 FBS ve %] penisilin-
streptomisin igceren DMEM koyulmustur. Kiiltiir kaplar1 37°C, %5 CO2 igeren
inkiibatore hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagsmasi icin kaldirilmistir. Hiicreler %80
doluluga ulastiginda (Sekil 2.5) Tripsin-EDTA ile pasaj yapilarak alt kiiltiir islemi
uygulanmigtir. DMEM, FBS ve penisilin-streptomisin ile resiispanse edilmis ve bu
sekilde deney boyunca kullanilacak olan hiicre serileri hazirlanmistir. Biitiin kanser
hiicresi denemeleri Kastamonu Universitesi Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi

biinyesinde yer alan Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.5 %80 doluluga ulasan HCT116 hiicreleri

24.3 Karayosunu  Ekstrelerinin Stok  Cozeltilerinin  ve  Farkh

Konsantrasyonlarda Doz Hazirlanmasi

Etil alkol ekstrelerinin, DMSO (5 mg/ml )’da stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok
cozeltiler istenilen konsantrasyonda medyum ile seyreltilerek doz ayarlamasi

yapilmigtir. K1, K2, K3 karayosunu tiirleri i¢in ayni dozlar hazirlanmistir. Hazirlanan

dozlar; 100, 90, 80, 70, 60, 50 pug/ml olarak belirlenmistir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3 K1, K2, K3 karayosunu tiirlerine uygulanan doz konsantrasyonlari

Karayosunu Tiirleri Belirlenen Konsantrasyon (ug/ml)
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244 MTT Analizi

Canli hiicreler tarafindan substratin kromojenik tirline doniistiiriilmesine bagli olan
canlilik testleri arasinda, MTT testi hala en popiiler olanlar arasindadir. Sar1 renkte
olan MTT 3-[4,5-dimetil tiyazol-2-yl]-2,5 difeniltetrazom bromid, metabolik olarak
canli hiicrelerde dehidrogenaz enzimi aktivetisiyle indirgenerek mor renkli formazan
olusturur. Formazan daha sonra ¢oziindiiriiliir ve konsantrasyon 570 nm’de optik
yogunluk ile belirlenir. Kuyucuk basina yaklasik 106 hiicreye kadar ¢ok iyi bir
dogrusalliga sahip hassas bir testtir. Metabolik aktivitedeki kiiclik degisiklikler,
MTT de biiyiik degisiklikler olusturarak kisinin dogrudan hiicre 6liimii olmadan toksik
bir ajana maruz kalmasiyla hiicre stresini tespit etmesine izin verir. Test, ¢cok sayida
kuyucukta bulunan yapiskan veya yapiskan olmayan hiicreler ig¢in standardize

edilmistir (Kumar ve Nagarajan, 2018).

Coziicii olarak %99,9 saflikta etil alkolde hazirlanan Syntrichia ruraliformis, Hypnum
andoi ve Platyhypnidium riparioides karayosunu ekstreleri farkli konsantrasyonlarda
3 giin boyunca hiicrelere uygulanmasi sonucunda hiicrelerde meydana gelen sitotoksik
etki, MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) ydntemi
kullanilarak incelenmistir. MTT analizini yapabilmek i¢in oncelikle hiicre sayimi
yapilmis ve islem icin tripan mavisi kullanilmistir. Tripan mavisi cansiz hiicreler
tarafindan absorbe edilirken, canli hiicrelerin membran yapis1 zarar gérmedigi icin
icine giremez. Mikroskop altinda canli hiicreler renksiz, cansiz hiicreler ise boyali
goziikmektedir. Hiicre saymiminda oncelikle %80 doluluga ulasan hiicrelere,
tripsinizasyon islemi uygulanarak santrifiij isleminin ardindan pellet 1 ml besiyeri
icerisinde (%10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin, DMEM) ¢6ziindiiriilmiistiir. Hiicre
siispansiyonundan 10 pl bir ependorf tiip igerisine alinarak {izerine 990 ul (%10) tripan
mavisi sollisyonu koyulmustur. Siispansiyondan 10 pl alinip Thoma Laminin {izerine
koyularak mikroskop altinda hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayimi yapilirken canli
ve cansiz tiim hiicreler sayilmistir. Canli hiicrelerin yiizdesi hesaplanirken formiil

2.1°deki denklem kullanilmistir:

; Y. Boyanmamus Hiicre Sayist
%Canli hiicre = S Hicre x100 2.1
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Hiicre saymminin ardindan her kuyucuk i¢in 1000 hiicre olacak sekilde 96’lik
kuyucuklar igerisine hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Bu islemin ardindan hazirlanan
karayosunu ekstrelerine ait dozlardan 10 pl alinarak kuyucuklara uygulanmis ve her
karayosunu tiirii icin 3 tekrar yapilmistir. Islemi tamamlandiktan sonra igerisinde
HCT116 hiicrelerinin ve bu hiicrelere uygulanmis karayosunlarina ait dozlar bulunan
96’11 plaka 37°C, %5 CO:z2 igeren inkiibatorde 72 saat bekletilmistir. Siire sonunda 96’11
plaka igerisindeki her kuyucuga 10 ul MTT reaktifi koyularak (Sekil 2.6) 4 saat 37°C,
%5 COz2 igeren inkiibatorde bekletilmis ve siire sonunda (Sekil 2.6) isopropil alkol ile
olusan formazan ¢oziilerek ELISA okuyucuda 570 nm dalga boyunda, 96’11 plakadaki
kuyucuklarin absorbanslar1 dlgiilmiistir. MTT analizlerinin sonucunda doz/cevap
egrileri hazirlanarak, bilesiklerin ICso degeri (hiicrelerin %50 sinin biiylimesini inhibe
eden konsantrasyon) hesaplanip bu parametreye gore ekstraktin etkinlikleri

karsilastirilmistir.

Sekil 2.6 MTT reaktifi eklendikten sonra, inkiibasyon dncesi ve sonrasina ait goriintiiler

2.5 Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Kemik iligi stromasi i¢inde mezenkimal kok ya da mezenkimal progenitor hiicreler
olarak adlandirilan hematopoeietik olmayan hiicrelerin bir alt kiimesi bulunur.
Mezenkimal kok hiicreler kendi kendini yenileme ve birden ¢ok dokuya farklilagma
potansiyeline sahiptir. Bu hiicreler ex vivo olarak biiyiitiilebilir ve in vitro veya in vivo
olarak osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere, tenositlere, miyotiiplere, noral
hiicrelere farklilagmasi i¢in indiiklenebilir. Kolay izolasyonu ve kiiltiirii, yiiksek ex
vivo yayilma potansiyelleri bu hiicreleri gekici bir terapdtik arag haline getirir (Bonab
ve Alimoghaddam, 2006; Minguell ve Erices, 2001).
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Mezenkimal kok hiicreler Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari
Uygulama ve Arastirma Merkezi (MERLAB) biinyesinde bulunan Dr. Ogr. Uyesi
Nuray EMIN’in sorumlulugundaki, Doku Miihendisligi Biyomalzeme ve Kok Hiicre
Laboratuvar1 kapsamindaki hiicre kiitliphanesinden temin edilmistir. Kullanilan
hiicreler bu laboratuvar biinyesinde KU-HADYEK 2018-10 Etik Kurul izni ile
hazirlanan MKH hattmin P6 asamasindaki hiicreler olup, Kastamonu Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’nun 25.03.2021 tarihli 2 sayili toplantisinin 12

say1l1 karari ile kullanilmasi i¢in etik kurul onay1 gerekmedigi ayrica onaylanmistir.

2.5.1 Mezenkimal Kok Hiicre Vasatimn Hazirlamisi ve Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

10,1 gr o-MEM (Minimum Essential Medium-alpha) ile 2,2 gr sodyum bikarbonat
tartilarak 1 1t steril saf su igerisinde ¢Oziindiiriilerek 0,45 pm ¢apindaki steril filtreden
gegirilmistir. Hazirlanan stok vasat +4°C ’de saklanmis ve kullanilacagi zaman %10
FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 penisilin-streptomisin ilave edilmistir. Icerisinde
%10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin bulunan a-MEM besiyeri kiiltiir kaplarina
koyularak tiim zemin 1slatilmis ardindan mezenkimal kok hiicreler kiiltiir kaplarina
koyularak 37°C, %5 CO: igeren inkiibatorde 24 saat bekletilmistir. Siire sonunda
kiiltiir kaplar1 icerisindeki tiim vasat ¢ekilip icerisine yeni besiyeri koyularak hiicre

kiiltliriine alma islemi gergeklestirilmistir.

2.5.2 Karayosunu Tiirlerinin Mezenkimal Kok Hiicrelerine Uygulanmasi

%80 doluluga ulagan mezenkimal kok hiicrelere (MKH) (Sekil 2.7) tripsinizasyon
islemi uygulanmistir. Hiicre sayimi yapilarak her kuyucuk i¢cin 1000 hiicre olacak

sekilde 96’11k kuyucuklara hiicre ekimi gergeklestirilmistir.
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Sekil 2.7 %80 doluluga ulasan mezenkimal kok hiicreler

Toplam hacim 250 pl olacak sekilde, kuyucuklara %10 FBS ve %]1 penisilin-
streptomisin i¢eren a-MEM eklenmistir. Hiicrelerin yiizeye yapismasi igin bir gece
37°C, %5 CO2 ve %90 nem igeren inkiibatérde bekletilmistir. Siire sonunda her bir
kuyucuktan 25 pl vasat ¢ekilerek, kuyucuklara hazirlanan karayosunu ekstraktlarina
ait dozlardan 25 pl eklenmistir. Kok hiicrelere uygulanacak olan dozlar, stok ¢ozeltiler
kullanilarak, a-MEM ile ayn1 oranda tekrar hazirlanmistir. Her karayosunu tiirii igin
iki tekrar yapilmistir. Hiicreler inkiibatore kaldirilarak 72 saat bekletilmistir. Siire
sonunda kuyucuklardaki sivi kisim tamamen g¢ekilerek 225 pl, penisilin-streptomisin
iceren a-MEM eklenmistir. Uzerine 25 ul MTT reaktifi eklenerek 4 saat 37°C, %5
CO2 igeren inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda kuyucuklardaki sivi tamamen
cekilerek atilmig ve kuyucuklara 250 pl isopropil alkol koyularak olugsan formazan
¢Ozilmiistiir. Steril haldeki farkli bir 96’lik plaka igerisine kontrol, 6rnek ve kor
cozeltilerinden 200 pl koyularak multimode mikroplaka (SYNERGY-HTX multi-
mode reader) okuyucuda 570 nm dalga boyunda, kuyucuklarin absorbanslari

Olclilmiistir.

2.5.3 FT-IR Analizi icin Numune Hazirlanmasi

HCT116 hiicreleri 6’11 kuyucuklara ekilerek hiicreler %80 doluluga geldiginde, vasat

degisimi yapilarak, iizerine karayosunu ekstraklarindan 6nceden belirlenen ICso
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konsantrasyonlari eklenmistir. 37°C, %5 COz2 igeren inkiibatorde 72 saat bekletilerek,
72 saat sonunda inkiibe edilen hiicreler 3 kez PBS ile santrifiijlenerek siipernatant
kisim atilip, pellet kism1 1 ml DMEM ile ¢ozdiriilmiistiir. Her bir karayosunu i¢in ayr1
lamlar etiketlenerek hiicre slispansiyonu lamlar tizerine yayilarak, lamlarin kurumasi
icin 24-48 saat c¢eker ocakta bekletilmistir. Kuruyan lamlar iizerindeki ornekler
kazilarak ependof tiipler igerisine almmistir. Kastamonu Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan ATR-FTIR
(BRUKER Alpha) cihazi ile analizleri yapilmistir. ATR-FTIR spektrumlar1 oda
sicakligida 4000 ile 450 cm™ arasindaki spektral bolgede elde edilmistir. Bireysel
hiicresel bilesenlerdeki niceliksel degisikliklerin analizi i¢in, tek tek bilesenler i¢in
belirli bantlar igin sogurma yogunlugunun oranlart belirlenmistir. Spektral
normalizasyon baseline diizeltmesi sonrasi uygun spektral araliktaki esit alan
acisindan (lipitler icin 3300-2800 cm™, proteinler igin 1800-1200 cm™, niikleik asitler
i¢in 1200-900 cm™ ) degerlendirilmistir.

2.5.4 Istatiksel Analiz
Sitotoksisite indeksi kontrole kiyasla 2.2’deki formiille hesaplanmistir.

% Sitotoksisite indeksi

_ Y. Karayosunu ektreleri ile muamele edilmis kuyucuklar

X100 2.2
Y. Kontrol grubu kuyucuklart

Deneylerin sonuglar tek yonliit ANOVA tarafindan Graphpad Prism 9.1.0 programi
kullanilarak ¢oklu karsilastirma testi yapilmistir. Kontrol grubu ortalamasina karsi
diger gruplarin ortalamalarinin karsilagtirilmas1 Dunnett testi ile gerceklestirilmistir.
p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama + SEM olarak

verilmigtir.
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3.  BULGULAR

3.1  Morfolojik Bulgular

HCT116 kontrol grubu koloni halinde yiizeye yayilmis olarak gézlenmistir (A).
Karayosunu uygulamalari sonucunda hiicrelerin hacimlerinde bir artig tespit edilerek,
hiicrelerin bazilarinda igsi sekil artist saptanmistir (B-C). Bazi hiicrelerde ise
morfolojik olarak biiziilme ve yuvarlak hiicre goriintiileri olugsmustur (D). Ayrica
hiicreler aras1 baglantilarin azalarak kolonilesmelerin de azaldig: belirlenmistir (Sekil

3.1).
-

Sekil 3.1 Karayosunu tiirleri uygulanmis HCT116 kanser hiicrelerinin morfolojik goriintiileri
biiyiitme X100

3.2 Hiicre Canhhg Bulgular:

Yapilan tez c¢aligmasinda kolorektal kanser hiicresi olan HCTI116 hiicre serisi
kullanilmigtir. Kullanilan karayosunu tiirlerinin dozlar1 100, 90, 80, 70, 60, 50 pg/ml
araliginda secilerek, hiicre proliferasyonuna etkileri MTT yontemi ile analiz edilmistir.
Kontrol grubunun hiicre canlilik orani %100 olarak kabul edilmistir. HCT116

hiicreleri ile kontrol grubu (HCT116) karsilastirilmistir. Tiim karayosunu gruplarinda
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uygulanan konsantrasyonlardan hangisinin hiicre canliligii %50 inhibe ettigi
belirlenmistir. Belirlenen dozlara ait % canlilik grafigi GraphPad Prism 9.1.0 programi
kullanilarak olusturulmustur. Etil alkol ile hazirlanmis K1, K2, K3 karayosunu
ekstraktinin kontrol grubuna kiyasla, uygulanan tiim konsantrasyonlarda HCT116
hiicreleri {izerinde, canlilig1 azaltic1 yonde etki ettigi goriilmiistiir. Ozellikle K1°de 70
png/ml, K2’de 50 pg/ml ve K3’de 50 pg/ml konsantrasyonlarda en iyi sonuglar elde
edilmistir (Sekil 3.2).

K1 K2
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%k %k %k %k %k %k %k %k
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Sekil 3.2 72. Saat sonunda hiicre canlilig1 (%) MTT testi ile belirlenmistir. K1, K2 ve K3
ekstraksiyonu doza bagli bir sekilde kolorektal kanser hiicre dizisi HCT116°da belirgin hiicre
6limiini indiiklemistir. Veriler, her kosul i¢in ii¢ bagimsiz deneyden alinmistir. Kontrol
grubuna gore uygulanan karayosunu dozlar1 istatiksel olarak degerlendirilmistir (a-c)

(**** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05)

Tablo 3.1 Kontrol grubu ile K1, K2 ve K3 karayosunu gruplarinin ortalamalarinin
karsilagtirilmasi (sonuglar ortalama = SEM olarak verilmistir)

Kontrol

50 pg/ml
60 pg/ml
70 pg/ml
80 pg/ml
90 pg/ml
100 pg/ml

K1
97,1 + 1,834

71,96 + 0,6773"
65,73 £ 0,329
56,99 + 1, 529"
69,41 2,709

67,76 + 0,3483

61,45+0,1935™"

K2
97,1 + 1,834

50,28 + 1,045
62,96 + 0,4451°"
67,29 +2,187""
64,99 + 1,238

82,73 £0,7354

50,45 + 0,4644™""

K3
97,1 + 1,834

54,44 £1,974™
74,95 £ 1,27

55,43 £1,7617"

57,77 £1,761""

56,56 + 0,09676

61,14 + 1,529



K1, K2, K3 karayosunu tiirlerine ait ICso degerleri Sekil 3.3’te gosterilmistir.

T
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Sekil 3.3 Etil alkol ¢oziiciisiiyle hazirlanmis olan K1, K2, K3 karayosunlarinin HCT116
hiicre canlilig1

Yapilan tez calismasinda kontrol grubu olarak 6zellikle kanser tedavisinde siklikla
kullanilan sisplatin kemoterapi ilact kullanilmistir. Sisplatin oda sicakliginda beyaz
veya koyu sar1 ile sari-turuncu seffaf toz halindedir. Iyi bilinen kemoterapotik bir
ilactir. Suda az, dimetilformamid ve N,N-dimetilformamid i¢inde ¢Oziiniir. Normal
sicakliklar ve basinglar altinda stabildir. Ancak zamanla yavas yavas trans-izomere
doniisebilir. Mesane, bas, boyun, akciger dahil ¢ok sayida insan kanserinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Yumurtalik ve testis kanserleri, germ hiicreli tiimorler, lenfomalar

ve sarkomlar dahil olmak fiizere g¢esitli kanser tiirlerine karsi etkilidir (Dasari,

Tchounwou, 2014).

Bir maddenin sitotoksisitesi degerlendirilirken ICso degeri onemlidir. 1Cso degeri 1’e
ne kadar yakinsa madde o kadar sitotoksik demektir. Elde edilen verilere gore, 1Cso
degerlerine bakildiginda tiim karayosunu tiirleri sisplatinden daha sitotoksiktir (Tablo
3.2).
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Tablo 3.2 K1, K2, K3 karayosunu tiirleri ve sisplatin adli kemoterapi ilacina ait ICso
degerleri

K1 14,81
K2 15,45
K3 16,26
Sisplatin 18,90

3.3  Mezenkimal Kok Hiicre Bulgular:

Kolorektal kanser hiicre serilerinde bulunan ICso degerlerine gore belirlenen dozlar
ayni sekilde mezenkimal kok hiicrelere de uygulanmistir. Buna gore hiicre canliligina
etkileri Sekil 3.4’de gosterilmistir. Uygulanan dozlarin sitotoksisite gostermesi i¢in
hiicrelerin en az %30’una etki etmesi gerekmektedir. Sekil 3.4 incelendiginde, tim
karayosunlarinin mezenkimal kok hiicre canlilign tizerinde ¢ok 6nemli bir etkisi
olmadig1 gozlenmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6zellikle K3 karayosunu

tiiriinde 70 pg/ml konsantrasyonda en iyi sonug elde edilmistir.
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Sekil 3.4 K1, K2 ve K3 tiirlerinde en etkili ICso dozlar1 belirlendikten sonra mezenkimal kok
hiicrelerine uygulanmis ve 72. Saatin sonundaki canlilik oranlar1 kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. (¥*** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05)

Tablo 3.3 Mezenkimal kok hiicrelere ait kontrol grubu ile K1, K2 ve K3 karayosunu
gruplariin ortalamalarinin karsilastirilmasi (sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir)

KONTROL

MKH 100 2,738 85,25 +£1,934” 87,29 +£1,979° 95,48 + 3,982

3.4  FT-IR Bulgularn

Tiim ATR-FTIR spektrumlari oda sicakliginda 4000 ile 450 cm™ arasindaki spektral
bolgede elde edilmistir. Bireysel hiicresel bilesenlerdeki niceliksel degisiklikleri analiz
etmek icin, tek tek bilesenlerin belirli bantlar i¢in sogurma yogunlugunun oranlari
belirlenmistir. Spektral normalizasyon, baseline diizeltmesi sonrasi uygun spektral
araliktaki esit alan agisindan (lipidler igin 3300-2800 cm™, proteinler igin 1800-1200
cm?, niikleik asitler igin 1200-900 cm™) gergeklestirilmistir. Absorbans degerleri,

titresim tipine atanan ilgili dalga numaralarinda okunmustur (Sekil 3.5).

47



,-\"W 2,9

1.
Niikleik asit f \* Y\

bolgesi f W
4 4
! |
{_1_\.\‘ 2,4
P T A '/\\
Lipit bélgesi rotein balgesi ﬂ | / \ m
[/ W z
{ \ &
= M ] £
p | 19 §
o S
[ / <
1,4
0,9
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

—Kontrol —Sisplatin —K1 K2 —K3

Frekans cm!

Sekil 3.5 Kontrol K1-K3 karayosunu ekstraktlari ve sisplatin uygulanmis HCT116
hiicrelerinden elde edilen FTIR grafikleri

3.4.1 Lipit Bolgesi Sonuc¢lari

3274 cm™*de tespit edilen O-H simetrik germe bandi piki i¢in K1 tiirii, kontrol grubuna
gore diisiik bulunmustur. K2 ve K3 tiirleri uygulanmis HCT116 hiicrelerinde bu pik
kontrol grubundan daha yiiksek gozlenmistir. Bunun haricinde 2952 cm™’de CHz
asimetrik germe piki, 2922 cm™°de asil zincirlerinin CH2’sinin asimetrik gerilme
titresim pik degerlerinde kontrol grubuna gore diger gruplarda genel olarak bir azalma
goriilmiistiir. 2871 cm™’de CHs simetrik germe piki ve 2854 cm™’de CH2 simetrik piki
tespit edilmistir. Bu piklerde kontrol ve K3 karayosunu tiiriinde benzer pikler

goriiliirken diger gruplada ise daha diisiik pik degerleri goriilmektedir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 3300-2800 cm™ aralig1 ayarlanmus lipit bélgesi karayosunu gruplariin HCT116
hiicrelerine uygulanmasi sonucu goriilen FTIR pik degerleri ve anlamlari

3.4.2 Protein Bolgesi Sonuglari

Tiim gruplarda 1635 cm™’de Amid I, 1570 ve 1539 cm™’de Amid II, 1449 cm™’de
metil protein gruplarinin asimetrik CH3 biikiilmesi, 1392 cm™’de CH2 asimetrik
biikme, COO- gerilmesi (proteinler ve yag asitleri) ve 1307 cm™’de Amid III pikleri
tespit edilmistir. Amid I ve Amid II piklerinde K2 tiirii haricinde tiim piklerde belirgin
azalma mevcuttur. Amid I pikinde K3 grubunda yaklasik 5 cm™’lik sola kayma soz
konusudur. 1449 cm™ pikinde, kontrol, K2 ve sisplatin gruplari benzer pikler
gosterirken, K1 ve K3 tiirlerinde gozle goriiliir derecede piklerde azalma mevcuttur.
1392 cm?, 1307 cm™® ve 1241 cm™ Amid III piklerinde ise kontrol ve K3 gruplarinda
benzer pikler saptanirken, diger gruplarda pik yogunluklarinda belirgin azalma

mevcuttur (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 1800-1200 cm™ aralig1 ayarlanmis protein bdlgesi karayosunu tiirlerinin HCT116
hiicrelerine uygulanmasi sonucu goriilen FTIR pik degerleri ve anlamlar

3.4.3 Niikleik Asit Bolgesi Sonuclari

Sekil 3.8’de 1072 cm™*de niikleik asit bandinda, 1021 cm™’de RNA piki, 984 cm™’de
fosfodiester bolgesinde ve 835 cm™’de DNA bélgesinde pikler belirlenmistir. Tiim pik
yogunluklar1 incelendiginde bu bantlarin hepsinde kontrol ve K3 karayosunu tiirlinde

benzer oranlar saptanirken; diger tiim gruplarda bu oran bariz azalmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 1200-900 cm-1 aralig1 ayarlanmis niikleik asit bolgesi karayosunu gruplarinin
HCT116 hiicrelerine uygulanmasi sonucu goriilen FTIR pik degerleri ve anlamlart
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3.4.4 FTIR Sonuclarinin Biyolojik Acidan Onem Analizi

FTIR yorumlanirken, 3600-1200 cm™ ve 1200-700 cm™ araliklar1 degerlendirilir. 1.
bolge, fonksiyonel gruplar bolgesidir ve organik bir maddenin 1sik dizisindeki
degisiklikleri icerir. Ikinci bolge ise, parmak izi bélgesidir ve molekiildeki en ufak
yapisal farkliliklar analiz edilir. Molekiiliin yapisinda ve bilesiminde olusan bu
farkliliklar sonucu, bu bolgedeki absorpsiyon pik yogunluklari degiskenlik gosterir
ayrica piklerde kaymalar meydana gelir. Dolayisiyla bu bolgedeki degisiklikler bize
bazi O6nemli olaylarin oldugunu kanitlamaktadir. FTIR analizi, kizilotesi 1518
kovalent baglardaki titresim gegisleri tarafindan emilmesine dayanir ve numunenin
kiiresel kimyasal bilesimini izler. Bir hiicre spektrumu, tiim hiicre bilesenlerinin bir
spektrumunun {ist iiste binmesidir. Dahasi, IR spektrumlari sadece hiicre
molekiillerinin kimyasal yapist i¢in degil, aym1 zamanda konformasyonlar1 i¢in de
gecerlidir ve oOzellikle protein ikincil yapisina ¢ok duyarlidir. Fourier transform
infrared (FTIR) spektroskopi kopyasi ile ¢esitli kanser tiirleri i¢in normal ve kanserli
hiicreler arasindaki degisiklikler gozlenmistir. Bir prostat kanseri hiicre hatt1 (PC-3)
tizerindeki antikanser kardiyotonik steroidlerin belirgin etkileri FTIR spektroskopi ile
ayirt edilmistir. Son zamanlarda, 3 farkli sinifa ait 7 antikanser ilacinin spektral
sekilleri analiz edildiginde benzer tipte metabolik bozukluklarin bir araya toplandigi
goriilmiistiir. FTIR spektroskopisi ayrica hiicre farklilasma siireglerinin, hiicre
dongiisii fazlarmin ve hiicre apoptozunun belirlenmesi i¢in de kullanilmistir. Bu
nedenle, hiicre yasamindaki cesitli olaylarin neden oldugu spektral degisiklikler FTIR
yontemi  kullanilarak tespit edilebilmektedir. Ornegin, hiicrelerde en bol
metabolitlerden biri olan fosfat, normal 6rnekleri, hem polip hem de malign siniflardan
acikca ayirir. RNA / DNA orant, yalnizca normal hiicreleri kolorektal kanserde olusan
polip ve malign tipteki anormal hiicrelerden ayirt edebilir (Argov vd. 2002; Baydston-
white vd. 1999; Cohenford ve Rigas, 1998; Derenne vd. 2011; Draux vd 2009;
Erkahveci ve Karaali, 1996; Gasper vd. 2010; Goormaghtigh vd. 1994; Giindiiz, 2002;
Holman vd. 2000; Krafft vd. 2007; Liu vd. 2001; Skoog vd. 2017; Voort, 1992; Zelig
vd. 2009).
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Tablo 3.4 Kontrol (HCT116), sisplatin ve karayosunu ekstreleri uygulanmig HCT116 hiicrelerinin spektrumlarinda elde edilen en énemli bantlar
atanmis hiicresel bilesenlerle titresim tiirleri ve pik degerleri

1| CH2 simetrik germe 2854] 1,218249 2854 1,171578 2854]  1,19049 2854] 1198093 2854  1,214049
- 2871| 1,238513 2871 1,194158 2871  1,206287 2871 121871 2871 1237164
. 2|CH3 asimetrik germe
Lipitler 2952 1,2750711 2952  1,270438174 2052|  1,23862 2052 1,263041 2952| 1,271682
3| O-H simetrik germe 3274] 1,722267 3274 1,799305 3274] 1,585289 3274] 1,768378 3274 1,751866
Asil zincirlerinin (lipidler)
CH2'sinin asimetrik gerilme
4| titresimi 2922| 1,295135 2922, 1,24805 2022|  1,258067 2022 1,281 2922| 1,282265
5| Amid | 1635| 1,899696 1635 1,914608 1635  1,764509 1635 1,935134 1635 1,836008
ol Amid 1 1539| 1,8344 1539 1,782309 1539 1,721319 1539] 1,866507 1539] 1,753371
1570 1,8724137 1570 1,78428 1570]  1,698687 1570| 1,872589 1570] 1,808874
a—— 1241| 1,451737 1241] 1,390511 1241 1,381941 1241 1,427837 1241 1,441919
Proteinler 1307| 1,564529 1307 1,491002 1307| 1,464257 1307] 1,525809 1307| 1,573936
Metil protein gruplarmmn
g|asimetrik CH3 biikiilmesi 1449| 1,5360275 1449 1,486945 1449 1476189 1449] 1537988 1449 1,526508
CH2 asimetrik biikme, COO-
stre¢ (proteinler ve yag
9|asitleri) 1392] 1,7951065 1392 1,709752 1392| 1661571 1392| 1,767628 1392] 1,802841
o 10| Niikleik asit band1 1072| 2,103934 1072 1,906505 1072]  1,862301 1072] 1,978827 1072] 2,004767
I\X‘Sf:fe':‘ RNA 1021| 2,293683 1021 1,973126 1021] 1,971337 1021] 2,05774 1021]  2,329536
12|DNA 835| 1,533343 835 1,466147 835| 1,409463 835| 1,473774 835 1546216
13| Fosfodiester bolgesi 984 1,847404 984 1,573737 984] 1,618594 984 1,62832 984] 1,875047
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Biyokimyasal hiicresel parmak izi bolgelerinde, kanser hiicrelerinin spektral analizi
bazi onemli farkliliklar gostermistir. Bu da Tablo 3.4’de gosterildigi gibi spesifik
absorbans yogunlugu oranlar1 ile hiicre oliimlerinin yansitilabilecegini gdstermistir
(Bellisola, 2012; Boydston ve White, 1999; Erukhimovich, 2010; Gaigneaux, 2002;
Ishida, 1993; Mostaco ve Guidolin, 2010; Mordechai, 2001; Sahu, 2008).

C=0 ve N-H'den tiiretilen amid I ve amid II arasindaki absorbans degeri, amid
gruplarinin gerilme titresimleri, proteinlerdeki yapisal degisiklikleri ifade etmek icin
uygulanabilir. Bu durum, hiicre hatt1 absorbans yogunlugu oranlarina bagli olarak
degisir, protein degradasyon seviyesinin degerlendirilmesini amid absorpsiyonlarinin
protein konformasyonuna duyarliligi saglar. Absorbans oraninda bir artis veya azalma
ile protein modelinin bilesimindeki degisiklikler belirlenebilir (Bellisola, 2012;
Boydston ve White, 1999; Erukhimovich, 2010; Gaigneaux, 2002; Gasparri, 2003;
Ishida, 1993; Mordechai, 2001; Mostaco ve Guidolin, 2010; Sahu, 2008).

Tablo 3.5 incelendiginde, kontrol grubunda (HCT116) amid I / amid II'nin ortalama
degeri yaklasik 1,014’tiir ve karayosunu ekstreleri uygulanmis hiicrelerde bu oranda

artis gézlenmistir.

RNA/DNA absorbans oraninin analizi ile niikleik asit igerigindeki azalma
belirlenebilir. RNA sentezinin baglangicinda ve DNA sentezinin sonunda, RNA/DNA
orani ve RNA sentezi artarken, artmis olan DNA sentezi oranin azalmasina neden
oldugundan hiicrelerdeki replikasyon seviyesinin belirlenmesi i¢in 6nemlidir. Tiim
karayosunu tiirlerinde kontrol grubuna kiyasla RNA/DNA oraninda bir artis
gozlenmistir. Transkripsiyon artisinit RNA/DNA artis1  gosterirken; RNA/DNA
oranindaki azalma ise, kanser hiicrelerinin transkripsiyon siirecine mi girdigi ya da
hiicre dongiisiiniin S fazint gegtigi anlamina gelebilir. Ancak daha sonraki hiicre
dongiisii asamalarina girip girmedikleri bilinmemektedir. Bu durumda belirlenen amid
I/DNA oranindaki artig, hiicre dongiisii faziyla ve niikleik asit igerigindeki genel
azalma ile ilgili yakindan iliskili olabilir ve DNA'nin paketlenmesindeki artis hakkinda
bilgi verebilir (Gaigneaux, 2002; Lee, 2007, Sahu, 2008).
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Tablo 3.5 insan HCT116 kolorektal kanser hiicre gruplarinda segilen hiicresel bilesenler igin absorbans yogunlugu katsayilarmin 6zeti
(Gieroba vd. 2020)

. o Absorbans HCT116 |Sisplatin+
Biyolojik dnem yogunlugu oram1 | Kontrol [HCT116 K K2 S
Proteinlerin ikincil yapisi ve DNA igerigi Amid I/Amid Il | 1,014571| 1,0730423| 1,025091224 | 1,036767609] 1,047130356
Transkripsiyon seviyesi RNA /DNA 1,204821] 1,0733828] 1,398644023 | 1,396238501| 1,506604511
Kromatin y ogunlagmasi Amid | /DNA 1,238924| 1,3058772| 1,251901611 | 1,313046641] 1,187420128
Lipid ve protein dagilimi bozukluklari Amid | / RNA 1,028306] 1,2165997] 0,895082373 | 0,940417157]| 0,788143218
Lipid ve protein dagilimi bozukluklari Asim. CH,/CH; 1,407848] 1,3457971] 1,042925108 | 1,051111421| 1,036455151
Lipidler : CH, sim. . ..
. YRR T _ Amid | / lipid
Hucre zanndaki degisiklikler - | gorme 2854 cm-1 1,559366|  1,634213| 1,482170367 | 1,615178454] 1,512301398
gozeneklerin ve iyon
Lipidler: CH3 asimetrik
kanallarinin olusumu p 3 ) Amid I /Lipid
germe 2952 cm 1,489875] 1,5070454] 1,482170367 | 1,615178454] 1,512301398

54




K1 ve K2 tiirleri uygulanmig HCT116 hiicrelerinde kontrol grubuna gére amid I/DNA
oraninda bir artig (Tablo 3.5), daha fazla kromatin yogunlasmasi ile saglanabilir
(hiicreler, mitozun farkli fazlarinda olabilir - en biiyiik kromatin yogunlagmasi
metafazda goriiliir). Buna karsilik, K3’de gozlenen ters egilim muhtemelen DNA'nin
cift sarmalinin enzimler yardimiyla a¢ildig1 yogun DNA replikasyonu ile iligkilidir

(Antonin, 2016; Barth, 2007).

Yag asitlerinde bulunan CH2 ve CHs gruplarinin simetrik ve asimetrik gerilme
titresimleri, 2800 ile 3000 cm™ arasindaki bolgede bulunmaktadir. CHz sayisina gére
CHs sayisinin artmasi, apoptozis sirasinda lipid zincirlerinin degisebilecegini
gostermektedir. Apoptozis sirasinda CHz'nin simetrik ve antisimetrik gerilmesine
atanan 2854 cm? + 3 cm™ ve 2952 cm™ £ 4 cm™ bantlar1 her grupta farkli etki
gostermektedir. 2952 cm™ ve 2854 cm™'de artan lipid emilimi apoptoz ve nekroz igin
ortak bir belirteg olabilir, K1 ve K2 karayosunu ekstraklarinda tespit edilebilir (Sekil
3.6). Ancak K3 ve sisplatin uygulanmis gruplarda farkli sonuglar ortaya ¢ikmustir.
Dolayisiyla, CH2/CHs oranindaki artis veya azalma net bir sonug elde edilmesini

saglamayabilir (Gasparri, 2003).

Protein / lipid absorbans yogunlugu CH2/CHs orani ile gii¢lii bir sekilde iligkili olup
(bu ¢alismada amid I/lipidler), hiicre zar igindeki lipid ve protein dagilimindaki
sapmalar hakkinda ekstra bilgi saglar. Amid I/lipid emme yogunlugu oranlar1 analiz
edildiginde, tiim karayosunu ekstraklarinin hiicre membranlarinda bozukluklara yol
actig1 saptanabilir. Bu, hem metil (CHs), hem de metilen (CHz) gruplarinin (Tablo 3.5)
absorbansi incelendiginde amid I/lipid oraninda bir azalma s6z konusudur. Bu
durumun apoptoz ve nekroz sirasinda olabilecegini diisiindiirmektedir. Hem
apoptozun, hem de nekrozun aymi anda gergeklesmesi olasiligi bulunmaktadir
(Ahmed, 2009).

Diizensiz yapidaki DNA'daki deoksiribozun iki farkli C-O titresiminden kaynaklanan
~ 1020 cm™ absorbans yogunlugundaki degisiklikler ile apoptoz, nekrozdan ayirt
edilmistir. Tiim karayosunu ekstreleri uygulanmis hiicre gruplarinda kontrol grubuyla

1

karsilastinildiginda ~ 1021 cm™ ve 1072 cm™'de niikleik asit bantlarinin nispi

yogunlugunda bir azalma oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.4). Yapilan ¢alismalar,
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azalmis DNA absorbansinin apoptoz ile iliskili oldugunu bildirmistir. Bu, apoptotik
DNA'nin daha az IR radyasyonu absorbe etmesiyle aciklanabilir: Bu tip hiicre 6liimii
sirasinda DNA'nin bozulmasina ragmen "seffaf" hale gelir. Bunun aksine, nekroz
sirasinda DNA bozulur, fakat konsantre edilmez (tam olarak genisler), bu da onun daha
fazla kizilotesi radyasyonu emmesini saglar. Sadece K3 grubundaki artisa
bakildiginda, bu hiicrelerde nekrozun oldugu sdylenebilir (Gasparri, 2003; Zelig,
2009).
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4,  SONUC VE ONERILER

Karayosunlar1 oligosakkaritler, polisakkaritler, aminoasitler, yag asitleri, aromatik ve
fenolik bilesikler gibi kendine 6zgii kimyasal bilesenleri sayesinde antikanser
aktivesine sahiptir (Singh, 2013).

Fontinalis antipyretica yosun tiirli ile yapilan ¢alismada bu yosun tiirliniin
antimikrobiyal ve antikanser Ozellikleri arastirilmistir. Yagsiz olan materyal
kurutularak, ardindan 30 dakika boyunca 40°C’de metanol:su ile 4 kez ekstrakte
edilerek vakum ile konsantre edilmistir. Sulu faz oda sicakliginda etil asetat ile
ekstrakte edilerek ardindan vakumla kuruyana kadar konsantre edilmistir. Bu
ekstraktin aktif bileseninin sadece 80 ve 160 pg/ml dozlarinin, 24 ve 48 saatte doza
ve zamana bagl olarak si¢an glioma (C6) hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu
goriilmistiir. MTT testi ile kanada Sphagnum turbasinin sigan bazofilik 16semisi
tizerindeki sitotoksisitesini incelenmis ve diisiik dozlarda (0,001-10 pug/ml) 48 saat
sonra herhangi bir azalan etki gostermedigi bulunmustur. Farkli bir calismaya
bakildiginda Sanionia Georgico-uncinata yosunundan Sanionin A ve B’nin insan
16semi hiicreleri, fare fibroblast hiicreleri ve insan karsinom hiicreleri tizerinde 72 saat
sonra antiproliferatif etkisini gdézlemlemistir. Yine yapilan bir calismada
karayosunlarinda bulunan bibenzil olan lunularik asidin 4 sentetik tiirevinin, kolon
kanseri hiicre hattinda ve Ostrojen (-) meme tiimdr hiicrelerinde, hiicre biiylimesi

lizerinde sitotoksisiteye sahip oldugu goriilmiistiir (Savaroglu vd. 2011).

Octoblepharum albidum karayosunu tiiriiniin etil asetat (EA) ekstraksiyonu yapilarak
elemental ve spektral analiz kullanilarak karakterize edilen Duacosterol (1) ve
Friedelin (2) olmak iizere bilinen iki metaboliti verilmistir. EA ve ikincil
metabolitlerim, in vitro anti-inflamatuar ve antikanser etkileri belirlenmistir.
Antikanser etkisi SRB testi kullanilarak, Yumurtalik (PA1), Servikal (C-33A) ve
Akciger (NCI-H358) hiicre hatlarina uygulanmistir.  Calisma sonucunda ikincil
metabolitlerin hiicre hatlarna kars1 0Ozgiilliik gosterdigi goriilmistir. Yine bu
metabolitler normal insan meme epiteline uygulanmis ve oldiiriicii olmayan diisiik

derecede bir 6zgiilliikk sergilemislerdir (Bharadwaj, 2020).
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F. communis ve F. arrigonii’ den elde edilen Daukan esterlerinin COLO320-HSR ve
LS174 kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesini, konsantrasyona bagimli bir sekilde
inhibe ettigi goériilmiistiir. Yapilan deney ¢alismalarinda 72 saat siire sonunda ICso

dozunun bilesiklerin antiproliferatif kapasitesini azalttigi belirlenmistir (Poli ve

Appendino, 2005).

Yapilan literatiir taramasinda karayosunlarinin genellikle antimikrobiyal etkisi
tizerinde duruldugu, antikanser ¢alismalarinin da yapildig fakat yetersiz oldugu tespit
edildi. Literatiirde HCT116 hiicre hatti {izerinde antikanser ¢aligmasina rastlanmayan
Syntrichia ruraliformis, Hypnum andoi ve Plathypnidium riparioides tiirii
karayosunlarinin etil alkol ekstrakti hazirlanarak, MTT yontemiyle HCT116 hiicre
hattina kars1 sitotoksik etkisi arastirildi. Yapilan deneylerle ICso degerleri belirlenerek,
karayosunu tiirlerinin saglikli hiicrelere etkisini anlamak amaciyla aym dozlar

MKH’lara da uygulandi.

Spektroskopisi incelenmek istenen drnek makromolekiilleri, fonksiyonel gruplarinin
titresimlerinden yararlanarak kompozisyonel, yapisal ve fonksiyonel bilgilerin elde
edilmesini saglayan teknige FTIR (Fourier Doniisiim Kizilotesi) analizi denir. Diger
tekniklerle karsilagtirildiginda, isaretleme, boyama gibi ek maddelerin kullanimin
igeren uzun 6rnek hazirlama asamalarina gerek kalmadan, hizli, hassas, 6rnege zarar

vermeden sonuglarin daha ucuz bir bigimde elde edilmesi a¢isindan daha avantajhidir.

Elde edilen bilgiler dogrultusunda molekiillerin fonksiyonel gruplarinin tespit edilmesi
ve bu sekilde farkli doku yapilarinin ayirt edilmesini saglamaktadir. Boylece doku ve
hiicrelerde protein, lipit DNA, RNA gibi biyomolekiillerin fiziksel ve yapisal
degisimlerinin izlenmesi miimkiindiir. Bu bilgiler ilk olarak dogru bant tanimlanmasi
daha sonra ise ilgili bantlarin, bant pozisyonu, sinyal siddeti/alan1 ve bant genisligi

degerlerinin hesaplanmasi ile elde edilir.

Kimyasal konsantrasyon, kompozisyon, konformasyon ve igerilen fonksiyonel gruplar
gibi pek ¢ok kantitatif ve kalitatif bilgi elde etmek FTIR spektrumlarinda miimkiindiir.
Ornegin, degisik makromolekiillere ait fonksiyonel gruplarin konsantrasyonlar1 ayni

spektrumdan sinyal siddeti ya da daha hassas olarak bant alani hesaplanarak Beer-
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Lambert yasasina uygun olarak elde edilebilir. Ayrica bir 6rnekteki molekiillerin
kompozisyonu sinyal siddeti ya da ilgili bantlarin alanlarinin oranlarinin hesaplanmasi
ile (doymamus lipitlerin doymus lipitlere ya da lipitlerin proteinlere orani gibi) hizla

analiz edilebilir.

Sistemin dinamigini goriintiilemek ic¢in temel olarak lipitlerden kaynaklanan CH2
simetrik ve antisimetrik titresimlerinin bant genislikleri kullanilabilir. Yapisal
degisimlere, bant pozisyonundaki kaymalar isaret eder. Ornegin, 1730 cm™ civarinda
goriilen C=0 gerilme bandinin bant pozisyonundaki degisimler bu fonksiyonel grup
etrafindaki hidrojen baglanmas1 hakkinda, 3000-2800 cm™ bélgesindeki C-H gerilme
bant pozisyonundaki kaymalar, lipitlerin diizen ya da diizensizliklerine olan degisimler

hakkinda bilgi verir.

Bunun yani sira, kontrole karsi olarak yapilan 6lgiimlerde ana protein bantlarinin (amid
I) frekans degerlerindeki kaymalar proteinlerin yapilarinda olusabilecek degisimleri
isaret eder. FTIR spektroskopisinin diger 6nemli bir avantaji ise protein ikincil
yapilarinda olusan degisimlerin, 1650 cm™ ve 1550 cm™ civarinda gozlenen sirasiyla
amid | ve amid Il ana protein bantlar1 kullanilarak detayli bir sekilde
incelenebilmesidir (URL-11, 2021).

Bu tez calismasinda, lama alinarak kurutulan HCT116 hiicre oOrnekleri FTIR
spektroskopisi ile incelenmistir. En ¢ok kullanilan kurutma metodu 6rnegi acikta
birakarak gergeklestirilen hava ile kurutma yontemidir. Diger yontemlere kiyasla
olduk¢a ucuz olmasindan dolay1 tercih edilmektedir. Bu metodun daha uzun zaman
almas1 ve Ornegin toz ya da diger maddeler tarafindan kontamisyona agik olmasi
dezavantajidir. Bununla birlikte kiif olusumunu engellemek i¢in, nemi uzaklastirmak
miimkiin olmayabilir. Ancak bu ¢calismada kuruma islemi sadece 24 saatte tamamlanip

hemen okutuldugu i¢in boyle bir negatif etki s6z konusu olmamustir.

Sonug olarak; Syntrichia ruraliformis, Hypnum andoi, Plathypnidium riparioides
karayosunu tiirlerinin HCT116 kolorektal kanser hiicre hattina kars1 yiiksek oranda

sitotoksik ve antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Deney asamasinda karayosunu tiirlerinin etkisinin daha iyi belirlemenmesi i¢in pozitif
kontrol grubu olarak, 6zellikle kemoterapi tedavisinde etkili bir madde olan sisplatin
kullanilmis ve ii¢ karayosunu tiirliniin de ICso degerlerinin, sisplatinden bile daha
diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durum tiim bu tiirlerin sisplatinden daha sitotoksik
oldugunu gostermektedir. Ekstreleri hazirlarken kullanilan etil alkol ¢oziiciisiiniin
karayosunu tiirlerinin bu etkilerini gostermesine katkida bulundugu ortaya ¢ikmustir.
Bunun yani1 sira mezenkimal kok hiicrelerine karsi tiim karayosunu tiirlerinin letal etki
gostermemesi ve hiicre biiylimesini olumsuz etkilememesi bu tiirlerin saglikli
hiicrelere zarar vermediginin gostergesidir. Ayrica, FTIR spektrumu ile elde edilen
sonuglarin tiim sitotoksik verilerle paralel seyrettigi molekiiler diizeyde de

belirlenmistir.

Dolayistyla bu tiirler, biyoaktif bilesenleri belirlendigi takdirde, potansiyel kanser ilac1
olma 6zelligine sahiptirler. Tiim yapilan ¢aligmalar gz oniinde bulunduruldugunda
Syntrichia ruraliformis, Hypnum andoi ve Plathypnidium riparioides karayosunu
tiirlerinin farmakolojik olarak yapilacak olan arastirmalara yardimci olabilecegini ve
elde edilen sonuglarin karayosunlarinin antikanser aktivitesinin belirlenmesi iizerine
yapilacak caligmalarda, arastirmacilara yardimer olacagi diigiiniilmektedir. Bununla
birlikte tezde kullanilan ii¢ farkli karayosunu tiiriiniin biyoaktif bilesiklerinin tespit

edilmesine yonelik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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