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Oz

Kolon kanseri neredeyse her yil bir milyondan fazla yeni tanilarin ortaya koyuldugu ve diinyada en sik rastlanan iigiincii
kanser tiiriidiir. Her yas grubunda goriilebildigi gibi kalitimsal kokenli degildir. Bu veriler g6z 6niine alindiginda
kanserin tedavisi i¢in yeni ilag kombinasyonlarinin aragtiritlmasi 6nemli bir ihtiyagtir. Bu ¢alismada, anti-kanser
aktivitesi bilinmeyen Syntrichia ruraliformis (Besch.) Mans., Hypnum andoi A.J.E.Sm, Platyhypnidium riparioides
Dixon karayosunu tiirlerinden elde edilen ekstraktlarmin HCT116 kolon kanser hiicre hatlarina karsi etkileri
degerlendirilmistir. Karayosunu tiirlerinin etil alkol ¢dziiclisiinde elde edilen ekstrelerinden, DMSO ile stok soliisyonlar
hazirlanarak, ¢esitli konsantrasyonlarda sitotoksite test (MTT) deneyleri yapilmistir. HCT116 serisinde bulunan tim
karayosunu tiirlerinin ICso degerlerine gore belirlenen dozlar ayni sekilde mezenkimal kok hiicrelere (MKH)
uygulanmustir. Ayrica, Fourier transform kizildtesi (FTIR) spektroskopisi ii¢ karayosununa maruz kalan kanser
hiicrelerini analiz etmek igin kullanilmistir. Sonug olarak, karayosunu tiirlerinin HCT116 kolorektal kanser hiicre
hattina kars1 yiiksek oranda antiproliferatif etki gosterdigi, bunun aksine MKH hiicrelerinde letal olmadig: tespit
edilmigtir. Ayrica, FTIR spektrumu ile elde edilen sonuglarin tim hiicre proliferasyonu verileriyle paralel seyrettigi
molekiiler diizeyde de belirlenmistir. Tiim sonuglarin 1s18inda bu karayosunu tiirlerinin, biyoaktif bilesenleri
belirlendigi takdirde, potansiyel kanser ilaci olma 6zelligine sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Briyofit, anti-proliferatif, kolorektal kanser, FTIR

Spectroscopic Investigation of the Effects of Syntrichia ruraliformis (Besch.) Mans., Hypnum andoi A.J.E.Sm.
and Platyhypnidium riparioides Dixon Ethanol Extracts on HCT116 Cell Viability

Abstract

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
(Besch.) Mans., Hypnum andoi A.J.E.Sm, Platyhypnidium riparioides Dixon bryophyte species with unknown
anticancer activity against HCT116 colon cancer cell lines were evaluated. Cytotoxicity test (MTT) experiments were
performed at various concentrations by preparing stock solutions with DMSO from extracts of moss 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
showed a high antiproliferative effect against HCT116 colorectal cancer cell line, but 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 the cell proliferation data. In the light of all the results, these Bryophyte species are considered to be
potential cancer drugs if their bioactive components are determined.
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1. Giris

Kolorektal kanser (KRK), 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 KRK vakasi teshis
edilmektedir. Kolon kanseri ¢ogunlugu sporadik
olarak goriilmekle beraber kalitimsal mutasyon
belirlenmemistir.  Epitel hiicrelerde gergeklesen
genetik-epigenetik degisikliklerden kaynaklandig
gibi, timdér stroma iliskisinin ve tiimdriin
bulundugu mikrogevrenin, tiimére karsi meydana
gelen immiin yanitin, kolon kanseri patogenezinde
6nemli bir yer tuttugu da bilinmektedir (McLean ve
ark., 2011; Parizadeh ve ark., 2019).

Karayosunlar1  evrimsel olarak bakildiginda,
mantarlardan ve alglerden daha gelismis, cigekli
bitkilerden ve egreltilerden daha ilkel canlilardir.
Karasal bitki toplulugunun en biiyiik ikinci grubunu
olusturmaktadir. Ekosistemin &nemli bir pargasi
olan bryofitlerin, potansiyelini belirlemeye yonelik
calismalar  Tirkiye’de giderek  artmaktadir.
Gilineydogu Anadolu, briyofitler agisindan en ¢ok
arastirilan bolgeler arasinda olmasina ragmen, hala
briyofitler i¢in arastirilmasi gereken bircok alan
vardir (Mezaka ve Znotina, 2006; Mezaka ve ark.,
2008; Baser, 2016, Dikmen ve Kegeli, 2017; Erdag
ve Kiirschner, 2017; Kirmaci ve Agcagil, 2018).
Yapilarinda bulunan oligosakkaritler,
polisakkaritler, aminoasitler, yag asitleri, aromatik
ve fenolik bilesikler gibi kendine 6zgii kimyasal
bilesenleri sayesinde antikanser aktivesine sahip
olduklar1 bilinmektedir (Singh ve Srivastava, 2013).

Karayosunlarina ait birgok c¢alisma s6z konusu
olmakla birlikte, kanser tizerine etkileri hakkinda
arastirtlmasi gereken olduk¢a genis bir alan vardir.
Biyolojik olarak aktif kimyasallarin belirlenmesi
icin, Ulusal Kanser Enstitiisli’niin briyofit kayitlari
incelenmistir. Buna gore, 1977°de Maryland’den

bir yosun 6zii, KB (Oro-laringal Skuaméoz
Karsinoma)  hiicre  kiltiiriinde  sitotoksisite
gostermistir. Fakat 1980’e¢ kadar briyofitlerde

antitimor etkisi kesfedilememistir. Bu yiizden
1980-1981 yillar arasinda briyofitlerin toplanmasi,
taranmasi ve {lizerine ¢aligmalar yapilmasi daha da
artmustir (Spjut ve ark., 1986).

Yapilan bir briyofit tarama ¢aligmasinda 43 tiiriin
aktif oldugu, 75 tiiriin fareler igin toksik oldugu
antitimor ajanlar igin birgok tiiriin bulundugu tespit
edilmistir. Brachytheciaceae, Hypnaceae
familyalarimin  en fazla aktivite gosterdigi
gozlenmistir. En eski kara bitkileri olarak kabul
edilen briyofitler, farkli stres tiirlerine kars1
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). Hem diinyada hem Tiirkiye’de
olduk¢a zengin floraya sahip karayosunlarinin
antikanser  calismalar1  yetersiz ~ kalmaktadir.
Dolayisiyla bu ¢alismada, Syntrichia ruraliformis,
Hypnum andoi ve Platyhypnidium riparioides tiirti
karayosunlarinin etil alkol ekstraktlarmin, HCT116
kolorektal kanser hiicre proliferasyonuna ve
molekiiler degisikliklere etkisinin spektroskopik
acidan incelenmesi hedeflenmistir.

2. Gereg¢ Ve Yontemler

2.1 Karayosunu Tiirleri Ekstraksiyonu
Calismada S. ruraliformis (K1), H. andoi (K2) ve P.
riparioides (K3) karayosunu tiirleri igin diger
¢oziicii maddelere kiyasla, diisiik sicaklikta vakum
altinda kolay buharlastirilabilmesi ve polaritesi goz
ontinde bulundurularak etil alkol ¢oziciisii
kullanilmistir.  Ekstraksiyon sirasinda her g
karayosunu havanda toz haline getirilmistir. 0,5 gr
karayosunu hassas terazide tartilarak tizerlerine 50
ml %99,9 saflikta etanol eklenmistir. 130 rpm’de
orbital calkalayicimin (WiseShake, Kore) iizerine
koyularak, bir hafta siireyle karistirilmaya
brrakilmustir. Stire sonunda ekstraktlar
calkalayicidan alinarak Whatman No:1 filtre
kagidindan siiziilmiis ve etil alkol ekstraktlarindan
doner buharlastiricida (Heidolph) vakum altinda
130-150 rpm, 40-45°C’de ¢oziici maddenin
uzaklastirilmasi saglanmstir (Yetgin ve ark. 2018).
Coziicinin buharlastigi balon igerisinde kalan
karayosunlar1 kazilarak ependorf bir tiip icine
almmuigtir.

2.2 Kolorektal Karsinoma Hiicre Serisinin
Hazirlanmasi

Calismada insan kolorektal karsinoma (ATCC)
hiicre hatlar1 olan HCT116 kullanilmigtir. Hiicreler
T75 kiiltiir kaplar1 icerisine alinarak iizerine %10
FBS ve %1 penisilin-streptomisin igeren DMEM
koyulmustur. 37°C, %5 CO: iceren inkiibatore
hiicrelerin  ¢ogalmasi ve farklilagmasi igin
kaldirlmustir.  Etil  alkol ekstraktlarinin ~ stok
¢ozeltileri DMSO (5mg/mL) ile hazirlmistir. Stok
¢ozeltiler istenilen konsantrasyonlarda besi yeri ile
seyreltilerek doz ayarlamasi yapilmistir. Ug
karayosunu tiirli igin belirlenen konsantrasyon
aralig1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. K1, K2, K3 karayosunu tiirlerine
uygulanan doz konsantrasyonlari

Belirlenen
Karayosunu Tiirleri Konsantrasyon
(ng/mL)
K1, K2, K3 100/ 90/ 80/ 70/ 60/ 50
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T75 Xkiltir kaplart igerisindeki hiicreler %80
doluluga ulastiginda, hiicrelere farkli
konsantrasyonlarda etil alkol ¢oziiclisii ile
hazirlanmis K1, K2, K3 ekstreleri uygulanmistir.
Hiicrelerde meydana gelen sitotoksik etki MTT (3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid) yontemi kullanilarak incelenmistir. Olusan
formazan ¢oziilerek 570 nm dalga boyunda
multimode mikroplaka (BioTek, ABD) okuyucuda
absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Canlt hiicrelerin yiizdesi
hesaplanirken  Esitlik  1°de ki denklem
kullanilmigtir.  Yasayan  hiicreler% = )
Boyanmamus hiicreler / Y Hiicreler x 100

Her kuyucuk i¢in 1000 hiicre olacak sekilde 96’11k
kuyucuklar icerisine hiicre ekimi
gerceklestirilmigtir. Bu iglemin ardindan hazirlanan
karayosunu ekstrelerine ait dozlardan 10 pl alinarak
kuyucuklara uygulanmis ve 37°C, %5 CO; igeren
inkiibatérde 72 saat bekletilmistir. Siire sonunda
96’11 plaka igerisindeki her kuyucuga 10 pul MTT
reaktifi koyularak 4 saat 37°C, %5 CO; igeren
inkiibatorde bekletilmistir ve mikroplaka (BioTek,
ABD) okuyucuda 570 nm dalga boyunda
absorbanslar1  Ol¢iilmiistir. MTT analizlerinin
sonucunda  doz/cevap  egrileri  hazirlanarak,
bilesiklerin ICsp degeri (hiicrelerin  %50’sinin
biiyiimesini inhibe eden konsantrasyon) hesaplanip
bu parametreye gore ekstraktin etkinlikleri
karsilagtirilmistir. DMSO ve etil alkol negatif
kontrol olarak kullamilmigtir. Bu  kontroller,
hiicrenin  hayatta kalmasi iizerindeki etkiyi
belirlemek i¢in 96’11 plakalara ayr1 gruplar halinde
eklenmistir. Graphpad Prism 9.1.0 programi
kullanilarak bilesiklerin 1Csq degeri hesaplanmistir
ve bu parametreye gore ekstraktin etkinlikleri
karsilastirilmstir (Ozerkan ve ark. 2021).

2.3  Mezenkimal
Hazirlanmasi
Kullanilan hiicreler KU-HADYEK 2018-10 Etik

Kok Hiicre Serisinin

Kurul Izni ile hazirlanan MKH hattinin P6
agsamasindaki hiicreler olup, Kastamonu
Universitesi Deney Hayvanlari  Yerel Etik

Kurulu’nun 25.03.2021 tarihli 2 say1li toplantisinin
12 sayili karart ile kullanilmasi i¢in etik kurul onay1
gerekmedigi ayrica onaylanmustir.

%80 doluluga ulasan mezenkimal kok hiicrelere
(MKH) tripsinizasyon islemi uygulanarak her
kuyucuk i¢in 1000 hiicre olacak sekilde 96’lik
kuyucuklara hiicre ekimi gerceklestirilmistir.
Kuyucuklara %10 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin iceren o-MEM eklendi. Hiicrelerin
yiizeye yapigmasi i¢in bir gece 37°C, %5 CO; ve
%90 nem iceren inkiibatorde bekletilmistir. Siire
sonunda her bir kuyucuktan 25 uL besiyeri

¢ekilerek, kuyucuklara hazirlanan karayosunu
ekstraktlarina ait dozlardan 25 pL eklenmistir.
Hiicreler  inkiibatore  kaldirilarak 72 saat
bekletilmistir. Siire sonunda kuyucuklardaki sivi
kistm tamamen ¢ekilerek 225 pL, penisilin-
streptomisin igeren o-MEM eklenmistir. Uzerine 25
pL MTT reaktifi eklenerek 4 saat 37°C, %5 CO;
iceren inkiibatdrde bekletilmistir. Siire sonunda
kuyucuklardaki sivi tamamen cekilerek atilmis ve
kuyucuklara 250 pL isopropil alkol koyularak
olusan formazan ¢6ziilmiistiir. Steril haldeki farkli
bir 96’lik plaka igerisine kontrol, drnek ve kor
¢ozeltilerinden 200 pL  koyularak multimode
mikroplaka (BioTek, ABD) okuyucuda 570 nm
dalga boyunda, kuyucuklarin absorbanslari
Ol¢tilmistir (Emin ve ark. 2020).

2.4 Istatiksel Analiz

Deneylerin sonuglar1 tek yonliit ANOVA tarafindan
Graphpad Prism 9.1.0 programi kullanilarak ¢oklu
karsilagtirma testi ile istatistiki yOnden analiz
edilmistir. Kontrol grubu ortalamasina kars1 diger
gruplarin ortalamalarinin karsilastiritlmas: Dunnett
testi ile gerceklestirilmistir. p<0,05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Sonuglar ortalama =+
SEM olarak verilmistir.

2.5 FTIR Analizi icin Numune Hazirlanmasi
FTIR analizi sadece karayosunu tiirlerinin 6nceden
belirlenen 1Csy konsantrasyonlar1  kullanilarak
yapilmistir. igerisinde HCT116 kontrol grubu,
sisplatin uygulanmis HCT116 grubu ve K1, K2, K3
karayosunu  ekstreleri uygulanmig HCT116
hiicreleri bulunan 6’11 plaka 37°C, %5 CO; igeren
inkiibatorde 72 saat bekletilmistir. 72 saat sonunda
inkiilbe edilen hiicreler 3 kez PBS ile
santrifiijlenerek siipernatant kisim atilmis ve pellet
kismi DMEM ile ¢ozdirilmistir. Her bir
karayosunu i¢in ayr1 lamlar etiketlenerek hiicre
siispansiyonu lamlar iizerine yayilmig, lamlarin
kurumasi i¢in 24-48 saat c¢eker ocakta
bekletilmistir. Kuruyan lamlar iizerindeki 6rnekler
kazilarak ependorf tiipler igerisine alinarak ATR-
FTIR (BRUKER Alpha, Almanya) cihazi ile
analizleri yapilmistir (Guleken ve ark. 2021).

3. Bulgular

3.1 Hiicre Canlhihg1 Bulgular

Kullanilan karayosunu tiirlerinin dozlar1 Tablo 1°de
gosterilen aralikta segilerek, hiicre proliferasyonuna
etkileri belirlenip Sekil 1°de gosterilmistir. HCT116
hiicreleri ile kontrol grubu karsilagtirilmistir. Tim
karayosunu gruplarinda uygulanan
konsantrasyonlardan hangisinin hiicre canliligin
%50 inhibe ettigi belirlenmistir. Etil alkol ile
hazirlanmis K1, K2, K3 karayosunu ekstraktinin
kontrol  grubuna kiyasla, uygulanan tiim
konsantrasyonlarda HCT116 hiicreleri iizerinde,
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canliligl azaltici yonde etki ettigi gorilmistiir.
Ozellikle K1°de 70 pg/mL, K2’de 50 pg/mL ve
K3’de 50 ng/ml konsantrasyonlarda en iyi sonuglar
elde edilmistir. Kolorektal kanser hiicre serilerinde
bulunan ICsp degerlerine gore belirlenen dozlar ayni
sekilde =~ MKH’lere de uygulandi.  Tim
karayosunlarinin mezenkimal kdk hiicre canliligi

kiyaslandiginda o6zellikle K3 karayosunu tiirlinde
70 pg/mL  Kkonsantrasyonun etkili  oldugu
goriilmiistiir. Sonuglara gore elde edilen doz/cevap
egrileri ve ICsyp degerleri Sekil 2’de wverildi.
Sisplatinin  ICsp degeri yaklasik olarak 18,90
pM’dir. Etil alkol ile hazirlanmig K1, K2 ve K3
karayosunu tiirlerinin tgiiniin de sisplatin ile

tizerinde ¢ok Onemli bir etkisi olmadigi  hazirlananlara gore HCT116 iizerinde daha etkili
gozlenmigtir.  Sekil 1°de kontrol grubu ile  oldugu goriilmiistiir.
K1 K2
3k 3k 3k 3k 3k 3k %k *k
| 3k 3k 3k 3k | 3k >k 3k k
| 3k 3k 3k 3k | 3k 3k %k k
ok 3k %k 3k I 3k >k 3k k
3k 3k 3k 3k ok 3k %k *k
150 150
— *k %k *k %k - o ok ok ok
)20 o0
‘c_'% 100 — | § 100
] )
5 E \
2 504 2 50+
= ) ﬂ [
(She T T T A 0- T T T B
O ~Y ~S ~S ~S ~Y ~Ne N D QD QD
SR SO
NES ‘:QQ @Q ,\QQ' %QQ QQQ \QQQ NES %QQ' @Q ,\QQ %QQ QQQ\QQQ’
K3
3k 3k 3%k 3k
| 3k 3k 3k >k
| MKH
3k 3k 3k 3k
| 3k 3k 3k 3k =
150 -
3k 3k 3k >k
150 * %
ok ok ok %k BN I |
100 | 100+

% hiicre canlih@:

a
o
|
—
0

% hiicre canhl

d I
0- T T D

Kontrol K1 K2 K3

Sekil 1. 72 saat sonunda hiicre canlilig1 (%) MTT testi ile belirlenmistir. K1, K2 ve K3 ekstraksiyonu doza
bagh bir sekilde kolorektal kanser hiicre dizisi HCT116’da belirgin hiicre 6liimiinii indiiklemistir. Veriler,
her kosul igin ii¢ bagimsiz deneyden alinmistir. Kontrol grubuna gore uygulanan karayosunu dozlar
istatiksel olarak degerlendirilmistir (a-c). K1, K2 ve K3 tiirlerinde en etkili ICso dozlar1 belirlendikten sonra
mezenkimal kok hiicrelerine uygulanmis ve 72. Saatin sonundaki canlilik oranlari kontrol grubu ile
karsilagtirtlmigtir (d)  (**** p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05)
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® K1 ICg=14.81uM
B K2 ICg= 15.45 uM
A K3 |C50 =16.26 MM

’E‘” 100~
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& 40-
o
=
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°\° 0 T T T
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Log Karayosunu Konsantrasyonu (uM)

Sekil 2. Etil alkol ¢6ziiciisiiyle hazirlanmis olan K1, K2, K3 karayosunu ekstrelerinin ICso degerlerine ait
doz/cevap egrileri

3.2 Morfolojik Bulgular

HCT116 kontrol grubu koloni halinde yiizeye
yayilmis  olarak  goézlenmistir  (Sekil  3a).
Karayosunu uygulamalari sonucunda hiicrelerin
hacimlerinde bir artis tespit edilerek, hiicrelerin
bazilarinda igsi

sekil artig1 saptanmistir (Sekil 3 b, ¢). Baz
hiicrelerde ise biizillme ve yuvarlak morfoloji
belirlenmistir (Sekil 3d). Ayrica hiicreler arasi
baglantilarin azalarak kolonilesmelerin de azaldig1
izlenmigtir (Sekil 3).

Sekil 3. Karayosunu tiirleri uygulanmig HCT116 kanser hiicrelerinin morfolojik goriintiileri (biiyiitme
X100)

3.3 FTIR Bulgulan

Tiim ATR-FTIR spektrumlart oda sicakliginda
4000 ile 450 cm™? arasindaki spektral bolgede elde
edilmistir.  Bireysel hiicresel  bilesenlerdeki
niceliksel degisiklikleri analiz etmek igin, tek tek
bilesenlerin  belirli  bantlar i¢in  sogurma
yogunlugunun oranlart belirlenmistir. Spektral

normalizasyon, baseline diizeltmesi sonrast uygun
spektral araliktaki esit alan agisindan (lipidler igin
3300-2800 cm, proteinler i¢in 1800-1200 cm?,
niikkleik  asitler  igin 1200-900  cm?)
gerceklestirilmistir. Absorbans degerleri, titresim

tipine atanan ilgili dalga numaralarinda okunmustur
(Sekil 4).
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Sekil 4. Kontrol K1-K3 karayosunu ekstraktlari ve sisplatin uygulanmig HCT116 hiicrelerinden elde
edilen FTIR grafikleri

3274 cm¥de tespit edilen O-H simetrik germe
bandi piki i¢in K1 tiirdi, kontrol grubuna gére diisiik
bulunmustur. K2 ve K3 tiirleri uygulanmis HCT116
hiicrelerinde bu pik kontrol grubundan daha yiiksek
gozlenmistir. Bunun haricinde 2952 cm™®’de CH»
asimetrik germe piki, 2922 cm™’de asil zincirlerinin
CHy’sinin ~ asimetrik  gerilme  titresim  pik

degerlerinde kontrol grubuna gore diger gruplarda
genel olarak bir azalma goriilmiistiir. 2871 cm™’de
CHj; simetrik germe piki ve 2854 cm™’de CH:
simetrik piki tespit edilmistir. Bu piklerde kontrol
ve K3 karayosunu tiiriinde benzer pikler goriiliirken
diger gruplarda ise daha diisiik pik degerleri
goriilmektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. 3300-2800 cm aralig1 ayarlanmus lipit bolgesi karayosunu gruplarmin HCT116 hiicrelerine
uygulanmasi sonucu goriilen FTIR pik degerleri ve anlamlari

Tiim gruplarda 1635 cm™*’de Amid I, 1570 ve 1539
cmde Amid II, 1449 c¢cm™’de metil protein
gruplarmin asimetrik CH3 biikiilmesi, 1392 cm™’de
CH> asimetrik biikme, COO- gerilmesi (proteinler
ve yag asitleri) ve 1307 cm™’de Amid III pikleri

tespit edilmigtir. Amid | ve Amid Il piklerinde K2
tiri haricinde tiim piklerde belirgin azalma
mevcuttur. Amid I pikinde K3 grubunda yaklasik 5
cm¥’lik sola kayma séz konusudur. 1449 cm'
pikinde, kontrol, K2 ve sisplatin gruplari benzer
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ise kontrol ve K3 gruplarinda benzer pikler
saptanirken, diger gruplarda pik yogunluklarinda

pikler gosterirken, K1 ve K3 tiirlerinde gozle
belirgin azalma izlenmistir (Sekil 6).

goriiliir derecede piklerde azalma mevcuttur. 1392
cm?, 1307 cm™? ve 1241 cm Amid 111 piklerinde
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Sekil 6. 1800-1200 cm™ aralig1 ayarlanmis protein bolgesi karayosunu tiirlerinin HCT116 hiicrelerine
uygulanmasi sonucu goriilen FTIR pik degerleri ve anlamlari
hepsinde kontrol ve K3 karayosunu tiiriinde benzer
oranlar saptanirken; diger tiim gruplarda bu oran

azaldi (Sekil 7).

1072 cm¥’de niikleik asit bandinda, 1021 cm™*’de
RNA piki, 984 cm™’de fosfodiester bolgesinde ve
835 cm™’de DNA bolgesinde pikler belirlenmistir.
Tim pik yogunluklart incelendiginde bu bantlarin
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Sekil 7. 1200-900 cm'! aralig1 ayarlanmis niikleik asit bolgesi karayosunu gruplarmin HCT116 hiicrelerine

uygulanmasi sonucu goriilen FTIR pik degerleri ve anlamlart
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4. Tartisma ve Sonug

Briyofitler bilinen en eski kara bitkileri olmakla
birlikte faydalar1 insanlarin ¢ogu tarafindan
bilinmemektedir. Eczacilik urtinlerinde,
bahgecilikte, evsel kullanim, insaat, ilag sektoriinde
kullanilmakla birlikte ekolojik agidan da dnemli bir
yere sahiptirler (Saxena, 2004). Yapilarinda
bulunan terpenoidler, asetojenler, aromatik
bilesikler kimyasal savunmalarinda ve bariyer
gorevi gormede etkilidir (Asakawa ve Ludwiczuk,
2019). Karayosunlarina ait birgok caligma
olmasiyla birlikte, kanser tizerine etkileri hakkinda
arastirilmasi gereken oldukga genis bir alan vardir.

Yapilan  literatiir ~ taramasinda  Syntrichia
ruraliformis, Hypnum andoi ve Platyhypnidium
riparioides karayosunu tiirlerine ait antikanser

calismasina rastlanmamustir. Arastirmalarin
yetersizligi ve bryofitlerin biyoaktif bilesen
acisindan zenginligi bu caligmanin

gerceklestirilmesine sebep olmustur.

Bu tiirlerin  familyalarina ait ¢aligmalara
bakildiginda, 2021 yilinda tarafimizca yapilan bir
baska c¢alismada S. ruralis tirii HCT116 hiicre
proliferasyonunu azaltict etki gostermistir. 1Cso
degeri 24,26 pg/ml bulunmustur. Bu calisma da S.
ruraliformis  tiriiniin  ICsp’si  daha  diisiik
bulunmustur (Ozerkan ve ark. 2021). Baska bir
¢alismada, bir¢ok Briyofit tiirtiniin akut lenfoblastik
T 16semi hastasi dort yasindaki beyaz bir kizin
periferik kanindaki lenfosit T'nin Onciileri olarak
insan fibroblastlarindan olusan CCRF-CEM
hiicreleri ve CCRF-CEM hattindan elde edilmis, alt
klonlanmig ve kamptotesine direngli CEM/CI
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri
incelenmistir. Segilen tiirler arasinda Hypnaceae
familyasina ait Hypnum lindbergii Mitt. ve Hypnum
cupressiforme Hedw. tiirleri bu hiicreler tizerinde
sitotoksik etki gostermistir. [Cso degerleri sirastyla
490,78 (nug/mL) ve 397,96 (ug/mL) olarak
bulunmustur (Hawryt ve ark., 2018). Canakkale ida
dagindan toplanan Hypnum cupressiforme Hedw.
tiiriiniin metanol ektraktlart kiiclik hiicreli akciger
kanseri hiicreleri ve HeLa insan servikal kanser
hiicreleri iizerinde yiiksek oranda antiproliferatif
etkiye sebep olmustur (Yaymntas ve ark., 2019).
Ilgili ¢ahigmalara ait sonuglar karsilastirildiginda;
tarafimizca Kullanilan tiirlerin hiicre canliligini
azaltict yonde daha diisiik dozlarda daha fazla etkin
oldugu ifade edilebilir.

ATR-FTIR yontemi ile normal ve kanser
hiicrelerinde zar proteinleri ve lipidler arasindaki
farklar gosterilmekte, kanser hiicrelerine ilag
verildikten sonra apoptotik ve nekrotik 6liim tespit
edilmektedir (Gieroba ve ark., 2020; Dunkunthod
ve Chitsomboon, 2020; Serdiuk ve ark., 2020). Bu

calismada, ATR-FTIR kullanilarak  biryofit
uygulamasinin  kanser hiicrelerinde meydana
getirdigi protein, lipid ve niikleik asitlerdeki
degisimler incelenmigtir. Piklerin hiicre 6limiiyle
herhangi bir iligkisi olup olmadigini belirlemek i¢in
belirli piklerdeki degisikliklere bakilmustir.

Amid I ve amid II arasindaki absorbans degeri,
amid gruplarmin gerilme titresimleri, proteinlerdeki
yapisal degisiklikleri ifade etmek i¢in uygulanabilir
(Ishida ve Griffiths, 1993). Kontrol grubunda
(HCT116) amid | /amid II'nin ortalama degeri
yaklagik 1,014°tlir ve karayosunu ekstreleri
uygulanmis hiicrelerde bu oranda artig gézlenmistir.
RNA/DNA absorbans oranmin analizi ile niikleik
asit icerigindeki azalma belirlenebilir (Sahu ve ark.,
2008). Tiim karayosunu tiirlerinde kontrol grubuna
kiyasla RNA/DNA oraninda bir artis gozlenmistir.
K1 ve K2 tiirleri uygulanmig HCT116 hiicrelerinde
kontrol grubuna gére amid I/DNA oranindaki artis,
daha fazla kromatin yogunlasmasi ile saglanabilir.
Buna Kkarsilik, K3’de gozlenen ters egilim
muhtemelen DNA'nin ¢ift sarmalinin enzimler
yardimiyla agildigr yogun DNA replikasyonu ile
iliskilidir (Barth, 2007; Antonin ve Neumann,
2016). Yag asitlerinde bulunan CH, ve CHs
gruplarinin ~ simetrik  ve asimetrik  gerilme
titresimleri, 2800 ile 3000 cm™ arasindaki bolgede
bulunmaktadir. CH> sayisina gore CHs sayisinin
artmasi, apoptozis sirasinda lipid zincirlerinin
degisebilecegini gostermektedir. Apoptozis
sirasinda  CH2'nin  simetrik  ve  antisimetrik
gerilmesine atanan 2854 cm™ + 3 cmt ve 2952 cm'?
+ 4 cm?! bantlan her grupta farkh etki
gostermektedir. 2952 cm™ ve 2854 cm'de artan
lipid emilimi apoptoz ve nekroz igin ortak bir
belirteg  olabilir, Kl ve K2 karayosunu
ekstraklarinda tespit edilebilir. Ancak K3 ve
sisplatin uygulanmig gruplarda farkli sonuglar
ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla, CH2/CHs oranindaki
artis veya azalma net bir sonu¢ elde edilmesini
saglamayabilir (Gasparri ve Muzio, 2003). Protein /
lipid absorbans yogunlugu CH2/CHjs orani ile giiglii
bir sekilde iliskili olup (bu ¢alismada amid
I/lipidler), hiicre zar1 igindeki lipid ve protein
dagilimindaki sapmalar hakkinda ekstra bilgi
saglar. Amid I/lipid emme yoZunlugu oranlari
analiz edildiginde, tiim karayosunu ekstraklarinin
hiicre membranlarinda bozukluklara yol agtig1
saptanabilir. Hem metil (CHs), hem de metilen
(CH>) gruplarinin absorbansi incelendiginde amid
I/lipid oraninda bir azalma séz konusudur. Bu
durumun apoptoz ve nekroz sirasinda olabilecegini
diistindiirmektedir. Hem apoptozun, hem de
nekrozun ayni anda gergeklesmesi olasiligi
bulunmaktadir (Abdel-Rauf Ahmed ve ark., 2009).
Diizensiz yapidaki DNA'daki deoksiribozun iki
farkli C-O titresiminden kaynaklanan ~ 1020 cm™
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absorbans  yogunlugundaki  degisiklikler ile
apoptoz, nekrozdan ayirt edilmigtir.  Tim
karayosunu  ekstreleri  uygulanmis hiicre

gruplarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda ~
1021 cm ve 1072 cm'de niikleik asit bantlarinin
nispi yogunlugunda bir azalma oldugu tespit
edilmistir. Yapilan calismalar, azalmis DNA
absorbansinin  apoptoz ile iliskili oldugunu
bildirmistir. Bu, apoptotik DNA'nin daha az IR
radyasyonu absorbe etmesiyle agiklanabilir: Bu tip
hiicre 6liimii sirasinda DNA'nin yapisi bozulmasina
ragmen "seffaf" hale gelir. Bunun aksine, nekroz
sirasinda DNA bozulur, fakat konsantre edilmez
(tam olarak genisler), bu da onun daha fazla
kiz1l6tesi radyasyonu emmesini saglar. Sadece K3
grubundaki artisa bakildiginda, bu hiicrelerde
nekrozun oldugu sdylenebilir (Abdel-Rauf Ahmed
ve ark., 2009; Zelig, 2009).

S. ruraliformis, H. andoi ve P. riparioides
karayosunu tiirlerinin HCT116 kolorektal kanser
hiicre hattina kars1 yiiksek oranda antiproliferatif
etki gosterdigi tespit edilmistir. Deney asamasinda
karayosunu tiirlerinin  etkisinin  daha iyl
belirlenmesi i¢in pozitif kontrol grubu olarak,
Ozellikle kemoterapi tedavisinde etkili bir madde
olan sisplatin kullanilmis ve ii¢ karayosunu tiiriiniin
de ICso degerlerinin, sisplatinden bile daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Bu durum tiim bu tiirlerin
sisplatinden daha diisiik dozlarda etkili oldugunu
gostermektedir. Ekstreleri hazirlarken kullanilan
etil alkol ¢oziiclisiiniin karayosunu tiirlerinin bu
etkilerini gostermesine katkida bulundugu ortaya
¢ikmistir. Bunun yani sira mezenkimal kok
hiicrelerine karsi tiim karayosunu tiirlerinin letal
etki gostermemesi ve hiicre bilylimesini olumsuz
etkilememesi bu tiirlerin saglikli hiicrelere zarar
vermediginin  gdstergesidir.  Ayrica, FTIR
spektrumu ile elde edilen sonuglarin tiim hiicre
canliligi verileriyle paralel seyrettigi molekiiler
diizeyde de belirlenmistir. Dolayisiyla bu tiirler,

biyoaktif  bilesenleri  belirlendigi  takdirde,
potansiyel kanser ilact olma 6zelligine sahiptirler.
Tim yapilan caligmalar g0z oniinde

bulunduruldugunda S. ruraliformis, H. andoi ve P.
riparioides karayosunu tiirlerinin farmakolojik
olarak yapilacak olan arastirmalara yardimci
olabilecegi diisliniilmektedir. Bununla birlikte
calismada kullanilan ii¢ farkli karayosunu tiiriiniin
biyoaktif bilesiklerinin tespit edilmesine yonelik ek
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tesekkiirler

Nuray Emin'e laboratuvarinda yer alan mezenkimal
kok hiicreleri paylastigi ve kisisel laboratuvar
kosullarim1 kullanmamiz1 sagladigr icin tesekkiir
ederiz.

Kaynaklar

Abdel-Raouf Ahmed G. Khorshid F.A.R.
Kumosani T.A. 2009. FT-IR spectroscopy as
a tool for identification of apoptosis-induced
structural changes in A549 cells treated with
PM 701. International Journal of Nano and
Biomaterials. 2:1-5, 396-408.

Antonin  W. Neumann H. 2016. Chromosome
condensation and decondensation during
mitosis. Current opinion in cell biology. 40:
15-22.

Asakawa Y. Ludwiczuk A. 2019. Bryophytes as a
source of bioactive volatile terpenoids—A
review. Food and Chemical Toxicology.
132: 110-649.

Baser F. 2016. Ulkemizde dogal yayihisa sahip
karayosunlarindan Sphagnum centrale CEO
Jensen ve S. capillifolium (Ehrh.) Hedw'un

(Bryophyta) anti-mikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi.  Master's  thesis, Adnan
Menderes  Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisi.

Barth A. 2007. Infrared spectroscopy of proteins.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Bioenergetics. 1767:9, 1073-1101.

Dey A. Mukherjee A. 2015. Therapeutic potential
of bryophytes and derived compounds
against cancer. Journal of acute disease. 4:3,
236-248.

Dikmen F. Kegeli T. 2017. Contributions to the
Liverwort Flora (Marchantiophyta) of
Giirgenli Mountain (Bayramoren/Cankirt).
Anatolian Bryology. 3:2, 48-57.

Dunkhunthod B. Chitsomboon B. Thummanu K.
Sittisart P. 2020. Application of FTIR
Microspectroscopy to Monitor Biochemical
Changes in Apoptotic Jurkat Cell Death
Induced by Extract of Pseuderanthemum
palatiferum Leaves. Mt Res Dev 43: 425-40.

Emin N. Mutlu E. Giizel A.E. 2020. Determination
the effectiveness of the cytotoxic analysis on
the water quality assessments. TURJFAS.

8:2, 478-483.
Erdag A. Kiirschner H. 2017. Tirkiye bitkileri
listesi:  (Karayosunlari). ANG  Vakfi

Yaynevi. Istanbul.

Gasparri F. Muzio M. 2003. Monitoring of
apoptosis of HL60 cells by Fourier-
transform infrared spectroscopy.
Biochemical Journal. 369:2, 239-248.

Gieroba B. Archzewska M. Slawinska-Brych A.
Rzeski W. Stepulak A. Gagos M. 2020.
Prostate and breast cancer cells death
induced by xanthohumol investigated with
Fourier transform infrared spectroscopy.
Spectrochim.  Acta A Mol. Biomol.
Spectrosc. 231: 118112.



Zengin Koksal H. Ozerkan D. Altuner E.M. Canli K. 2021. Anatolian Bryol................................ 118

Guleken Z. Bulut H. Giiltekin G.I. Arikan S.
Yaylim I. Hakan M.T. Sonmez D. Tarhan N.
Depciuch J. 2021. Assessment of structural
protein expression by FTIR and biochemical
assays as biomarkers of metabolites
response in gastric and colon cancer.
Talanta, 231: 122-353.

Hawryt A. Bogucka-Kocka A. Swicboda R.
Hawryt M.  Stebel A. Waksmundzka-
Hajnos, M. 2018. Thin-layer
chromatography fingerprint and
chemometric analysis of selected Bryophyta
species with their cytotoxic activity. JPC-
Journal of Planar Chromatography-Modern
TLC. 31:1, 28-35.

Ishida K. P. Griffiths P. R. 1993. Comparison of the
amide I/Il intensity ratio of solution and

solid-state proteins sampled by
transmission, attenuated total reflectance,
and diffuse reflectance spectrometry.

Applied spectroscopy. 47:5, 584-589.
Kirmaci M. Agcagil E. 2018. The bryophyte flora
of Fethiye Babadag (Mugla/Turkey).
Anatolian Bryology. 4:1, 17-30.
McLean M.H. Murray G.I. Stewart K.N. Norrie G.
Mayer C. Hold G.L. EI-Omar E.M. 2011.

The inflammatory microenvironment in
colorectal neoplasia. PLoS One. 6:1,
e15366.

Mezaka A. Znotina V. 2006. Epiphytic bryophytes
in old growth forests of slopes, screes and
ravines in  north-west Latvia. Acta
Universitatis Latviensis. 710: 103-116.

Mezaka A. Bramelis G. Piterans A. 2008. The
distribution of epiphytic bryophyte and
lichen species in relation to phorophyte
characters in Latvian natural old-growth
broad leaved forests. Folia Cryptogamica
Estonica. 44: 89-99.

Ozerkan D. Erol A. Altuner E.M Canl K. Kuruca
DS. 2021. Some Bryophytes Trigger
Cytotoxicity of Stem Cell-like Population in
5-Fluorouracil Resistant Colon Cancer
Cells. Nutrition and Cancer, 1-11.

Parizadeh S.M. Jafarzadeh-Esfehani R. Hassanian
SM. Parizaden S.M.R. Vojdani S.
Ghandehari M. Asgharzadeh F. 2019.
Targeting cancer stem cells as therapeutic
approach in the treatment of colorectal
cancer. The international journal of
biochemistry & cell biology. 110: 75-83.

Saxena DK. 2004. Uses of bryophytes, Resonance.
9:6, 56-65.

Sahu R.K. Mordechai S. Manor E. 2008. Nucleic
acids absorbance in mid IR and its effect on
diagnostic variates during cell division: A
case study with lymphoblastic cells.
Biopolymers:  Original Research  on
Biomolecules. 89:11, 993-1001.

Serdiuk V. Shogren K. Kovalenko T. Rasulev B.
Yaszemski M. Maran A. Voronov A. 2020.
Detection of macromolecular inversion—
induced structural changes in osteosarcoma
cells by FTIR microspectroscopy. Anal.
Bioanal. Chem. 412: 7253-62.

Singh S. Srivastava K. 2013. Bryophytes as Green
Brain: Unique and Indispensable Small
Creature. International ~ Journal  of
Pharmaceutical Sciences Review and
Research. 23:2, 28-35.

Spjut R.W. Suffness M. Cragg G.M. Norris D.H.
1986. Mosses, liverworts, and hornworts
screened for antitumor agents. Economic
Botany. 40:3, 310.

Yayintags O.T. Yimaz S. Sokmen M. 2019.
Determination of antioxidant, antimicrobial
and antitumor activity of bryophytes from
Mount Ida (Canakkale, Turkey). Indian
Journal of Traditional Knowledge (IJTK).
18:2, 395-401.

Yetgin A. Canli K. Altuner E.M. 2018. Comparison
of antimicrobial activity of Allium sativum
cloves from China and Tagkoprii, Turkey.
Advances in pharmacological sciences.
Article 1D 9302840.

Zelig U. Kapelushnik J. Moreh R. Mordechai S.
Nathan 1. 2009. Diagnosis of cell death by
means of infrared spectroscopy. Biophysical
journal. 97:7, 2107-2114.



