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Elde edilen tim ekstrelerin antiproliferatif aktefieri HeLa ve C6 hucrelerine lsar
BrdU ELISA metoduyla belirlendi. YUksek antiproliéif aktiviteye sahip olan her iki
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1. GiRis

Gunumuzde, bitkiler aleminin icinde ayri bir konunsahip oldgu dGundlen
bryofitlerin kendi alt alemi icerisinde (Bryobioah deserlendirilmesi gerekgi bircok
argtirmaci tarafindan ileri sdrilmgtiir. En son genetiksel bilgiler, bryofitlerin
Gerek morfolojik gerekse @er bazi 6zellikleri bakimindan, baskin gametofit ve
bagimli sporofit yapilarina sahip karayosunlari vgecotlarindan farkl bir yapiya sahip
olan Boynuzsu @erotlari (Anthocerotophyta) ga sistematikciler tarafindan ayri bir
bolum (phylum) olarak diiindimdtar. Cagsu  bryologlar da  @erotlarinin
(Marchantiophyta) ve karayosunlarinin (Bryophytg) doir bolim olarak ele alinmasi
gerektgi konusunda hem fikir olngardir. Bununla birlikte karayosunlari,gerrotlari
ve boynuzsu @gerotlarinin “bryofitler” adi altinda yaygin bir kehimi da ginimizde
hala kabul gormektedir (Glime 2006). Buna gore @m genetiksel bilgilere dayanilarak

yapilacak bir siniflandirmaysagidaki sekilde verebiliriz:

Alt Alem: Bryobiotina

Bolum: Anthocerotophyta (boynuzsugeirotlari)

Bolum: Marchantiophyta (yapraksi veya tallussgecotlari, ayni zamanda Hepaticae

sinifi olarak bilinen)

Bolum: Bryophyta (yaprakh karayosunlari, ayni zamandaadilginifi olarak bilinen)

Sayisal olarak tohumlu bitkilerden sonra ikinci leiyik grubu olgturan Bryofitler,
15.000 (Gradsteiret al 2001) ile 25.000 (Crum 2001) arasinda taksonapseé
fotosentetik bitkilerin ygamasi icin uygun lokasyonlarin olglu butin kitalarda
yasamlarini surdurebilirler (Renzaglet al. 2000). Bryobiotina alt alemi igerisinde yer
alan Bryophyta (karayosunlariSekil 1.1) bolumi, 6 sinifa (Takakiopsida,
Sphagnopsida, Andreaeopsida, Andreaeobryopsidaytriebbpsida ve Bryopsida)

ayrilmakta (Glime 2006) ve en fazla taksonu (1404Q8)en bolim olma nitedindedir
1



(Asakawaet al 2013). Bu bélumu, sirasiyla Marchantiophytaécotlari 6000 takson,
Sekil 1.2) ve Anthocerotophyta (boynuzsusemotlari 300 taksonSekil 1.3) takip
etmektedir (Asakawat al. 2013).

Sekil 1.2 Talluslu cgerotu,Conocephalum conicufroto: G. Abay)



Sekil 1.3 Boynuzsu gierotu (Foto: T. Kegeli)

Bryofitler nemli ortamlarda buydrler ve bittin bl&di gibi hayatta kalmalari icin suya
ihtiyagc duyarlar. Buna kam, bazi karayosunlari tamamen suyunu kaybettikizm
yillar gegcmesine ganen yeniden canlanabilme Ozgifie sahiptirler. Birka¢ karayosunu
denize yakin kesimlerde bulunmasingman, bryofitlerin denizde yayan ornekleri
bulunmaz. Bryofitler, yosunlarin paspsasklinde yayils gosterdgi turbalik alanlarin
bulund@gu kesimlerde, toprakSekil 1.4) ve kayaekil 1.5) tzerlerinde, tatl sularda
gomulia vaziyette §ekil 1.6) ve canh §ekil 1.7) ve 6lu odunsu bitkilerSekil 1.8)
Uzerinde epifit olarak yayHigosterirler. Bu dgal ortamlarinin dinda insan yapimi
alanlarda da goralurleSékil 1.9). Nemli ormanlarin zeminlerinde haéiklinde yayilg
gosterirler. Ekstrem cevre #alarinin goruldiglu arktiklerde dger bitkiler ve
mantarlarin alana yegmeleri icin uygun keullar hazirlarlar ve toprak ogumuna
katkida bulunurlar. Boyle yatne ortamlarinda bryofitler, ger karasal organizmalarin

yasamlarini devam ettirebilmeleri icin gereklidir (Sdield 2001).



Sekil 1.6 Tath suda gbmuli vaziyette karayosuRantinalis antipyreticaFoto: G. Abay)
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Sekil 1.9 Beton Uzerinde geaken karayosunu (Foto: G. Abay)
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Bazi bryofitler,Ephemeropsise Viridivellus pulchellumkarayosunlarinda olgu gibi
sadece birkag mm uzunlukta ve az sayida yaprak ebenmapilara sahiptirler.
Buxbaumiakarayosunu kalin bir sap Uzerinde buyik bir kegsiahiptir ve sadece
birkac 6zellemis yaprak arkegonyumu koruma gorevini Ustlestmi Monocarpus
cigerotunun tallusu sadece 0.5-2 mm capindadgeDiaraftanPolytrichum commune
karayosunu 50 cm den daha fazla bir yukgeklersebilmektedir. Ayni sekilde
Dawsonia superba70 cm yuksekfie ve 35 mm yaprak uzurguna sahip olabilmekte
ve bu ebatlarda kendini sigabilme yetengine sahip 0zelliktedir (Crum 2001).
Fontinalisturleri sucul habitatlar ile desteklenen karaydsurolup 2 m uzunlga kadar
erisebilirler (Glime 2006).

Bryofitler gametofit ve sporofit adi verilen yapdian meydana gelirlerSékil 10).
Gametofit baskin bir generasyon (1n kromozomlupraiit (2n) ise gekimi icin
gametofite baimli bir yasam doéngusu icerisinde yer alan bir yapidirsafa dongusu,
cimlenen spordan geén ¢@u cigerotlarinda veSphagnopsidda talloid yapida, ¢gu
diger karayosunlarinda ise dallanmipliksi yapida olan bir protonemayi icerir.
Protonema yaprakli gametoforlari verecek olan tauwklari Uretir. Gametoforlar
arkegonyum ve anteridyumlari dretirler ve zigot eybnyum icerisinde gakn
embriyoyu olgturur. Sporofitler gametofit tGzerinde géli ve mayoz bdlinmelerle
sporlari meydana getirirler. Bilinen ga@m dongulerine ek olarak vejetatif olarak
bitkiden kopan parcalar sayesinde ve gemma adewedizel Ureyimli yapilar sayesinde
aseksuel olarak da galabilmeleri mimkuanddr. Bryofitler damarh bitkitben, gekimi
icin gametofite bgamh olan sporofit yapilar ve baskin bir gametddafhaya sahip
olmasi ile farkhlik gdsterir. Ayrica bryofitler; emistematik doku, lignin, traheid
(karayosunlarinda benzer fonksiyonlara sahip hyligoimevcut) ve kalburlu hiicrelere

sahip olmamalari ile de farklilik gosterirler (GBn2006).



Sporofit

Kapsu

Kapstil Sapi

Gametofit

Sekil 1.10Karayosunlarinda gametofit ve sporofit yapiBarbula unguiculatgFoto:
G. Abay)

Bryofitlerin kimyasi ile ilgili argtirmalar ¢ok uzun zamandan beri ihmal edsbmi
Bunun nedenleri olarak, bryofitlerin morfolojik oék cok klctk yapilarda olmalari, saf
ornek olarak cok buyuk miktarlarda toplamanin olghulkgiic olmasi ve mikroskop
altinda bile tghislerinin oldukga zor olmasi sayilabilir (Asakaetal 2013). Bryofit
kimyasi ile ilgili detayl bilgilerin 1960°’dan soarortaya ¢cikmaya kedigl (Schofield
2001) ve briyofitlerden izole edilen kimyasal Bilderin tarihinin ise son 50 yila
dayandg literatir bilgilerinden ankalmaktadir (Sabovljevi et al. 2001). S6zu edilen
donemlerde TLC (Thin Layer Chromatography) ve GCaqGChromatography),
analizler icin kullanilan ayirma teknikleri olgtur. Bryofitler icerisinde, en fazla
cigerotlar Uzerine ygunlasmalar olmi ve elde edilen bilgilerin taksonomik cikarimlari
degerlendirilmistir (Schofield 2001).

Son yillarda, bazi bryofitlerdeki ¢cok sayidaki Higjik aktiviteyi gosteren bilgklerin
varhgl yapilan kimyasal analizler sonucunda bilim dimyaganitiimgtir (Asakawaet
al. 2013). Degisik stereoidler, ya asitleri, yalar, ve bazi organik bikler
(terpenoidler, flavonoidler, lignanlar, antibiydik, lipidler, steroller vb.) briyofitlerden
elde edilen 6nemli potansiyel kimyasal bikterdir (Sabovljevt et al. 2001).
Gecmiten gunumuize kadar bryofitlerin  sahip olduklari gidié biyolojik etken
maddelerin antimikrobiyal, antifungal, antitimomti&anser ve insektisit agisindan

degerlendirilmesi bilinen aktivitelerden sadece bama olusturmaktadir (Asakawa
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2007, Ucuinciet al 2010). Frahm (2004) yapilan gahalarin bryofit turlerine ve elde
edilen ekstrelerin konsantrasyonunaglbaolarak genelde buatin bryofitlerin etki
gosterdgini, Ozellikle cigerotlarindan elde edilen ekstrelerin en yuksek Ibjjo
aktiviteye sahip oldgunu ve bunu turba yosunlari (Sphagnopsida) ve gerce

karayosunlarinin (Bryopsida) takip gttii ifade etmstir (Tadesse 2002).

Briyofitlerden elde edilen g kimyasal bilgikler tip alaninda kullaniingtir (Pant
1998, Saxena and Harinder 2004). Briyofit turleriniCin, Avrupa ve Kuzey
Amerika’da tibbi bitkiler olarak kullanimi 400 ydd daha fazla bir sireyi
kapsamaktadir (Asakawa, 1990a). Asakawval (2013) tarafindan bildirilggne goére
bazi tibbi bryofitler ve bunlarin biyolojik aktiateri Cizelge 1.1'de verilmgtir (Garnier
et al 1969, Suire 1972, Ding 1982, Wu 1982, Ando Btadsuo 1984, Asakawa 1999,
Asakawa 1990a-b, Asakawa 1993, Asakawa 1995, Miza&v/5).

Farkli ca@rafyalardaki bircok Ulkelerde bryofitlerden yaramaada ilk G¢ sirayi;
Sphagnum Marchantia ve Polytrichum cinsleri paylamaktadir. So6zi edilen
bryofitlerden ilk sirada yer alaBphagnuntarin diger bryofitlere gére daha fazla emici
Ozelligi olmasi, bu cinsin uzun yillar sargl bezi ve belbezi yapiminda kullanimini
gindeme getirngtir. Bryofitlerden faydalanmada Cin, Amerika Biile Devletleri ve
Kanada ilk t¢ sirayr okiurmaktadir. Bryofit kullanimlarinin hemen hememnigaise
Asya kitasindan rapor edilgir. Faydal bryofitlerin farkh kullanim alanlari
incelendginde tibbi olarak yararlanmalarin fazla oddu anlgiimaktadir. Bunu

dekoratif ve dolgu materyali olarak geglendirmeler takip etngiir (Harris 2008).



Cizelge 1. 1Bazi Tibbi Briyofitlerin Kullanim Alanlari

Biyolojik Aktiviteleri ve Etkileri

Musci (Karayosunlari)

Bryum argenteum
Cratoneuron filicinum
Ditrichum pallidum
Fissidens japonicum
Funaria hygrometrica

Haplocladium catillatum

Leptodictyum riparium
Mnium cuspidatum
Oreas martiana

Philonotis fontana
Plagiopus oederi
Polytrichumspecies
Polytrichum commune

Rhodobryum giganteum

Rhodobryum roseum

Taxiphyllum taxirameum

Weissia viridula

Panzehir, atedUstricl

Kalp hastalg

Kasilmalarda (Ozellikle bebeklerde)

Idrar séktiriict, sag uzatici, yaniklarda, Sarilik

Hemostaz (Kanamay! dindirmegkciger tuberkilozu, sarilik,
morluklar, ayak mantari tedavisinde

Panzehir, ate disuricu, girtlak ve bademcik iltihabi, farenjit,
Uropatii(idrar yollar1 hastall), mastit (meme iltihabi), yilancik,
zaturree, mesane iltihabi, orta kulak iltihabi

Ates disuriicll, Uropatii(idrar yollar hastgl)
Hemostaz (Kanamayi dindirme), burun kanamasi tasatevi
Agri kesici, hemostaz (Kanamay! dindirme), harici ayann

tedavisinde, epilepsi, menoraji de (adet kanamatimenleme),
nevreatani (sinir zayifh tedavisinde),

Ates disurlcl, panzehir, girtlak ve bademcik iltihabi
Sakinlstirici, epilepsi, felg, kalp rahatsizh
Idrar sékturiicu, sag cikarici

Ates disuricl, panzehir, Hemostaz (Kanamayi dindirme),
kesiklerde, di etlerinden gelen kanamay! durdurucu, hematemez
(kan kusma), akger tuberilozu

Ates disuriict, Idrar soktiiriic, tansiyon glirticii, sakinlgtirici,
nevreatani (sinir zayif tedavisinde), psikoz (ruhsal denge
bozukluzu), kesiklerde, kalp rahatsigl) kalp kan damarlarini
genkletici
sakinlatirici,
rahatsizig

nevreatani (sinir tedavisinde), kalp

zayifg

Iitihap azaltici, Hemostaz (Kanamayi dindirme), ¢iayiaralarin
tedavisinde

Ates disurlicl, panzehir, burun iltihabi

Hepaticae (Cgerotlari)

Conocephalum conicum

Frullania tamarisci
Marchantia polymorpha

Reboulia hemisphaerica

Antimikrobiyal, antifungal, ate disUriicl, panzehir olarak,
kesiklerin tedavisinde, yaniklarda, kaynar sudan gelen yanik
veya vyara, kiriklarda, sismis dokularda, yilan sokmasi
zehirlenmelerinde, safrakesesiiteedavisind

Antiseptik

Ates dUsUriicl, panzehir, idrar soktiricu, kesiklerin tedande,
kiriklarda, sokmasi zehirlenmelerinde, yaniklard&aynar sudan
ileri gelen yanik veya yara, harici yaralarin iddande

Kizarikliklarda, Hemostaz (Kanamayi dindirme), biayiaralarin
tedavisinde, ezik (¢urik) tedavisinde




Bryofit turlerinin ekolojik tarim ve bahcecilikte ed alternatif bir Grin olarak
degerlendirilebilecgi literatlr kayitlarinda ge¢mektedir (Pant 1998atin 2004,
Saxena and Harinder 2004). Gunuimize kadar ekdbnjikn endustrisi, bakir silfat gibi
agir metal tuzlarini mantar enfeksiyonlarina skaeullanms ve kullanmaya da devam
etmektedir. &ir metaller toprakta birikginden bu durum tagmaya aciktir. Buna
kargin, bryofit ekstresi kolayca ve hizli bgekilde bozulabilen ¢evre dostu alternatif
dogal bir Grindur. Bryofitlerce zengin tropikal gl&k bolgelerdeki ciftcilerin az
miktarda finansal kaynak ile kendileri icin bryofékstraktlari hazirlamasi, onlari
endustriyel tlkelerde Uretilen pahali Grinlereskdrazimsiz kilmgtir (Frahm 2004).
Bryofitlerin diger bir kullanim alani da bahceciliktir. Japonyaldaayosunu bahceleri
huzur verici, dinlendirici oldgu distincesiyle bircok alanda tesis ediftin. Kyoto’'da
bunun carpici 6rnekleri bilinmektedir. Ayrica bonzanatinda kullanilan bitkilerin
zeminlerinde bircok karayosunu yer Ortict olaraklakuimaktadir (Schenk 2002,
Glime 2007).

Briyofitlerin kimyasal icerikleri konusunda Turkiyee son vyillarda yapilan bazi
calismalar; Uclinciet al (2010), Oztopcu-Vataet al. (2011), Savargu et al (2011a),
Cansuet al (2013) ve Abayet al (2012, 2013) tarafindan gerceklglmistir. Bu
calismada iseRhytidiadelphus triquetruse Tortella tortuosakarayosunundan farkl
coziculer kullanilarak elde edilen ekstrelerinKitoyasal incelenmesi ve HelLa ve C6
hiicrelerine kan antiproliferatif ve sitotoksik etkilerinin agarilmasi amaclanngtir. Bu
amacla, hekzan ekstresinin sabiglgai ve kloroform, etil asetat, metanol, su, sl/eti
asetat ve su/n-bitanol ekstrelerinin fenolik gKkeri belirlenm ve tim ekstrelerin
antiproliferatif aktiviteleri incelenngtir. Sabit yglar GC, GC-MS ile fenolik bilgenler
ise HPLC-TOF/MS ile belirlenmgiir. Bu calsma ile s6zi edilen karayosunlarindan elde
edilen ekstrelerin kanserli hiicreler tGzerinde denek hiicre ¢galmasini engelleyici
Ozelliklerinin olup olmadii ve ekstraksiyon ve fraksiyogamalarinda etken maddenin
olup olmadginin ortaya c¢ikariimasi, camanin salik alaninda kullanilabilirk

acisindan énemlidir.
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2. KAYNAK OZETLER i

Baz! briyofit ekstreleri antioksidan (Pejin ve Begavic-Pristov 2012, Choobadt al
2006, Choobott al. 2008), antimikrobiyal ve antifungal (Singt al. 2007, Altuner
2008, Deoraet al. 2011, Savaroglu ve ark. 20)lantifeedantFram and Kirchhof
2002), allelopatik etki (Tsubotat al 2006) ve insektisit aktivite (Abay ve ark. 2012
gibi bircok aktiviteye sahiptir. Bununla birlikteryofit ekstrelerinin bazi antiproliferatif
(anti-timor, anti-kanser) etkileri konusunda yapgintalsmalar kronolojik sirada

asagida verilmitir.

Spjutet al (1986),Polytrichum ohioensein hicre kultirla yoluyla elde edilen kanser
hiicrelerine kan sitotoksik etki gosterdini rapor etmglerdir. Topladiklari 218 bryofit
taksonundan 75’inin toksik, 43'Undn ise aktif bkildere sahip oldgunu tespit
etmislerdir. Yazarlar; aktivite gosteren taksonlarin lbkke Thuidiaceag Mniaceae
Neckeraceae Hypnaceae Brachytheciacege Polytrichaceag Dicranaceae ve
Grimmiaceaefamilyalarina ait oldgunu ve bryofitlerin yeni biyolojik aktif bilgklerin

kesfi icin Umit verici bir kaynak oldgunu dnermglerdir.

Spjut (1992) bryofitlerin antitimoér ajan olabilmeotpnsiyellerini, onlari sistematik
acidan ele alarak atamistir. Claopodium crispifolium(Hook.) Ren. & Card.,
Anomodon attenuatusHueb., Polytrichum turlerinden izolasyonla elde edilen
bilesiklerin sitotoksik ve antitumoér ozellik gosterdikiei belirtmistir. 1990-1991
yillarinda Kuzey Amerika’'nin ihman bdlgelerindeoptanan yizlerce bryofit tirtnin
taranmasi sonucwRorella cinsine ait turlerden etken sesquiterpen laktomlazole
edildigi bildirilmi stir. 250-2000 gr arasinda miktarlarda toplanan firy@rneklerinin
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlar; P-B88atik l6semi i vivo), insan
nazofarenks karsinomu (9KB) ve astrositom hicneée(9ASK) kagl test edilmgtir.
Test sonuclarl sistematik bryofit gruplari, 6zd#ikThuidiaceag Mniaceae ve
Neckeraceadamilyalari, ile korelasyon gosterstir.
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Gunatilakaet al (1994), bazi bryofit ekstrelerinin potansiyelikanhser aktivite 6zelgi
gostermesi nedeniyle, gal Urtnlerden izolasyonla elde edilen maddeler lagasn

degerlendirildiginde bryofitlerin dGnemli bir yere sahip olgunu belirtmglerdir.

Lorimer et al (1996) yaptiklari bir cadlma da; Yeni Zelanda’'dan briyofit, liken ve
vaskiler bitki olmak tzere 86 tur toplagardir. Bu turlerin P388 (Kan kanseri)
hiicresine kar sitotoksik aktivitesini incelengierdir. En yuksek aktivite gerotlarinda
(25 adet/29 adet) ve en gk aktivite ise karayosunlarl ve boynuzsgecotlarinda
(4/22) gozlenmtir.

Bertl et al (2004), karayosunlarinda bulunan bir bibenzilnolanularik asidin 4
tirevinin; kolon kanseri hicrelerinde hiicre buytimeserinde, kadinlik hormonu ve

meme tumor hicrelerinde sitotoksik etki gostgirdibelirtmislerdir.

Ivanovaet al (2007),Sanionia georgico-uncinatkarayosunundan kloroform-metanol
(1:1) ¢ozlculeri kullanilarak elde edilen SanioAirve B’nin; insan l6semi (K562) ve
rahim &z1 kanseri hucrelerinde (HelLa), farelerdeg lidokusu ana hicreleri (L929-
fibroblast)’'nde 72 saat sonra antiproliferatif &k ve sitotoksik etki gostergini tespit

etmislerdir.

Yamadaet al (2007), Kanada’'da yggn Sphagnumurba yosununun sican bazofilik
|6semisi  Uzerinde sitotoksik etkisini MTT  (3-(4,5vethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) analizi yaparak galslardir. Analiz sonucunda, liik
dozlar (0.001-10 pg/mL) 48 saat sonra hicbir aza#tki gostermengtir. S6zU edilen
Sphagnunturba yosunundan elde edilen fulvik asitin alehji&staliklari 6nleme veya

tedavisinde yararli olabilegeifade edilmitir.

Guoet al (2008),Scapania verrucoséleeg. cgerotu ve bu @erotu Uzerinde yayan
endofitik mantarChaetomium fusiform#en elde edilen ether ekstrelerin kimyasal
bilesimi, antifungal ve anti-tumor 6zellikleri ag@ariimistir. C. fusiforméin konukgu

bitkiye gore daha fazla anti-tumor etki gostgrdtespit edilmgtir. S. verrucosa
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cigerotu’'nun, test edilen batin timor hdcreleri Uz#einkismen etkili  oldgu
belirtilmistir.

Krzaczkowskiet al (2009), insan rahim kanseri hiicrelerinde (Helrjrmal fenotipik
gelismelere neden olan ve blylimeyi engelleyici bryoksteelerinin farmakolojik
taramasini ¢caijmiglardir. Test edilen 219 karayosunu ekstresi arasindaterfazik ve
mitotik hucreler Gzerine dnemli etkilerinin g kombinasyonlari ile hiicre bolinmesi
Uzerine etkili 41 ekstrakt tespit edilgtir. Hiicre canllgi, hiicre dongusu ve fenotipik
analizler kullanilarak 7 ekstrakt daha fazla inneitir. 2 sira dg1 fenotip iceren 3 tane

farkl farmakolojik yapi aydinlatilngtir.

Komalaet al (2010), TahitiMastigophora dicladose Frullania turleri ve Endonezya
Frullania tdrleri, Dumortiera hirsuta Marchantia tdrleri ve JaponyaPorella
perrottetiana tdrlerinin  ham ekstrelerinin  GC-MS (Gaz KromatdgiaKitle
Spektroskopisi) ile kimyasal b#enlerini belirlemglerdir. Tahiti M. diclados ve
Frullania turleri ve Endenozy&rullania tirleri HL-60 {nsan miyelosit kan kanseri) ve

KB (Rahim kanseri) hiicrelerine kasitotoksik aktivite gosterngierdir.

Oztopcu-Vataret al (2011) tarafindaniiomalothecium sericeurfHedw.) Schimp.’'un
antimikrobiyal ve antiproliferatif 6zellikleri agarilmistir. S6zi edilen karayosunundan
elde edilen ekstre C nin C6 hucreleri Uzerinde tkili eolarak tespit edilmgtir. 24
saatlik bir stiire sonunda; 85 pg/mL lik konsantraskanserli hiicrelerin yam gtcunu

%39, 170 pg/mL lik konsantrasyon ise %86 oranirmdtianstir.

Savarglu et al (2011b), sucul bir karayosunu ol&ontinalis antypreticaHedw.'nin
antikanser ozelliklerini incelelerdir. iki farkh ekstraksiyon yontemiyle 8 oziit
(metanol, kloroform, aseton, etil asetat, A, B,&€D) elde edilmitir. Ekstre C'nin aktif
bileseninin 0,16, 1,6, 16,80 ve 160 ug/mL konsantrasgromin in vitro toksisitesi test
edilmistir. Sadece 80 ve 160 pg/mL’lik konsantrasyonlé2th ve 48 saatte doza ve

zamana bg olarak sican glioma (C6) hticre cargihda azalmaya neden ofglurapor
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edilmistir. Yazarlar, sonug¢ olarak bu gaha sonucunda elde edilen verilgigindaF.
antypreticanin antikanser ajan olabilme olagihi ileri sirmglerdir.

Chenget al. (2012) tarafindanPolytrichum communéledw. karayosununun etanolik
ekstraktlarinin veP. communéen elde edilen farkli fraksiyonlarin L1210 (I6s¢m
hiicrelerinde anti-timé6r ve apoptotik aktivitelereguriimistir. Elde edilen sonuclar,
konsantrasyona ganli olarak P. communéen elde edilen ve 24 saatlik bir zaman
dilimi sonrasi 1@y degeri 77.22 pg/mL olan etanolik eksraktlarin kanseiicrelerin
yasama gucund azal@ini gostermytir. Etilasetat fraksiyonu, 48 saat sonra eldeesdil
ICso dezeri 32.29 pg/mL olan kloroform ve bitanol fraksijemndan daha yuksek anti-
tumor etki gostermgtir. Bu calsma P. communéen elde edilen ham etanol
ekstraksiyonunun, kultard yapilgnb1210 (I6semi) hicrelerinde anti-timor etkising el

alan ilk argtirmadir.

Oztopcu-Vataret al (2012),Homalothecium sericeumkstrelerinin sican glioma (C6)
hicreleri Gzerinde zamana ghasitotoksik etkilerini incelenslerdir. H. sericeuridan
elde edilen aseton ekstreleri 0.17, 1.7 ve 17 pdknlkonsantrasyonlarda C6
hiicrelerinin ygamsal seyirlerinde herhangi bir etki gostermgimiFakat 48 saat sonra
85 ng/mL’lik konsantrasyonda % 16 ve 170 pg/mLKignsantrasyonda % 36 oraninda
C6 hucrelerinin gegimini engelledgi gozlenmgtir. 0.17 pg/mL’lik konsantrasyonda
Ekstre A, C6 hucrelerinin yama yetengine herhangi bir etki gosteremegken, 48
saatlik bir gézlem sonucunda; 1.7 pg/mL’lik konsasyonda % 6, 17 pg/mL’lik
konsantrasyonda % 8, 85 pg/mL’lik konsantrasyonda2% ve 170 pg/mL’lik
konsantrasyonda % 33 oraninda C6 htcreleringarpa gicinde bir azalmanin ofgu
tespit edilmgtir.

Munzi et al (2014)Peltigeracinsi likene aitP. canina P. elisabethaee P. praetextata
turlerinin su, etanol ve metanol ham eksterlerimiyelom (kemik ilgi plazma kanser
hiicreleri) hiuicrelerine ke antiproliferatif aktivitesini tespit etrglierdir. Sonug olarak;
su ekstreleri hiicre proliferasyonunu azaltan enli etkstre olarak rapor edilrgtir.

14



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Karayosunu Materyali

Arastirmanin materyaliniRhytidiadelphus triquetrugHedw.) Warnst. Sekil 3.1) ve
Tortella tortuosa(Hedw.) Limpr. §ekil 3.2) karayosunu tirleri okiurmaktadir. Her iki
tur 2013 yilinda toplandiR. triquetrus 1689 m yiukseltide ve 449 734' kuzey
enlemi-33 46 634’ dogu boylami arasinda kalan Cankiri ili Yaprakl iicééesire
yerindeki Pinus sylvestrisL. ve Juniperus communid. var. saxatilis Pall. bitki
ortisunin yayily gosterdgi alanda toprak Gzerinden toplandt.. tortuosa yine ayni
lokalitede, 1679 m yukseltide 2@9 695’ kuzey enlemi-3346 779’ dogu boylamina

sahip c@rafi koordinatlarda, toprak tzerinden toplandi.

Sekil 3.1 Rhytidiadelphus triquetrugHedw.) Warnst. (Foto: G. Abay)
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Sekil 3.2 Tortella tortuosa (Hedw.) Limpr. (Foto: G. Abay)

3.2.Arazi Calismasi ve Herbaryum Orneklerinin Hazirlanmasi

Rhytidiadelphus triquetrugHedw.) Warnst. veTortella tortuosa (Hedw.) Limpr.
karayosunu tdrlerinin mumkin olgunca cevre kirlilginden uzak, yerkem alanlarinin
olmadgl veya muiudahale gormegniekosistemlerden alinmasina 06zen gosterildi.
Araziden toplanan karayosunu o6rnekleri 6ncedenrlaazns plastik pgetler icerisine
konuldu. Her bir tur icin; bitki érneklerinin toptadigl tarih, yukselti, bitki 6rtusa,
cografi koordinatlar ve habitat bilgilerini iceren legitler hazirlanip ilgili karayosunu
turlerinin bulundgu plastik pgetlere konuldu. Toplanan drnekler laboratuvardaetsz
kagitlari Gzerine serilerek kurutuldu. Sonra kuruyanekler standart ebatlardaki zarflar

icerisine konularak muhafaza altina alindi ve hetloa 6rnei haline getirildi.
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3.3.Karayosunu Turlerinin Te shisi

Araziden toplanan karayosunu tdrlerininghtisi icin Smith (2004) flora eserinden
yararlanildi. Buna gore, s6z konusu taksonlar dgine hangi cinse ait olduklari tespit
edildi ve daha sonra ise tir diizeyindghigleri yapildi.ilgili bitki 6rneklerinin Turkiye
florasinda olup olmagdini kontrol etmek igin, Uyar ve Cetin (2004) karayau kontrol
listesinden yararlanildi. Taksonlarin gincel Ladiredlarinin kullaniminda Hikkt al
(2006) tarafindan hazirlanan bryolojik monografsesiandi.

3.4. Karayosunlarinin Kurutulmasi ve Ogiitiilmesi

KarayosunlariRhytidiadelphus triquetrus (RT) ve Tortella tortuosa(TT) oncelikle
istenmeyen otlardan arindiriidigkil 3.3) ve oda sicalginda (25 °C) kurutulduSekil
3.4).

Sekil 3.3 Karayosunlarinin safsizliklardan arindirnglami
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Sekil 3.4 Karayosunlarinin kurutulmasglemi

Ekstraksiyon gleminde verimi artirmak icin temizlenen karayosund89°C de sivi
azotla parcaland§gkil 3.5).

Sekil 3. 5Karayosunlarinin sivi azotla pargalangiami

Sivi azotla pargcalanmgemi sonucunda karayosunlari tartildi.
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3. 5. Ekstraksiyonislemi

3.5.1. Hekzan Ektresinin Eldesi

3.5.1.1. RT'nin hekzan ektresinin eldesi

Bir balon icerisineRT (74.54 g) alindi ve lizerine hekzan (1600 mLydladildi. 3 gin
oda sicakiiinda maserasyon yontemiyle ekstraksiyona tabi dutuBu kslem ¢ kez
tekrarlandi. Her slem sonunda bitki posasi suzgecgkh yardimiyla suzildo.
Suzuntuler birlgtirildi. Elde edilen stzuntinin ¢dzucusu evapoxaouzaklatirildi
(Sekil 3.6).

3.5.1.2. TT'nin hekzan ektresinin eldesi

Bir balon icerisineTT (297.34 g) alindi ve uzerine hekzan (3000 méayel edildi. 3
gun oda sicakiinda maserasyon yontemiyle ekstraksiyona tabi dutuBu slem (c¢
kez tekrarlandi. Hersliem sonunda bitki posasi sizgecgkl yardimiyla suzaldi.
Suzantler birlgtirildi. Elde edilen stzdntinin ¢ozicust evapodduzaklatirildi

(Sekil 3.6).

Sekil 3.6 RT ve TT hekzan ekstreleri

19



3.5.2. Kloroform (CHCI 3) Ektresinin Eldesi

3.5.2.1. RT' nin kloroform ektresinin eldesi

Hekzan ekstraksiyorslemi sonucu kalan Rposasi uzerine kloroform (750 mL) ilave
edildi. 3 gun oda sicalinda maserasyon yontemiyle ekstraksiyona tabi dutuBu
islem ¢ kez tekrarlandi. Heglém sonunda bitki posasi sizgecggikh yardimiyla
suzuldd. Suzuntuler bigarildi. Elde edilen suzintinin ¢6zicusl evapokaor
uzaklgtirnldi (Sekil 3.7).

3.5.2.2. TT'nin kloroform ektresinin eldesi

Hekzan ekstraksiyorslemi sonucu kalad T posasi tzerine kloroform (1750 mL) ilave
edildi. 3 gln oda sicalginda maserasyon yontemiyle ekstraksiyona tabi dutuBu
islem U¢ kez tekrarlandi. Hegléem sonunda bitki posasi sizgeggikh yardimiyla
suzuldd. Suzuntuler bigarildi. Elde edilen suzintinin ¢6zicusl evapokaor
uzaklgtinldi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 RT ve TT kloroformekstreleri
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3.5.3. Etilasetat (EtOAc) Ektresinin Eldesi

3.5.3.1. RT'nin etilasetat ektresinin eldesi

Kloroform ekstraksiyonsiemi sonucu kalan Rposasi zerine etilasetat (500 mL) ilave
edildi. 3 gun oda sicalginda maserasyon yontemiyle ekstraksiyona tabi dutuBu
islem ¢ kez tekrarlandi. Heglém sonunda bitki posasi sizgecggikh yardimiyla
suzuldd. Suzuntuler bigarildi. Elde edilen suzintinin ¢6zicusl evapokaor
uzaklatirildi (Sekil 3.8).

3.5.3.2. TT'nin etilasetat ektresinin eldesi

Kloroform ekstraksiyonslemi sonucu kalaimT posas! Uzerine etilasetat (1000 mL)
ilave edildi. 3 giin oda sicaglnda maserasyon yontemiyle ekstraksiyona tabidutul
Bu islem u¢ kez tekrarlandi. Heglem sonunda bitki posasi stzge@ikh yardimiyla
suzuldd. Suzuntuler bigarildi. Elde edilen suzintinin ¢6zicusl evapokaor
uzaklatirildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 RT ve TT etil asetat ekstreleri
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3.5.4. Metanol (MeOH) Ektresinin Eldesi

3.5.4.1. RT'nin metanol ektresinin eldesi

Etil asetat ekstraksiyoglemi sonucu kalan Rposasi Gizerine metanol (500 mL) ilave
edildi. 3 gun oda sicalginda maserasyon yontemiyle ekstraksiyona tabi dutuBu
islem ¢ kez tekrarlandi. Heglém sonunda bitki posasi sizgecggikh yardimiyla
suzuldd. Suzuntuler bigarildi. Elde edilen suzintinin ¢6zicusl evapokaor
uzaklatirildi (Sekil 3.9).

3.5.4.2. TT'nin metanol ektresinin eldesi

Etil asetat ekstraksiyoslemi sonucu kalad' T posasi Uizerine metanol (1000 mL) ilave
edildi. 3 gun oda sicalginda maserasyon yontemiyle ekstraksiyona tabi dutuBu
islem U¢ kez tekrarlandi. Hegléem sonunda bitki posasi sizgeggikh yardimiyla
suzuldd. Suzuntuler bigarildi. Elde edilen suzintinin ¢6zicusl evapokaor
uzaklgtinldi (Sekil 3.9).

15000

20
B \SO 9001-°

Sekil 3.9 RT ve TT metanol ekstreleri

22



3.5.5. Su Ektresinin Eldesi

3.5.5.1. RT'nin su ektresinin eldesi

Metanol ekstraksiyonsiemi sonucu kalan RTposasi $ekil 3.10) bir stizgec kadi
uzerinde kurumaya birakildi.

Sekil 3.11RT bitki posasinin kaynatiimaya hazirlanmasi

Elde edilen kuru bitki posas$ékil 3.11) saf suda (800 mL) gerigducu altinda 5-6
saat kaynatildijekil 3.12).
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Sekil 3.12RT sulu fazin geri sutucu altinda kaynatiimasilemi

RT sulu fazin geri sautucu altinda kaynatiimasgléminden sonra bir bez yardimiyla
suzme glemi gercekletirildi (Sekil 3.13). Sulu ekstredeki su evaporatérde

uzaklgtinldi.
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Sekil 3.13RT sulu fazin sizmsglemi

3.5.5.2. TT'nin su ektresinin eldesi

Metanol ekstraksiyorgiemi sonucu kalaf T'nin posasi $ekil 3.14) bir suzge¢ Kadi

Uzerinde kurumaya birakildi.

Sekil 3.14TT bitki posasi
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Sekil 3.15TT bitki posasinin kaynatiimaya hazirlanmasi

Elde edilen kuru bitki posas$é€kil 3.15) saf suda (1500 mL) geriggucu altinda 5-6
saat kaynatildijekil 3.16).

Sekil 3.16 TT sulu fazin geri sautucu altinda kaynatiimasiémi
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TT sulu fazin geri sgutucu altinda kaynatilmasgleminden sonra bir bez yardimiyla
suzme glemi gercekletirildi (Sekil 3.17). Sulu ekstredeki su evaporatorde
uzaklatirildi.

Sekil 3.17TT sulu fazin suzmslemi

3.5.6. RT ve TT Ekstrelerinin Etil Asetat ve n-Biitanol ile Ekstraksiyon islemi

RT su ekstresi (300 mL) sirasi ile etil asetat (5x 8@0 ve n-butanol (5x 300 mL) ile
ekstrakte edildi. Ayngekilde TT su ekstresi (1L) sirasi ile etil asetat 500 mL) ve n-
bitanol (5x 500 mL) ile ekstrakte edildigkil 3.18). Elde edilen ekstrelerin ¢oziculeri
evaporator yardimi ile uzakkanlidi.
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Sekil 3.18TT sulu fazin ekstraksiyoglemi

3.6. Hekzan Ekstrelerinin GC-MS Analizi

3.6.1. Hekzan ekstrelerinin esterlgtiriimesi i slemi

RT ve TT karayosunlarinin hekzan ekstrelerininhignden 11 mg alindi ve lGzerine 1
Molar KOH/metanol c¢ozeltisinden 5 mL eklendi. €dn kargim vorteksle iyice
karstirildi (Sekil 3.19). Bu kasim utzeri 3 mL hekzan ilave edildi ve vorteksle gic
karstirildi. Hekzan fazindan 1mL alinarak 7 mL hekzaségreltildi (3.66 mg/7 mL
hekzan) ve bu c¢ozeltiden 1.5 mL alinarglekil 3.20) GC-MS analizi Sekil 3.21)
gerceklatirildi (Demirtas and Sahin, 2013).
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Sekil 3.20 Esterlgtirilmi s hekzan ekstrelerinin viallere algni

3.6.2. Gaz kromatografisi (GC) programi

Sabit y& analizleri icin, Perkin EImer Clarus 500 model g@amatografisi kullanildi.
Cihazda BPX-20 kapiler kolon (30 m x 0.25 mm, 0% film kalinlik; 5% phenyl
polysilphenylene—siloxane), 70 eV iyostiama voltaji ve FID detektord kullanildi.
Firin sicaklg su sekilde: 50- 120 °C arasi 5 °C/dak. ve 120 °C- Z@rasi 10 °C/dak
ve son kisimda 5 dakika tutuldu. 1.0 seyreltiimi ekstreler, 300:1 split modunda
cihaza enjekte edildi. Enjektor ve dedektor sigaklsirasiyla 220 °C ve 290 °C
ayarlandi. Tayicl gaz olarak Helyum kullanildi ve akiorani 1 mL/dak olarak
belirlendi ve drnekler 1/1000 oraninda seyreltildi.
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3.6.3. Gaz kromatografisi/ kutle spektrometrisi (GC/MS) programi

GC/MS analizi Perkin Elmer kutle spektrometresi itgerceklstirildi. Cihazda
otosampler ve kolon olarak BPX-20 column (30m25@m x 0.25um film) kullanildi.
GC/MS tespitleri icin bir elektron iyondarma sistemi kullanildi (70 eV iyoniarma
enerjisi). Talyict gaz olarak Helyum kullanildi ve gkorani 1.3 mL/dak ve 6rnekler
1/1000 oraninda seyreltildi.

Sekil 3.21 Orneklerin GC-MS analizi
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3.7. Kloroform, Etil Asetat (EtOAc), Metanol (MeOH), Su, Su/EtOAc ve

Su/n-Butanol Ekstrelerinin HPLC-TOF/MS Analizi

Kloroform, etil asetat, metanol, su, su/etil asettsu/ n-butanol ekstrelerinin fenolik
madde iceii HPLC-TOF/MS analizi ile gercekdérildi. Analiz islemleri sirasinda
gallik asit, gentisik asit, kag®, 4-hidroksibenzoik asit, protokatek asit, kafeik
asit, 4-hidroksi benzaldehit, rutip-kumarik asit, ferulik asit, apigenin-7-glikozit,
naringenin, kamferol, rosmarinik asit, salisilgita kersetin, ellajik asit, resveratrol ve
klorojenik asit olmak Uzere toplam 19 Bi#min (Cizelge 3.1) kalitatif ve kantitatif

analizi gerceklgtirildi. Bu analiz icin @agida belirtilen program kullanildi.

3.7.1. HPLC-TOF/MS programi

Ekstrelerin fenolik icegii, Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC Systerte i
birlestirilmi s 6210 Time of Flight (TOF) LC/MS dedektor ve AgiteéPoroshell 120 EC-
C18 (2.7 mm, 4.0 x 50 mm) kolon kullanilarak getegtirildi. Mobil faz A ve B
sirasiyla, ultra saf su ile 0.1% formik asit vetasgril karisimi kullanildi. Aks orani
0.4 mL/dakika ve kolon sicakh 35 °C dir. Enjeksiyon hacmi 5 pL olarak kullahil
Cozucl programyu sekilde: 0. dak %10 B; 0-1 dak %10 B; 1-10 dak %80.®-19 dak
%80 B; 19-19.10 dak %10 B; 19.10-29.1 dak %10 Bn&art bilgiklerin alikonma
zamanlari (Retention times, RT) ven/z degerleri ekstrelerin bilgenlerinin
belirlenmesinde kullanildi. MS-TOF cihazinin iyoggrtea modu negatif olup, gaz
sicaklgl 325 °C, gaz aki 11.0 L/dak, nebulizor (45 psi).
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Cizelge 3.1Analizi gerceklstirilen fenolik bilesenler

Kapal Gercgek Hesaplanan
apall N A
No | Molekil Adi Molekal formalii Pall 1 Molek Molekal agirli g
formila agirli g1 (g/mol)
(g/mol)
Gallik asit
1 C;HeOs 169,0142 169,0112
Gentisik Asit
2 C;HeO4 153,0193 153,0163
o L
3 Katesin HO » OH | CisHOs | 289,0718 289,0675
OH
4-
4 | hidroksibenzoik C;HgO4 137,0244 137,0217
Asit
OH
Protokatgoik
5 . C;HeO,4 153,0193 153,0159
Asit
6 | Kafeik Asit W CaHaOs | 179,0350 179,0316
4-hidroksi
7 ) C;HeO, 121,0295 121,0271
benzaldehit
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Cizelge 3.1'in devami

8 Rutin CoH30046 | 609,1461 609,1395
p-Kumarik
9 . CoHgOs 163,0401 163,0367
Asit
10 | Ferulik Asit CioH10s | 193,0506 193,0469
Apigenin-7-
11 o CoiHy010 | 431,0984 431,0939
glikozit
OH OH O
OH
HO O ‘\\\©/
12 Naringenin 271,0612 271,0698
C15HlZOS
OH O
OH
o I
13 Kamferol CisH100s | 285,0405 285,0369
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Cizelge 3.1'in devam

OH
- o O, OH OH
Rosmarinik
14 ) NN CigH160g | 359,0772| 359,0732
Asit @
HO
OH
O OH
Salisilik
15 ] OH C/HeO; | 137,0244| 137,0220
Asit
OH
OH
16 Kersetin HO o) O CysH1g07 | 301,0354 301,0317
I OH
OH O
0]
HO O
17 | Ellajik Asit HO O O OH C.H:Os | 300,9990| 300,9946
o OH
O
OH
HO X O
18 | Resveratrol CiH 05 | 227,0714| 227,0678
OH
HO, ,CO,H
. O
Klorojenik
19 asit HOY o = CieH1g09 | 353,0878| 353,0826
OH
OH

OH
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Sekil 3. 22HPLC-TOF/MS cihazi

3.8. Antiproliferatif Aktivite

3.8.1. Hela ve C6 hiicrelerinin hiicre kultiri islemi

Antiproliferatif aktivite testlerinde HeLairfsan Rahim Kanseri Hiicresi) ve C6 (Sican
Beyin Tumor Hucresi) hiucreleri kullanildsekil 3.23 veSekil 3.24).

Sekil 3.23C6 Tumor Hucresi Sekil 3.24HeLa Kanser Hucresi
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Steril kaplarda bulunan HelLa ve C6 hucrelerininubdiusu besiyeri uzaklgirildi,
hicreler trypsin-EDTA (10 mL) ile 1-2 dakika inkubdildi (veya CQ inkubatdrtinde,
37 °C). Boylece yuzeye yajan hiicrelerin ylizeyden sokulmesglsadi.

Sekil 3.25Pasajlamasiemi

Inkiibatérden cikarilan kap icerisine besi yeri DMEMO mL) eklenerek ortam
notralize edildi ve kap calkalanarak hicre suspamsi falkon ttptne aktarildi, (600
rpm, 5 dak) santrifij edilerek hicrelerin ¢okeltdsn sglandi. Besiyeri steril olarak
bosaltildiktan sonra, hiicre ¢okeltisi DMEM besi yekt3 mL) ile bir pipet kullanilarak

cozalda.

Diger taraftan steril 250 mL’lik kaplara 20 mL DMEM dieyerinden ve siispansiyon
edilen hicrelerden 1 mL konuldu. Bu kaplar kapakhari acik halde inkubatore
yerlestirildi ve bu islem (split) her 4 ginde bir tekrarlandi. Bglem tekrarlanirken

hicrelerin buyimesi ve kontamine olup olng@adinverted mikroskop altinda kontrol
edildi.
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Sekil 3.26Inverted (ters) mikroskop

3.8.2. Hucrelerin dondurulmasi ve saklanmasi
Hucre pelletinden % 10 DMSO-DMEM kami ile hazirlanan hiicre stspansiyonu 1
mL (yaklasik 1x1& hiicre/ml) steril 2 mL cryoviallere (biyolojik maiglleri saklamak

icin hazirlanmg 6zel kaplar) aktarildi ve tipler gaudan sivi azot icinde veya 1 giin -80

°C de birakildiktan sonra sivi azot icinde saklandi.

3.8.3. Hiucrelerin Sayilmasiislemi

Besi yeri ile sspansiyon edilen kanmndan 10 pL alinarak Thoma Lamina damlatildi ve
5 kuyucukta bulanan hicreler mikroskop altindaldayAsagidaki formul kullanilarak

hiicre sayisi belirlendi.

Hucre sayisi= 5 kuyucuktan sayilan hiicre say1€.@ x seyreltme faktori
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Sekil 3.27 Mikroskop
3.8.4. Testler icin ekstrelerden stok ¢ozeltilerin hazirlmmasi
Orneklerin DMSO daki ¢ozeltileri (20 mg/mL) hazmta ve 1:3 oraninda besiyeri ile

seyreltildi (5mg/mL). Olgan yeni ¢Ozeltiler 0,22 mikronluk steril filtrel&wullanilarak
steril falcon (15 ml) tuplerine suzuldiu ve -208€’saklandi.

Sekil 3.28 Ornekler ve DMSO
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3.8.5. BrdU cell ELISA testininin yapilisi

1) 96-well'lik mikroplatelerde Cizelge 3.helirtilen deney dizayni gercektaildi
ve 24 saat 37C, % 5 CQ inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Tim ekstrefer,
desisik konsantrasyonda (100, 75, 50, 40, 30, 20, 16 yeg/mL) calgildi ve
tum islemler steril kabinde gercekkildi. Hicre proliferasyon deneyi Uretici
firmanin protokoline gore BrdU cell ELISA yontermaylespit edilecektir. Tum
testler U¢ tekerrirlt ve U¢ kez tekrarlandi. (Déasive ark., 2009, Demirtas ve
Sahin, 2013, Sahin Yaglioglu ve ark., 2013, Karakeigrk., 2013).

Sekil 3.291nkiibator Sekil 3.30Orneklerin pipetlenmesi

Cizelge 3.2Proliferasyon Denemeleri Deney Dizayni (100 pg/mL)

KONTROL Standart madde EKSTRE 1
HUCRE 100 pL 100 pL 100 pL
El 100 pL 20 pL 20 pL
DMEM 10 pL 80puL 80 L
TOPLAM 200 uL 200 pL 200 pL

2) 24 saatin sonunda kuyucuklara 20 pl BrdU etiketlsgigsyonundan eklendi ve
4 saat 37C, % 5 CQ inkubattrde inktibasyona birakildi.
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Sekil 3.31BrdU etiketleme solisyonunun eklenmesi

3) Etiketlenen kuyucuklardaki ¢ozelti ters cevriletadgaltildi ve 200 pl FixDenat
eklendi ve 30 dakika oda sicalhda inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.32FixDenat solisyonunun eklenmesi

4) FixDenat sollisyonu uzakfarildiktan sonra 200 pl anti-BrdU-POD solisyonu
eklendi ve 90 dakika oda sicalhda inkiibasyona birakildi.
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Sekil 3.33Anti-BrdU-POD soltisyonunun eklenmesi

5) Anti-BrdU-POD soliisyonu uzaldarildiktan sonra tum kuyucuklar 3 x 200 pl
yikama soltisyonu ile yikandi. Daha sonra tim kulglaza 100 pl substrat
soliisyonu eklendi ve 30 dakika oda sigaklda inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.34 Substrat soliisyonunun eklenmesi

6) Tum kuyucuklara 25 pl 1M 8O, ¢ozeltisi ilave edilmeden Once ve sonra
ELISA okuyucuda (ChroMate, Microplate Reader PA3@bies, USA) 450 ve

650 nm deki absorbanslari 6l¢tldd.
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Sekil 3.36 ELISA mikroplate okuyucu
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3.9. Sitotoksik Aktivite Testlerinin Yapilisl

Test maddelerinin sitotoksik aktivitesi LDH Cell ©Bjoxicity Assay (Roche 04 744 926
001, Germany) kullanilarak Uretici firmanin proseiie gore test edildi. Oncelikle
hicre kaltar flasklar icinde yer alan C6 hucreieen besi yeri uzaldarildi. Daha
sonra flasklara 10 mL Tripsin EDTA c¢Ozeltisi eklgnddylece ylzeye yagan
hiicrelerin yiizeyden sokilmesigsandi ve 5 dakika C&nkiibatorde (37C) bekletildi.
Uzerine DMEM (10 mL) eklendi. Okan kargim falcon tupiine alindi, santrifiij edildi
(600 rpm, 5 dak). Stpernatant kisim dokuldi ve @Qérdleri DMEM (2-3 mL) ile
¢ozildu. Bu kagimdan 20 pL alinarak 40 pL Trypan blue boyasi deskrildi ve 20
uL Thoma Lamina damlatildi. Uzeri bir lamelle kajgatve sayim alanindaki toplam 5
kuyucukta bulanan hicreler (mavi boyanmayan caiflcréier) mikroskop altinda
sayildi. Hucreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklknoplate alinarak her bir kuyuga
5000 htcre eklendi. High kontrol kuyuyguna 100 pL triton X 100, low kontrol
kuyucuyzuna 100 uL DMEM ve 6rnek kuyucuklarina ise 100 gan(degim 100 uM )
orneklerden eklendi ve 24 saat £i@kibatorde (37°C) inkiibe edildi. Tumsiemler
steril kabinde gercelgarildi. Pozitif kontrol olarak 5-fluorouracil (548) kullanildi.

24 saat inkiubasyon sonunda orneklerin sitoksikvakteri LDH Cell Cytotoxicity
Assay uretici firmanin protokoltine gore tespit @dilTum testler Ug tekerrarlt ve iki
kez yapilmgtir. Kisaca, inkibasyon sonrasinda tim kuyucuklartaka bir 96

kuyucuklu mikroplate siipernatant kismindan 100 jwida

Sekil 3.37Deney 6ncesi plate gorinumu
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Bu supernatantlarin tzerlerine reaksiyon «amndan 100 pl eklenerek 20 dakika oda

sicaklginda ve gik almayan bir ortamda inktibasyona birakifgekil 38).

Sekil 3.38 Deney sonrasi plate gorinumu

Bu slre sonunda plakalar uygun bir mikroplaka okugia (ChroMate, Microplate
Reader P4300 Series, USA) kullanilarak 492 nm dafgainda okutuldu ve absorbans
degerleri elde edildi. Aagidaki formul kullanilarak % sitotoksisiteler heszipdli.

Sitotoksisite (%) = (Deneysel gler - DUk Kontrol) / (YUksek Kontrol- Dgilk Kontrol) x 100

3.10. Istatistiksel Analiz
In vitro deney sonuglari dokuz gierin ortalamasidir (+ SD). Gruplar arasi farklgukl

tek yonlu varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gerlendirildi (p< 0.01). Uygulama

gruplar arasindaki farkhliklar ise ¢oklu kdastirma testi (Duncan) ile analiz edildi.

3.11. IC5p ve ICy5 Degerlerinin Hesaplanmasi

Ekstre ve standartlarin igve IG5 degerleri ED50 plus v1.0 programi ile hesaplandi
(Vargas, 2000).
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4. BULGULAR

4.1. Karayosunlarinin Tartiimasi

Sivi azotla parcalanmaslemi sonucunda karayosunlari tartildRhytidiadelphus

triquetrus74.54 g veTortella tortuosaise 297.34 g olarak belirlendi.

4.2. Ekstraksiyonislemi Sonuclari

Cizelge 4.1 deRhytidiadelphus triquetruse Tortella tortuosakarayosunlarindan elde

edilen ekstrelerin miktarlari ve verimleri (%) Memistir.

Cizelge 4.1R. triquetrusve T. tortuosaekstre miktarlari ve verimleri (%)

Ornek adi R. triquetrus T. tortuosa
Miktari (g) Verim (%) Miktar Verim
Hekzan Ekstresi 0,698 0.92 0,447 0.15
Kloroform Ekstresi 2.26 3.03 5.884 1.97
Etil asetat Ekstresi 0.239 0.32 0.533 0.18
Metanol ekstresi 3.021 4.05 3.66 1.23
Su ekstresi 2.3766 3.56 10.991 3.84

R. triquetrusve T. tortuosakarayosunlarininin su ekstrelerinin etil asetansaitanol

ile ekstraksiyonlari sonucunda elde edilen ekstk¢ariari belirlendi §ekil 4.1).

Sekil 4.1RT ve TT Etil asetat ve n-Butanol ekstre miktarlari
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4.3. Hekzan Ekstrelerinin GC-MS Analiz Sonuclari

RT ve TT hekzan ekstrelerinin GC-MS analizi sonwtautoplam 16 bilgen belirlendi
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2RT ve TT karayosunlarinin GC-MS analiz sonuglari

No RT izomer Bilesik adi % miktar
RT  TT
Doymus Yag asitleri
1 30.357 C 16:0 Palmitic acid, methyl ester 13,1%,52
2 31.026 C 16:0 Palmitic acid, isopropyl! ester 42,3 1,02
3 35.724 C 18:.0 Stearic acid, methyl ester 1,74 10,7
4 40.199 C20:0 Arachidic acid, methyl ester 25,39 0,40

Ara Toplam 42,62 7,65

Mono Doymamss Yag Asitleri

5 36.228 Cc18:1 Oleic acid, methyl ester 2,77
6 36.250 c1i8:1 7-Octadecenoic acid, methyl ester (omega 9) 2,70
7 36,388 C18:1 11- Octadecenoic acid, methyl ester 14,4 0,56

Ara Toplam 4,41 6,03

Coklu Doymamis Yag Asitleri

8 37.286 C18:2 Linoleic acid, methyl ester (omega 6) 8,53

9 38.883 C18:2 Linolenic acid, methyl ester (omega 6) 20,70 52,97

10 41.995 C 20:2 11,13-Eicosadienoic acid, methyrgstmega 6) 0,94

11 43.443 C 20:4 Arachidonic acid, ethyl ester 4,48

12 43.466 C 20:4 Arachidonic acid, methyl ester  (omega 6) 17,60 3,97

13 45.423 C 20:5 5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic  aaitgthyl ester) 4,19
(EPA)

Ara Toplam 38,3 75,08

Diger Bilesikler

14 25.459 1-Octadecene 0,77
15 31.278 1-Heptadecene 1,18
16 39.970 4,7,7-Trimethylbicyclo[3.3.0]octan-2-one 14,67

Ara Toplam 14,67 1,95
Genel Toplam 100 98,87

RT hekzan ekstresinde Arachidic acid, methyl ester28/89), Linolenic acid, methyl
ester (% 20.70), Arachidonic acid, methyl ester (%7.60), 4,7,7-
Trimethylbicyclo[3.3.0]octan-2-one (% 14,67) ve idic acid, methyl ester (% 13,15)
bes ana bilgen Sekil 4.2) olmak tzere toplam 8 b§kn belirlendi (Cizelge 4.2).
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/\/\/\/\/\/\/\)\OH

Palmitic Acid
(0]
OH
Arachidic acid
(0]
— — — OH
Linolenic acid
OH O
Arachidonic acid 4,7,7-Trimethylbicyclo[3.3.0]octan-2-one

Sekil 4.2.RT hekzan ekstresinin ana #aleri

Sekil 4.3. de RT hekzan ekstresinin GC-MS Kromatogreerilmektedir §ekil 4.3).
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Linolenic acid

/

Linoleic acid
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Arachidonic acid
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Palmitic acid
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Sekil 4.3RT nin GC-MS kromatogrami

TT hekzan ekstresinde C 18:2 Linolenic acid, me#ster (% 52,97), Linoleic
acid (% 8,53) ve Palmitic acid (% 5,52) u¢ anagetreSekil 4.4) olmak tzere, toplam
da ise 15 bilgen tespit edildi (Cizelge 4.2).

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Palmitic Acid
Linoleic acid

— — — OH
Linolenic acid

Sekil 4.4TT hekzan ekstresinin ana kigmleri
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Sekil 4.5. deTortella tortuosahekzan ekstresinin GC-MS kromatogrami verilmektedi
(Sekil 4.5).

TIC T IHlDdaans

Linolenic acid

/7

Linoleic acid

N
Palmitic acid ~ A JUL
] s WLWWW‘“%

T T T T T T T T T T T
1000 1500 =200 =00 icolan] =00 Q00 p= e o] [Selesn] ==ta ] anao aeaao

Sekil 4.5TT nin GC-MS kromatogrami

4.4. Kloform, Etilasetat (EtOAc), Metanol (MeOH), Su, SUEtOAc ve Su/n-
Bitanol Ekstrelerinin HPLC-TOF/MS Analiz sonuclari

4.4.1. RT ekstrelerinin HPLC-TOF/MS analiz sonuclari
RT kloroform ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonada mevcut 19 fenolik bijen

arasindan salisilik asit (0.16 mg fenolik/100 gkuitki) belirlendi Sekil 4.6, Cizelge
4.3).
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Salisilik Asit

RT Kloroform

Sekil 4.6 RT kloroform ekstresinin fenolik icedi

RT EtOAc ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonucundavcut 19 fenolik bilgen
arasindan gallik asit (0.07 mg fenolik/100 g kuritkip gentisik asit (0.08 mg
fenolik/100 g kuru bitki), 4-hidroksibenzoik asi®d,{2 mg fenolik/100 g kuru bitki),
protokatgoik asit (0,04 mg fenolik/100 g kuru bitki), kafedsit (0,04 mg fenolik/100 g
kuru bitki), 4-hidroksi benzaldehit (0,01 mg ferkdliO0 g kuru bitki), rutin (0,01 mg
fenolik/100 g kuru bitki) p-kumarik asit (0,02 mg fenolik/100 g kuru bitkigrtilik asit
(0,03 mg fenolik/200 g kuru bitki), naringenin (@,0ng fenolik/100 g kuru bitki),
salisilik asit (0,01 mg fenolik/100 g kuru bitki)neak tzere 11 bikenin varlgl tespit
edildi (Cizelge 4.3). 4-hidroksibenzoik asit ankeg®n olarak belirlendiSekil 4.7).

Naringenin TS STt

p-Kumarik Asit Ferulik Asit

Kafeik Asit

4-hidroksi benzaldehit Gallik Asit

Gentisik Asit

Protokatesoik Asit

4-hidroksibenzoik Asit

RT EtOAC

Sekil 4.7 RT EtOAc ekstresinin fenolik icei
RT MeOH ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonucundavaout 19 fenolik bilgen

arasindan gentisik asit (1,06 mg fenolik/100 g koitki), 4-hidroksibenzoik asit (2,36
mg fenolik/100 g kuru bitki), kafeik asit (0,59 nfignolik/100 g kuru bitki), rutin (0,09
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mg fenolik/100 g kuru bitki), ferulik asit (0,15 nfgnolik/100 g kuru bitki), naringenin
(0,23 mg fenolik/100 g kuru bitki), rosmarinik aét,17 mg fenolik/100 g kuru bitki),
salisilik asit (0,10 mg fenolik/100 g kuru bitkiyneak Uzere 8 bilgenin varlgl tespit
edildi (Cizelge 4.3). 4-hidroksibenzoik asit ankeg®n olarak belirlendiSekil 4.8).

Salisilik Asit

Rosmarinik Asit

Naringenin

Ferulik Asit

Rutin

Kafeik Asit

Gentisik Asit

4-hidroksibenzoik Asit

RT MeOH

Sekil 4.8 RT MeOH ekstresinin fenolik icei

RT su ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonucunda caev9 fenolik bilgen arasindan
gallik asit (1.09 mg fenolik/100 g kuru bitki) beéndi Sekil 4.9, Cizelge 4.3).

Gallik Asit

RT Su

Sekil 4.9 RT su ekstresinin fenolik iceii

RT Su/EtOAc ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonudgaimevcut 19 fenolik bien

arasindan gallik asit (0,12 mg fenolik/100 g kuritkih gentisik asit (1,17 mg
fenolik/100 g kuru bitki), 4-hidroksibenzoik as#,96 mg fenolik/100 g kuru bitki),
protokatgoik asit (0,08 mg fenolik/100 g kuru bitki), kafedsit (0,12 mg fenolik/100 g
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kuru bitki), 4-hidroksi benzaldehit (0,13 mg fekd1i00 g kuru bitki), ferulik asit (0,04
mg fenolik/100 g kuru bitki), naringenin (0,01 mgnblik/100 g kuru bitki), rosmarinik
asit (0,02 mg fenolik/100 g kuru bitki), kersetih,X2 mg fenolik/100 g kuru bitki),
klorojenik asit (0,02 mg fenolik/100 g kuru bitkllajik asit (0,01 mg fenolik/100 g
kuru bitki), resveratrol (0,01 mg fenolik/100 g kubitki) olmak tzere 13 bitenin
varhgl tespit edildi (Cizelge 4.3). gentisik asit ve d&tin iki ana bilgen olarak
belirlendi Sekil 4.10).

Ferulik Asit Naringenin

4-hidroksi benzaldehit Ellajik Asit

Kafeik Asit

Resveratrol
Gallik Asit
Kersetin Gentisik Asit

Klorojenik Asit

Rosmarinik Asit

Protokatesoik Asit

4-hidroksibenzoik Asit

RT SWEtAOC

Sekil 4.10RT Su/EtOAc ekstresinin fenolik icgfi

RT Su/n-BuOH ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi somata mevcut 19 fenolik
bilesen arasindan gallik asit (0,02 mg fenolik/100 gukhitki), gentisik asit (0,07 mg
fenolik/100 g kuru bitki), 4-hidroksibenzoik asi®,07 mg fenolik/100 g kuru bitki),
kafeik asit (0,01 mg fenolik/100 g kuru bitki) olknaizere 4 bilgenin varlgl tespit
edildi (Cizelge 4.3). gentisik asit ve 4-hidroksizeik asit iki ana bilgen olarak
belirlendi Sekil 4.11).
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Kafeik Asit Gallik Asit

4-hidroksibenzoik Asit
Gentisik Asit

RT Su/n-BuOH

Sekil 4.11RT Su/n-BuOH ekstresinin fenolik icgri

Cizelge 4.3RT ekstrelerin fenolik bikenleri ve miktarlar(mg fenolik/100 g kuru bitki)

MeOH EtOAc Kloroform Su Su/EtOAc Su/n-BuOH
Gallik Asit - 0,07 - 1,09 0,12 0,02
Gentisik Asit 1,06 0,08 - - 1,17 0,07
Katesin - - - - - -
4-hidroksibenzoik Asit 2,36 0,72 - - 4,96 0,07
Protokatesoik Asit - 0,04 - - 0,08 -
Kafeik Asit 0,59 0,04 - - 0,12 0,01
4-hidroksi benzaldehit - 0,01 - - 0,13 -
Rutin 0,09 0,01 - - - -
p-Kumarik Asit - 0,02 - - - -
Ferulik Asit 0,15 0,03 - - 0,04 -
Apigenin-7-glikozit - - - - - -
Naringenin 0,13 0,02 - - 0,01 -
Kamferol - - - - - -
Rosmarinik Asit 0,17 - - - 0,02 -
Salisilik Asit 0,10 0,01 0,16 - - -
Kersetin - - - - 1,12 -
Klorojenik Asit - - - - 0,02 -
Ellajik Asit - - - - 0,01 -
Resveratrol - - - - 0,01 -

4.4.2. TT Ekstrelerinin HPLC-TOF/MS Analiz Sonuclari

TT Kloroform ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonucia mevcut 19 fenolik bigen
arasindan kafeik asit (0,13 mg fenolik/100 g kurki}y 4-hidroksi benzaldehit (0,08
mg fenolik/100 g kuru bitki), naringenin (0,02 menblik/100 g kuru bitki), salisilik asit
(0,05 mg fenolik/100 g kuru bitki) olmak Gzere 4ebenin varlgi tespit edildi (Cizelge
4.4). kafeik asit ana bgen olarak belirlendiSekil 4.12).
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Salisilik Asit

Naringenin Kafeik Asit

4-hidroksi benzaldehit

TT Kloroform

Sekil 4.12TT Kloroform ekstresinin fenolik icegi

TT EtOAc ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonucundavcut 19 fenolik bilgen
arasindan gentisik asit (0,05 mg fenolik/100 g khbitki), 4-hidroksibenzoik asit (0,1
mg fenolik/100 g kuru bitki), kafeik asit (0,01 nfignolik/100 g kuru bitki), 4-hidroksi
benzaldehit (0,03 mg fenolik/100 g kuru bitki), dek asit (0,004 mg fenolik/100 g
kuru bitki), naringenin (0,006mg fenolik/100 g kubitki), salisilik asit (0,004 mg
fenolik/100 g kuru bitki), ellajik asit (0,02 mgrelik/100 g kuru bitki) olmak Gzere 8
bilesenin varlgi tespit edildi (Cizelge 4.4). 4-hidroksibenzoikitagna bilgen olarak
belirlendi Sekil 4.13).

Hlajik Asit

Salisilik Asit
Naringenin \

Ferulik Asit
4-hidroksi benzaldehit

Gentisik Asit

Kafeik Asit

4-hidroksibenzoik Asit

TT EtOAC

Sekil 4.13TT EtOAc ekstresinin fenolik icedi
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TT MeOH ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonucundavout 19 fenolik bilgen
arasindan gentisik asit (0,29 mg fenolik/100 g khboitki), 4-hidroksibenzoik asit (0,2
mg fenolik/100 g kuru bitki), kafeik asit (0,08 nfignolik/100 g kuru bitki), rutin (0,02
mg fenolik/100 g kuru bitki), salisilik asit (0,081g fenolik/100 g kuru bitki) olmak
tzere 5 bilgenin varlgi tespit edildi (Cizelge 4.4). Gentisik asit ve idhoksibenzoik
asit iki ana bilgen olarak belirlendiSekil 4.14).

Kafeik Asit

Gentisik Asit

4-hidroksibenzoik Asit

TT MeOH

Sekil 4.14TT MeOH ekstresinin fenolik iceti

TT Su ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonucunda coie\t9 fenolik bilgen

arasindan gallik asit (0,8 mg fenolik/100 g kurtkbibelirlendi Sekil 4.15, Cizelge
4.4).

Gallik Asit

Sekil 4.15TT Su ekstresinin fenolik icegi
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TT Su/EtOAc ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonugammevcut 19 fenolik biken
arasindan gallik asit (0,02 mg fenolik/100 g kuritkip gentisik asit (0,64 mg
fenolik/100 g kuru bitki), 4-hidroksibenzoik asit,85 mg fenolik/100 g kuru bitki),
protokatgoik asit (0,02 mg fenolik/100 g kuru bitki), kafedsit (0,01 mg fenolik/100 g
kuru bitki), 4-hidroksi benzaldehit (0,03 mg ferkdli00 g kuru bitki),p-kumarik asit
(0,02 mg fenolik/100 g kuru bitki), ferulik asit , @ mg fenolik/100 g kuru bitki),
naringenin (0,001 mg fenolik/100 g kuru bitki), isdik asit (0,1 mg fenolik/100 g kuru
bitki), resveratrol (0,003 mg fenolik/100 g kuruKp olmak Gzere 11 bikenin varlgi
tespit edildi (Cizelge 4.4). 4-Hidroksibenzoik as# gentisik asit iki ana bgen olarak
belirlendi Sekil 4.16).

Naringenin
Salisilik Asit

4-hidroksi benzaldehit . Ferulik Asit

Resveratrol

p-Kumarik Asit Gallik Asit

Protokatesoik Asit . .
Gentisik Asit

Kafeik Asit

4-hidroksibenzoik Asit

Su/EtOAC

Sekil 4.16 TT Su/EtOAc ekstresinin fenolik iceri

TT Su/n-BuOH ekstresinin HPLC-TOF/MS analizi sonuga mevcut 19 fenolik
bilesen arasindan gallik asit (0,04 mg fenolik/100 gukhitki), gentisik asit (0,09 mg
fenolik/100 g kuru bitki), protokageik asit (0,01 mg fenolik/100 g kuru bitki), kafeik
asit (0,02 mg fenolik/100 g kuru bitki), rutin (@® mg fenolik/100 g kuru bitki),
salisilik asit (0,01 mg fenolik/2100 g kuru bitkilorojenik asit (0,03 mg fenolik/100 g
kuru bitki) olmak Uzere 7 bijenin varlgl tespit edildi (Cizelge 4.4). gentisik asit ana
bilesen olarak belirlendi§ekil 4.17).
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Klorojenik asit Gallik Asit

Salisilik Asit
Rutin

Kafeik Asit

Protokatesoik Asit
Gentisik Asit

Su/n-BuOH

Sekil 4.17TT Su/n-BuOH ekstresinin fenolik icgi

Cizelge 4.4TT ekstrelerin fenolik bilgenleri ve miktarlari (mg fenolik/100 g kuru bitki)

MeOH EtOAc Kloroform Su Su/EtOAc  Su/n-BuOH

Gallik Asit - - - 0,8 0,02 0,04
Gentisik Asit 0,29 0,05 - - 0,64 0,09
Katesin - - - - - -
4-hidroksibenzoik Asit 0,2 0,1 - - 1,35 -
Protokatesoik Asit - - - - 0,02 0,01
Kafeik Asit 0,08 0,01 0,13 - 0,01 0,02
4-hidroksi benzaldehit - 0,03 0,08 - 0,03 -
Rutin 0,02 - - - - 0,003
p-Kumarik Asit - - - - 0,02 -
Ferulik Asit - 0,004 - - 0,02 -
Apigenin-7-glikozit - - - - - -
Naringenin - 0,006 0,02 - 0,001 -
Kamferol - - - - - -
Rosmarinik Asit - - - - - -
Salisilik Asit 0,03 0,004 0,05 - 0,1 0,01
Kersetin - - - - - -
Ellajik Asit - 0,02 - - - -
Resveratrol - - - - 0,003 -
Klorojenik asit - - - - - 0,03
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4.5. Antiproliferatif Aktivite Sonuclari

4.5.1.TT Ekstrelerinin HeLa Hicresine Karsi Antiproliferatif Aktivite Sonuclari

TT hekzan, kloroform, etil asetat (EA) ve metanol (MOekstrelerinin HelLa
hiicresine kar antiproliferatif aktiviteleri belirlendi §ekil 4.18). Tum bu ekstrelerin
antiproliferatif aktiviteleri standart olarak kutidan 5-fluorourasil (5-FU) ile mukayese
edildiginde ekstrelerin, calilan tum dozlarda oldukca glik aktiviteye sahip olduklar
gozlendi. Bununla beraber tim ekstrelerin aktieitelde doza kg olarak bir arts
gozlendgi tespit edildi Sekil 4.18).

100 1 TT Hela ‘ 0 Hekzan @ Kloroform B EA B MeOH @ 5-FU ‘I
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0 q i - + T r_l T I_:El m—"\
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Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.18TT ekstrelerinin HeLa hiicresine kaantiproliferatif aktivitesi*Tum testler i

tekerrirli ve g kez tekrarlandi, p<0.01.)

TT su, su/n-BuOH (Su/n-bltanol) ve su/EA (su/ etil taige ekstrelerinin Hela
hiicresine kar antiproliferatif aktiviteleri belirlendi §ekil 4.16). Su, su/n-BuOH
ekstrelerin antiproliferatif aktiviteleri standatarak kullanilan 5-fluorourasil (5-FU) ile
mukayese edil@ginde ekstrelerin, ¢allan tim dozlarda aktiviteye sahip olmadiklari
gozlendi. Bununla beraber su/EA ekstresinin hemlilbir aktiviteye sahip oldgu hem
de aktivite de doza Igh olarak bir arty gozlendgi tespit edildi §ekil 4.19).

58



1007 TT Hela 0 Su B Su/n-BuOH B SWEA M 5-FU \I
80 -

60

40 -

20+

el e e il o o

g

i i . ., s s . i
aad LIl
e e e e e

inhibisyon (%)*

-20 A

-40 -
100 75 50 40 30 20 10 5
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.19TT Su ekstrelerinin HeLa hiicresine kaantiproliferatif aktivitesi*Tum

testler ¢ tekerrirli ve Ug kez tekrarlandi, p<0.01

4.5.2.RT ekstrelerinin HeLa huicresine karsi antiproliferatif aktivite sonuclari

RT hekzan, kloroform, etil asetat (EA) ve metanMe(QH) ekstrelerinin HelLa
hiicresine kar antiproliferatif aktiviteleri belirlendi §ekil 4.20). Hekzan ve etil asetat
ekstrelerinin (5-10 pg/mL dozlar hari¢) standadrak kullanilan 5-florourasil den dahi
daha ylUksek aktiviteye sahip offlugtzlendi. Kloroform ekstresi ise hekzan, etiltase
ekstreleri ve 5-florourasil ile mukayese ediidide daha 1hmli bir aktiviteye sahip
oldugu gozlendi. Metanol ekstresinin ise tim dozlardiukta diguk aktivite gosterdii
tespit edildi. Bununla birlikte tim ekstrelerde igkelerde doza bl olarak bir arts
gOzlendgi tespit edildi Sekil 4.20).
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Sekil 4.20RT ekstrelerinin HeLa hlcresine kaantiproliferatif aktivitesi(*Tum testler tic
tekerrdrli ve g kez tekrarlandi, p<0.01.)
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RT su, su/n-BuOH (Su/n-bitanol) ve su/EA (su/ etfletat) ekstrelerinin HelLa
hiicresine kar antiproliferatif aktiviteleri belirlendi§ekil 4.21). Su, su/n-BuOH su/EA
(su/ etil asetat) ekstrelerinin antiproliferatiftiaiteleri standart olarak kullanilan 5-floro
urasil (5-FU) ile mukayese edifginde ekstrelerin, callan tim dozlarda aktiviteye
sahip olmadiklari gozlendi. Bununla beraber ekstnelaktivitelerinde doza Iga olarak
bir artls gbzlendgi tespit edildi Sekil 4.21).
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*
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e
+
A
A
e
el
el
el

inhibisyon (%6)*
ITETIIIIIY
FEEE IR
FIFFE IR H

100 75 50 40 30 20 10 5
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.21RT Su ekstrelerinin HeLa hicresine gantiproliferatif aktivitesi*Tim
testler tg¢ tekerrirli ve tg kez tekrarlandi, p<0.01

4.5.3.TT ekstrelerinin C6 hiicresine karsi antiproliferatif aktivite sonuclari

TT hekzan, kloroform, etil asetat (EA) ve metanol (NMBQkstrelerinin C6 hicresine
kargi antiproliferatif aktiviteleri belirlendi fekil 4.22). Kloroform ve etil asetat
ekstrelerinin antiproliferatif aktiviteleri standanlarak kullanilan 5-florourasil (5-FU)
ile mukayese edil@inde ekstrelerin, calilan yiksek dozlarda (6zellikle 100 pg/mL)
onemli Olclde aktiviteye sahip olduklari gozlendiekzan ekstresinde 1limh bir etki
gozlenirken, metanol ekstresinde oldukc¢astdkl bir aktivite tespit edildi. Bununla
beraber tum ekstrelerin aktivitelerinde dozglbalarak bir arty gortldu Sekil 4.22).
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Sekil 4.22TT ekstrelerinin C6 hiicresine kaantiproliferatif aktivitesi*Tum testler g

tekerrirli ve g kez tekrarlandi, p<0.01.)

TT su, su/n-BuOH (Su/n-bitanol) ve su/EA (su/etil aQegkstrelerinin C6 hiicresine
karsi antiproliferatif aktiviteleri belirlendi §ekil 4.23). Su ve su/EA (sul/etil asetat)
ekstrelerinin antiproliferatif aktiviteleri standaolarak kullanilan 5-florourasil (5-FU)
ile mukayese edil@inde ekstrelerin, 100 pug/mL de thmh bir aktivieegahip olduklari
go6zlendi. Su/n-BuOH ekstresinde ise gén en yiksek dozda bile oldukga zayif bir

aktivite tespit edildi. Bununla beraber ekstreleaktivitelerinde doza @ olarak bir
artis gozlendgi tespit edildi Sekil 4.23).

inhibisyon (%6)*

100
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20 10 5

Sekil 4.23TT Su ekstrelerinin C6 hicresine kaantiproliferatif aktivitesi*Tum testler
Uc tekerrirli ve g kez tekrarlandi, p<0.01.)
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4.5.4.RT Ekstrelerinin C6 Hucresine Karsl Antiproliferatif Aktivite Sonuclari

RT hekzan, kloroform, etil asetat (EA) ve metardde©OH) ekstrelerinin C6 hicresine
karsi antiproliferatif aktiviteleri belirlendi §ekil 4.24). Hekzan ve etil asetat
ekstrelerinin antiproliferatif aktiviteleri standaolarak kullanilan 5-florourasil (5-FU)
ile mukayese edild@inde ekstrelerin aktivitelerinin 5-FU in aktivitesien daha yuksek
oldugu go6zlendi. Kloroform ekstresinin antiproliferatiktivitesi ise 5-FU ile mukayese
edildiginde 5-FU’in aktivitesine olduk¢ca yakin olgw gorildi. MeOH ekstresinin
antiproliferatif aktivitesi incelenginde ise standart bgese oranla 1hmh bir etki
gosterdgi belirlendi. Bununla beraber tim ekstrelerin aitélerinde doza ki olarak
bir artis goraldi Sekil 4.24).

o} o B o o5-
RT C6 Hekzan & Kloroform B EA O MeOH 5FU‘

100 +
801 [
60 - |

40 |

inhibisyon (%6)*

20 1 [

-20 -
100 75 50 40 30 20 10 5
Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.24RT ekstrelerinin C6 hiicresine kaantiproliferatif aktivitesi(*Tim testler iig
tekerrurli ve Ug kez tekrarlandi, p<0.01.)

RT su, su/n-BuOH (Su/n-butanol) ve su/EA (su/ asiétat) ekstrelerinin C6 hicresine
kargi antiproliferatif aktiviteleri belirlendi §ekil 4.25). Tum ekstrelerin antiproliferatif
aktiviteleri standart olarak kullanilan 5-floroullags-FU) ile mukayese edil@inde
ekstrelerin, diilk bir aktiviteye sahip olduklari gbzlendi. Bunurlaraber ekstrelerin
aktivitelerinde doza i olarak bir arty gozlendgi tespit edildi Sekil 4.25).

62



100 -
80

=

S 60

c

o

& 40-

e

£ 20-

o
|

Ny
o
1

100

75

50

RT C6

B Su 8 Su/n-BuOH B Su/EA B 5-FU

40 30

Konsantrasyon (ug/mL)

20

10

Sekil 4.25RT Su ekstrelerinin C6 hiicresine gaantiproliferatif aktivitesi*Tum testler

Uc tekerrtrlt ve ¢ kez tekrarlandi, p<0.01)

TT ve RT ekstrelerinin HeLa ve C6 hicrelerine §dCs ve 1G5 dezerleri Cizelge 4.5

ve Cizelge 4.6 da verildi.

Cizelge 4.5TT ve RT ekstrelerinin HeLa Hucresine kalCsg ve IG5 deserleri

Ekstre Adi Tortella tortuosa Rhytidiadelphus triquetrus
ICso IC 5 ICs0 IC7s
Hekzan 33.26 57.26 17.94 48.16
Kloroform 94.62 104.31 57.08 81.61
EtOAC 55.60 72.82 * 31.49
MeOH 138.60 122.20 112.33 120.19
Su 70.76 85.17 80.75 97.94
SUu/EtOAC 59.53 76.74 65.01 124.05
Su/n-Bitanol 139.22 139.93 * *
*deger <0

Cizelge 4.6TT ve RT ekstrelerinin C6 Hucresine kaiCso ve 1G5 deerleri

Ekstre Adi Tortella tortuosa Rhytidiadelphus triquetrus

ICso IC 5 ICso IC7s
Hekzan 37.46 71.98 1.48 40.48
Kloroform 53.80 77.44 38.61 66.68
EtOAC 29.37 57.26 * 27.60
MeOH 111.63 123.68 64.23 87.70
Su 94.12 115.38 74.81 94.59
Su/EtOAC 58.02 91.82 39.49 79.01
Su/n-Butanol 134.13 198.51 50.09 77.40
*deger <0
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4.6. Sitotoksik Aktivite Sonuclari

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi amaciyla C6 hgleri ve pozitif kontrol olarak da 5-
FU kullanildi. Antiproliferatif aktivite testleriaucunda standart olarak kullanilan 5-
FU ile mukayese edildinde yiksek aktiviteye sahip olgu belirlenen TT Hekzan, RT
Hekzan, TT Kloroform, RT Kloroform, TT EtOAc, RT @Ac, TT Su/EtOAc
ekstrelerinin ve 5-FU’in sitotoksisiteleri belirlén Bu amacla antiproliferatif aktivite
testlerinde cafilan en yiksek doz olan 100 pM konsantrasyon dasikligrinin

sitotoksisiteleri tespit edildi. Test sonuclagagdaki Cizelge 4.7 de verildi.

Cizelge 4.7Etkili ekstrelerin % sitotoksisite gerleri

Ornek Adi % Toksisite*
TT Hekzan 7

RT Hekzan 7

TT Kloroform 20

RT Kloroform 16

TT EtOAC 23

RT EtOAc 16

TT Su/EtOAC 37

5-FU 26

*TUm testler ¢ tekerrrlt ve iki kez tekrarlandk(Q.01)

5. TARTISMA VE SONUC

Bitkilerden ¢ok yonll yararlanma kapsaminda ggteni giinimuze dek birgcok bilimsel
calisma yapilmg, Ozellikle sglik alaninda kullanilabilecek pek cok ghd maddenin
bazi hastaliklarin tedavisi konusundaki yerlearkittrlere konu olmgur.

Bu calsma C6 (Sican Beyin Tumori) ve HelLdngan Rahim Kanseri) kanser
hicrelerinde RT ve TT'nin Hekzan, Kloroform, EtOARletanol, Su, Su/EtOAc ve
Su/n-Butanol ekstrelerinin antiproliferatif ve gdu&sik etkileri degerlendirilerek,
antikanser Ozelliklerinin olup olmagni ve ekstrelerinin kimyasal b#enlerinin

belirlenmesi amaciyla gercektelmistir.
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Tez calgmasi kapsaminda TVe RT karayosunlari ile yapilan gahalar Sekil 5.1de
belirtildigi sekilde gerceklgtirildi. Antiproliferatif aktivite testleri sonucuwha yiksek
aktivite gosteren THekzan, Kloroform, EtOAc, SU/EtOAc ve RT Hekzangpidform,
EtOAc ekstrelerinin (Cizelge 5.1.) C6 hiicresinesk8s sitotoksisiteleri belirlendi.

Cizelge 5.1.TT ve RT ekstrelerinin antiproliferatif aktivitelerigo ug/mL konsantrasyonpla

Ornek Adi Tortella tortuosa Rhytidiadelphustriquetrus
HelLa** Ce** HelLa** Ce**
Hekzan 23.90 64.06 96.01 96.88
Kloroform 9.14 84.56 67.58 90.99
EtOAC 23.86 74.93 95.58
MeOH * 9.96 8.14 46.71
Su 10.44 43.43 30.99 30.96
Su/EtOAC 57.04 58.14 19.84 34.08
Su/n-Butanol 0.15 18.89 * 31.28
5-FU 85.17 91.01 85.17 91.01

*deger <0,** % inhibisyon
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TT ve RT karayosunlari ile yapilan gahalar neticesinde elde edilen sonuclgagada
belirtildi.

1) Hekzan ektrelerinin GC-MS analizi sonucunda 1ésbn belirlendi. RT hekzan
ekstresinde Palmitic acid, Arachidic acid, Linokeracid ve Arachidonic acid ana
bilesenler olarak belirlendi. TT hekzan ekstresinde Rsdmitic acid, Linoleic acid ve
Linolenic acid ana bikenler olarak tespit edildi.

2) Kloroform, EtOAc, MeOH, Su, SU/EtOAc ve Su/n-dninl ekstrelerinin HPLC-TOF
analizi sonucunda ile fenolik bilenleri tespit edildi. Tum ekstrelerde ana {@lie olarak
4-hidroksi benzoik asit, Salisilik asit, Gallik gsiGensitik asit ve Kafeik asitana
bilesenler olarak tespit edildi.

3) Elde edilen ekstrelerin HeLa ve C6 hucrelerirasikantiproliferatif aktiviteleri
incelendi. Analizler sonucunda RT ekstrelerininLeleze C6 hiicrelerine karyiksek
antiproliferatif aktiviteye sahip oldw belirlendi. TT ekstrelerinin isélicre segici
olarak C6 hucrelerine karsi gucli antiproliferatif aktivite gdsterdgi tespit edildi.

4) Antiproliferatif aktivite testleri sonucunda ys#&k aktivite gosteren TT Hekzan,
Kloroform, EtOAc, SU/EtOAc ve RT Hekzan, KloroforfB{OAc ekstrelerinin (Cizelge
5.1.) C6 hicresine kar% sitotoksisiteleri belirlendi. TT Su/EtOAc ekestr hari¢ tim
ekstrelerin standart biikten daha az toksik olgu tespit edildi.

Ekstrelerdeki ana bi¢enlerin literattirdeki anti kanser aktiviteleriylee iilgili yagilan

aragstirmalarda gagidaki veriler elde edildi.

RT nin hekzan ekstresinin GC-MS analizi sonucundalalegen olarak arachidic acid
(% 25.39), linolenic acid (% 20.70qachidonic acid (% 17.60) ve palmitic acid (%
13.15) olarak belirlendi. RMin hekzan ekstresinde en fazla miktarda bulunaohedic

acid, balik ve bitkisel y#arda (6rngin, yer fistgl gibi) dasal olarak bulunan doymu
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yag asididir. Ayrica, arachidonic acid hidrojenasycswreti ile meydana getirilebilir.
Arachidic acid, gibi doymy yag asitlerince zengin diyetlerin, yiksek kan kolester
dizeyleri ile sonuclanan serum sdié yogunluklu lipoproteinleri geltirdikleri

bilinmektedir. Arachidic acid, yuzey aktif madde eigginden dolay! ilag, sabun,

kozmetik ve gida ambalaj Gretiminde kullanilir (bkdet al 1994).

TT nin hekzan ekstresinin GC-MS analizi sonucunaia lailesen olarak Linolenic acid
(% 52.97) belirlenngtir. Bu ekstrenin C6 hlcresine kayapilms olan antiproliferatif
aktivite testleri sonucunda 6énemli oranda (% 64rd6bisyon) aktivite belirlennstir.
Perilla ve keten tohumu gkarinda % 50-60 oraninda Linolenic acid bulunmaktad
Narisawaet al (1991) ve Hiroseet al (1987) yapmy olduklarn calgmalarda, % 12
Perilla ya ile desteklenmgi besin ile beslenen sicanlarin kolon kanserisopeini

engelledgini gostermglerdir (Narisaweet al1991, Hiroseet al. 1987).

Tez calsmasi kapsaminda RJVe TT nin fenolik asitleri belirlenngiir. Fenolik asitler,
bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan, fenolikekiklerin 6nemli bir sinifidir (Caet
al. 2004). Baskin fenolik asitler, hidroksi benzositkeri (6rnegin gallik asit,p-hidroksi
benzoik asit, protokageik asit) ve hidroksisinnamik asitleri (6rgia, ferulik asit,
kafeik asit, klorojenik asit) icermektedirler (Cat al 2006). Fenolik asitler ve
analoglari, gesni bir biyolojik aktiviteye sahip olup, bazi fenoliksitler kanserin
onlenmesinde dnemli bir rol oynamaktadirlar (Chi&@®000).

RT nin MeOH, EtOAc, Su/ EtOAc ve Su/n-BuOH ekstrelerirana bilgeni 4-
hidroksibenzoik asittirRT nin EtOAc ekstresinin C6 hicresine faantiproliferatif
aktivitesi standart olarak kullanilan 5-FU dan bdeha yuksek bulunngtur (ICzs:
27.60 pg/mL). Literattrde EtOAc ekstresinin anageaihi olan 4-hidroksibenzoik asitin
antiproliferatif aktiviteye sahip oldiwnu gosteren birgcok ¢cama mevcuttur. Aagida 4-

hidroksibenzoik asitin antiproliferatif aktivitege ilgili calismalara yer verilngtir.

Histon asetiltransferazlar (HAT's) ve histon dededar (HDAC's) bircok proteinin

asetilasyon durumunu ggtirerek hicresel surecgleri dizenlemektir. Patolallrak
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degistiriimi s HDAC etkinligi kanseri gekimine katkida bulunur ve bu nedenle yeni bir
asetilasyon modulatorlerinin  karakterizasyonu getecanti-kanser tedavileri igin
onemlidir. Seidekt al 2014 yilinda yapmiolduklari bir calgma da, asetilasyon protein
diuzeylerini artiran pan-HDAC inhibitorleri olarak §eni 4-hidroksi-benzoik asit ttirevi
belirlemiglerdir. Bu bileiklerin, hiicre dongusu ilerlemesini durdugdwu ve normal
hicrelerin yaayabilirligi etkilemeden, apoptotik hicre oOlimine neden gildu
belirlemiglerdir. Bu calsma verileri, 4-hidroksibenzoik asit tlrevlerinin tekanser
potansiyele sahip ol@gunu ortaya koymaktadir (Seidet al 2014). Bununla birlikte,
calismamizda yer alaiortella tortuosanin EtOAc, SU/EtOAc ektrelerinin ana 3dmi
de 4-hidroksibenzoik asittir. Bu ekstrelerin C6 t#elLa hicresine kar yapms
oldugumuz antiproliferatif aktivite testleri sonucundaer iki kanser hicresine lar
antiproliferatif aktivitesi standart olarak kulldam 5-FU ile mukayese edilglinde ilimh

bir etki gozlenmtir.

RT nin kloroform ekstresinin ana bgeni salisilik asittir. Salisilik asit ve onun ttiev
asetilsalisilik asit gibi anti-inflamatuvar ilacl&imor baskilayici etkisi olan ve apoptozu
tetikleyen ilaclar olarak belirtiinglerdir. Ayrica, bazi kanser tarlerinin riskini
bilinmeyen bir mekanizma ile azaltmaktadirlar. \&jwa ve Kutlu yapngiolduklari bir
calismada, salisilik asitin, insan aker adenokarsinomasi alveoler epitel hucreleri
(A549 hucreleri) Uzerine apoptozu tetikleyerek teksik ve potansiyel antiproliferatif
etkisi oldggunu belirlemglerdir (URL 1). Bununla birlikte C6 ve HelLa hiicnesikasi
yapmg oldugumuz antiproliferatif aktivite testleri sonucundaTl Riin kloroform
ekstresinde C6 hiicresine kaantiproliferatif aktivitesi standart olarak kulidan 5-
FU’dan bile daha yuksek bulungtur (1Cso: 38.61 pg/mL).

TT nin kloroform ekstresinde kafeik asit ana e olarak belirlenmgtir. C6 ve HelLa
hiicresine kar yapms oldugumuz antiproliferatif aktivite testleri sonucundd Hin
kloroform ekstresinde C6 hiicresine {aantiproliferatif aktivitesinin oldukca yuksek
oldugu gozlenmgtir (ICso: 53.80 pg/mL). Kampat al 2004 yilinda yapmngiolduklari
bir calsma da ferulik asit, kafeik asit, protoksiteasit fenoliklerini de iceren bir grup
fenolik bilesigin insan meme kanser hicresine (T47D cell line)ipeoliferatif

aktivitelerini incelemglerdir. Analizler sonucunda, doza ve zamanglibalarak

69



antiproliferatif aktivite Kafeik asit>Ferulik asiBrotokatgik asitseklinde belirlenmytir

(Kampaet al. 2004). Hanret al klorojenik asit ve kafeik asitin, antioksidan rdater
oldugunu; mutajenik ve kanserojen N-nitroso kikéerinin olusumunu inhibe ettikleri
tespit edilmgtir (Hanet al. 2007).

TT ve RTnin Su ekstresinde ana #: olarak gallik asit belirlenstir. C6 ve Hela
hiicresine kar yapms oldugumuz antiproliferatif aktivite testleri sonucunderglart
olarak kullanilan 5-FU ile mukayese edfuide ihmli bir etki gézlennstir. Fariedet
al. 2007 yihinda yapmiolduklar bir calsmada,Phaleria macrocarpaScheff.) Boerl
bitkisinden gallik asit izole etrslerdir. izole ettikleri gallik asitin insan kanser hiicreleri
olan yemek borusu kanseri hucreleri (TE-2) oOnemlgide inhibe etfiini
belirlemiglerdir (Fariedet al 2007). Bir bgka aratirma grubu isesarap ve Uzim
ektresinde bulunan bazi fenolik asitlerin (kafeiksita ferulik asit, gallik asit,
protokatgik asit gibi) mide, akger ve meme kanserine kaetkili oldugu belirtmitir
(Stago<et al 2006).

Sonug olarak, RT ve TT karayosunlari ekstreleri@h ve HelLa hucrelerinde
doza bgli olarak hicre proliferasyonu Uzerinde inhibitotkie gosterdgi tespit
edilmistir. Elde edilen aktivite sonuclari ekstre bazinfitakimyasal analizler ile
desteklennytir. Ayrica, C6 ve Hela hucrelerinde so6zi edilenragasunlarinin

antikanser etkilerini agiklayacak ilave saf bdelerin izolasyon ¢camalari yapilabilir.
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Terim

Esterlesme
Reaksiyonu

Pasajlama

Kromatogram

Fenolik bilesik

Antiproliferatif

Sitotoksik etki

Briyofit

Karayosunu

Cigerotu

Boynuzsu cgerotu

Proliferasyon

Gametofit

TERMINOLOJIK TERIMLER

Aciklama

Esterler genel olarak karbon asitlerinden elde
edilmektedirler. Esterlgne reaksiyonu, karbon

asitlerinde bulunan —OH grubu (alkol) bir —OR
grubuyla yer dgistirmesidir.

: Hucre kilturd kaplarinda tek tabaka halinde bulunan

hicre dizilerini sicaklik ve tripsin yardimiyla, raa
vermeden ytizeyden alip sivi icinde stispanse ederek
bagka ortamlara aktarmalemidir.

Kromatografik sistemlerde analiz sonucunda elde
edilen zamana kardetektor sinyali gragidir.

Aromatik halkaya bir ya da daha fazla hidroksil
grubunun bglandigl aromatik bilgiklerdir.

Hucrenin kontrolsuz ggalmasini dnlemektir.

Hucreye toksiksekilde etki edip hicreyi 6ldiren ya
da fonksiyonunu durduran etkidir.

Kelime anlami su aldinda sisen olan bu gurup
bitkiler; karayosunlari, @erotlar ve
boynuzotlarindan okwrlar.

Gergek kok, govde ve yaprak yapisina sahip
olmayan, baskin gametofit ve bunagtmali sporofit
safhalarinin goraldgi briyofit gurubudurlar.

Karaya uyum acisindan karayosunlarina gore daha
ilkel olan, gercek kok, govde ve yaprak yapisindan
yoksun, talluslu veya yapraksi yapidaki briyofit
gurubudurlar.

Gercek protonemaya sahip olmayan, talluslu,
dallanmamy tek hucreli rizoidlere sahip briyofit
gurubudurlar.

Hucrelerin ¢galmasi, artmasi demektir.

Karayosunu ygam dongustunde hakim, yaprakl,
haploid evre.
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Sporofit

Epifit

Arkegonyum

Anteridyum

Hydroid

Leptoid

Stereoid

Yag asidi

Terpenoid

Flavonoid

Lignan

Lipid

Haploid nesil Gizerinde konuk olan (asalak olmayan
konuk), ayak, seta ve kapsul iceren karayosununun
diploid nesili.

Epifit (Eski YunancaEpi=lzerinde Phytor=bitki),
baz bitkiler dger bazi bitkileri sadece konak olarak
kullanirlar ve onlara zarar vermeden konum ve
destek sglamak icin Uzerlerinde biyur ve ggtler.

Disi gametleri iceren, taban kismgiskin, boyun
kismi tipseklinde olan yapi.

Anterozoidleri iceren, kureselden iplgiekline d@ru
ya da kisa silindirik yapida olan erkek organ.

Hydrom igerisindeki su iletim hicreleri.

Leptom icerisindeki besin iletim hucreleri,
karayosunlarindaseker Uretimi yapan Ozelmis
hicreler.

. Steroid, birbiriyle kayngmis dort halkadan

olusmus karbon iskeletli bir lipittir.

Kimya ve biyokimyada, y& asidi, genelde
uzun, alifatik kuyruklu bir karboksilik asittir.

Terpenlerin ¢gu hidrokarbonlardir; ancak alkoller,
ketonlar veya aldehitler gibi oksijen iceren
bilesiklerde olabilirler. Bu tirevler
cogunlukla terpenoiablarak adlandirilirlar.

Genellikle 15 karbon atomu bulunana C6-C3-C6
karbon iskletini iceren gepibir dasal Grin sinifini
veya Ozellikle de fenilbenzopiran iskeletine sahip
bilesikleri ifade eder.

Lignans bitkilerde bulunan bir kimyasal biler
grubudur. Lignanlar sibstitie sinamik asit
alkollerinin dimerizasyon aracgiyla fenilalaninden
turetilen polifenolik maddelerdir.

Lipidler, yalar, mumlar, steroller, y@la ¢oziinen
(6rnezin, vitamin A, D, E olarak, ve K), vitaminler,
monogliseritler, digliseritler, trigliseritler,
fosfolipidler vb. bilgikleri iceren ve d@al olarak

olusan bir molekuller gruptur.
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Sterol

Antimikrobiyal

Antitimor

Antifungal
Insektisit
Endofitik
Absorbans
Apoptoz
Inhibisyon
Tripsin

Cryovial

Steroller, veya steroid alkoller steroidlerin birlt a
grubu  olup, A halkasinin  3-pozisyonunda
bir hidroksil  grubuna sahiptirler. Asetil  koenzim
A'dan sentezlenen amfipatik lipitlerdir.

Mikroorganizma tarafindan dretilen veya sentetik
olarak elde edilen ve mikroorganizmalari oOlduren
veya gelgmesini baskilayan, gidalarda istenmeyen
ancak herhangi bir nedenle bulunma olgsiblan
bakteri, kif, maya, patojen veya patojen olmayan he
turli  mikroorganizmayr ortamdan yok etmek,
cogalma veya faaliyetlerini 6nlemektir.

Tumor meydana gelmesini engelleyen, timaorin
biylmesine engel olandir.

Mantarlarin Uremesine engel olma veya onlarin
olduralmesidir.

Zararli  boceklerin  gglimini  ve  Uremesini
engellemektir.

Bir bitkinin dokulari arasinda veya hicrelerinde
bulunan anlamina gelir.

Bir 1s1gin absorblayici ortamdan ge¢cmeden onceki
siddetinin gectikten sonrakiddetine oranidir.

Programlanmy hicre yaam siresini dizenlemektir
(Hucre 6lum programi).

Kimyasal reaksiyonun  yaykatilmasi  veya
durdurulmasi, kimyasal tepkimenin dnlenmesidir.

Pankreas tarafindan salinan, amin asitleri arakinda
baglari koparan proteolitik bir enzimdir.

Hucre dondurma tapuadar.
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