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TESEKKUR: Bu proje kapsaminda iilkemiz icin ekonomik anlamda &neme sahip bazi
karayosunlarina ait oOziitlerin biyolojik aktivitelerini arastirmak tizere degisik arastirmalar
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antioksidan calismalarin da ki bilgi ve destegini esirgemeyen Prof. Dr. Belma ASLIM’ a

sonsuz tesekkiirlerimizi sunariz.
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OZET

Tibbi bitkilerin tarihi insanlik tarihi kadar eskidir. Bugiin mevcut ilaglarin ¢ogunun bitkisel
kaynakli oldugu soylenebilir. Dogal farmasotik kaynak olarak yiiksek bitkilerin
kullanimlarinin aksine bazi karayosunlarinin da anti-enfeksiyon ve antioksidan o6zellikleri
bakimindan, biyolojik aktivitelerinin arastirilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
baglamda proje kapsaminda bazi karayosunu tiirleri olan Bryum capillare, Hypnum andoi,
Plagiomnium undulatum, Bryum radiculosum’ un antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri
aragtiritlmistir. Karayosunu Ornekleri Yaraligbz Dagi, Catoren (Kastamonu, Tirkiye)
mevkiinden toplanmis ve kurutulduktan sonra etanol ile 6ziit edilmistir. Karayosunu
oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metoduna gére tanimlanmistir. Oziitlerin
antimikrobiyal aktivitesi Bacillus subtilis RSKK 244, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans
ATCC 90028, Candida glabrata ATCC 04019 mikroorganizmalarina kars1 test edilmistir. C.
glabrata iizerine tiim karayosunu tiirleri referans antibiyotigin neden oldugu etkiden daha
yiiksek etki gostermislerdir. E. coli tizerine H. andoi ve B. radiculosum oziitleri referans
antibiyotikten daha yiiksek etki gostermistir. B. subtilis ve S. aureus tizerine dort tiir
karayosununun da etki gdsterdigi gozlenmistir. Ancak gozlenen etki referans antibiyotiginin
neden oldugu etkiden ¢ok diistiktiir. Karayosunu oziitlerinin antioksidan aktivitesi ise; g
konsantrasyonda (0,25 mg.mL™?, 0,50 mg.mL™ and.1,00 mg.mL™ ) DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) tizerinden serbest radikal siipiiriicii etki tayini, demir iyonlar iizerinde metal
selatlama aktivitesi ve plazma lipid peroksidasyon inhibisyonu deneyleri ile tanimlanmustir.
Askorbik asit, tokoferol, ve toplam fenoller de dahil olmak iizere dogal olarak olusan
antioksidanlar etanolik éziitlerde bulunmustur. Toplam fenolik igerigi 24.99 mg.g™* olarak P.
undulatum’da en yiiksek deger tespit edilmistir. Askorbik asit ve o- tokoferol sadece
B.capillare (sirastyla, 1.87, <0.5 pg.g™) 6ziitinde az miktarda bulunmustur. Ancak folik asit
tespit edilememistir. B. radiculosum, B. capillare ve H. andoi 6rneklerinin 1.0 mg.mL™
konsantrasyondaki oziitlerinin DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki sonuglari
sirasiyla %38, %15 ve %5 olarak bulunmustur. En yiiksek metal selatlama ve lipid

peroksidasyon aktivitesi B. radiculosum o6ziitliniin tim konsantrasyonlarinda gostermistir.

Anahtar kelimeler: Bryum capillare, Hypnum andoi, Plagiomnium undulatum, Bryum

radiculosum karayosunu, antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite.



ABSTRACT

The history of using plants to treat diseases is as old as the human history. Most of the
medicines available today are estimated to be originally derived from plant sources. In
contrast to the extensive utilisation of higher plants as a source of natural pharmaceuticals,
only minute amount of the some bryophytes are screened in terms of their anti-infective and
antioxidant properties until now. In this context antimicrobial and antioxidant activities of
Bryum capillare, Hypnum andoi, Plagiomnium undulatum, Bryum radiculosum, bryophyte
species were studied within the project. Bryophyte samples were collected from Yaraligoz
Mountain, Catoren (Kastamonu, TURKEY) and subjected to ethanol extraction after air
drying. Antimicrobial activity of bryophyte extracts was identified by determining the disc
diffusion method. Antimicrobial activities of the extracts were tested against Bacillus subtilis
RSKK 244, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 90028, Candida glabrata ATCC
04019. The antioxidant activity of bryophyte extracts were tested in three concentrations (0,25
mg.mL™?, 0,50 mg. mL™ and 1,00 mg.mL™) and total phenolic compounds in the extracts were
determined. Antioxidant activities of the samples were identified by DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radical scavenging assay, metal chelating activity on ferrous ions and plasma
lipid peroxidation inhibitory assays. As a result of the study, antimicrobial effects that is
higher than the reference antibiotic, of all bryophyte samples were found against C.glabrata.
In addition, H. andoi and B. radiculosum extracts showed inhibition that is higher than the
reference antibiotic, against E.coli. all bryophyte samples inhibited B. subtilis and S. aureus
strains but, these values are not more effective than reference antibiotic. Naturally occurring
antioxidants, including ascorbic acid, tocopherols, and total phenols, were found in the
ethanolic extract. Total phenolic compounds were determined as the highest value 24.99
mg.g™* for P. undulatum . Ascorbic acid and a-tocopherol were found in small amounts (1.87,
<0.5 pg.g™’ respectively) in only B.capillare extract. However, folic acid was not detected.
Therefore, total phenols might be responsible for the antioxidant properties studied. The
results of DPPH radical scavenging activity were found to be 38%, 15% and 5% respectively
for 1.0 mg.mL™ of B. radiculosum, B. capillare and H. andoi extracts. Metal chelating
activity and lipid peroxidation showed the highest value for all concentrations of B.
radiculosum. The present results suggest that all the tested bryophyte samples have
antioxidant activity; therefore, further investigations are necessary to fully elucidate the in
vivo behavior of the studied plant extracts.



Keywords: Bryum capillare, Hypnum andoi, Plagiomnium undulatum, Bryum radiculosum

bryophyte, antimicrobial activity, antioxidant activity.



1.GIRIS VE AMAC

Bitkiler alemi yliz milyonlarca yil siiren evrimlesme siireci igerisinde inanilmaz sayida ve
cesitlilikte cins ve tilirlerin var olmasina sahit olmustur. Tibbi bitkilerin tarihi insanlik kadar
eskidir. Eski caglarda hastaliklarin tedavisi konusunda diger canlilarin davraniglarinin
incelenmesi ve taklit edilmesi ilaglarin olusumunda biiyiik 6nem tasimaktadir. Hayvanlarin
cesitli bitkileri kullanarak kendilerini tedavi etmeleri insanlar1 da bitkilere yonlendirmistir.
Bitkilerin bu o6zelliklerinin kaynagi arastirllmis ve igerigindeki cesitli materyallerin bazi
fizyolojik aktivitelere sahip oldugu gozlenmistir. Bunlara 6rnek olarak; anti-mikrobiyal, anti-
viral, analjezik, anksiolitik, anti-depresan, anti-inflamatuar, anti-kolinesteraz, anti-oksidan,
amoebisidal, anti leishmanial, anti-platelet, antiproliferatif, pro-apoptotik, akil hastaliklari,

diyabet, karaciger koruyucu, HIV-1 integraz inhibitorii aktiviteleri verilebilir (1).

Gliniimiizde bilim ve teknolojide ilerlemelere ragmen dogal kaynaklarin bilingsizce tiiketimi
ve karsilagilan ekonomik giicliikler, dogal kaynaklarin bircok amacta kullanimlarini zorunlu
kilmistir. Enfeksiy6z hastaliklarla miicadelede bugiine kadar gerceklestirilen dogal ve sentetik
antibiyotiklerin mikroorganizmalarin diren¢ kazanmalar1 sonucu etkisiz kalmalar1 ve gesitli
yan etkilerinin bulunmasi aragtirmacilar1 yeni ve degisik antimikrobiyal maddeler kesfetmek
icin dogaya yoneltmistir (2, 3). Bitkilerin bakteri ve funguslara karsi inhibisyon etkisi
gosteren bazi kimyasal maddeler irettikleri bilinmektedir (2). Karayosunlart bilinen en eski
kara bitkileridir. Karayosunlarinin savunma mekanizmalarinda antimikrobiyal aktivite 6zelligi
olan ve sekonder metabolitler denilen kimyasal bariyerler rol oynamaktadir. Yapilan
aragtirmalarda Atrichum, Dicranum, Mnium, Polytrichum ve Sphagnum gibi bazi karayosunu
cinslerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. Baz1 karayosunu tiirlerinin

ise antibakteriyel, antifungal, antiviral aktiviteleride bilinmektedir (4-6).

Ayrica karayosunlarinin yaralarin iyilesme siirecinde de etkili oldugu ve yaralarda enfeksiyon
riskini azalttif1 yiizyillar Oncesinden bilinmektedir. Cinliler ve Amerika yerlileri c¢esitli
karayosunu tiirlerini yaralar1 iyilestirmek icin kullanmaktaydi. Ornegin; Philonotis, Bryum,
Mnium, cinslerine ait bazi tiirler ezilerek bir ¢esit macun haline getiriliyor ve yaralarin iizerine
merhem olarak siiriililyordu. Hindistan’in Himalaya bolgesinde karayosunu kiillerinin

karisimi, yag ve bal ile karigtirilarak; kesikler, yaniklar ve yaralar {izerine siiriilmekteydi.



Cinlilerin; tonsilit, bronsit, sistit, deri hastaliklar1 ve yaniklarin tedavisi igin yaklasik 40 ¢esit

Karayosunu’i kullandigi kayitlarda bulunmaktadir (7).

Yukarida da bahsedildigi gibi karayosunlari antimikrobiyal, antiviral, analjezik ve
antiinflamatuar aktivitesine ek olarak iceriginde bulundurdugu cesitli biyolojik olarak aktif
maddelerden dolayr antioksidan aktiviteye sahip olabilecegi bakimindan da umut
vaadetmektedir. Bu nedenle karayosunlarinin antioksidan aktivitelerinin arastirilmasi gerekli

hale gelmistir.

Bu proje de bazi karayosunu oziitlerinin patojen mikroorganizmalari inhibe etme giicii ve
antioksidan ozelliklerine bagli olarak dogal ve yeni antibiyotiklerin iiretilmesine yonelik
kayda deger bir 6n g¢alisma olmasi hedeflenmistir. Mevcut antibiyotiklere hizla direng
kazanan patojen mikroorganizmalara yonelik yapilan yeni antibiyotiklerin kesfi ya da suni
antibiyotiklerin iiretilmesi artik tiim diinyada 6nem arz eden ¢alismalarin basinda gelmektedir.
Ayrica pek ¢ok canli tiirii reaktif oksijenler tarafindan olusturulan oksidatif tiirlere karsi
kendilerini korumak i¢in savunma sistemi gelistirmistir. Son ¢aligmalar, oksidatif yikima kars1
savunmada ve kanser, damar tikanikligi farkli insan hastaliklarinda ve yaslanma siirecinden
korunmada bitkilerin antioksidan &zelliklerinin de etkin olacagini gdstermektedir. Ozellikle
dogal kaynakli antioksidan tiirlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi giiniimiizde 6nemli arastirma
konular1 arasinda yerini almistir. Karayosunlarimin bazi hastaliklarin tedavisinde uzun
yillardir kullanildig1 dikkate alinirsa, patojen mikroorganizmalar iizerinde inhibisyon etkiye
ve antioksidan Ozellige sahip karayosunu tiirlerinin tespit edilip, etken maddelerinin
saflagtirilarak analiz edilmesinin ilag endiistrisine yonelik ¢aligmalar igersinde énemli bir yer

teskil etmesi kaginilmaz olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Karayosunlar1 yaklasik 15.000 tiirii kapsayarak Bryophyta icerisindeki en genis boliimii teskil
etmektedir. Bu boliim, familyalarin %84’linu olustururken, tiirlerin ise yaklasik olarak
%98’ini  olusturmaktadir  (8). Bryophyta bolimii, Hepaticopsida (Cigerotlari),
Anthoceratopsida (Boynuzlu cigerotlar1) ve Bryopsida (Karayosunlari) olmak iizere ti¢ sinifa

ayrilmaktadir (9).

Bryophyta boliimii altindaki bu ii¢ sinifin birbirinden genetik ve morfolojik olarak ¢ok
farklidir. Bu nedenle her smifin ayr1 bir boliim olarak incelenmesi gerektiginin daha dogru
oldugu ortaya konmustur (10). Ancak geleneksel kullanim, her ii¢ grubun birbiri ile yakin
iligkisi ve birgok arastirmacinin ii¢ grubu paralel sekilde ¢alisiyor olmasi gibi sebeplerle

Bryophyta boliimiiniin halen 3 grubu da temsil ettigi anlayisi kabul gormektedir (11).

Sekil 1. Bryum cinsine ait bir tiir 6rnegi

(http://www.kulak.ac.be/facult/wet/biologie/pb/kulakbiocampus/buiten-kulak/mossen/Bryum
capillare- gedraaid knikmos/ Bryum capillare-gedraaid knikmos-01.jpg, 2006)



Sekil 2. Hypnum cinsine ait bir tiir drnegi
(http://de.wikipedia.org/wiki/Hypnum)

Sekil 3. Plagiomnium cinsine ait bir tiir 6rnegi

(http://bryophytes.plant.siu.edu/imPlagiomniumMedium.html)

Karayosunlari; bazen tamamen suya gomiilii, 1slak zeminlerde, nemli ortamlarda, toprak ve
kayalar tizerinde ve aga¢ gévdelerinde bulunabilirler. Orman ve diger ekosistemlerin 6nemli
iiyelerindendir. Yaprakli karayosunlarinin ¢ogu son derece soguga ve sicaga dayaniklidir.
Kuru hava sartlarinda 6énemli miktarda su kaybeden bazi yaprakli karayosunlari, su buldugu

zaman tekrar canlanabilme 6zelligine sahiptir (12).


http://bryophytes.plant.siu.edu/imPlagiomniumMedium.html

Karayosunlar1 asitli karakterdeki batakliklardan, alpin ve arktik bolgelerdeki toprak ve
kayalara kadar ¢cok genis alanlar {izerinde yasayabilirler. Orman yanginlarindan sonraki ilk
istilacilar olup, ortamda koloniler olusturarak topragin kalitesini ve nemini ylikseltirler.
Ornegin; Funaria hygrometrica Hedw. ve Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid gibi tiirler ilk
istilact olduklar1 ortama yerleserek diger bitkilerin yasayabilecegi uygun alanlar olustururlar.

Bu bakimdan orman ekosisteminin ayrilmaz bir pargasidir (12).

Karayosunlar1 kendi kuru agirligmin yaklasik 12 kati kadar su tutma kapasitesine sahip
oldugundan, orman zemininin nemli kalmasini saglarlar. Bu sekilde, tizerlerine diisen diger
bitki tohumlarinin ¢imlenmesine yardimci olarak, orman varliginin devaminda 6nemli rol
oynarlar. Ayrica; mineral depo etmeleri, hayvanlar i¢in besin kaynagi olmalari, bircok bocek

tirli igin barinak ve yumurtlama ortami1 olusturmalari agisindan da 6nemlidirler (12).

Karayosunlar1 birgok toplum tarafindan cesitli amaclarla kullanilmaktadir. Bu durum
olusturduklar1 ve tasidiklar1 c¢esitli maddelerden kaynaklanmaktadir. Karayosunlarinin
kimyasal kompozisyonlar1 tiirlerine gore degisebilmekte ve zengin bir c¢esitlilik
gosterebilmektedir. Bunlarin baslica nedenleri arasinda karayosununun yasadigi bolge,
mevsimsel degisiklikler, maruz kaldigt su ve nemin miktari, ¢evreden aldigi maddeler
sayilabilmektedir. Karayosunlarinin primer metabolizmalar1 damarli bitkilerinkine ¢ok
benzer. Hiicre duvarlarinda seliilloz gibi esansiyel bilesikler, klorofil a, klorofil b, ana
karotenoidler, nisasta, niikleik asitler, sekerler ve bazi lipidleri igerir. Karayosunlartyla
yapilan calismalarda, lignin benzeri aromatik bilesiklere, karbonhidratlara, aminoasitlere,

rastlanmaktadir (13).

Karayosunlar1 da diger bitkiler gibi bol miktarda karbonhidrat ve protein icermektedirler. Bu
nedenle karbon ve azot elementlerinin bu bitkilerde de bol miktarda bulundugundan

bahsedilebilmektedir (14).

Karayosunlarinin bol miktarda karbonhidrat ve protein igcermeleri besin zinciri agisindan
onemlerini vurgulamaktadir. Ayrica karayosunlari bol miktarda mum igerirler. Bu mumun
gorevi cevresiyle ¢ok iyi etkilesen karayosununu asir1 su kaybi, asir1 glines 15181 gibi zararh
etkenlerden korumaktir. Mumun yapisi bu etkenlerden ve g¢evreyi kirleten etkenlerden dolay1

degisebilmektedir. Mum miktar1 bitki yaslandik¢ca artmakta ve yogunlasmaktadir. Geng



yapraklarda dagmik sekilde bulunan mum bitki yaslandikca daha yogun bir goriinlime

kavusmaktadir (15).

Mum tabakasi GC/MS ile analiz edildiginde 100°den fazla madde tespit edilmis. Bu
maddelerin ¢ogunlugu yag asitleri ve ¢ok uzun zincirli alkan, alkol ve esterlerden
olugsmaktadir. Saptanan bilesiklerin %72’si yag asitleri, %17’si ¢ok uzun zincirli alkanlardan
olugmaktadir. En ¢ok bulunan yag asitleri; heksadekanoik asit (%35,71), oleik asit (%24,34),
oktadekanoik asit (%16,31) ve bunlar 20’den daha az karbona sahip zincirlerden olusmaktadir

(15).

Karayosunlar1 ¢ok iyi biyomediyatoér olduklarindan dolay1 yasadiklari ¢evrede bulunan
neredeyse biitlin maddeleri organizmalarina almaktadirlar. Bu durum organizmada bulunan
elementlerde ve bu elementlerin miktarlarinda degisikligi neden olabilmektedir. Ornegin
fabrika yakininda yetisen bir karayosununda havadan alabilecegi agir metallerin birikimi s6z

konusu olabilmektedir (13).

Pek c¢ok karayosunu da kalitatif ve kantitatif olarak damarl bitkilerde bulunandan farkli
olmayan inorganik iyonlar bulunmustur. Sik sik bazi1 karayosunlarinin metal iyonlarin toksik
diizeylerinin potansiyel toplayicilart oldugu gozlenir. Bazi tiirler dogal ¢evrede bulunan
metallere Ozel tolerans gosterir (13). Spagnuolo ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda
tarafindan yapilan ¢alismada kentsel, kentin digindan ve kente uzak mesafede bulunan
karayosunlari lizerinde yapilan ¢calismada karayosunlarinda biriken metallerin oran1 asagidaki
tabloda belirtilmigtir. Metallerin oran1 tahmin edildigi tizere kirsala dogru gidildikge

azalmaktadir (16).

Karayosunlarinin yapisinda bulunan sekonder bilesikler arasinda aromatik bilesikler,
terpenoidler ve yag asitleri bulunmaktadir (17). Terpenoidlerin yaninda, aromatik bilesikler
karayosunulerin en &nemli sekonder iiriinleridir. Karayosunlarinda bulunan aromatik
bilesikler benzoik ve sinnamik asit tiirevleri, fenoleterler, alkilfenoller, fenilglikozitler,
bisbibenziller, bisbibenzildimerleri, stilbenler, fenantrenler, naftalenler, asetofenonlar,
lignanlar, flavonoidler, kumarinler, isokumarinler, komestanlar, benzonaftoksantenonlar
sayilabilir (13).



Karayosunlari, sahip olduklar1 ozellikler acisindan pek c¢ok alanda ¢ok uzun zamandir
kullanilmaktadir. Bitkilerden elde edilen ikinci metabolitler uzun zamandan beri ilag olarak
kullanilmaktadir ve bu dogal iiriinlere talep giin gectikce artmaktadir. Insanlar, yiiksek
bitkilerden elde edilen maddeleri genis alanlarda degerlendirmelerine ragmen
karayosunundan elde maddeler yiiksek bitkiler kadar ilgi gormemistir (18). Buna karsin
Karayosunlart medikal bitki olarak Cin, Avrupa, Kuzey Amerika’da kullanildiklar kayitlarda

mevcuttur (19).

Cin, Avrupa ve Kuzey Amerika’da karayosunlarinin tibbi olarak kullanildigin1 belirten bir¢ok
kaynak vardir (20). 400 yil 6nce Cin’de Fissidens ve Polytrichum tiirleri diiiretik ve sag
biiyiitme amacli kullanilmigtir (19). Geleneksel tipta 40 karayosunu tiirii; kardiyovaskiiler
sistem, tonsillit, bronsit, orta kulak iltihab, sistit, yanik, cilt hastaliklarinda kullaniliyordu (7).
Cin’de tarih boyunca kullanilan karayosunlu 6rnekler, Rhadobryum roseum kardiyovaskiiler
ve norolojik rahatsizliklarin tedavisinde, P. commune enflamatuar olarak, Haplocladium
microphyllum bronsit tedavisinde kullanilmigtir (21). Bunlara ek olarak karayosunlar1 Cin

kiiltiriinde goz hastaliklari i¢in de kullanilmistir (22).

Karayosunlariin Cin, Avrupa ve Kuzey Amerika’da bakteri, mantar, salyangoz, bocek ve
yilan saldirilarma karst kullanimina da rastlanmaktadir (23). Sphagnum cinsi karayosunu
tiirleri diinya savaslar1 sirasinda yarali askerlerin kanamasint durdurma, mikroorganizmalara
kars1 antibiyotik aktivitesi olarak kullanilmistir (24). Mnium tiirleri C61 Hintlileri tarafindan
yanik agrilarini hafifletmek i¢in kullanilmistir (25). Karayosunlarinin kiilleri yag ve bal ile
karistirilarak Himalaya bolgesinde kesikler, yaniklar ve yaralar igin merhem olarak
kullanilmigtir (26). Kuzeyde yasayan Hintlilerinin karayosunlarini ¢iban, egzema, kesik,
isirma ve yaniklar i¢in merhem olarak kullandiklar1 bilinmektedir (27). Karayosunlari
ciirikler ve yaralar igin, bir Ortli olarak veya kirik kemiklerin diizeltilmesinde atel dolgusu
olarak kullanilmistir (20). Kuzey Amerika Kizilderilileri Bryum, Mnium, Philonotis spp. ve
Polytrichum juniperinum tiirlerini yaniklarin, eziklerin, yaralarin tedavilerinde, Fransa’da ise

M.polymorpha tiirleri idrar soktiiriicii olarak kullanilmaktadir (19).

Karayosunlarinin, mantar ve prokoryatik hiicrelere karsi antibiyotik etkisi kabul edilmistir (3).
Karayosunlari, basit arazi bitkileri olarak adlandirilan, anatomik engelleri daha az, sekonder

metabolitleri antimikrobiyal etki gosteren savunma mekanizmasina sahip bitkilerdir (28).
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Birgok karayosunu tiiriinlin ¢liriimesinde bakterilerin énemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Bunun nedeni karayosunlarmin {iretmis oldugu antibiyotiklerdir (20). Sphagnum’un
antimikrobiyal etkisi nedeniyle yaniklarda ve bocek 1siriklarinda kullanimi giintimiizde dahi
yaygindir. Yapilan bilimsel aragtirmalar antimikrobiyal anlamda yogun etkisi bulunan
karayosunlarinin ~ Atrichum, Dicranum, Mnium, Polytrichum ve Sphagnum oldugu
belirtilmistir. Antiviral caligmalalar gostermiski Sphagnum ve Camptothecium oziitlerinin
Herpes simplex ve Polioviruslere kars: etkili oldugu bulunmustur. Antifungal ¢alismalar ise
birgok karayosunu tiiriniin antifungal etki gosterdigini gostermekle birlikte, bu etkinin H.

cupressiforme’de en yogun oldugu gozlemlenmistir (21).

Karayosunlarinin aktif metabolit bakimindan zengin olmasi, onun antibakteriyel etkisinin yani
sira antioksidan olarak da kullanilmasim1 saglamistir. Karayosunlarinin  biinyesinde
barindirdig1 kendine 6zgii ve ¢ok c¢esitli metabolit gruplari onlarin antioksidan ve diger
terapotik  etkilerinden sorumludur. Farmakolojik arastirmalar farkli karayosunlarinin
sitotoksik, antifungal, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip olduklarini géstermistir.
Karayosunlarinda antioksidan aktiviteyi saglayan sekonder metabolitlerin fenolik bilesikler,

benzil, mono, di, tri, sekiterpenler ve flavonoidler olduklari diisiiniilmektedir (29).

Canli mekanizmalarda olusan serbest radikaller, proteinlere, niikleik asitlere, DNA’ya
membran lipidlerine ve Kkarbohidratlara etki ederek hiicre oliimlerine neden olmaktadir.
Antioksidan bir madde, bu oksidasyonun cesitli asamalarinda bazi mekanizmalar yoluyla

koruyucu 6zelliklere sahip olan maddelerdir.

Oksijen, yasam icin vazgeg¢ilmezdir ancak viicut i¢inde reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ise metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi
reaksiyon baslatir. Bu nedenle canli i¢in bir tehdit unsuru halini alirlar (30). Reaktif oksijen
tirleri diisiik dozlarda gesitli stres tepkilerinde arabulucu gibi rol oynarken, yliksek dozlarda
hiicresel zarara yol agar (31). Oksidan ve mutajen 6zellikte olan bu maddeler DNA, protein ve
diger makromolekiillerde tahribata hatta hiicrenin Oliimiine yol agarak kronik hastaliklari
bagslatir (32). Reaktif oksijen tiirleri su sekilde siralanmaktadir;

1. Radikaller

a. Siiperoksit radikal (O2-)

b. Alkoksil radikal (LO-)
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c. Peroksil radikal (LOO-)

2- Radikal olmayanlar

a. Hidrojen peroksit (H,0,)

b. Lipid hidroperoksid (LOOH)
c. Hipoklorik asit ( HOCI)

3- Singlet oksijen

Bunlarmn disinda nitrik oksit (NO-) ve nitrojen dioksit (NO2-) de sayilmalidir. Ikisi de giiclii
oksidanlardir. Nitrojen dioksit nitrik oksitin oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu meydana
gelir ve oldukca toksiktir. NO,’ nin diisiik konsantrasyonlarda bile arasidonik asit
metabolizmasini biiylik olglide artirdigi gézlenmistir (33,34). Nitrik oksit L-arjinin amino
asitinden in vivo olarak iiretilmektedir. NO kokusuz, renksiz ve az indirgenebilen oksidan bir
gazdir. Son yillarda radikal olan nitrik oksit lizerinde oldukga fazla durulmaya baglanmistir.
Nitrik oksit eslesmemis elektronlari sayesinde siiperoksit, thiol gruplar1 ve nitrojen dioksit ile
hizli reaksiyonlar olusturmaktadir (33, 35, 36). Hemen hemen her aerobik hiicrenin enerji
metabolizmasinda, oksidasyon sirasinda ya da oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi
sonucunda oksijen bir elektron alir ve serbest siiperoksit radikal anyonu meydana gelir. Ancak

direkt olarak zarar vermez (37).

Ozellikle yiiksek oksijen kullanimi nedeniyle oksidatif strese karsi zayif olan beyin, aym
zamanda yiiksek diizeylerde Fe?* ve diger divalent katyonlar1 igermekte ve olusan Fenton-tip
reaksiyonlar reaktif oksijen tiirleri lireterek noronlara zarar vermektedir. Nispeten diislik
antioksidan savunmasina sahip olan beyin dokusu ayni zamanda oksidatif zararlara karsi
dokuyu zayiflatan ¢coklu doymamis yag asitlerini de yiiksek diizeyde icermektedir. Oksidatif
strese maruz kalan beyin dokusunda olusan hasarlarin beyin iskemisi, hafiza bulanikligi,

Alzheimer, Parkinson gibi birgok sinirsel bozuklukta 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir
(38).

Reaktif oksijen tiirleri, viicutta lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz,
miyeloperoksidaz ve sitokrom P- 450 gibi birgok enzimin aktivitesinin sonucu olarak da
tiretilmektedir (38).
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Serbest radikal meydana getiren diger olaylar ise; kontamine igme sularinda bulunan, toksik
etkili, halojenlenmis hidrokarbonlar ve hava kirleticileri olarak bilinen azot oksitlerdir.
Karbontetrakloriir (CCl;) ve bromotriklorometan (CBrCls) gibi hidrokarbonlarin oksidatif
hasarin baslamasinda etkili olduklar1 bildirilmektedir. Triklorometil, triklorometil peroksil
radikalleri gibi oldukga reaktif tiirler, sitokrom P- 450 monooksijenaz enzim sisteminin g¢esitli
aminoasit ve doymamig yaglarla hizli reaksiyonu sonucu CCl,’lin metabolizmasi sirasinda
tiretilmekte ve bunun sonucunda protein denatiirasyonlart ve lipid peroksidasyonu

olusmaktadir (39).

Serbest radikaller viicudumuzda fizyolojik olaylar sonucunda olusan dogal {iriinlerdir.
Genellikle reaksiyonlarda ara iriin olarak ortaya ¢ikan serbest radikallerin oksijen ile
etkilesmesi sonucu serbest oksijen radikalleri olusur. Bu nedenle baslica sebep oksijenli
solunum yapmamizdir. Hiicre i¢inde en biiyiik serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal
elektron tagima zincirinden sizintidir. Mitokondri i¢ zarina yerlesmis oksidatif fosforilasyon
zinciri bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal iiretimi

artar (40).

Bir diger onemli hiicresel kaynak fagositik hiicre membraninin NADPH oksidaza bagh
serbest radikal tretimidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi fosfolipaz ve protein kinaz
enzimlerinin aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asit salimina yol acar.
Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla ¢esitli serbest radikal araiiriinler meydana
gelebilir. Arasidonik asit metabolizmas1 sonucu serbest radikal iiretimine ‘enzimatik lipid
peroksidasyonu denir’, diger radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna ise ‘non-
enzimatik lipid peroksidasyonu’ adi verilir (40). Mikrozomal ve plazma membrani tarafindan
radikal Uretiminin O6nemli enzimleri olan lipoksijenaz ve siklooksijenaz arasidonik asit
metabolizmasinda gorev almaktadirlar (40-42). Aktive olmus fagositler bakterisidal rollerinin
sonucu olarak siiperoksit tiretirler (43-45). Fagosite edilmis bakteri solunumsal patlama
iriinlerinin etkisiyle oldiiriiliir. Ancak bu oksidan iirlinler hiicrelerin antioksidan savunma
giiclerini astiginda konak hiicreye de zarar verirler ve gesitli hastaliklarin patogenezinde rol

oynarlar (40).

Stres viicutta katekolamin diizeyinin artmasimna sebep olur. Katekolaminlerin de

otooksidasyonu ile serbest radikal miktarinin artmasi kaginilmazdir. Bu olay stresin hastalik
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etkeni olarak rollinlin serbest radikal iretimiyle ilgili oldugunu gostermesi bakimindan

onemlidir (46).

Bir¢ok enzimin katalitik dongilisii sirasinda da serbest radikaller ortaya cikar. Serbest radikal
olusumuna neden olan enzimler oksidatif enzimler olarak adlandirilirlar. Bunlar;
ksantinoksidaz, indolamindioksigenaz, triptofandioksigenaz, galaktozoksidaz, siklooksigenaz,

lipoksigenaz, monoaminoksidazdir (47).

Az miktarda serbest radikal olusumu bazi durumlarda, Ornegin bakterilerin nétrofiller
tarafindan oksijen radikalleri ile Oldiiriilmesi gibi, organizmaya yararli olabilir. Bunun
yaninda fazla miktarda serbest radikal olusumu sonucu olusan oksidatif stres ile hiicrede

DNA, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve enzimlerin zarar gormesine yol agabilir (48).

Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin tim smiflart ve tiim hiicre
komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olurlar (40, 49). Bu durum biyomolekiillerin yapilarina zarar vermektedir. Bu zararlar
hiicrenin cinsine, maruz kalinan oksidatif strese ve siddetine bagli olarak (46, 58), toksik,

mutajenik veya karsinojenik olabilir (48).

Serbest radikallerin en belirgin etkileri lipid peroksidasyonuna neden olarak, Diabetis
Mellitus’un da aralarinda bulundugu bir dizi hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynamalaridir.
Biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenir ancak en hassas
olan grup lipidlerdir (29). Hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona neden olurlar (41, 43,
50). Bunun sonucunda membran akigkanliginda bozulma ve permeabilite degisiklikleri

meydana gelir (51).

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar vardir. Bu
mekanizmalarin bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus serbest
radikallerin zararl etkilerini 6nler. Bu islevleri yapan maddelere antioksidanlar ad1 verilir (40,
52, 53, 54). Gegmiste yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar yerine giiniimiizde
dogal antioksidanlarin kullanimi énem kazanmustir. Ozellikle, bu sentetik antioksidanlarin

toksik etkilerinin saptanmasi ve maliyetlerinin yiiksek olmasi, yeni ve ucuz dogal antioksidan
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kaynaklar1 arayisina itmistir (55). Birgok bitki antioksidan aktiviteye sahip pek ¢ok bileseni
icermektedirler. Bunlar arasinda fenolik bilesikler, C vitamini (askorbik asit), E vitamini
(tokoferoller ve toketrienoller), basta B-karoten ve likopen olmak iizere karotenoidler ve
biyoaktif peptitler sayilabilir. Bitkisel bir materyalden uygun yontemlerle antioksidan
bilesenler etkin bir sekilde ayrilabilir. Cesitli materyaller i¢inde antioksidan bilesenlerin
varligint nitel ve nicel olarak gosteren pek ¢ok yontem vardir. Son zamanlarda toplam
antioksidan aktiviteyi belirlemede DPPH yoOntemi ve B-karoten renk agilimi yontemi bitki

Oziitlerinin anlamli bir sekilde degerlendirilmesinde onerilmektedir (56-58).

Karayosunlarinin antioksidan aktivitesi birgok sebzeden yiiksek oldugu bildirilmistir. Yapilan
arastirmalarda cigerotlarinin antioksidan etkisinin yiiksek olmasi gelecekte ila¢ ve kozmetik
triinlerin hazirlanmasinda biiylikk 6nem arz eder. Geleneksel tipta karayosunlari cilt
hastaliklarinin tedavisinde, inflamasyon gidermede ve antiviral olarak kullaniimaktadir (56,
57).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1. Arastirmada Kullanilan Karayosunu Ornekleri

Bu arastirmada kullanilan Bryum capillare, Hypnum andoi, Plagiomnium undulatum, Bryum
radiculosum karayosunu ornekleri Kastamonu Universitesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi
Dog. Dr. Ergin Murat ALTUNER tarafindan temin edilmistir. Teshis islemleri Dr. Kerem
CANLI tarafindan yapilmistir. Arazi ¢alismasi yapilan yerler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arazi caligmasi yapilan lokaliteler.

Karayosunu ornekleri Arazi calismasi yapilan lokaliteler
B. capillare Kastamonu, Yaraligdéz Dag1
H. andoi Kastamonu, Yaraligdéz Dag1
P. undulatum Kastamonu, Yaraligoz Dag1
B. radiculosum Kastamonu, Yaraligéz Dag1

3.1.2. Karayosunu Orneklerinin Ekstraksiyonunda Kullanilan Cozeltiler

Bu asamada kullanilan 6rnek maddenin ¢oziicliye orami 1:10 (mL. mg'l) olacak sekilde

ayarlanmugtir.
Bilesenin adi Miktan
Etanol 100 rpm

3.1.3. Mikrooganizmalarin inokulasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri 1. Nutrient Broth (Merck)

Bilesenin adi Miktan
Nutrient Broth (Merck) 13,09
Distile Su 1000 mL
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Besiyeri 2. Nutrient Agar (Merck)

Bilesenin ad1 Miktari
Nutrient Agar (Merck) 28,09
Distile Su 1000 mL

Ticari olarak alinan besiyerinin 28 g 1000 mL distile su i¢ginde ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15

dakika siire ile sterilize edilmistir. Bakteriyel organizmalar i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 3.

Bilesenin ada Miktarn
YPD Broth (Merck) 50,0 ¢
Distile Su 1000 mL
Besiyeri 4.

Bilesenin ad1 Miktari
Yeast Extract Agar 65,09
(Merck)

Distile Su 1000 mL

Ticari olarak alian besiyerinin 65 g 1000 mL distile su i¢inde ¢dziildiikten sonra 121°C’de 15

dakika siire ile sterilize edilmistir. Mayalar i¢in kullanilmistir.

3.1.4. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullamlan Cozeltiler
3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT), Tween 40,
dimethylsulphoxide (DMSO), ethyl acetate, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), f-
carotene, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-phenyl-sulphonic
acid)-1,2,4-triazine (ferrozine), iron (I) chloride (FeCl,), gallic acid, butylated
hydroxyanisole (BHA), 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), a-tocopherol and linoleic
acid (Sigma).
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3.2. METOT

3.2.1. KARAYOSUNU ORNEKLERININ EKSTRAKSIYONU

Omnekler toplandiktan ve Dr. Kerem Canli tarafindan teshis edildikten sonra agik havada
kurutuldu ve kuru ornekler havan ile doviildii. Ektraksiyon ¢oziiciisii olarak Etanol (Merck,
Germany) kullanildi. Ornekler 100 rpm’de 3 giin oda sicakliginda etanol icinde ¢alkalandi. 3
giiniin sonunda 6ziitler Whatman No.1 ile filtre edildi ve evaporatérde (Heidolph Hei-Vap
Value HL/HB-G1) 30°C’de wugurma islemi yapildi. Evaporasyon sonrasi kalintilar

biriktirilerek 6rnek maddenin ¢oziiciiye orant 1:10 (mL. mg™) olacak sekilde ayarland.

3.2.2. ANTIMIKROBIiYAL AKTiVITENIN BELIRLENMESI

Bitki oziitlerinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri Klinik Laboratuar Standartlar1 Ulusal
Komitesi’ne gore disk diftizyon metodu ile test edilmistir (NCCLS, 1997) (59). Denemeler

sonrasi ¢ikan sonuclar referans diskleri ile karsilastirilmistir.

Deneylerde Bacillus subtilis RSKK 244, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 90028,
Candida glabrata ATCC 04019 suslar1 kullanilmstir.

3.2.2.1. Oziitlerin disklere emdirilmesi

6 mm’lik bos, steril antibiyotik disklerine 20 pL 6ziit emdirilmistir. Emdirilen 6rnek
miktariin kontrolii i¢in degisik miktarlarda oOziitler disklere emdirilmeye calisilmistir.
Disklerin 30 pL tizerindeki 6rnegi ememedigi, 6rneklerin bir kisminin disklerin digina tagtigi
ve burada kurudugu goézlenmistir. Diskler, 30 pL tizerinde 6ziitii uygun bir sekilde ememedigi
icin bu miktarin kullanilmasi uygun olmamistir. Ayrica yapilan karsilastirmada 30 pL
emdirilmeye c¢aligilan diskler ile 20 pL. emdirilmis diskler arasinda etki bakimindan ¢ok fazla
bir fark olmadigi gozlendigi icin disklere 20 pL &ziit emdirilmesine Kkarar verilmistir.
Oziitlerin emdirildigi diskler antimikrobiyal etkiyi etkileyecek ¢oziiciilerin diskler iizerinde

kalmamasi i¢in bir giin kurumaya birakilmistir.
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3.2.2.2. Mikroorganizmalarin standardize edilmesi

Disk diflizyon yontemi kullanmadan once, bakteri 6rnekleri 0,5 McFarland standard:r ile
karsilastirilarak standardize edilmistir. Bakteri kiiltiirleri 6ncelikle izole koloniler elde etmek
amaciyla agar ortamina ekilmis, 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra 4-5 tane iyi izole
olmus koloni, 6ze yardimiyla % 0,9’luk serum fizyolojik i¢ine alinmistir. Hazirlanan bakteri
siispansiyonu, daha once hazirlanmis olan 0,5 McFarland standardi ile karsilagtirilarak

siispansiyonun bulaniklig1 ayarlanmistir.

3.2.2.3. Disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal etkinin test edilmesi ve Besi yerlerinin

inokiilasyonu

Besi yerine mikroorganizma inokiilasyonu i¢in mikroorganizma siispansiyonuna steril
ekiivyon batirildiktan sonra, besi yerinin her yerine ekiivyonla siispansiyon yayilmistir.
Mikroorganizma siispansiyonu yayilan petriler, diskler uygulanmadan o6nce 5 dakika

kurumaya birakildiktan sonra, diskler besi yerinin iizerine 10 dakika i¢inde uygulanmustir.
3.2.2.3.1. Disklerin yerlestirilmesi

Etken maddeleri iceren diskler, besi yerinin iizerine iyice yerlestirilmistir. Disklerin
tamaminin agar iizerine dokunmus olmasina dikkat edilmistir. Calismada 120 mm’lik steril
petri kaplar1 kullanilmistir ve bu petri kaplarina toplam 1’er adet antibiyotik diski konmustur.
3.2.2.3.2. Inkiibasyon

Diskler uygulanmis petri kaplari, inokiilasyonu takip eden 15. dakikada inkiibe edilmeye
baslanmistir. Bakteriler 37 °C’de 24 saat siire ile, mayalar ise 30 °C’de 48 saat inkiibe
edilmistir.

3.2.2.3.3. inhibisyon zonlarmnin él¢iimii

Inkiibasyon siiresi sonucunda olusan inhibisyon zonlar1 cetvel yardimiyla dlgiilerek zon

caplart mm (milimetre) olarak kaydedilmistir. Petri kaplar1 + 4 °C’de saklanmustir.
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Negatif kontrol olarak dimetil siilfoksit (DMSO) emdirilmis diskler kullanilmistir. Bu
disklerin biitiin bakteriler tlizerine etkisi incelenmis; sonu¢ olarak, ¢oziicii emdirilmis
disklerden c¢oziicliler buharlastirildiktan sonra disklerin mikroorganizmalar {izerine etki
gostermedigi gozlenmistir. Ayrica, bos antibiyotik disklerinin de mikroorganizmalar {lizerine

etkisi olmadig1 yapilan denemeler sonucunda gézlenmistir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan Eritromisin ve Nistatin antibiyotik diskleri kullanilmistir.

3.2.3. ANTIiOKSIDAN AKTIVITE TAYINIi

3.2.3.1. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin serbest radikal siipiiriicii etkileri Blois (1958) metodu (60) kullanilarak
spektrofotometrik olarak DPPH serbest radikali tizerinden tayin edilmistir. % 0,004metanol
icerisinde hazirlanmis Ornek c¢ozeltisi tizerine DPPH ¢ozeltisi ilave edilerek vortexde
karistirtlmis ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilen ¢6zeltilerin 517 nm de
absorbans degerleri okunmustur. DPPH standart1 kullanilarak hazirlanmis olan asagidaki
kalibrasyon denklemi kullanilarak reaksiyon ortamindaki DPPH konsantrasyonu (1%)

hesaplanmuistir.

1%= ([AKontroI —A()mek] /Akontrol) x 100

Testler ti¢ paralel calisiimis ve BHA, sentetik antioksidanlar olup pozitif kontrol olarak

kullanilmustir.

Sonuglar ICs degeri olarak ug. mL? cinsinden verilmistir.

3.2.3.2. Total Fenol Miktar Tayini

Karayosunu oziitlerinin toplam fenolik igerigi Singleton and Rossi (1965) prosediirii temel

alimip modifiye edilen Folin Ciocaltacu metoduna gore belirlenmistir (61). Calismanin bu

bolimiinde, standart olarak kullanilan gallik asit ve diger numunelerin (karayosunu oziitleri)
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¢ozeltileri hazirlanirken, ¢oziicii olarak % 70’lik metanol kullanilmistir. 0,1 mL numune 100
mL’lik dereceli kapakli erlene konur ve hacmi distile su ile 46 mL’ye tamamlanir. Daha sonra
0,2 mL %50’1lik Folin-Ciocalteau reaktifi ilave edildikten 3 dakika sonra 1 mL % 2’lik
Na,COs’1n sulu ¢ozeltisi ilave edilir ve karistiricida oda sicakliginda 45 dakika karistirilir. Bu
siire sonunda numunelerin absorbanslart 760 nm’de OSlgiilmiistiir. Gallik asit ¢ozeltilerinin
absorbans degerlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak, her numunenin toplam

fenolik madde igerigi mg gallik asite esdeger olacak bi¢cimde belirlenmistir.
3.2.3.3. Metal Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi Decker ve Welch metodu bazi modifikasyonlar kullanilarak tayin
edilmistir (62). Kisaca, 0,5 mL karayosunu o6ziitii 0,05 mL 2 mM FeCl, ve 1 mL 0,5 mM
ferrozin ile karistinnlmigtir. Karigim oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildiktan
sonra 562 nm’de absorbans degerleri dl¢lilmiistiir.

Ferrozin- Fe?* kompleksinin inhibe yiizdesi asagidaki formiile kullanilarak hesaplanmistir:
Scavenging effect (%)=([Axontrol —A6mek] /Axontrol) X 100
3.2.3.4. Lipid Peroksidasyon Inhibisyonu

Plasma lipid peroksidasyonu Rodriguez ve Ruis-Torres metodu kullanilarak analiz edilmistir
(63). Kan plasma 6rnegi (0,4 mL), 0,1 mL 0,5 mM FeSQO,, 0.1 mL H,0, 0.5 mM ve 0.2 mL
karayosunu ekstraksiyonu (2 mg. mL™* ) kanstirilip 12 saat boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda karigima 375 pl trikloro asetikasit (%4) ve 75 pL BHT
ilave edilerek buz i¢inde 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra 5000 rpm’de 15 dakikalik
santrifiij sonrast 0,2 mL % 6’lik TBA ilave edilmistir. Bu karigim 95°C’de 30 dakika
bekletilmistir. Karisim ile ayn1 hacimde 1-butanol ilave edilmis ve 517 nm’de ol¢limler

yapilmustir.

3.2.4. Kimyasal Kompozisyon Belirleme
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Karayosunu ornekleri kimyasal bilesimleri (nem, protein, yag, karbohidrat ve kiil) AOAC
prosediirii kullanilarak analiz edilmistir (64). Nem igeriginin tespiti; oncelikle cam petri
kaplar1 105°C’de sabit tartima getirilmistir. Kuru Ornekler tartildiktan sonra (0,1 mg
duyarlilikla) sicak hava firmninda 105°C’de 6 saat bekletilmistir. 6 saatin sonunda desikatorde
sogutulduktan sonra tartilmistir. Sabit agirlik tespit edilene kadar 1sitma ve sogutma islemleri

tekrarlanmustir.

Kiil miktar tayini; porselen krozeler sabit tartima getirildikten sonra kuru 6rnekler tartilmistir
ve krozelerde bulunan 6rnekler kiil firininda 600 °C’de 2 saat bekletilmistir. Oda sicakliginda

sogutulduktan sonra sabit tartima gelene kadar tekrar tartilmistir.

Organik Madde = Kuru Madde - Ham Kiil

Ham protein tespiti; Kjeldahl Metodu ile organik azot miktarinin belirlenmesi analizi
yapilmistir. Kuru 6rnek tartilmistir. 10 mL saf su ve H,SO4 eklenerek 15 dk isitilmistir.
Soguduktan sonra fenolftalein indikatorii damlatilarak % 8’lik NaOH’dan renk pembe
oluncaya kadar ilaveler yapilarak nétrlesme saglanmistir. Islem sirasinda amonyagin
u¢mamasi icin ¢ozelti ¢calkalanmamustir. Bir erlende 0,1 M HCI igine damitilmistir. Kabarcik
bitene kadar 1sitmaya devam edilmistir. 0,1 M NaOH ile fenolftalein indikatorii damlatilarak

titrasyon yapilmustir. Sarfiyat hesaplanmistir.

Ham yag tespiti; Eter, kloroform, benzen, toluen gibi organik ¢oziiciiler kullanilarak 6ziite
edilmesiyle belirlenir. Oziitten eter ve su arindirildiktan sonra kalan kistm drnekteki ham yagi
verir. Yagin yaninda yagda eriyen vitaminler, organik asitler, klorofil, lesitinler, alkaloidler,
mumlar, recineler, sterinler ve fosfatidleri de igerdiginden ham yag adinmi alir. Ham yag
tayininde Soxhlet cihazi ve ¢6ziicii olarak eter kullanilmistir. 60 °C’de sabit tartima getirilmis
250 mL’lik bir balon kullanilmistir. Kuru ornekler eter ile soxlet cihazinda ektrakte

edildikten sonra ¢oziicii 60 °C’de ugurulmustur.

Ham karbohidrat tespiti; kuru 6rnekler asit ve baz ile diliie edildikten sonra sicak hava

firminda 105 °C’de bekletilmistir. Desikatorde sogutulduktan sonra son agirligi tespit
edilmistir (65).
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4. BULGULAR

1. Antimikrobiyal Aktivite
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Yapilan deneyler sonucunda Bryum capillare, Hypnum andoi, Plagiomnium undulatum,

Bryum radiculosum o6ziitlerine ait disk difiizyon degerleri asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Tablo 1. Karayosunu 6ziitlerinin antimikrobiyal testi sonug¢lar1 (mm, inhibisyon zon gap1)

Karayosunlari Pozitif Negatif

Suslar Kontrol Kontrol
B. capillare H. andoi P. undulatum B. radiculosum Nistatin ~ Eritromisin  DMSO
B. subtilis 12 +3 1242 16 +£3 10 £0,5 ND 36 NI
S. enteritidis 11+£1 NI NI NI ND 42 NI
E. coli NI 14,5+1,5 NI 14 £0,5 ND 9 NI
S. aureus 10 1 10+1 10 £0,5 10 £1 ND 20 NI
C. albicans 13+£1 NI NI NI 10 ND NI
C. glabrata 12,5 +0,5 11 +1 17,5 +4,5 17 £6 9 ND NI

NI: Inhibisyon yoktur.
ND: Calisilmamistir

2. Antioksidan Aktivite

Yapilan deneyler sonucunda B. capillare, H. andoi, P. undulatum, B. radiculosum 6ziitlerine

ait serbest radikal siipiiriicti etkileri, total fenol miktari, metal selatlama aktivitesi ve lipid

peroksidasyon inhibisyonuna ait degerleri asagidaki ¢izelgelerde verilmistir.

Tablo 2. Karayosunu fraksiyonlarinin DPPH radikali iizerindeki serbest radikal siipiiriicii

etkileri
5 ——
Karayosunlari ICso (Mg.mL™) 0.25 mg.mL % DOI?EI)D:QC.SI:?E_I’llmI 1.0 mg.mL "
B. capillare 8,41 2 8 15
H. andoi 33,11 2 3 5
P. undulatum 46,00 4 4 -*
B. radiculosum 4,08 14 23 38
BHA 0,3 87 88 88

* Ornek az oldugu i¢in 1,0 mg.m L* konsantrasyonu cahisiimamstir.
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Sekil 2. Karayosunu fraksiyonlarimin DPPH radikali {izerindeki serbest radikal siipiiriicii

etkileri

Tablo 3. Karayosunu tiirlerinin toplam fenol, askorbik asit, a tokoferol ve folik asit miktar1

Total Fenol Ascorbik Asit o tokoferol Folik Asit
Karayosunlari (mg.g™) (ng.mL™) (ng.mL™) (ng.mL™)
B. capillare 23,26 1,87 <0,5 -*
H. andoi 15,39 -* -* -*
P. undulatum 24,99 -* -* -*
B. radiculosum 20,33 -* -* -*
* Ornek az oldugu i¢in ¢cahisiimamistir.
Tablo 4. Karayosunu tiirlerinin metal selatlama aktivitesi
Karayosunlari ICso (Mg.mL™) %Demir Selatlama
0,25 mg.mL™* 0,5 mg.mL" 1,0 mg.mL*
B. capillare 49,67 1 3 3
H. andoi 24,67 2 6 6
P. undulatum 52,00 2 2 -*
B. radiculosum 4,89 22 26 37

* Ornek az oldugu icin 1,0 mg.mL'1 konsantrasyonu calisilmamstir.
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Sekil 3. Karayosunu fraksiyonlarinin metal selatlama etkileri

Tablo 5. Karayosunu tiirlerinin lipid peroksidasyon inhibisyonu

Karayosunlar1 1Cso % Inhibisyon
(mg.mL™) 0,25 mg.mL* 0,5 mg.mL™ 1,0 mg.mL?
B. capillare 33,56 1 3 4
H. andoi 47,00 3 3 3
P. undulatum 50,33 0 1 -*
B. radiculosum 17,33 25 28 28

* Ornek az oldugu icin 1,0 mg .mL™* konsantrasyonu ¢alisiilmamistir.
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Sekil 4. Karayosunu fraksiyonlarinin lipid peroksidasyon inhibisyonu
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3. Kimyasal Kompozisyon Analizi

Yapilan deneyler sonucunda B. capillare, H. andoi, P. undulatum, B. radiculosum o6ziitlerine

ait kimyasal bilesenlerine ait degerleri asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Table 6. Karayosunu tiirlerinin kimyasal kompozisyonu (% dry weight)

Bilesenler B. capillare H. andoi P. undulatum B. radiculasum
Nem igerigi 10,1+0,03 11,24,01 11,5+0,03 11,5+0,01
Ham protein 7,1£0,02 5,3+0,02 4,6+0,01 7,8+0,01
Ham yag 2,3+0,01 2,2+0,01 1,7+0,01 1,4+0,03
Kiil miktar: 1,5+0,01 0.,8+0,03 1,0+0,01 1,2+0,01
Total karbohidrat 6,2+0,02 3,3+0,01 3,2+0,02 7,1£0,02
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismanin amaci, Bryum capillare, Hypnum andoi, Plagiomnium undulatum, Bryum
radiculosum  oziitlerinin  antimikrobiyal ve antioksidan etkisinin  ve  kimyasal
kompozisyonunun incelenmesidir. Bu amagla antimikrobiyal aktivite i¢in 6nce disk diflizyon
testi uygulanmistir. Bu testte, oziitler steril ve bos antibiyotik disklerine emdirildikten sonra
diskler, mikroorganizma Kkiiltiirleri {lizerinde denenmistir. Mikroorganizma iizerinde etki
gosteren Oziitler, besi yerlerinde inhibisyon zonu olugturmustur. Bu inhibisyon zonlarinin ¢ap1
milimetre olarak kaydedilmistir ve sonuglar Tablo 1'de verilmistir. Buna gére C. albicans
tizerine ¢aligilan karayosunlarindan yalnizca B. capillare etki gosterirken C. glabrata tizerine
tim karayosunu tiirleri referans antibiyotigin neden oldugu etkiden daha yiiksek etKi
gostermiglerdir. E. coli iizerine H. andoi ve B. radiculosum oziitleri referans antibiyotikten
daha yiiksek etki gostermistir. B. subtilis ve S. aureus tizerine dort tiir karayosununun da etki
gosterdigi gozlenmistir. Ancak gozlenen etki referans antibiyotiginin neden oldugu etkiden

¢ok diisiiktiir.

Antimikrobiyal maddeler, bakteri ve mantarlar1 dldiiriicii (letal) veya bunlarin iiremesini
baskilayic1 etki gosterirler. Yapilan calismada sonuglar standart antibiyotik testleri ile
karsilagtirilmistir. Karayosunu 6ziitlerinin etki gosterdigi mikroorganizmalara karsi standart
antibiyotik testlerinin etkisine ait veriler de Tablo 1'de bulunmaktadir. Ayrica, yapilan testler
sonucunda, negatif kontrollerin (DMSO ve steril bos disk) herhangi bir etkisinin olmadig1

gozlenmistir.

Elibol (2010)’da yapmis oldugu bir ¢alismada ¢alismis oldugu mayalardan C. albicans’in
karayosunu oziitlerine karsi direngli iken S. cerevisiae’nin karayosunu oziitlerine karsi daha
duyarli oldugunu goérmistiir. Yaptig1 c¢alismalar sonucunda karayosunu tiiri olan
Orthotrichum rupestre,, B. capillare, Syntrichia ruralis ve Tortella turtuosa, Grimmia
anadon’ nin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu goérmiistiir. En diisiik antimikrobiyal

aktivite gosteren T. turtuosa’nin ise C. albicans susuna karsi aktivite gosterdigi bulunmustur

(4).
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Colak (2010) yaptig1 bir calismada H. cupressiforme karayosunu tiiriiniin C. albicans referans
mayasina etki ederken, etil alkol 6ziitii E. coli referans bakterisine etki gostermis olup en fazla
kloroform oziitiinde antimikrobiyal aktiviteye rastlanmistir. H. sericeum tiirlinde ise en

yiiksek antimikrobiyal etki aseton Oziitiiyle P. aeruginosa 'ya kars1 gézlenmistir (2).

Russell ve Ellis (2007)’in yaptiklar1 ¢alismada etanol ve metanolde hazirlanan Sphagnum
palustre, Bartramia porniformis, Leucolepsis acanthoneuron, H. splendens, Atricum selwynii,
Polytrichostrum alpinum isimli karayosunu tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesi E. coli, B.
subtilis ve Klebsiella pneumoniae’ ye karst degerlendirilmistir. Caligma sonucunda etanol
ekstraksiyonu kullanildiginda karayosunlarmin % 65° 1 antibiyotik aktivitesi gosterirken

metanol ekstraksiyonunda karayosunlarinin % 43’1 aktivite gosterdigi goriilmiistiir (66).

Singh ve arkadaslar1 (2007)’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada Sphagnum junghuhnionum, Barbula
javanica, Brachythacium rutabulum, Macrothamnium submacrocarpum, Trachypodopsis
serrulata, Crataneuron filicinum, Mnium marginatum, Entodon pulchellus, Entodon
rubicundus, Physcomitrium pulchellum, Barbula arcuata, Thuidium cymbifolium ve
Anoectangium stracheyonum karayosunu tiirleri etanolde o6ziite edilip antimikrobiyal ve
antifungal aktiviteleri 19 adet mikroorganizma i¢in mikrodiliisyon yontemi ile incelenmistir.
Yapilan arastirmalar sonucunda S. junghuhnionum, B. Javanica, B.arcuata, B.rutabulum, M.
marginatum ve E. Rubicundus tiirlerinin tiim mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal olarak

en aktif tiir oldugu bulunmustur (67).

Basaran ve arkadaslar1 (2011)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada G. pulvinata, Tortula subulata,
Wersia controversa, Leucodon sciuroides, H. cupressiforme, Homalothecium sericium,
Neckera complanata ve Mnium undulatum karayosunu tiirlerinin disk difiizyon yontemiyle
cesitli gr (-) bakteri, gr (+) bakteri ve 3 zararli mantara karsi antimikrobiyal aktivitesi
o6l¢iildiigiinde karayosunlarinin metanol oziitleri zayif bir antifungal etki gdsterip gram pozitif
ve gram negatif bakterilere karsi ¢ogunlukla orta derece antibiyotik etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. En duyarli mikroorganizmalarin gram pozitif B.subtilis ve gram negatif P.

aeroginosa oldugu bulunmustur (68).

Yapilan birgok yeni aragtirmada karayosunlarinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu

bulunmustur. Karayosunlariin aktif metabolit bakimindan zengin olmasi, onun antibakteriyel
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etkisinin yani sira antioksidan olarak da kullanilmasini saglamistir. Karayosunlarimin
biinyesinde barindirdig1 kendine 6zgii ve ¢ok ¢esitli metabolit gruplar1 onlarin antioksidan ve
diger terapotik etkilerinden sorumludur. Farmakolojik arastirmalar farkli karayosunlarmin
sitotoksik, antifungal, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip olduklarini gostermistir.
Karayosunlarinda antioksidan aktiviteyi saglayan sekonder metabolitlerin fenolik bilesikler,

benzil, mono, di, tri, sekiterpenler ve flavonoidler olduklari diisiiniilmektedir (29).

Calismamizda antioksidan aktivitenin tespiti i¢in karayosunu Oziitlerinin serbest radikal
stiptiriici etkileri, total fenol miktari, metal selatlama aktivitesi ve lipid peroksidasyon

inhibisyonu test edilmistir.

Etanolik fraksiyonlar ve standart (BHA) 1n serbest radikal siipiiriicii etkileri stabil bir serbest
radikal olan DPPH f{izerinde test edilmistir. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak
elde edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir. 515 nm’de maksimum absorbansa sahiptir
Az miktarda serbest radikal olusumu bazi durumlarda, Ornegin bakterilerin nétrofiller
tarafindan oksijen radikalleri ile Oldiiriilmesi gibi, organizmaya yararli olabilir. Bunun
yaninda fazla miktarda serbest radikal olusumu sonucu olusan oksidatif stres ile hiicrede
DNA, proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve enzimlerin zarar gérmesine yol agabilir (48)
Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin tiim smiflar1 ve tiim hiicre
komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere
neden olurlar (40, 49). Bu durum biyomolekiillerin yapilarina zarar vermektedir. Bu zararlar
hiicrenin cinsine, maruz kalinan oksidatif strese ve siddetine bagli olarak , toksik, mutajenik
veya karsinojenik olabilir (41, 48).Serbest radikal siipiiriicii etki sonuglar1 30 dakika igerisinde

DPPH’1n %50 sini siipiirdiigii konsantrasyon olarak (Icso) hesaplanmigstir. Diigiik IC50 degeri

yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermektedir (57). Bu ¢alismada test edilen fraksiyonlarin ve

standartlarin DPPH {izerinden hesaplanan IC50 degerleri ve serbest radikal siipiiriicii etki

arasindaki iliski Tablo 2’de goriilmektedir. Tim fraksiyonlarda sentetik antioksidan olan
BHA’ya gore daha diisiik oranda serbest radikal siipiiriicii etki goézlenmistir. Buna gore
caligilan karayosunu tiirlerinden en diisiik ICso degeri ile standarta en yakin deger B.
radiculosum oziitinde bulunmus olup bu deger en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip

karayosunu oldugunu ifade eder.
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Fenol ve flavonoidler: antioksidatif aktivitelerini oksidatif enzimleri inhibe ederek, metal
iyonlariyla selat olusturarak, diger antioksidanlar ile etkilesime girerek ve serbest radikalleri
yakalayarak gostermektedirler (25). Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam
fenolik bilesik tayininde kullanilan standart bilesik gallik asittir. Toplam fenol miktar1 yiiksek
olan fraksiyonlarda antioksidan aktivite de yiiksek olarak bulunmustur. En yiiksek toplam
fenolik igerige sahip P. undulatum tiiriniin serbest radikal siipiiriicii etkisi sentetik bir
antioksidan olan BHA ‘den cok daha diisiiktiir. Buna gore calismamizda elde ettigimiz

degerler ICsq degeri ile fenolik igerik arasinda bir korelasyon oldugunu gostermemektedir (

Tablo 3).

Demir ve bakir gibi gecis metalleri serbest radikal olusturan gii¢lii birer oksidatif katalist
olarak gorev yapmaktadirlar. Demir oksidatif reaksiyonlari tegvik etmede daha etkilidir (50).
Tablo 4’de de goriildigii gibi B. radiculosum tiirii en diisiik 1Csg degerine ve en yiiksek %
demir selatlama aktivitesi gostererek en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Konsantrasyon

miktari arttik¢a demir selatlama kabiliyetide artmistir.

Peroksidasyon bir metilen grubundan bir hidrojen atomunu yerinden ¢ikaran herhangi bir
radikal tarafindan baslatilabilir. Oksijen peroksil radikalini olusturmak i¢in karbon radikaline
eklenir ve sonugta diger lipid molekiilinden bir H atomunu ¢ikararak lipid hidroksili
olusturur. Bu yeniden diizenleme ile endoperoksitler daha ileri derecede oksidasyon
sonucunda ise melandialdehit olusabilir (11, 63). Melandialdehit hiicre membranlarinda iyon
aligverisine etki ederek bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve
enzim aktivitelerinin degisimi gibi olumsuz sonuglar meydana gelir (63). Tablo 5’de de
goriildiigii gibi her ti¢ antioksidan testte en iyi sonug B. radiculosum karayosunundan alinmig
ve testler birbirini destekler 6zellikte olmustur. Tablo 5 ‘e gore en yliksek lipid peroksidasyon
inhibisyonu B. radiculosum tiiriinde gozlenmis ve en diisiik 1Csy degerine sahip olmasi da

bunu desteklemistir.

Diger karayosunu tiirlerinden elde edilen sonuclar birbirini desteklememistir. Halbuki
antioksidan aktiviteyi tespit edebilmek i¢in en az ii¢ antioksidan test sonuglari birbirini
desteklemeli ve sonuglar standartlar ile karsilastirilmalidir (39). Bu agidan, bu arastirmadan
elde edilen sonuglara gore B. radiculosum tiiriiniin antioksidan kapasitesi; diger karayosunu

tiirlerinden daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.
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Chobot ve arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda bes karayosunu tiiriiniin antioksidan aktivitesi
incelenmistir. Bu arastirmada karayosunlarinin toplam fenolik icerigi ve antioksidan etkisi
arasinda iliski bulunup bulunmadigr in vitro ortamda incelenmistir. Bu ¢alismada
Ceratodonpurpureus  (Hedw.)  Brid.  (Dicronaceae),  Dicranumpolysetum  Sw.,
Dicranumscaparium Hedw. .(Dicronaceae), Leucobryumglaucum (Hedw.) Angstr.
(Leucobryaceae) ve Mnium marginatum (With.) P. Beauu. (Mniaceae) karayosunu tiirleri
kullanilmistir. Antioksidan aktivite 6lcmeden Once tespit edilen karayosunu tiirlerinin bilesimi
bulunmustur. Calisma sonucunda C.purpureus’da; lipidler flavonoidler, D.polysetum da;
lipidler ve asetilenik asit, D.scaporium’da; lipidler, asetilenik asit ve flavonoidler,
L.glaucum’da steroller, M.marginatum’da ise terpenler bulunmustur. Antioksidan aktivite ile
karayosununun fenolik icerigi arasinda iliskiyi belirlemek i¢in Folin-Ciocalteau reaktifi
kullanilmigtir. Antioksidan aktiviteyi bulmak igin kafeik asit pozitif kontrol amaciyla
kullanilmistir. Deney sonuglart incelendiginde karayosunlarinin incelenen tiim tiirlerinin
kafeik aside oranla antioksidan aktivitesinin diisiik ¢iktig1 gdzlenmistir. Ancak kafeik asitten
diisiikte olsa antioksidan aktivite bulunmustur. C. purpureus ve D. polysetum 6zleri ¢alisilan
konsantrasyon araliginda hidroksil radikallerinin bozulmasi {izerine herhangi bir etki
gostermemistir. Caligma sonucunda karayosunu 6zlerinin incelenen etkilerinin 6nemli ol¢iide
toplam fenolik igerigi ile iliskili olmadigi bulunmustur. Bununla birlikte arastirmacilar gesitli

bilesenlerin sinerjik ve ya antagonistik etkilerinin antioksidan aktiviteyi degistirebilecegini

onemle vurgulamistir (69).

Basile ve arkadaglar1 tarafindan 2011 yilinda yapilan arastirmada karayosunu tiirii olan
Leptodictyum riparium’ un doku ve hiicrelerinde agir metallerin lokalizasyonunu gérmeleri
karayosununun antioksidan aktivitesinin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Daha Oncesinde
Pleurochate squarrosa tiizerinden yapilan arastirmalarda bu karayosunu tiiriiniin aseton
Oziitiiniin  antioksidan etkisinin ortaya ¢ikmasi Leptodictyum riparium’un antioksidan
etkisinin aragtirma yapilmasini saglamistir. Leptodictyum riparium’un aseton oziitiiniin insan
kan l6kositlerinde antioksidan etkisi arastirilmis ve bu arastirmada CL (Chemiluminessence
tahminleri) teknigi ile belirlenmistir. Bu teknigin se¢ilme nedeni hizli ve hassasiyetinin
yiiksek olmasidir. Bilesiklerin antiinflamatuar ve antioksidan etkisi belirlenirken insan kan
fagositlerinin oksidatif metabolizmasi1 ilizerinde oOziitlerin etkileri arastirildi. Bu g¢alismada

Leptodictyum riparium’un segilme nedeni bakteri filtrasyonu kotii metalurjik kokenli bir
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ortamda yetigmis tiir olmasiydi. Calismada karayosununun antioksidan aktivitesi iizerinde iki
agir metal kursun ve kadmiyum, tuzluluk, 1smin etkisi ve farkli streslere karsi direngleri
arastirilmistir. Calismanin sonucunda karayosunlarinin ¢evresel faktorlere direngli ve reaktif

oksijen bilesiklerine kars1 etkili oldugu goriilmiistiir (5).

Karayosunlarinin dogada bol miktarda bulunmasina ragmen kimyasal kompozisyonlarina
yonelik ozellikle karbohidrat, lignin, protein, lipid ve diger temel yap1 elementlerinin tespit
caligmalar1 oldukga diisiiktiir. Yapilan baz1 ¢caligmalarda lignin miktar diisiik iken karbohidrat

iceriginin dnemli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (70-72).

Klavina ve arkadaslarinin 2012 yilinda FT-IR ve GC/MS ile bazi karayosunu tiirlerinin
kimyasal kompozisyonunu belirlemislerdir. ikincil metabolitlerin belirlenmesine ydnelik olan
bu calismada Spaghnum tiirleri arasinda énemli farkliliklar bulunmustur. Buna gore baskin
bilesikler olarak diisiikk molekiil agirlikli, karbohidrat ve polifenolik yapida alifatik bilesikler
olan fenol ve 4-ethenylphenol ve 1,6-anhidro-p-D-glukopiranoz tespit edilmistir (73).

Bu calismada, karayosunlarinin ortalama kiil, nem, total karbohidrat, ham yag ve ham protein
miktarlar tespit edilmistir. Sonuglara gore en yiiksek ham protein ve total karbohidrat .igerigi
sirasiyla % 7,8 ve % 7,1 olarak B. radiculasum tiiriine ait 6ziitlerden elde edilmistir. En
yiiksek ham yag ve mineral igeriginin bir gostergesi olan kiil miktar1 B. capillare tiiriine ait
ozitlerden sirastyla % 2,3 ve % 1,5 olarak elde edilmistir. genel olarak besin degerleri
incelenen karayosunu tiirleri arasinda biiyiikk oranda farklilik gOstermemistir. Mevcut
sonuglara gore, bu c¢alismadaki karayosunu tiirleri tiikketim i¢in iyi bir kaynak olarak

Onerilebilir.

Bu calisma gostermektedir ki, gelecekte karayosunu oziitlerindeki etkin maddeler tespit
edildigi takdirde, gliniimiiziin biliyiik problemi olan mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi
direngliligine ¢dziim olarak karayosunlarini da antimikrobiyal ilag iiretiminde iyi ve yeni
kaynaklar olarak karsimiza cikarabilir. Ayrica giiniimiizde kanser hastaligi ve kanser riski
artttkca dogal antioksidanlara olan ihtiyag giin gectikce artmaktadir. Arastirmalarda
karayosunlarinda antioksidan aktivitenin bulunmast ve dogal antioksidan arayisi
karayosunlarina olan ilgiyi arttirmaktadir. Daha ileride karayosunlar ile yapilacak olan pek

¢ok arastirma dogal antioksidan bilesiklerinin saptanmasi ve saf olarak eldesi ile bu
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bilesiklerin ilag, kozmetik ve gida sektoriinde kullanilmasi, boylelikle hiicresel savunmay1
artirict yeni ve daha etkili bilesikler elde edilebilmesini olanakli kilacaktir. Sonug olarak
karayosunlar1 bir¢ok hastaligin olusumu, ilerlemesi ve tedavisinde umut verici olabilir ve
yaslanma etkeni olan oksidatif stres baskilanarak yaslanma siireci yavaslatilarak daha uzun ve

daha saglikli bir yagsam miimkiin olabilir.

34



10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Aydin E. Baz1 Salvia Genusu Uyelerinin Acanthamoeba Castellanii Tedavisindeki
Kullanim Potansiyelleri ve Sitotoksik Aktivitelerinin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans
Tezi, Cumhuriyet Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Sivas 2008

Colak E., Bazi Pleurokarpik Karayosunlarinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin
Incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Nigde Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Nigde
2010.

Yigit D, Aktas N, Ozgen E..Ceviz (Juglans regia L.)’in Antimikrobiyal Aktivitesi,
Tiirk Mikrobiyal Cemiyeti Dergisi 2009; 1-2: 7-11.

Elibol B. Baz1 Akrokarpik Karayosunlarinin Antifungal ve Antibakteriyel Etkilerinin
Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Nigde Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Nigde
2010.

Basile A, Giardano S, Lopez-Sa’ez JA, Cobianchini CR. Antibacterial activity of pure
flavonoids isolated from mosses. Phytochemistry 1999; 52: 1479-1482.

Glime JM, Saxena DK. Uses of Bryophytes. Today and Tomorrow Printers and
Publishers, New Delhi, India 1990.

Diilger B, Hacioglu N, Uyar G. Evaluation of antimicrobial activity of some mosses
from Turkey. Asian Journal of Chemistry 2009; 5 (21):4093-4096.

Ezer T. Guney Amanos daglar1 (Musa dagi) karayosunu florasi ve epifitik karayosunu
vejetasyonunun arastirilmasi, Doktora tezi, Cukurova Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii,Adana, 2008.

Schofield WB. Introduction to bryology, The Blackburn Press, 431, 2001.

Heinrichs J, Gradstein SR, Wilson R, Schneider H. Towards A Natural Classification
Of Liverworts (Marchantiophyta) Based On The Chloroplast Gene Rbcl, Cryptogamie
Bryologie, 2005; 2 (26): 131-150.

Canli K, Simsek O, Ursavas S, Cetin B. Karagdl (Cubuk, Ankara) Mesire Alaninin
Karayosunu (Bryophyta) Florasi, Makufebed. 2011; 4: 38-49

Alves TMD, Silva AF, Brandao M, Grandi TSM, Smania EDA, Junior AS and Zani
CL. Biological screening of Brazilian medicinal plants. Mem Inst Oswaldo Cruz,
2000; 95:367-373.

35



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.

Heinrichs J, Anton H, Gradstein SR, Mues R. Systematics Of Plagiochila Sect.
Glaucescentes Carl (Hepaticae) From Topical America, A Morphological And
Chemotaxonomical Approach, 200: 220, 1-2

Davey MC. The Elemental And Biochemical Composition Of Bryophytes From The
Maritime Antarctic, Antarctic Science, 1999; 11 (2): 157-159

Xu SJ, Jiang PA, Wang ZW, Wang Y. Crystal Structures And Chemical Composition
Of Leaf Surface Wax Depositions On The Desert Moss Syntrichia Caninervis,
Biochemical Systematics And Ecology 2009; 37: 723730

Spagnuolo V, Terracciano S, Giordano S. Trace Element Content And Molecular
Biodiversity in The Epiphytic Moss Leptodon Smithii: Two Independent Tracers Of
Human Disturbance, Chemosphere, 2009; 74:1158-1164

Serin C. Zonguldak Ve Cevresinde Bulunan iki Bitki Tiiriinde Biyolojik Aktif
Bilesiklerin Taranmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak Karaelmas Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisti, Zonguldak 2007

Basile A, Vvotta MT., Giardona S, Cobianchi RC. Antibiotic effects of Lunalaria
cruciata(Bryophyta) extract,Pharmaceutical Biology 1998; 1:28-36.

Basile A, Vvotta MT, lelpo MTL, Moscatiello V, Ricciardi L, Giardano S, Cobianchi
CR. Antibacterial activity in Rhynchostegium riparioides(Hedw.)
Card.Extract(Bryophyta), Phytoterapy Research 1998; 12:146-148.

Altuner EM. Baz1 Karayosunu Tiirlerinin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi,
Doktora Tezi, Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara 2008.

Canli K. Karayosunlarinin Kullanim Alanlari,Orman Miihendisligi Dergisi 2009;
6:41-44.

Ando H. China Proc Bryol Soc Jpn 1983;3:124.

Asakawa Y. Biologically active substance from Bryophytes.In:Chopra RN,Bhatla
SC,editors. Bryophyte development:physiology and biochemistry. Boston:CRC Press;
1900.

Karunen P. The acyl lipids of Bryphytes.Bryophytes,Zinsmeister HD,Mutes R.
editors. Their chemistry and chemical taxonomy,Oxford University;1990:121.

Chobat V, Kubicova L, Nabbout S, Jahodar L, Vytlacilova J, Antioxidant and free
radical scavenging activities of five moss species,Fitoterapia 2006;77:598- 600.

Pant G, Tewan S, Pargaien MC, Bisht LS.Bryol Times,Fitoterapia 1986; 29:2.
Schutze-Motel W. Advances in bryology,Vol.2,Germany 7 Cramer- Vaduz;1984:224.

36



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.
42.

Harborne JB. Introduction to ecological biochemistry(3rd ed.), London, Academic
Press,1988.

Dey A, De NJ. Antioxidativepotential Of Bryophytes: Stresstoleranceand Commercial
Perspectives: A Review Pharmacologia 2012; 3 (6): 151-159

Gokpinar S, Koray T, Akgicek E, Goksan T, Durmaz Y. Algol Antioksidanlar, Ege
Universitesi Su Uriinleri Dergisi, 2006; 23: 85-89

Martin KR, Barret JC. Reaktive Oksijen Species As Double-Edged Swords in Cellular
Processes:Low-Dose Cell Signaling Versus High-Dose Toxicity,
Hum.Exp.Toxicol.2002: 21: 71-75

Kamer D. Biryofitlerin Ekolojisi, Lisans Bitirme Tezi Ankara Universitesi Cankir1
Orman Fakiiltesi, Cankir1 2006.

Aslan R, Diindar Y. Bir Fizyolojik Eleman Ve Radikal Olarak Azot Oksit.
Hayvancilik Arastirma Dergisi 1998; 8: 34-38.

Robison T, Murphy J, Beyer L, Richters A, Forman H. Depression Of Stimulated
Arachidonate Metabolism And Superoxide Production in Rat Alveolar Macrophages
Following In Vivo Exposure To 0.5 Ppm No2. J. Toxicol. Environ. Health 1993; 38:
273-92.

Gutteridge J. Lipid Peroxidation And Antioxidants As Biomarkers Of Tissue Damage.
Clin. Chem 1995; 41/12:1819-1828

Lohinai Z, Szabo C. Role Of Nitric Oxide In Physiology And Patophysiology Of
Periodontal Tissues. Med. Sci. Monit 1998; 4: 1089-1095.

Song O. Oxidative Stress: A Theoretical Model Or Biological Reality. C.R. Biologies.
2004; 327: 649-662.

Meydani M. Antioxidants And Cognitive Function. Ilsi. Nutrition Reviews,2011;
59(8): 75-82.

Chen H. And Tappel, A.L. Protection Of Multiple Antioxidants Against Heme Protein
Oxidation And Lipid Peroxidation induced By Cbrcl3 In Liver, Lung, Kidney, Heart,
And Spleen. J. Agric. Food Chem.1996; 44(3): 854-858.

Akkus I. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri, Mimoza Yaynlari, Konya,
1995.

Freeman B, Crapo J. Free Radicals And Tissue Injury. Lab Invest, 1982; 47:412 425.
Huysal K. Tip It Diabetlilerde Eritrosit Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon Peroksidaz,
Stiperoksit Dismutaz, Katalaz Aktiviteleri, Hemoglobin Glikozilasyonu Ve Lipid

37



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Peroksidasyonunun Incelenmesi. Atatiirk Uni. Biyokimya Anabilim Dali, Uzmanlik
Tezi, Erzurum 1999, 81

Weiss J, Lobuglio A. Phagocyte-Generated Oxygen Metabolites And Selliiler injury.
Lab. Invest. 1982; 47: 5-16.

Panes J, Grander D. Neutrophils Generate Oxygen Free Radicals in Rat Mesenteric
Microcirculation After Abdominal Irradiatation. Gastroenterology 1996; 111: 981—
989.

Smith S, Holm-Rutili L, Michael A. Et al. Role Of Neutrophils In Hemorrhagic
Shock-Induced Gastric Mucosal Injury In The Rat. Gastroenterology 1987; 93: 466—
471.

Karakus AB. Deneysel Olarak Ulser Olusturulan Ratlarda Lobar_A Pulmonar_A (L.)
Hoffm. SMI LiKenden Elde EdiLen Metanol Ekstrelerinin antioksidan enzim
aktiviteleri, Yiksek Lisans Tezi Erzurum, 2007.

Cavdar C, Sifil A, Camsar1 T. Reaktif Oksijen Partikiilleri Ve Antioksidan Savunma.
Tiirk Nefroloji Diyaliz Ve Transplantasyon Dergisi,1997; 3-4: 92-95.

Nordberg J. And Amér, E.S.J. Reactive Oxygen Species, Antioxidants, And The
Mammalian Thioredoxin System. Free Radical Biol. Med.2001; 31: 1287-1312.
Cheeseman K, Slater T. An introduction To Free Radical Biochemistry. Br Med Bull.
Jul 1993 ;49(3) :481-93.

Halliwell B, Gutteridge JMC. Role Of Free Radicals And Catalytic Metal lons In
Human Disease. Methods Enzymol.1990: 186: 1-85.

Kavas GO. Serbest Radikaller Ve Organizma Uzerine Etkileri. Tiirkiye
Klinikleri,1989; 9: 1-8.

Yanbeyi S. Aspirin Ve Antioksidant Buthylated Hydroxyanisole’iin Tavsanlarda
Eritrosit Total Katalaz, Siiperoksit Dismutaz Ve Glutatyon Peroksidaz Aktiviteleri
Uzerine Etkileri. Ondokuz Mayis Uni. Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi, Samsun
1999: 88.

Dikici 1. Akut Viral Hepatitlerle Interferon Tedavisi Gormiis Kronik Viral
Hepatitlerde Oksidatif Stresin Arastirilmasi. Selguk Uni. Tip Fak. Biyokimya
Anabilim Dali, Uzmanlik Tezi, Konya 1999: 73.

Ames BN, Shigenaga MK and Hagen TM. Oxidants, Antioxidants, And The
Degenerative Diseases Of Aging. Proc. Natl. Acad. Sci., Sep 1, 1993; 90(17): 7915-
7922.

38



55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Akillioglu HG, Yalcm E. Tahil protein hidrolizatlarinin antioksidan aktiviteleri. Gida
2010;35 (3): 227-233.

Dapkevicious A, Venskotonis R, Van Beek TA. Linssen, JPH. Antioxidant activity of
extracts obtained by different isolation procedures from some aromatic herbs grown in
Lithuania, J. Sci. Food Agric., 1998; 77: 140-146.

Burits M, Asros K, Bucar F. The antioxidant activity of the essential oil of Artemisia
afra, Artemisia abyssinica and Juniperus procera, Phytother. Res., 2001; 15: 103-108.
Koleva Il, Van Beek TA, Linssen JPH, De Groot A, Estatieva LN. Screening of plant
extracts for antioxidant activity: a comparative study on three testing methods,
Phytochem. Anal., 2002; 13: 8-17.

NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards). Performance
Standards for antimicrobial disk susceptibility test. (VIth ed.). Wayne PA. Approved
Standard, 1997.

Blois MS. Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature 181,
1199-1200, 1958.

Singleton VL, Rossi JA. Colorimetric of total phenolics  with
phosphomolybdicphosphotungstic acid reagents. Am. J. Enol.Vit. 1965; 16: 144-158.

Decker EA, Welch B. Role of ferritin as a lipid oxidation catalyst in muscle food. J
Agric Food Chem. 1990; 38: 674-677.

Rodriguez-Martinez MA, Ruiz-Torres A: Homeostasis between lipid peroxidation and
antioxidant enzyme activities in healthy human aging. Mech Ageing Dev 1992;
66:213-222.

Official methods of analysis, 16th ed.; Association of Official Analytical Chemists:
Arlington, VA, 1995.

Prabakaran JJ and Dhanapal S. Analysis of proximate composition and aflatoxins of
some poutry feeds. Asian Journal of Biotechnology, 2009, ISSN 1996-0700.

Russell MD., Antibiotic activity of extracts from some Bryophytes in South Western
British Columbia,MSJA,2000;Volume 2:9-14.

Singh M. Rewat AKS, Govindarajan R. Antimicrobial activity of some Indian
mosses, Fitoterapia 2007; 78:156-158.

Diilger B, Yaymtas OT, Gonuz A. Antimicrobial activity of some mosses from
Turkey, Fitoterapia 2005;76; 730-732.

39



69.

70.

71.

72.

73.

Chobot V, Kubicoval L, Nabbout S, Jahodarand L, Vytlacilova J, Antioksidant and
free radical scavenging activities of Fivemossspecies. Fitoterapia, 2006; 77: 598-600
Ballance S, Kristiansen KA, Holt J, Christensen BE. Interactions of polysaccharides
extracted by mild acid hydrolysis from the leaves of Sphagnum papillosum with either
phenylhydrazine, o-phenylenediamine and its oxidation products or collagen.
Carbohydr. Polym. 2008; 71: 550-558.

Erickson M, Miksche GE. On the occurrence of lignin or polyphenols in some mosses
and liverworts. Phytochemistry 1974; 13: 2295-2299

Zinsmeister HD, Mues R. Bryophytes: Their Chemistry and Chemical Taxonomy.
Oxford University Press: Oxford, 1990, 488 p.

Klavina L, Bikovens O, Steinberga I, Maksimova V, Eglite L. Characterization of
chemical composition of some bryophytes common in Latvia, Environmental and
Experimental Biology 2012; 10: 27-34.

40



