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1. GIRIS

Karayosunlari, bitkiler aleminin Bryophyte bolimiine bagli Bryophyta
smifinda yer alan gelismemis bitkilerdir. Dunyada yaklasik olarak 13.000 tur(
oldugu kayitlarda gegmektedir. Bu miktar diinyadaki bitkilerin yaklasik %5.5 gibi
biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Filogenetik olarak algler ve pteridofitler arasinda
bulunmaktadir (Asakawa ve ark., 2013). Karayosunlarmin kimyasal igerikleri;
morfolojik olarak kii¢iik olmalari, yuksek miktarda saf olarak toplanmasinin zorlugu
ve mikroskop altinda bile zor teshis edilebilmeleri nedeniyle uzun siire géz ardi
edilmis ve incelenememistir (Asakawa ve ark., 2018). Aslinda sadece
karayosunlarinin degil, genelde tiim algak bitkilerin ayni nedenlerden dolay1
aragtirma olanaklart oldukca kisitlidir. Bunun yaninda, yapilan fitokimyasal
calismalarda karayosunlarinin biyolojik olarak onemli aktivitelere sahip fenolik
bilesikler (flavonoitler, bibenzil tiirevleri), glikozitler, yag asitleri, terpenik bilesikler
ve bazi yaygin olmayan aromatik yapilara sahip oldugu goriilmiistiir (Zinsmeister ve
ark., 1991; Sabovljevic ve ark., 2009; Sabovljevic ve ark., 2010).

Karayosunlari, bizim bitki zenginligimiz iginde en yiiksek ¢esitlilige sahip
Bryophyte boliminde, 53 familya icerisinde 183 cins, bu cinslere ait 660 tir ve 34
varyete ile temsil edilmektedir. Hatta sporlu bitkilerde endemizm son derece diisiik
olmasina ragmen bazi Cinclidotus ve Orthotrichum tiirleri Tiirkiye’de endemiktir.
Yapilan arastirmalar baslangigtan itibaren incelenirse, Tiirkiye’de karayosunu
dagilimmnin Bati Anadolu ve kismen Karadeniz’de oldugu goriilmektedir. Fakat
karayosunlarinin pek ¢ok ortamda yetismeye elverisli bitkiler olmasi, ancak yukarida
belirttigimiz bazi nedenlerden dolayr c¢alisma olanaklarimin zorlugu, mevcut

caligmalarin yetersiz olmasina neden olmustur (Giiner ve Ekim , 2014).

Az sayida caligmanin olmasi, karayosunlarinin potansiyel olarak etkili
bilesiklere kaynak olup olmayacagi merakini uyandirmaktadir. Ciinkii benzer

bitkilerden oldukga yiiksek farmakolojik etkilere sahip bilesiklerin izole edildigi
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kayithidir. GUnlimuzde; karayosunlar1 tizerinde uUlkemizde yapilan bazi galismalara
rastlanmaktadir. Yapilan bu ¢alismalar genellikle; tiir tayini ve yayilist {izerine olup
(botanik ozelliklere dayali), kimyasal ve biyolojik aktivite izerinde yapilmis olan

calismalar oldukgca kisith diizeydedir.

Biyolojik aktivite aragtirmalarinin oneminden bahsetmek gerekirse bitkiler,
oksijen ve fotonlarin neden oldugu oksidatif stresi onlemektedirler. Giinlimiizde
antioksidan bilesenlere olan ilgi giderek artmakta ve antioksidanlarca zengin
gidalarin ¢esitli dejeneratif hastaliklardan korudugu bilinmektedir. Antioksidanlar
enzimatik olanlar (endojen) ve olmayanlar (eksojen) olarak ikiye ayrilmakta ve
enzimatik olmayanlar aslinda pek ¢ok besinde yaygin olan polifenolik bilesenler
olarak tespit edilmistir (Okan ve ark., 2013). Antioksidanlar etkilerini serbest
radikalleri temizleyerek ve hiicre hasarmi engelleyerek gergeklestirirler.
Antioksidanlar insanlarda viicut tarafindan dogal olarak fiiretildigi gibi disaridan
takviye olarak da alinabilir, normal hiicre metabolizmasinin toksik yan iiriinleri olan
serbest radikalleri etkisiz hale getirerek koruyucu etki gosterirler (Karabulut ve
Giilay, 2016). En yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar, BHA (biitillenmis
hidroksi anisol), BHT (biitillenmis hidroksi toluen), PG (propil gallat), TBHQ
(tersiyer biitil hidrokinon)’dur. Ancak bu sentetik antioksidanlar sagliga zararh
etkilerinden dolay1 yasaklanmig ve yerini dogal antioksidanlar almistir. Bitkilerden
elde edilen ekstreler ve izole edilen bilesikler antioksidan aktiviteye sahiptir ve bu
bilesenlerin ya da ekstrelerin antioksidan aktiviteleri arastirilmaktadir (Glizel ve ark.,
2013).

Sonug olarak, karayosunlarinin bu zamana kadar ¢ogu arastirmaci tarafindan
g0z ardi edilmesi ve son yillarda yapilan ¢alismalarda 6nemli biyoaktivitelere sahip
oldugunun fark edilmesi bilim insanlarinin bu ¢alismalara daha fazla ilgi duymasina
neden olmustur. Karayosunlarmin fitokimyasina ve biyolojik aktivitelerine yonelik
bazi ¢alismalar, arastirmacilar tarafindan siirdirilmektedir. Tirkiye’de de
karayosunlarinin dagilimi ve botanik 6zellikleri ile ilgili calismalar devam etse de, bu

bitkilerin fitokimyasal analizleri ve biyoaktivite ¢aligmalar: yeterli diizeyde degildir.
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Bu calisma ile Tiirkiye’de yetisen Antitrichia californica Sull. in Lesg. ve
Plagiomnium ellipticum Brid T. Kop. Gibi genis yayilis gosteren karayosunu turleri
ele alinmis olup, bu iki tiir tizerinde fitokimyasal ve biyolojik aktiviteye ait

calismalar planlanmis ve gerceklestirilmistir.

Karayosunlari ile yapilmig az sayida ¢alismanin olmasi ve bu turlerin kimyasal
icerikleri, antioksidan kapasiteleri ve enzim inhibisyon yeteneklerinin incelenmesine
yonelik bir ¢alismanin daha 6nce yapilmamis olmasi ¢alismamizin 6zgiinligiini
ortaya koymaktadir. Ayrica, bu ¢alismaya baslarken, ilging bilesikleri iceren

karayosunlari ile galigmanin da 6nemli olabilecegi diistiniilmiistiir.
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1.1. Botanik Bilgiler

1.1.1. Bryophyte ve Ozellikleri

“Bryophyte” terimi, orijini Yunan diline ait olup, su alarak sisen bitkiler
anlaminda kullanilmistir. Aslinda Bryophyte, yasam dongiisiinde haploid ve diploid
nesilleri bulunan ve gametofit evresinin baskinlifiyla karakterize edilen bitkilere

verilen genel bir isimdir (Vanderpoorten ve Goffinet, 2009).

Bryophyteler 18. yiizyilin sonlarmma kadar bilim insanlart ve cogu Kkisi
tarafindan kiiciik c¢igekli bitkiler olarak kabul edilmistir. Bu bitkilerin farklilig: ilk
olarak 1851 yilinda Wilhelm Hofmeister tarafindan Bryophytelerin yasam
dongiisiiniin yillar boyu arastirilmasi neticesinde ortaya ¢ikmis ve net olarak kabul

gormiistiir (Taylor ve ark., 2009).

Bryophyteler, cigerotlar1  (Marchantiophyta), yaprakli  karayosunlari
(Bryophyta) ve boynuz otlar1 (Anthocerotophyta) smiflarin1  kapsayan,
Angiospermlerden sonra karada yetisen en genis bitki grubunu olusturmaktadir.
Denizler dahil diinyanin her yerinde yetisebilmektedir. Antarktika’da dahi agac,
toprak, gol ve nehirlerde yetistigi tespit edilmistir. Bryophyteler, gelismislik olarak
algler ve pteridofitler arasinda bulunmaktadir ve yaklagik 24.000 tlrt bulunmaktadir
(Asakawa ve ark., 2013).

Bryophytelerde sporofit ve gametofit evre olmak {izere 2 farkli yasam evresi
vardir. Yagsam dongiisii, ¢imlenen sporun alglerdekine benzer ipliksi dallanmis bir
yap1 olusturmastyla baslar. Bu ipliksi sistemin bir boliimii renksiz, diger kismi ise
yesildir. Renksiz olan kisma "rizoid" denir. Rizoidler, topraga tutunmay: saglayan
kokumsu yapilardir. Yesil olan kisma ’kloronema’” adi verilir. Kloronema,
fotosentez yapan kisimdir. Biitiin bu ipliksi sistemin her ikisine birden ‘’protonema’’
denir. Protonema uzun siire bagimsiz yasadiktan sonra, kloronema (zerinde

tomurcuklar belirmeye baslar.
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)

Bryophyte
_J/
/J\ VR /J\
Bryophyta Anthocerotophyta Hepaticophyta
(Karayosunlari) (Boynuzotlari) (Cigerotlan)

Sekil 1.1. Bryophytelerin siiflandirilmasi

Tomurcuklardaki hiicrelerin apikal bolimlerinde ii¢ sirali bir eksen ortaya
cikar. Gengken yaprak siralari diiz olan bu yapi, gametofit nesli olusturur.

Yaslandik¢a yaprak siralari sarmal bir durum alir (Shaw ve ark., 2011).

Gametofitlerin bazi tiirleri monoik, bazilar1 da dioik tip tirlerdir. Monoik bazi
tiirlerde erkek ve disi organlar ayn bitkilerde fakat, farkli diizeylerde ya da yan yana
veya ugta bulunabilirler. Sporofit yapi, gametofitlerin lizerinde oldukca kiigiilmiis

olarak bulunur. Bryophyteler’de gametofit evre baskindir (Budke ve ark., 2018).
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1.1.2. Antitrcihia californica Tarinun Botanik Bilgileri

Antitrichia californica Sull. in Lesq turine ait taksonomik liste ITIS’e (Integrated

Taxonomic Information System) goére asagidaki sekildedir:

Alem : Plantae

Bolum : Bryophyte

Simif : Bryopsida

Takim : Hypnales

Familya : Leucodontaceae

Cins : Antitrichia

Tur : Antitrichia californica Sull. in Lesq

Bitkinin sinonimleri Antitrichia curtipendula var. californica (Sull. in Lesg.)
Braithwaite, Cryphaea californica (Sull. in Lesq.) Kindberg, Macouniella californica

(Sull. in Lesq.) Kindberg olarak bilinmektedir.

Tiirlin dahil oldugu, Leucodontaceae familyasi, 181 tlr ile temsil edilmektedir.
Taksonlarin ¢ogu Kuzey Amerika’da bulunmaktadir (Kuzey Amerika Flora
Komitesi, 2014a). Familyaya ait tlrler genellikle orta veya biyuk boyutlarda ve
duzensiz dallanma gostermektedir. Yapraklar kuru halde imbrikat, nemli ise ovat
veya ovat-lanseolat; yaprak kenarlari diiz, serrat ya da serrulat; yaprak uglar
akiminat veya akut sekildedir. Dioik bitkilerdir. Seta, ince ve kisa; kapsiil ince ve
uzun; kaliptra kukullat, ¢iplak veya tiyliidir (Kuzey Amerika Flora Komitesi,
2014b).

Bu tur, Plorokarp yapida, yani sporofitlerin govde yanlarindan gelistigi
tiirlerdendir (Vitt ve ark., 1988). Yanlara dogru biiylime gosterir. Kuruyken parlak ve
koyu yesil renkte, 1slakken agik yesil veya sari/kahverengi renkte goriinmektedir
(FNA, 2014a; Lawton, 1971). Sekonder dallar yaklasik 10 cm uzunlugunda pinnat
bi¢imde, yan dallar yaklasik 1,5 cm uzunlugunda kamg1 bigimindedir (FNA, 2014a).
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Sekil 1.2. Antitrichia californica (http://nathistoc.bio.uci.edu, Erisim tarihi: 13.09.2020)

1.1.3. Plagiomnium ellipticum Tardndn Botanik Bilgileri

Plagiomnium ellipticum (Brid.) T. Kop. tlriine ait taksonomik liste de ITIS’e

(Integrated Taxonomic Information System) gore asagidaki sekildedir.

Alem
Bolim
Simif
Takim
Familya
Cins
Tar:

: Plantae
: Bryophyte
: Bryopsida
: Bryales
: Mniaceae
: Plagiomnium

: Plagiomnium ellipticum (Brid.) T. Kop.
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Bitkinin sinnonimleri, Mnium ellipticum Bridel; M. affine var. rugicum
(Laurer) Bruch & Schimper; Plagiomnium rugicum (Laurer) T. J. Koponen, olarak
bilinmektedir (FNA, 2014b).

Plagiomnium ellipticum, nemli topraklar1 seven, giinesli ya da yar1 gélgeli
bolgeleri tercih eden bir tirdir. Ozellikle, ormanlik alanlar ve cayirlarda
rastlanmaktadir. Sulak alanlarda, yana dogru yayilmali bliylime gosterir. Morfolojik
olarak yaprak kenar sekilleri ve boyutlar1 bitkiden bitkiye degiskenlik
gostermektedir. Yaygin olarak, “Marsh thyme moss, Marsh magnificent moss, g6z
yisilcali” olarak anilmaktadir. Bu tiir, genellikle dik bazen kivrik olan stemlere
sahiptir. Stirglinler ise 9 cm uzunlugundadir. Yapraklar yesil-sarimsiyesil, 5 ila 6 mm
uzunlugundadir. Nadiren kapsiillere rastlanir, bu kapsiiller silindirik veya oblong-
silindiriktir. Seta sari-kirmizimsi kahverengi, 1,8-4,5 cm uzunlugundadir. Kapsiiller

bahar aylarinin sonlarina dogru olgunlasir (FNA, 2014b).

Sekil 1.3. Plagiomnium ellipticum (https://plants.usda.gov, Erisim tarihi: 13.09.2020)
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1.2. Karayosunlar1 Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

1.2.1. Terpenler

Sphagnum cinsinden sadece bazi monoterpen hidrokarbonlar (a-felladren, f-
felladren, 43-karen ve a-pinen) tespit edilmistir. Karayosunlarinda sadece bazi
diterpenlerden; ent-164-hidroksikiran, momilakton A (Sekil 1.4) ve B (Sekil 1.5) ile,
kamesidin bulunmustur. 1995'ten bu yana, pek ¢ok monoterpen, trinorseskiterpen,
seskiterpen, diterpen ve triterpenin karayosunlarindan izole edildigi rapor edilmistir
(Asakawa ve ark, 2013).

Sekil 1.4. Momilakton A Sekil 1.5. Momilakton B

Homalia trichomanoides, Mnium marginatum ve Plagiomnium undulatum
tirlerinden elde edilen ugucu yaglarda ise, 16-kiran ve manool (Sekil 1.6) tespit
edilmistir (Saritas ve ark., 1998). Daha sonra yapilan calismalarda, Homalia
trichomanioides, Minium marginatum, Plagiomnium undulatum ve Plagiothecium
undulatum ugucu yaglari, GC/MS (Gaz kromatografisi/Mas Spektrometresi)
yontemiyle analiz edilmis ve cesitli monoterpenleri igerdigi tespit edilmistir.
Bunlarin arasinda, siklositral (Sekil 1.7), karayosunlarinda bulunan yaygin bir
bilesen olarak belirlenmistir. Bunlardan baska, monoterpen hidrokarbonlar; mirsen,
a-pinen, S-pinen ve kamfen ile oksijenli monoterpenler, terpinen-4-ol, a- terpineol ,
a-terpinil asetat, borneol, bornil asetat ve kafur bilesenleri de tespit edilmistir.
Plagiothecium undulatum'un ugucu yagi, GC/MS teknigiyle analiz edildiginde, 4,8a-
dimetil-1,2,3,4,6,7,8,8a-oktalin ve (+)-(4S,4aS,5R,8aS)-4a,5-epoksidekalin tespit
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edilmistir. Homalia trichomanioides ve Plagiomnium undulatum'un, Streptomyces
tirleri tarafindan {retilebilen geosmin bilesigini icerdigi anlasilmistir. H.
trichomanioides'in ug¢ucu yaginda, a-ionon, Plagiomnium undulatum ve P.
undulatum'un ugucu yaginda ise, S-ionon belirlenmistir. Seskiterpen hidrokarbon
yapist olan, (+)-10-epi-muurola-4,11-dien,(-)-1,2-dihidro-a-kuparenon ve dauka-
8,11-dien Mnium hornum ve Plagiomnium undulatum’un ugucu yaginda bulunan
bilesiklerdir (Saritas ve ark., 2001).

Sekil 1.6. Manool

Bagka bir ¢alismada da, Plagiomnium acutum eter ekstresinin GC ile
incelenmesi sonucunda a-akoradien, a-sedren ve f-sedren bilesiklerinin varlig: tespit
edilmistir. Ayrica o-sedren ve p-sedren, Mnium marginatum, Plagiomnium
undulatum ve Homalia trichomanoides tiirlerinde de bulunmustur. Bu bitkilerin
hepsinde f-barbaten varligi tespit edilmistir. Bazi diterpen bilesiklerinden,
Plagiomnium acutum’un eter ile ekstre edilmesi sonucu, sadece ent-sedrenler, ayni
zamanda bir dolabellan diterpen olan (+)-dolabella-3,7-dien-18-ol (Sekil 1.8) izole
edilmistir. Boylece, bir dolabellan diterpenin, yosunlardan ilk defa izole edildigi
bildirilmistir (Toyota ve ark., 1998). H. trichomanoides'te, Plagiochila peculiaris’ten
de izole edilen nadir bir seskiterpen olan pekuliaroksit bulunmustur. Mnium
hornum’un eter ile ekstre edilmesi sonucu elde edilen ucucu fraksiyonda, ar-
kurkumin (Saritas ve ark., 2001) ve p-akoradien molekilu de tayin edilmistir (Suire
ve ark., 2000)
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O~ _H

H3C CHs
HsC

Sekil 1.7. Siklositral

Daha 6nce, pirincte fitoaleksin olarak tanimlanan iki diterpen momilakton A ve
B, Hypnum plumaeforme yosunundan izole edilmistir. H. plumaeforme’den elde
edilenler, piring kabugundan elde edilenlere (~500 mg/kg) kiyasla nispeten yiiksek
miktarlarda momilakton icermektedir (Nozaki ve ark., 2007). Ayrica Physcomitrella
patens tlriinun, ent-16p-hidroksikiiran ve ent-kiiran sentaz bilesiklerini icerdigi

gozlenmistir (Hayashi ve ark., 2006).

H.c OH

3

\L_.CH3
H F

H5C

CHy

Sekil 1.8. (+)-dolabella-3,7-dien-18-ol

Homalia trichomanoides’in  eterli  ekstresinin  fraksiyonlanmas1  ve
fraksiyonlarin 2D-NMR ve X 1511 kristalografisi ile analiz edilmesi necitesinde p-
terpenil tarevi olarak bilinen, 4,4"-dihidroksi-1,1":4',1"-terpenil-2',3',5',6'-tetrail
tetrakis (fenilasetat) (Sekil 1.9) izole edilmistir. Bu, birgok yenmeyen mantar tiiriinde

bulunan terpenil tirevlerinin yosunlardan ilk izolasyonudur (Wang ve ark., 2005).
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Sekil 1.9. 4,4"-dihidroksi-1,1":4',1"-terpenil-2',3',5',6'-tetrail tetrakis

1.2.2. Steroitler ve Triterpenler

Polytrichum commune tlri aseton ile ekstre edilerek 7a-hidroksisitosterol
(Sekil 1.10), ergosterol ve B-sitosterol (Sekil 1.11) izole edilmistir (Fu ve ark., 2009).

Sekil 1.10.7a-hidroksisitosterol Sekil 1.11. B-Sitosterol

Floribundaria aure subsp. nipponica eterle ekstre edildikten sonra yeni bir
dammaran triterpen hidrokarbon olan, dammara-(17Z),21-dien (Sekil 1.12) ile
birlikte polipoda-7,13,17,21-tetraen (Sekil 1.13) ve diplopten bilesikleri elde
edilmistir (Toyota ve ark., 1998),
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Sekil 1.12. Dammara-(17Z),21-dien Sekil 1.13. Polipoda-7,13,17,21-tetraen

Weymouthia mollis’in eterli ekstresinde bulunan bilesikler prep-HPLC ydntemi
ile saflagtirilarak, bazi cigerotlar1 ve likenlerde bulunan 7p-asetoksihopan-22-ol
(Sekil 1.14) bilesigi izole edilmistir (Omatsu ve ark., 2004).

Sekil 1.14. 7 § -asetoksihopan-22-ol

Homalia trichomanoides, eterli ekstresi silikajel ve Sephadex LH-20 ile kolon
kromatografisine uygulanarak 3a-metoksiserrat-14-en-215-ol (Sekil 1.16), 3p-
metoksiserrat-14-en-214-ol ve 3f5-metoksiserrat-14-en-21-on (Sekil 1.15.) triterpenik
bilesikler elde edilmistir (Wang ve ark., 2005).
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Sekil 1.15. 35-metoksiserrat-14-en-21-on Sekil 1.16. 3a-metoksiserrat-14-en-214-ol

1.2.3. Aromatik Bilesikler

Mnium ve Plagiomnium’a ait tirlerin GC/MS analizi sonucunda, a-tokoferol
(Sekil 1.17) varligi dogrulanmistir (Waller, 1972). p-tokoferol varligi ise sadece

Plagiomnium cinslerinde saptanmistir (Suire ve ark., 2000).

Sekil 1.17. p-tokoferol

Atraik asit (Sekil 1.18) ve atranorin, Homalia trichomanoides’in eter
ekstresinden saflastirilmistir (Wang ve ark., 2005). Benzil benzoat (Sekil 1.19) ve
metil 4- hidroksibenzoata, Misir yosunu olarak bilinen Eucladium verticillatum'un
(Pottiaceae) eterli ekstresinde rastlanmistir. Diinyada binlerce tiirii olmasina ragmen,
bu izolasyon basit aromatik bilesiklerin bir karayosunundan ilk izolasyonudur
(Aboutabl ve ark., 1999).
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CO,Me 0
OH

s

Sekil 1.18. Atraik asit Sekil.1.19. Benzil benzoat

OH

Ayrica Brachiteciastrum velutinum'un (Brachyteciaceae) metanolli ekstresinde
de elajik asit (Jackovic ve ark., 2008); HPLC-DAD ile Brachytheciastrum velutinum
ve Kindbergia praelonga'nin metanol ekstrelerinde de, 4-O-kafeoilkinik asit (Sekil
1.20), 5-O-kafeoilkinik asit ve kafeik asit tespit edilmistir. Kindbergia praelonga’da
ayrica p-kumarik asit ve ferulik asit (Sekil 1.21) de bulunmustur (Jackovic ve ark.,
2008).

HO, ,CO.H
6\ N CO,H

- OH

HO T OH
5 . HO
OH OMe
O]
Sekil. 1.20. 4-O-kafeoilkinik asit Sekil 1.21. Ferulik asit

Amerikan yosunu olarak bilinen Polytrichum pallidiscetum'un etanollii
ekstresinin biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlanmasi ile iki yeni sinnamoil
bibenzil tirevi olan pallidisetin A (Sekil 1.22) ve B (Sekil 1.23) izole edilmistir
(Zheng ve ark., 1994).
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Sekil 1.22. Pallidisetin A Sekil 1.23. Pallidisetin B

Ftalik asit turevleri Bryophytelerde gorilmemekle beraber, dimetil ftalat
(Sekil 1.24) ve dimetil terftalat (Sekill.25) gibi aromatik yap1 gosteren bazi bilesikler
de, Eucladium verticillatum'un eterli ekstresinden izole edilebilmistir.
Dimetildimetoksiftalatlar, Dowsonia, Dendroligotrichum, Polytrichadelphus ve
Polytrichum cinsindeki bes karayosunu tiirlerinin, oksidatif ve metillenmis tiriinleri
arasinda tanmimlanmis olmasma ragmen; bu calisma, Dbasit ftalatlarin

karayosunlarindan ilk izolasyonu olmasi bakimindan o6nemli kabul edilebilir

(Aboutabl, 1999).

O,Me
©:002Me
CO,Me CO,Me
Sekil 1.24. Dimetil ftalat Sekil 1.25. Dimetil terftalat

1.2.4. Kumarinler

Yosunlarda kumarin tiirevlerinin varligina, Atrichum undulatum ve
Polytrichum formosum tiirlerinde rastlanmistir (Jung ve ark., 1994). Tetraphis
pellucida sulu-metanollii ekstresi orta basingli sivi kromatografisi (MPLC) ile

yapilan izolasyon ¢alismasi sonucunda, farkl tri- ve tetrahidroksi kumarin tlrevleri

28



elde edilmistir. Bunlar, 5-hidroksi-6-metoksikumarin-7-5-O-glukopiranozit (Sekil
1.26), 5,6,7,8-tetrahidroksikumarin -5-$-(6-O-malonil-glukopiranosid) molekilleridir
(Jung ve ark., 1995).

OH

Glc O O O
OH

Sekil 1.26. 5-hidroksi-6-metoksi kumarin-7-4-O-glukopiranozit

1.2.5. Benzonaftoksantenonlar

ABD Ulusal Kanser Enstitiisii’niin Bryophytelerde antitiimér bilesik arastirma
programi kapsaminda Polytrichum ohioense ve P. pallidisetum tlrlerinden yeni bir
benzonaftoksantenon iskeletine sahip ohioensin A (Sekil 1.27) ve E’yi izole etmistir
(Zheng ve ark., 1989; Zheng ve ark., 1993, Asakawa ve ark., 1995).

Sekil 1.27. Ohioensin A
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1.2.6. Azot iceren Bilesikler

Bryophytelerde azot igeren metabolitler nadir gorilmektedir. Prenil indol,
pirolidin ve indol bilesikleri bazi cigerotlar1 ve Splachnum rubrum karayosunundan
izole edilmistir (Asakawa ve ark., 1995). Dicranum scoparium tiriinde ise

siyanojenik glikozit bulunmustur (Zinsmeister ve ark., 1991).

Fontinalaceae familyasina ait Fontinalis squamosa tiiriiniin diklorometanl
ekstresinin metanolde c¢oziiniir fraksiyonu orta basingli sivi kromatografisi ile
saflagtirilmis, fontinalin (Sekil 1.28), harmol (Sekil 1.29), harmol propiyonik asit
esteri ve harman alkoloidi olan 7-hidroksi harman izole edilmistir. Fontinalinin
yapisi, H-, 3C-NMR ve 'H-'H COSY yontemleri ile ortaya ¢ikarilmistir (Salm ve
ark., 1998).

| O CO,H
O CO,H -
N N
H N\
HO HO N
O\
Sekil 1.28. Fontinalin Sekil 1.29. Harmol

1.2.7. Kromon Tturevleri

Polytrichum commune turinin asetonlu ekstresinden, daha once yiksek bir
bitki olan Artemisia campestris subsp. maritima tirtinden izole edilen 5-hidroksi-7-
metoksikromon (Sekil 1.30) izole edilmis ve yapist aydinlatilmistir (Vasconcelos ve
ark., 1998).
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Sekil 1.30. 5-hidroksi-7-metoksikromon

1.2.8. Flavonoitler

Cesitli karayosunu familyalarindan alinan 300 tiir karayosunu (zerinde yapilan
incelemeler sonucunda, biflavonoitlerin yosunlarda en yaygin bulunan flavonoit tiirii
oldugu tespit edilmistir. Biflavonoitler, incelenen tiirlerin tgte ikisinden fazlasinda
tespit edilmistir. Buna karsilik flavonoit glikozitler karayosunlarinda nadir goriilmiis,

incelenen tiirlerin yaklasik dortte birinde tespit edilmistir (Geiger ve ark., 1997).

Brachytheciastrum velutinum ve Kindbergia praelonga'nin metanollii ekstreleri
HPLC/DAD ile analiz edildikten sonra; cesitli kromatografik yontemlerle, luteolin
(Sekil 1.32), apigenin (Sekil 1.31) ve apigenin 7-O-glukozit gibi bilesikler izole
edilmistir (Jackovic ve ark., 2008).

Sekil 1.31. Apigenin Sekil 1.32. Luteolin

Plagiomium affine, P. cuspidatum , Bartramia promiformis, Hedwigia ciliata

ve Dicranum scoparium’un metanol-aseton (4:1) ekstresi kolon kromatografisinde
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Sephadex LH-20 ile saflastirilmistir. P. affine’den apigenin ve viteksin (Sekil 1.33),
P. cuspidatum’dan saponarin (Sekil 1.34.), B. promiformis’ten bartramiaflavon (Sekil
1.35), H. ciliata’dan lusenin-2 (Sekil 1.38) ve D. scoparium’dan apigenin-7-O-
triglikozit, luteolin-7-O-neohesperidozit izole edilmistir. Ayrica D. scoparium 'dan
izole edilen viteksin bilesigi, bu ¢alisma ile karayosunlarindan ilk defa izole edilmesi

ile 6nemlidir (Basile ve ark., 1999).

Sekil 1.37. Hipnum asit
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Sekil 1.38. Lusenin-2

Hypnum cupressiforme tlrtnun metanollii ekstresinin fraksiyonlanmasi ve
fraksiyonlarin NMR spektroskopisiyle daha dnce bilinen bilesiklerle karsilagtirilmasi
neticesinde biflavonoit yapida bes bilesik; hipnogenol Bl (Sekil 1.39),
hipnumbiflavonoit A (Sekil 1.36), hipnumasitmetileter, hipnumasit (Sekil 1.37),
kemferol (Sekil 1.40) ve 3'-fenilaromadendrin bilesikleri izole edilmistir. Bu ¢alisma
ile karayosunlarindan ilk defa flavon aglikon izole edildigi kayda girmistir (Sievers
ve ark., 1992).

Sekil 1.39. Hipnogenol B1
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Sekil 1.40. Kemferol

Aulacomnium palustre’nin sulu-aseton ekstresinin  Sephadex LH-20 ile
fraksiyonlanmasi ve orta basingli sivi kromatografisi ile igindeki bilesiklerin elde
edilmesi sonucunda, biflavon yapis1 [5',3"'-dihidroksiamentoflavon (Sekil 1.41), 5',3'-
dihidroksirobustaflavon (Sekil 1.42), 2,3-dihidro-5',3"-dihidroksiamentoflavon ve
dikranolomin], ve biauron yapisi aulacomniumbiaureusidin (Sekil 1.43), ayrica bir
triflavon yapisi olan aulacomniumtriluteolin (Sekil 1.44) izole edilmistir. Yap1
tayinleri daha once yapilan g¢alismalardaki bilgilerden de yararlinalar ve NMR
degerleri ile karsilagtirma yapilarak ortaya konmustur (Anhut ve ark, 1989; Geiger ve
ark., 1993).

Sekil 1.41. 5',3"-dihidroksiamentoflavon
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Sekil 1.42. 5',3'-dihidroksirobustaflavon

OH

OH

Sekil 1.43. Aulacomniumbiaureusidin

Sekil 1.44. Aulacomniumtriluteolin
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Onceki ¢alismalarda Plagiomnium undulatum’dan yalmizca flavon C- ve flavon
O-glukozitleri izole edilebilmis olup (Osterdahl, 1979), daha sonradan Plagiomnium
undulatum’un %80’lik metanollii ekstresinin fraksiyonlanmasi sonucunda bis-flavon
molekili  (3""-desoksidikranolomin, 2,3-dihidro-3"-desoksidikranolomin, ,2,3-
dihidro-5',3™-dihidroksirobustaflavon) ve bilinen biflavon molekdlleri (2,3-dihidro-
5'-hidroksirobustaflavon ve 2,3-dihidro-5'-hidroksiamentoflavon) izole edilmis, 'H
ve 1¥*C-NMR teknikleriyle yapilar1 aydimlatilmistir (Rampendahl, 1996).

1.2.9. Asetogeninler ve Lipitler

Plagiomnium undulatum’un hidrodistilasyon ile elde edilen ugucu yaginda,
butenolit (+)-3,4,5-trimetil-5-pentil-5H-furan-2-on (Sekil 1.45) ve 3,4-dimetil-5-
pentil-5H-furan-2-on (Sekil 1.46) yapisinda bazi bilesikler tespit edilmistir. Prep-gaz
kromatografisi ile izole edildiklerinde, NMR tekniklerinin birlikte kullanilmasi

sonucunda, yapilari tayin edilmistir (Saritas ve ark., 2001).

Sekil 1.45. 3,4,5-trimetil-5-pentil-5H-furan-2-on

Vi NN

O
O

Sekil 1.46. 3,4-dimetil-5-pentil-5H-furan-2-on
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Calliergon cordifolium, Drepanocladus lycopodioides ve Fontinalis
antipyretica  tlrleri  Uzerinde total lipitteki yag asitleri, triagilgliserol,
diacilgliserilmetilhomoserin ve fosfolipitler bulunmustur. Calliergon cordifolium,
Drepanocladus lycopodioides ve Fontinalis antipyretica’nin sirastyla %20.5, %24.2,
%29.6 oraninda total lipitte doymus yag asiti, %23.0, %30.6, %8.3 oraninda
trigliserol, tirettigi anlagilmigtir (Dembitsky ve Rezanka, 1995).

Homalia trichomanoides, Mnium hornum, M. marginatum, M. stellare,
Plagiomnium undulatum, Plagiothecium undulatum ve Taxiphyllum wisgrillii’nin
ucucu yaginda, ¢ogu yosunda bulunan g¢esitli alifatik aldehitler [n-heptanal, n-
nonanal, (2E,4E)-dekadienal, fenilasetaldehit], alifatik alkoller (1-oktanol, 1-okten-3-
ol) ve alifatik asitler, 12 vel8 karbonlu doymus ve doymamus asitler ve aragidonik

asit de tespit edilmistir (Saritas ve ark., 2001).
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1.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

Bryophytelerin eczacilik disinda da 6énemli kullanim alanlart bulunmaktadir.
Bryophyteler, dogada ekolojik indikatorler olarak gorilmektedir. Erozyon
kontroliinde, hava kirliliginde agir metallerin biyoindikatorii, radyoaktivite
indikatord, sucul biyoindikator olarak kullanilmaktadir. Ayrica tohum yatagi
(tohumlarin ekildigi toprak ortami), Yyakit, ilag, gida kaynagi, pestisit olarak
degerlendirilirler. Yosun bahgeciligi, atiklarin islenmesi, insaat, giyim, mobilya,
paketleme ve genetik miihendisliginde toprak iyilestirilmesi ve kiiltlir olugturulmasi
gibi yerler, kullanildig1 diger sektorlerdir (Saxena ve Hariner, 2004). Bryophyteler
yillar boyu Cin, Hindistan, Amerika ve diinyanin ¢esitli bolgelerinde geleneksel-tibbi
amaclarla kullanmilmistir. Sagkiran, karaciger rahatsizliklari, kalp rahatsizliklari,
akciger hastaliklari, kadin hastaliklari, sindirim rahatsizliklari, ates, iriner sistem
rahatsizliklari, enfeksiyon, cilt rahatsizliklarini tedavi amaci ile kullanilmigtir (Glime,

2017).

Farkli familyalardan alinan bitki Ornekleri iizerinde yapilan biyoaktivite
caligmalarinda Bryophytelerde antioksidan, antifungal, antimikrobiyal,
antibakteriyel, antiviral, antikanser, antiproliferatif, sitotoksik, insektisit, DNA
polimeraz S inhibitori, siiperoksit salinim inhibitérii, 5-lipoksigenaz, kalmodulin,
hiyaltronidaz, siklooksijenaz inhibitorii ve NO ihnibit6ri, norotrofik, kas gevsetici,
kathepsin B ve L inhibitorl, kardiyotonik ve vazopressin antagonist, antiobezite
aktivite caligmalar1 goriilmistir (Asakawa, 2007; Asakawa, 2008; Aruna ve ark.,
2018; Williams ve ark., 2016; Karim ve ark., 2014; Klavina ve ark., 2015; Aslanbaba
ve ark., 2017). Bazi karayosunlari lizerinde yapilan aktivite ¢alismalar1 da asagida

Ozetlenmistir.
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1.3.1. Antimikrobiyal Aktivite

Pogonatum microstomum'un petrol eteri, kloroform ve metanoldeki
ekstrelerinin, insan ve bitkilerdeki patojenik bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesi
incelenmistir. Pogonatum microstomum ekstresinin antibakteriyel aktivitesi, farkli
konsantrasyonlarda farkli sonuglar gostermistir. Test edilen bakteriler arasinda
kloroform ekstresi igerisinde Streptomyces pneumoniae ve Klebsiella pneumoniae 18
mm, Escherichia coli 17 mm, Pseudomonas aeruginosa 16 mm, Staphylococcus
aureus 16 mm ve Agrobacteirum tumefaciens 16 mm inhibisyon alani olusturmustur.
Metanol ekstresinde ise, Pseudomonas aeruginosa ve Agrobacteirum tumefaciens 12
mm, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi ve Pseudomonas
syringae 11 mm inhibisyon alan1 olusturmustur. Petrol eteri ekstresinde,
Pseudomonas aeruginosa ve Agrobacteirum tumefaciens 12 mm, Klebsiella
pneumoniae, Streptomyces pneumoniae, Xanthomonas campestris 11 mm,
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus 10 mm inhibisyon alani tespit edilmistir.
Tiim bu sonuclarin gézden gegirilmesiyle, karayosunlarinin insanlardaki patojenik
bakterilere ve dermatofitik mantarlara kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
gozlenmistir. Antifungal aktivitelerinin arastirlldigir bir calismada, Pogonatum
microstomum ekstresinin antifungal aktivitesi, farkli konsantrasyonlarda, farkli
sonuglar gostermistir. Test edilen mantarlar arasinda petrol eteri ekstresinde,
Candida albicans 13 mm, Trichophyton rubrum 8 mm inhibisyon alani
olusturmustur. Kloroform ekstresinde, T. rubrum 10 mm, C. albicans 8 mm
inhibisyon alanmi1 olusturmustur. Metanol ekstresinde test edilen dort mantarin
hi¢cbirine karsit inhibisyon bdlgesi olusmamistir. Bu sonucglar dogrultusunda

karayosunlarinin antifungal aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir (Aruna ve ark.,
2018).

Grimmia pulvinata, Tortula subulata, Weisia controversa, Leucodon
sciuroides, Hypnum cupressiforme, Homalothecium sericium, Neckera complanata,
Mnium undulatum tdrlerinin metanolll ekstresinde yapilan ¢alismada bitkilerin Gram

(+) and Gram (-) bakterilere kars1 orta siddette antimikrobiyal aktivite gosterdigi
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goriilmistiir. En duyarli bakterilerin B. subtilis ve P. aeruginosa oldugu gézlenmistir
(Dulger ve ark., 2005).

Cesitli  karayosunu turlerinde yapilan bir ¢alismada, bitkilerin  tim
kisimlarindan hazirlanan %80 metanollii ekstreleri ve %80 metanollii ekstrenin
fraksiyonlari kullanilmistir. Sonu¢ olarak; Gram (+) bakterilere karsi aktivite
goriilmiig, ancak Gram (-) bakterilerin higbirine karsi aktivite goriilmedigi tespit
edilmistir. BOylece, L. acanthoneuron ve H. splendens tiirleri diger tiirlere gore
Staphylococcus’lara karsit daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir (Kang ve
ark., 2007).

Sphagnum  junghuhnianum, Barbula javanica, Barbula arcuata,
Brachythecium populeum, Brachythecium rutabulum, Mnium marginatum tdrlerinin
etanollli ekstrelerinin galisilan tiim organizmalara kars1 yiiksek antimikrobiyal akivite
gosterdigi bulunmustur. Bu ¢alisma, bulasici hastaliklar ve cilt hastaliklarin1 tedavi
etmek amaciyla karayosunlarinin geleneksel kullanimini hakli ¢ikarmaktadir (Singh

ve ark., 2007).

1.3.2. Antioksidan Aktivite

Fenolik bilesiklerin serbest radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerini temizleyici

ozelliklerinden dolay1 antioksidan 6zellikleri bulundugu bilinmektedir.

Ceratodon purpureus, Dicranum polysetum, Dicranum scoparium,
Leucobryum glaucum, Mnium marginatum tdrlerinin etanollii ekstreleri Uzerinde
yapilan ¢alismada; tiirlerin kafeik asite kiyasla radikal stipiiriicl ve antioksidan
aktiviteleri aragtirnllmistir. Tirlerin, kafeik asite kars1 daha diisiik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. C. purpureus ve D. polysetum ekstrelerinin incelenen konsantrasyon
araliginda, bolgeye 6zgii olmayan hidroksil radikali aracili 2-deoksi-D-riboz yikimi

tizerinde higbir etkisi olmadig1 gorilmistiir. Ayrica, c¢alisilan karayosunu

40



ekstrelerinin etkileri toplam fenolik icerikle anlamli bir korelasyon gostermedigi
anlasilmistir (Chobot ve ark., 2006).

1.3.3. Sitotoksik Aktivite

Hypnum plumaeforme’den izole edilen momilakton B molekilu (zerinde
yapilan c¢alismalarda doza bagli olarak insan kolon kanseri HT-29 ve SW620
hiicrelerine kars1 sitotoksisiteye sahip oldugu anlagilmistir (Kim ve ark., 2007).
Polytrichum pallidisetum’dan elde izole edilen pallidisetin A ve pallidisetin B, insan
melanom hucreleri (RPMI-7951) ve insan glioblastoma multiform (U-251 MG)
hiicrelerine kars1 sitotoksisite gostermistir (Sirasiyla; EDso: 1.0 ve 1.0 pg/mL; 2.0 ve
2.0 pg/mL) (Zheng ve ark., 1994). Ayrica yine P. pallidisetum’dan sitotoksik etkili
1-O-metil ohioensin B, 1-O-metildihidro ohioensin B ve 1,14-di-O-metildihidro
ohioensin B molekiilleri izole edilmis, 1-O-metil ohioensin B bilesiginin insan kolon
adenokarsinoma (HT-29), insan melanoma (RPMI-7951) ve insan glioblastoma
multiform (U-251 MG) hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gosterdigi kanitlanmigtir
(EDso: 1.0, 1.0, and 2.0 pg/mL). 1-O-metildihidro ohioensin B bilesiginin yalnizca
U-251 hiicrelerine kars1 inhibitor etkisi olmasina ragmen (EDsg 0.8 pg/mL) 1,14-di-
O-metildihidro ohioensin B bilesigi akciger karsinomu (A549) ve RPMI-7951
melanom hiicre dizilerinin biiylimesini inhibe ettigi kaydedilmistir (EDso 1.0 pg/ml

ve 1.0 pg/mL) (Zheng ve ark., 1994).

Ayrica, Se¢ilmis bazi karayosunu tlrlerinin %80°lik metanol ekstreleri Uzerinde
yapilan biyolojik etki aragtirmalar1 sonucunda; P. cirratum subsp. fuscatum tlrindn
yumurtalik karsinom hiicrelerine (CaOV3) ve Spaghnum cuspidatum tirinin
karaciger kanser hiicrelerine (HepG2) karsi antiproliferatif etki gosterdigi

kanitlanmistir (Karim ve ark., 2014).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Antitrichia californica Sull in Lesg.ve Plagiomnium ellipticum (Brid.) T. Kop.,
Kogarli-Mersinbelen/Aydin, vadiden dereye yakin nemli kaya yiizeylerinden
05/05/2017 yilinda toplandi. Tiirlerin teshisi, Do¢. Dr. Hatice Ozenoglu (Adnan
Menderes Universitesi Egitim Fakiiltesi, Matematik ve Fen bilimleri Egitimi
Bolimi, Fen Egitimi) tarafindan yapildi. Orneklerin tayini icin, esas olarak
morfoloji, yaprak yapisi, kosta varlig1r veya yoklugu, tabandaki hiicrelerin 6zelligi,
orta ve terminal kismi, yaprak ozellikleri, kloroplastin diizeni, dagilim vb.
karakterlerden yaralanildi. Ornekler, C11/293; C11/294 kodlar: ile Adnan Menderes
Universitesine ait herbaryumda saklanmaktadir. Laboratuvar sartlarinda, uygun
kosullarda (golgede ve serin bir yerde) kurutulup, tiim bitki kisimlar1 orta boy elek
kullanilarak degirmende toz edildi, caligmaya hazir hale getirildi. Plagiomnium
ellipticum (Brid.) T. Kop. (84.65 g) ve Antitrichia californica Sull. Lesg. (326.01 g)

ornekleri tartilarak agirliklar: belirlendi.

2.2. Yontem

2.2.1. Ekstrelerin Hazirlanis

Toz edilmis karayosunlarinin, 500 mL eter ile ara sira galkalanmak suretiyle,
maserasyon yapilarak ekstreleri elde edildi. Ekstreler, rotavapor (BUCHI Rotavapor
R-200) kullanilarak 30°C’yi ge¢meyecek sekilde diisiik bir sicaklik kullanilarak,
¢Oziicliden uzaklastirildi Ekstreler hazirlandiktan sonra ornekler bir sonraki islem

i¢in hazir hale getirildi.
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2.2.2. Kromatografik Yontemler

ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

ITK igin; Silikajel 60 Fzs4 (Merck, 5554 20x20) hazir kapl plaklar kullanildi.
Toz halde bulunan karayosunlarindan elde edilen eterli ekstreler, belirtilen plak
Uzerine tatbik edildi. Ekstre icin uygun hekzan:EtOAc sistemi belirlenerek tank
develope edildi. Ayrimi1 tamamlayan plak islem gérmeden 6nce 254 ve 366 nm dalga
boyundaki UV 15181 altinda incelendi. Daha sonra plaga belirte¢ olarak Godin reaktifi
puskirtuldi (Reaktifin hazirlanisi: Godin A ve Godin B 1:1 oraninda hazirlanir ve
karistirilir. Godin A: 1 g vanilint+ 100 ml etanol, Godin B: 5 ml HCIO4+ 95 ml distile
su). Plaklara 1s1 (~100°C) uygulanarak lekelerin belirginlesmesi saglandi ve bir kez

daha 254 ve 366 nm’lerdeki UV 15181 altinda incelendi.

Kolon Kromatografisi

ITK calismalarindan ¢ikan sonuclara gére kolon kromatografisi ile bir 6n
ayrimin yapilmasina karar verildi. Kolon kromatografisi i¢in pore size 60 A°, 70-230
mesh, 63-200 um silikajel (Sigma 7734) adsorbani kullanildi. Kolona tatbik edilen
ekstre, hekzan:EtOAc’in farkli polariteleri ile ellie edilerek fraksiyonlar elde edildi.
Kolondan elde edilen fraksiyonlar ayri ayr1 iTK ile incelendi. Inceleme sonucunda
secilen bazi fraksiyonlara tekrar kolon kromatografisi uygulanarak igerik
saflastirilmaya ¢alisildi. Bu fraksiyonlar da ITK ile incelendi ve izolasyon yapilmasi

gereken fraksiyonlara karar verildi.

Preparatif iITK

Yapilan kolon kromatografisi uygulamalarindan sonra elde edilen 8
fraksiyondan Fraksiyon 2.1 (55.8 mg), Fraksiyon 2.5 (121.7 mg) ve Fraksiyon 2.6’ya
(386.4 mg) preparatif ITK uygulanmasina karar verildi. Preparatif ITK igin; her bir
fraksiyona Silikajel 60 Fass (Merck, 5554 20x20) hazir kaph 2 adet plak kullanildu.
Plaklar 4’e boliindii, fraksiyonlarin tiimii ¢izgi seklinde plaklara tatbik edildi ve
uygun hekzan:EtOAc sistemi belirlenerek tank develope edildi. Ayrimi tamamlayan

plak islem gormeden 254 ve 366 nm dalga boyundaki UV 15181 altinda incelendi.
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Belirlenen bantlar plaklardan ayrilarak 2 gun boyunca 8:2 hekzan:EtOAc solvan
sisteminde maserasyona birakildi, ultrasonik su banyosunda 5 dk bekletilerek siizgec
kagidindan siiziildii. Aym islem beklenmeden 2 kere daha hekzan:EtOAc 8:2
eklenerek yapildi ve siiziildii. Ayni islem eter kullanilarak 2 defa daha yapildi.

Siiziintii ceker ocak altinda birakilarak ¢oziicliden uzaklagtirmaya birakildi.

2.2.3. Spektroskopik Yontemler

Nukleer Manyetik Rezonans (NMR)

Antitrichia californica’dan elde edilen bilesiklerin yapisi aydinlatilirken, *H-
NMR ve BC-NMR spektrumlar, ¢dziicii olarak dotoro kloroform (CDCls)
kullanilarak, ¢calisma frekans1 500 MHz (*H) olan Agilent FT-NMR ve Bruker NMR
spektrometresinde kaydedildi.

2.2.4. Fitokimyasal Analizler

Toplam Fenolik Madde ve Flavonoit Icerigi

Kolorimetrik reaksiyonlar spektrofotometrik yontemlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Uygulamas1 kolay, hizli ve laboratuvar kullaniminda uygulanabilir
diigiik maliyetli yontemlerdir. Folin Ciocalteu Reaktifi Ydntemi, bitki ekstresindeki
fenolik hidroksil gruplarinin toplam konsantrasyon oOlgimii yapilir. Bitki
ekstresindeki polifenoller, Folin-Ciocalteu reaktifiyle reaksiyona girerek gorinur 1sik
spektrofotometrisinde mavi bir kromofor olusturur. Burada kromoforlarin maksimum
absorbsiyonu, alkali ¢0zeltiye ve fenolik bilesiklerin konsantrasyonuna baglidir
(Blainsky ve ark., 2013).
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Toplam fenolik ve flavonoit icerigi, daha Once tarif edildigi gibi tim ham
ekstrelerde (Bahadori ve ark., 2017; Grochowski ve ark., 2017) degerlendirildi.
Toplam fenolik icerik i¢cin 0.25 mL 6rnek ¢ozeltisi (1 mg/mL) seyreltilmis (1: 9, v/v)
Folin-Ciocalteu reaktif maddesi (I mL) ile karistirildi. 3 dakika sonra 0.75 mL
Na>COs ¢ozeltisi (% 1) ilave edildi ve daha sonra 6rnek absorbansi, oda sicakliginda
2 saat inkubasyondan sonra 760 nm'de okundu. Toplam flavonoit igerigi i¢in, 1 mL
numune ¢ozeltisi (1 mg/mL), metanol i¢inde esit hacimde aliiminyum kloriir (% 2)
cozeltisi ile karistirildi ve absorbans, oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan
sonra 415 nm'de okundu. Toplam fenolik bilesenlerin sonuglari, gallik asit
esdegerleri (mg GAE/g ekstresi) olarak rapor edilirken, toplam flavonoit

bilesenlerinin sonuglari, rutin esdegerleri (mg RE/g ekstresi) olarak kaydedildi.

2.2.5. Biyolojik Aktivite Calismalari

2.2.5.1. Antioksidan Etki Calismalar:

Oksidatif stres, ¢esitli hastaliklarin olusmasi ve ilerlemesinin ana nedeni olarak
goriilmektedir. Eksojen antioksidanlarin takviye edilmesi veya endojen antioksidan
savunmasinin gliclendirilmesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sebep oldugu
oksidatif hasarin kotii etkileriyle miicadele etmenin en etkili yolu olarak
goriilmektedir. Bitkiler, ROS ile indiiklenen oksidatif hasar1 hafifletebilen
antioksidanlar sentezleme konusunda oldukg¢a basarilidir. Diinyadaki bitki tiirlerinin
ticte ikisinin tibbi Oneme sahip olduguna ve bunlarin neredeyse tamaminin
antioksidan potansiyele sahip oldiguna inanilmaktadir. Bitkileri antioksidan
potansiyelleri agisindan incelemek igin ¢esitli in vivo ve in vitro yontemler
kullanilmigtir. Reaksiyon mekanizmalarina gore; antioksidan kapasite tayini,
hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT) ve tek elektron transferine dayanan

reaksiyonlar (SET) olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Kasote ve ark., 2015).
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Deneylerimizde kullandigimiz antioksidan kapasite tayini deneyleri genellikle
SET mekanizmasima sahiptir. Bununla birlikte, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
ve [2,2'-azinobis- (3-etil-benzotiazolin-6-siilfonik asit)] (ABTS) gibi baz1 yontemler,

hem HAT hem de SET mekanizmalarini icermektedir.

Antioksidan aktiveteye ait deneyler Grochowski ve ark. (2017) vb. literattirden

yararlanilarak yapildi (Grochowski ve digerleri, 2017).

Serbest Radikal Supurme Aktivitesi (DPPH)

Basit, hizli ve bircok numunenin radikal siiplirme aktivitesini izlemek i¢in
farkli numunelerin ¢oziiniirliiklerine elverisli bir metot olarak tarif edilir. DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikal stpurme kapasitesi analiz yontemleri bitki
ekstrelerinin antioksidan kapasitesini 6lgmede sik kullanilan bir metottur (Mot ve
ark., 2011).

Bu yontemde temel olarak antioksidan tarafindan DPPH serbest radikaline
proton transferi reaksiyonu 517 nm’de absorbansin azalmasina neden olur. Etki
mekanizmasi, goriiniir alanda spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar takip
edilmesine dayanmaktadir (Albayrak, 2010).

DPPH ¢ozeltisine (0.267 mM 4 mL,% 0.004 metanol ¢dzeltisi) 1 mL numune
cozeltisi ilave edildi ve 30 dakikalik inkiibasyondan sonra, absorbans 517 nm'de
kaydedildi. Her bir gram kuru ekstre i¢in miligram Trolox esdegeri (TES / g ekstresi)

olcum birimidir.

ABTS Radikal Katyon Temizleme Etkinligi

Bu metotta; ABTS [2,2'-azonobis(3-etilbenzotiazolin-6-silfonat], ABTS +
radikal katyonlar1 olusturarak, peroksit veya diger oksitleyici ajanlara oksitlenir.
ABTS radikal katyonunun oldukg¢a yogun bir rengi vardir. Numune, ABTS "+ radikal

katyonu ile direkt olarak reaksiyona girdiginde renk siddetinde azalma goriiliir. Bu
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renk siddetindeki azalmanin 6l¢iimii neticesinde numunenin antioksidan kapasitesi

belirlenir (Huang ve ark., 2005).

7 mM ABTS c¢ozeltisi ile 2.45 mM potasyum persiilfat arasindaki reaksiyonu
takiben ABTS + radikal katyonu elde edildi. 1 mL test ¢oOzeltisi, 2 mL ABTS
cozeltisi ile karistirildi ve 30 dakika sonra, absorbans 734 nm'de kaydedildi.
Sonuglar, her bir kuru ekstre (TEs / g ekstresi) basina miligram Trolox esdegeri

olarak ifade edildi.

Fosfomolibden Yontemi

Bu yontem, Mo(VI)’nin antioksidan bilesikler tarafindan indirgenmesiyle
asidik ortamda yesil renkli fosfat Mo (V) bilesiginin olusmasi prensibine
dayanmaktadir (Prieto ve ark., 1999). Bu yontemle, 0.3 mL numune ¢ozeltileri, 3 mL
reaktif cozeltisi (0.6 M sulfurik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum
molibdat) ile karistirild1 ve 90 dakika sonra absorbans, 695 nm'de kaydedildi. Ol¢iim
birimi, gram kuru ekstrakt basina TEM / g ekstresi basina milimol Trolox esdegeri
idi.

Kuprik iyon indirgeme (CUPRAC) Yontemi

Bu yontemde; kromojenik ajan bis(neokuproin) Cu (II) selatidir. Polifenollerin
oksidasyonu sonucunda Cu (I1)- neokuproin selat1 450 nm’de maksimumu absorbans
verir ve Cu (I)-neokuproin selatina indirgenir. Bu indirgeme sirasindaki renk
degisimi siddetinin 6l¢iimii yontemin prensibini olusturur (Apak ve ark., 2004). Daha
sonra, 0.5 mL numune ¢ozeltileri [CuCI2 (1 mL, 10 mM)], neocuproin (1 mL, 7.5
mM), NHzAc tamponu (1 mL, 1 M, pH 7.0)] ile karigtirildi ve 30 dakika sonra
absorbans kaydedildi (450 nm'de). Her bir gram kuru ekstre i¢in miligram Trolox

esdegeri (TEs / g ekstresi) 6lctim birimidir.

Ferrik Iyon indirgeyici Antioksidan Gii¢ Yontemi (FRAP)
Bu yontem, fenolik bilesiklerin Fe*®ii Fe'®ye indirgeme kapasitesi

kullanilarak numunelerin antioksidan 6zelliginin belirlenmesine dayali bir metottur.
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Fe (III) ile tripiridiltriazin (TPTZ)’in reaksiyonu neticesinde numunenin antioksidan
kapasitesine bagli olarak 593 nm’de maksimum absorbans gdsteren koyu mavi renkli

Fe (1) tripiridiltriazin kompleksi olusmaktadir (Benzei ve Strain, 1996).

Asetat tamponu (0.3 M, pH 3.6), 2,4,6-tris (2-piridil) -s-triazin (TPTZ) (10
mM) i¢inde 0.1 mL 6rnek ¢ozeltisi reaktife (2 mL) 40 © C sicaklikta ilave edildi. 10:
1: 1 (v/v/v) nihai oranda mM HCI ve ferrik klorir (20 mM) ve absorbans 593 nm,
30 dakikada kaydedildi. Her bir gram kuru ekstre i¢in miligram Trolox esdegeri (TES

/ g ekstresi) 6l¢im birimidir.

Demirli Iyonlarda Metal Selat Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi, otamdaki Fe*? iyonlarinin inhibisyonuna dayanir.
Selatlayicilarin demir iyonlarini selatlamasi sonucu 562 nm’de goriinen kirmizi
rengin siddetinin azalma miktarinin hesaplanmasi prensibine dayanir (Mathew ve
Abrahams, 2006).

0.05 mL FeCl2 (2 mM) ¢ozeltisine 2.0 mL numune ¢Ozeltisi ilave edildi, daha
sonra reaksiyon, 0.2 mL ferrozin (5 mM) kullanilarak baslatildi. 10 dakika sonra,
absorbans 562 nm'de kaydedildi ve sonuglar, gram kuru ekstre (EDTAES / g ekstresi)
bagma miligram EDTA esdegeri olarak ifade edildi.

2.2.5.2. Enzim Inhibisyon Testleri

Asetilkolinesteraz (AChE), butirilkolinesteraz (BChE), tirozinaz ve a-amilaz’a
kars1 bitki ekstrelerinin olasi enzim 6nleme kapasitesi, daha 6nceki standart in vitro

biyo-analizler kullanilarak arastirilmistir (Grochowski ve ark., 2017).

Kolinesteraz
Alzheimer hastalig1 kronik, ilerleme gosteren ve yaslilarda demansin en yaygin
seklidir. Hastalik, 6grenme kapasitesinde gerileme ve hafizadaki bozukluklar ile

karakterizedir. Hastaligin gelisiminde kolinerjik norotransmitterlerin azalmasi en
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onemli etken olarak goriilmektedir (Vera ve ark., 2020). Asetilkolin yetersizligi,
hastaligin  ilerlemesinde  tetikleyici temel faktor olarak  gortlmektedir.
Asetilkolinesteraz  (AChE) ve butirilkolinesteraz enzimleri kolinerjik (BChE)
iletimde 6nemli rol oynamaktadir (Greig ve ark.,2002). Kolinesteraz inhibisyonu,
enzimlerin  aktivitesini durdurarak sinaptik bodlgede asetilkolin  seviyesini
artirmaktadir. Bu sebeple tibbi bitkilerin kognitif bozukluklar ve noérodejeneratif

hastaliklar1 tedavi etme potansiyeli arastirilmaktadir (Thompson ve ark., 2004).

Tris-HCI tamponunda (pH 8.0) numune ¢ozeltisi (50 uL), DTNB (3 mM 125
uL) ve enzim ¢ozeltisi (0.265 p / mL AChE veya 0.026 p / mL BChE) ¢ozeltisi (25
pL) ile olusan reaksiyon karigimi substratlara [asetiltiyokolin iyodiir (15 mM ATCI)
veya butiritiyokolin kloriir (1.5 mM BTCI1, 25 ul)] ilave edildi. 15 dakikalik
inkiibasyondan sonra, absorbans 405 nm'de kaydedildi ve sonuclar gram kuru ekstre

basina miligram galantamin esdegeri (GALAEs / g ekstresi) olarak ifade edildi.

a-Amilaz

Glisemik kontrol; diabetes mellitus (DM), ozellikle insiilin bagimli olmayan
DM tedavisi icin etkili bir tedavi olarak kabul edilir (Dehghan ve ark., 2018). Bu
kontrolde, glikoz emilim oranini diisiirmek i¢in Tip 2 DM hastalarina genellikle uzun
stireli karbonhidrat sindirimi 6nerilir (Hu ve ark., 2017). Glisemik kontrol, sindirim
sistemindeki a-1,4-glikozit baglantilarin1 hidroliz ederek nisastanin sindirimini
katalize eden iki anahtar enzim olan a-amilaz ve a-glukozidazi inhibe ederek elde

edilebilir (Xu ve ark., 2018).

25 pL numune ¢ozeltisi ve 50 uL a-amilaz ¢ozeltisi (10 u / mL) ile fosfat
tamponu (6 mM sodyum klortir ile pH 6.9) 50 ul nisasta ¢ozeltisine (% 0.05) ilave
edildi ve reaksiyon 25 pL HC1 (1 M) ilavesiyle durduruldu. Daha sonra 100 pL iyot-
potasyum iyodiir ¢ozeltisi ilave edildi. 10 dakikalik inkiibasyondan sonra, absorbans
630 nm'de kaydedildi ve sonuglar, gram kuru ekstre (ACAE / g ekstresi) basina

milimol akarboz esdegeri olarak ifade edildi.
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Tirozinaz

Melaninin biyolojik 6nemi her organizmada degisken olmakla birlikte
cogunlukla UV 1s13indan ve pigmentasyondan korunmakla alakalidir. Insanlarda
melanin goz, sa¢ ve cilt renginin korunmasinin yani sira noral pigmentasyondan da
sorumludur (Polacheck ve Chung, 1988). Biyosentezi; bitki, mantar ve memeliler
dahil olmak tiizere birgok canli tiirinde meydana gelmektedir. Melanojenezdeki
smirlayic1 asama, L-tirozin ve L-DOPA’y1 DOPA-kinona oksitleyen, tirozinaz

tarafindan kontrol edilmektedir (Halaouli veark., 2005).

96 pL mikroplaka icinde 40 pL tirozinaz solusyonuna (200 pL/mL, 40 mL) ve
fosfat tamponuna (40 mM, 100 uL, pH 6.8) 25 pL numune soliisyonu ilave edildi ve
25°C'de 15 dakika inkibe edildi. Daha sonra reaksiyon, L-DOPA (10 mM, 40 uL)
ilave edilerek baslatildi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyondan sonra, absorbans
492 nm'de kaydedildi ve sonuclar, gram kuru ekstre (KAE/g ekstresi) basina

miligram kojik asit esdegeri olarak ifade edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Ekstraksiyon Calismasi1 Bulgulari

Antitrichia californica Sull in Lesq. ve Plagiomnium ellipticum (Brid.) T.
Kop., drneklerinin, toz edilmis biitiin kisimlarindan elde edilen materyal maserasyon
yolu ile ekstre edildi. Antitrichi californica turinin 326,01 g toz edilmis 6rneginin
eter ile 1 ay boyunca ara sira ¢alkalanarak yapilan ekstraksiyonu sonucunda 8.10 g
eterli ekstresi elde edilmistir. Plagiomnium ellipticum tirinin 84,65 g toz edilmis
orneginin eter ile 1 ay boyunca ara sira ¢alkalanarak yapilan maserasyonu sonucunda

5.19 g eterli ekstre elde edilmistir.

3.2. Kromatografi Calismasi Bulgulari

ince Tabaka Kromatografisine Ait Bulgular

Yapilan ekstraksiyon sonucunda, A. californica tirtinden elde edilen ekstrenin
fazla olmasi, hem de ilk ITK calismalarmin sonucunda igeriklerinin birbirine ¢ok

benzedigi diisiincesi nedeniyle, diger ¢calismalara bu tiir lizerinden devam edilmistir.

Antitrichia californica’dan hazirlanan eterli ekstresinin, ince tabaka
kromatografisinde en iyi ayrimi veren, hekzan:EtOAc’n farkli konsantrasyonlardaki
karisimlar1 kullanilarak, plak tizerinde ayrimi saglandi. Plak iizerinde bulunan lekeler
once giin 15181nda, daha sonra 254 nm ve 366 nm dalga boylarinda, daha sonra da
reaktif ve 1s1 uygulanarak, yine UV 15181 altinda incelendi. Boylelikle ekstremizin
icerisindeki maddeler hakkinda genel bir fikir elde edildi ve kolon kromatografisi ile

fraksiyonlarina ayrilmasina karar verildi.
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Sekil 3.1. Plagiomnium ellipticum (K1) ve Antitrichia californica (K2)’nin eterli ekstrelerine
ait ITK plaklar (soldan saga sirasiyla; Giin 15181, UV 254 nm, UV 366 nm, Godin reaktifi+
1st ile giin 15181, Godin reaktifi+ 1s1 ile UV 366 nm’de)

Sekil 3.2. Antitrichia californica (K2) eter ekstresine ait reaktif ve 1s1 uyglamasindan sonra

ITK plag: (Reaktif ve 1s1 uygulandiktan sonra giin 15131, UV 15181 366 nm ve 254 nm)
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Kolon Kromatografisi Bulgulari

Antitrichia californica bitkisine ait eterli ekstre, silikajel kolon ile artan
polaritede hekzan:EtOAc karisimlari kullanilarak elte edildi (Sekil 3.3). Kolon
kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar ITK ile incelendi ve benzer yiriime
gosteren fraksiyonlar birlestirilerek toplamda 14 fraksiyon elde edildi. Yapilan
incelemeler sonucu bazi fraksiyonlar tekrar birlestirilerek fraksiyon adedi 7’ye
distiriildii ve fraksiyon 2’ye (1.352 g) artan polaritede n-hekzan: etil asetat karigimi

kullanilarak kii¢tik capli bir kolon kromatografisi uyguland: (Sekil 3.3).

Fraksiyon 2’ye uygulanan kolon kromatografisi uygulamasindan elde edilen 10
fraksiyona ITK uyguland: ve fraksiyon sayis1 8’e indirildi (Sekil 3.5). Elde edilen
fraksiyonlara yapilan ITK incelemesi neticesinde; fraksiyon 2.1 (55.8 mg) floresans
veren olasi saf bilesenleri elde etmek i¢in ve fraksiyon 2.4 (121.7 mg), 2.5 (386.4
mg) ve 2.7 (71.2 mg), mor renkli lekelerle goriilebilen olas1 saf bilesenleri elde
etmek i¢in degerlendirildi. Sekil 3.4 ve 3.5’de goriilen floresans veren lekeler
izolasyon asamasinda dekompoze olduklart i¢in izole edilemediler. Daha sonra, diger
fraksiyonlar secildi, preparatif-iTK uyguland: ve saf oldugu diisiiniilen lekeye NMR
teknikleri uygulanarak ve literatiir arastirmasi yapilarak yapisi aydinlatildi (Sekil 3.6
ve Sekil 3.7).
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Eter ile ekstraksiyon
Ekstre 8.1g

Fraksiyon 4.

Re-kromatografi

AlF-2.1mg
NMR

Sekil 3.3. Kolon kromatografisi ile fraksiyonlama
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Sekil 3.4. Antitrichia californica’nin eter ekstresiyle yapilan kolon kromatografisinden

alman fraksiyonlarin ITK uygulamasi (UV 15181 366 nm)

Sekil 3.5. Fraksiyon 2 nin kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarina ITK

uygulamast (UV 15181 366 nm)



Preparatif ITK Bulgulan

Saf maddelerin elde edilmesi icin kolon kromatografisinden sonra preparatif
ITK uygulamas: yapildi. Plagi develope etmek icin hekzan:EtOAc (8:2) karigimi
kullanilarak Fraksiyon 2.5’ten elde edilen A5.3 (16 mg) maddesi saf olarak izole
edilemedi. Fraksiyon 2.1°den elde edilen A1.F (2.3 mg) ve Fraksiyon 2.6’dan elde
edilen A6.3 (6 mg) maddelerinin ise *H-NMR degerlerine gore yapisi aydinlatild.

A1F maddesine |
ait ITK plag1
(NMR)

Sekil 3.6. Frasiyon 2’ye uygulanan kolon kromatografisi ile elde edilen Fraksiyon 2.1’in
preparatif ITK sonucu, UV 366 nm)
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H.%

NMR ile yap:t tayini
yapilmasina karar verildi

Sekil 3.7. Kromatografi ile elde edilen Fraksiyon 2.5’in preparatif ITK sonucu
(A5.3 kodlu bilesik) (Reaktif: Stlftrik asit-vanilin ¢ozeltisi)

3.3. izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini Bulgular

AlF Kodlu Bilesik

Fraksiyon 2.1°den (55.8 mg) preparaif ITK ile edlde edilen elde edilen, A1F
kodlu maddenin yapisini aydinlatmak icin, *H-NMR ve *C-NMR spektrumlarindan
yararlanildi. Madde miktar1 ¢ok az oldugu igin *H-NMR degerleri incelendi (Sekil

3.8), daha onceki veriler incelendiginde benzer bilesiklere ulasildi ve literatur
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yardimi (Save ve ark., 2015) ile mimkun olabilecek yapis1 aydinlatildi. Daha 6nce
yine Karayosunlarindan ftalat tiirevi bilesiklerin izole edildigi kayitlar1 da
bulunmaktadir (Aboutabl, 1999). izole edilen 1,2-benzendikarboksilik asit bis(2-
etilhekzil) ester bilesigine ait spektral bilgiler ile literatiirde kayith bilesige ait

spektral veriler karsilastirmali olarak tabloda verilmistir (Cizelge 3.1.).

Caorrent Data Parameters
HMAME Rl
EXPHO 2
PROCHO 1
F2 - Acquisition Parametexs
Date 2020120,
Time
IHNSTRIM Avance
PROBAD Z151574_003B (
PULERGG zgil
TD 65536
SOLVENT CcOC13
Hs 16
LS 2
AWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
A 3.2767559 sec
RG 101
oW 50.000 uses
LE 11.14 usac
TE 297.5 K
Dl 1.00000000 sec
TDO
5F01 500.1330%83 MHz
HOCL 1H
PO 2.67 usec
Pl B.00 wsec
PLW1 24.04289927 W
F2 - Processing parameters
5L 6
5F 500.1300000 MHz
WOW EH
55B Q
1B 0.30 Hz
GB 1]
PC 1.00
Ak B
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
45 14 13 12 11 10 9 8 7 & & 3 2 1 0 4 -2 ppm

Sekil 3.8. A1F kodlu bilesigin *H-NMR spekturumu

Cizelge 3.1. A1F kodlu bilesigin *H-NMR analizine ait spektral degerlendirilme

H Kimyasal kayma Kimyasal kayma
(A1F) (Kaynak: Save ve ark., 2015)
Aromatik proton 7.73 7.72
(-CH)x 2 2 H, mtipid 2H,d
Aromatik proton 7.55 7.54
(-CH)x 2 2 H, mtipid 2H,d
2x-OCHz 4.23 4.26-4.18
4 H, dd benzeri 3H, m
2xCH 1.72 1.70-1.65
2H,t 2H,q
8 X CH2 1.48-1.27 1.48-1.27
m, 16 H m, 20 H
4 x CHs 0.90-0.86 0.90-0.86
m, 12 H m, 9 H
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SO

Sekil 3.9. izole edilen bilesigin yapisi-A1F
1.2 benzendikarboksilik asit bis (2-etilhekzil) ester

(o]

A6.3 Kodlu Bilesik

Daha once, Polytrichaceae familyasindan Polytrichum commune tirinun
asetonlu ekstresinden 7a-hidroksisitosterol, ergosterol ve B-sitosterol gibi steroitlerin
izole edildiginden bahsedilmisti (Fu ve ark., 2009).

Izole edilen bilesigin, *H NMR spektrumunun (Sekil 3.10) degerlendirilmesi
ile, 50 hidrojen atomunun varlig1 saptanmistir. Protonlar, 6 CHs, 11 CH2, 9 CH ve 1
OH grubunun protonu olarak belirlenmistir. Cizelge 3.2 de ayrintili olarak ve
literatiir bilgisi ile karsilastimali olarak bu bilesigin B-sitosterol (Sekil 3.11) olduguna
karar verilmistir. *C NMR spektrumu ise 29 karbon atomu sinyali ile verileri

dogrulamistir.
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Sanple Hama:
AQ-3
Data Gollectad enx
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bome fromr 1 frmm eys fdata
Bample directorys
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FidPile: PROTON_03
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Opsrator: vmarl
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Aog. time 2.559 sec
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OPSERVE  Hl, 400.1740753 MEz
DATA PROCESSING

FT sire 32768

Total time ¢ min 31 wec

£ Agilent Technologies
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13 12 11
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0 -1 ppm

Sekil 3.10. A6.3 kodlu bilesigin 1H-NMR spektrumu

Sekil 3.11. izole edilen bilesigin yapisi
[-Sitosterol
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Cizelge 3.2°de bilesige ait 'H NMR bulgular1 Ododo ve ark.’nin yaptigi

calismada izole ettikleri B-sitosterol ile karsilastirmali olarak verilmistir (Ododo ve

ark., 2016).

Cizelge 3.2. A6.3 kodlu bilesigin *H-NMR analizine ait spektral degerlendirilme

H Kimyasal kayma Kimyasal kayma
(A6.3) (Kaynak: Ododo ve ark., 2016)

1 CH: 1.45m 1.46 (m)

2 CH: 1.56 m 1.56 (m)

3 CH(OH) 3.53m 3.54 (m)

4 CH2 2.32m 2.32 (m)

59qC= | smmemmmmeeee- ] e

6 C= 5.35 overlapping s 5.37 (ortlisen, 1)

7 CH: 1.99 m 2.04 (m)

8 CH 1.61m 1.69 (m)

9CH 1.56m 1.55 (m)

[ e T

11 CH2 1.51 m 1.52 (m)

12 CH: 1.50 m 1.51 (m)

13gC | | s

14 CH 1.49 m 1.50 (m)

15 CH2 1.59m 1.58 (m)

16 CH: 1.86 m 1.85 (m)

17 CH 1.45m 1.45 (m)

18 CHs 0.70s 0.70 (s)

19 CHs 1.01s 1.03 (s)

20 CH 1.60 m 1.60 (m)

21 CHs 0.93d 0.94 (6rtiigen, d)

22 CH; 091m 0.93 (m)

23 CH2 1.16m 1.15 (m)

24 CH 1.38 m 1.38 (m)

25 CH 1.57 m 1.57 (m)

26 CHs 0.84 d gibi 0.84 (ortiigen, d)

27 CHs 0.86d 0.86 (d)

28 CH2 1.11m 1.10 (m)

29 CHs 0.83t 0.82 (ortiigen, t)

-OH 1.99s 1.98 (s)
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3.4. Fitokimyasal Analiz Bulgular

Toplam fenolik ve flavonoit icerigi, daha Once tarif edildigi gibi tim ham
ekstrelerde (Bahadori ve ark., 2017; Grochowski ve ark., 2017) degerlendirildi.
Toplam fenolik bilesenlerin sonuglari, gallik asit esdegerleri (mg GAE/g ekstresi)
olarak rapor edilirken, toplam flavonoit bilesenlerinin sonuglari rutin esdegerleri (mg
RE/qg ekstresi) olarak kaydedildi.

Cizelge 3.3. Plagiomnium ellipticum ve Antitrichia californica toplam fenolik ve flavonoit

icerigi
- ) Toplam fenolik igerik Total flavonoit icerik
Bitki ekstreleri
(mg GAE/qg ekstre) (mg RE/g ekstre)
K1: Plagiomnium ellipticum 18.36+0.03 52.41+0.53
K2: Antitrichia californica 25.84+0.23 25.80£0.40

Ortalama =+ standart sapmali ii¢ tekrardan elde edilen veriler

GAE: gallik asit esdegeri; RE: rutin esdegeri.

Fenolik  seviyenin  belirlenmesi,  bitki  ekstrelerinin  kalitesinin
degerlendirilmesi i¢in 6nemli bir parametredir. Bu ¢aligmada, iki yosunun toplam
fenolik ve flavonoit icerikleri kolorimetrik yontemlerle belirlenmis ve sonuglar
Cizelge 3.3’te gosterilmistir. Antitrichia californica (25.84 mg GAE [/ g),
Plagiomnium elliptcium'a kiyasla daha yiiksek bir toplam fenolik seviyesine sahiptir
( 18.36 mg GAE / g). Bununla birlikte, P. ellipticum'un toplam flavonoit seviyesi
(52.41 mg RE / g), A. californica'dan (25.80 mg RE / g) daha yiksek olarak tespit

edilmistir.
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3.5. Biyolojik Aktivite Deneyleri Bulgulari

3.5.1. Antioksidan Etki Bulgular:

Cizelge 3.4. Plagiomnium ellipticum ve Antitrichia californica’ya ait antioksidan o¢zellikleri

Bitki DPPH ABTS FRAP CUPRAC Fosfomolibden Metal
ekstresi | (mg TE/g (mg TE/g (mg TE/g (mg TE/g (mg TE/g ekstre) selatlama
ekstre) ekstre) ekstre) ekstre) (mg EDTAE/g
ekstre)
K1 10.13+0.74 | 6.60+0.40 | 47.62+1.23 | 143.11+1.12 2.3240.13 38.34+0.53
K2 10.35+0.93 na 53.38+0.13 | 124.68+2.49 2.32+0.16 51.46+0.26

* TE: troloks esdegeri; EDTAE: EDTA esdegeri.
Ifade edilen tiim degerler ortalama + SS'dir. ii¢ paralel 6lgiimden; na: aktif degil
K1: Plagiomnium ellipticum

K2: Antitrichia californica

DPPH radikal bitki
gosterirken, Antitrichia californica ABTS radikali tizerinde aktif bulunmamuistir.
CUPRAC ve FRAP deneyleri,

stplrme testinde, ki ekstresi benzer yetenekler
test edilen ekstrelerin elektron bagislama
yeteneklerini saptamak igin gerceklestirilmistir. Cizelge 3.4'te de belirtildigi gibi
Plagiomnium ellipticum, CUPRAC testinde en yuksek aktiviteyi sergilerken,
Antitrichia californica, FRAP testinde Plagiomnium ellipticum'dan daha aktif

cikmistir.

Bu caligmada metal selasyon yetenegi (toplam antioksidan yOntemi olarak)
ferrozin yontemi ile arastirilmistir. Antitrichia californica nin (51.46 mg EDTAE/Q)
Plagiomnium ellipticum'dan (38.34 mg EDTAE/g) daha yiiksek metal selasyon

kapasitesine sahip oldugu gozlenmistir. Caligmada, yosun ekstrelerimiz

fosfomolibden testinde benzer yetenekler sergilemistir (Cizelge 3.4).
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3.5.2. Enzim Deneyleri Bulgulari

Cizelge 3.5. Plagiomnium ellipticum ve Antitrichia californica enzim inhibisyon etkileri

I . Tirozinaz
Bitki AChE BChE o-Amilaz
. (mg KAE/g
ekstresi (mg GALAE/qg ekstre) (mg GALAE/g ekstre) (mmol ACAE/g extract)
extract)
K1 4.47+0.23 3.05+0.04 0.82+0.02 48.64+1.02
K2 4.24+0.07 3.72+0.48 0.80+0.02 38.70+0.30

* Ifade edilen degerler + S.D. {i¢ paralel dl¢iimden olusur.

GALAE: Galatamin esdegeri; KAE: Kojik asit esdegeri; ACAE: Akarboz esdegeri; na: aktif degil

K1: Plagiomnium ellipticum

K2: Antitrichia californica

Kolinesteraz inhibisyonu ile ilgili olarak, en iyi AChE inhibisyonunu

Plagiomnium ellipticum tlrl gosterirken, Antitrichia californica Plagiomnium

ellipticum'dan daha giicli BChE inhibisyon yetenegi sergilemistir. Plagiomnium

ellipticum ayrica tirozinaz iizerinde Antitrichia californica'dan daha aktif olarak

bulunmustur. a-amilaz enzim inhibisyon deneyinde, yosun ekstreleri benzer sonuglar

vermistir (Cizelge 3.5).
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4. TARTISMA

Incelenen tiim lteratiir ve kaynaklardan yapilan cikarimlar dogrultusunda,
karayosunlarinin gesitli toprak tiplerinde yetismeye elverisli olan bitkiler grubundan
oldugu ve wuzun yillar gelencksel olarak, tedavi edici amaglarla karaciger
rahatsizliklar1, kalp rahatsizliklari, akciger hastaliklari, kadin hastaliklari, sindirim
rahatsizliklari, ates, liriner sistem rahatsizliklari, enfeksiyon, cilt rahatsizliklarini
tedavi amact ile kullanildigr anlasiimaktadir. Tiirkiye’de karayosunlari iizerinde
yeterli c¢alisma bulunmamasina karsilik, bu grup 660’a yakin tir ile temsil
edilmektedir. Tiirkiye’de karayosunlari ile ilgili olan ¢alismalar genellikle flora ve
yayilis tlizerine yogunlasmakta, biyolojik etki ve fitokimyasina yonelik ¢ok az
calisma bulunmaktadir. Ozellikle iizerinde calistigimiz Antitrichia californica ve
Plagiomnium ellipticum tiirleri ile ilgili fitokimyasal ve biyoaktivite ¢alismalarina
rastlanamamustir. Bu c¢alismada; Antitrichia californica bitkisinden hazirlanan eter
ekstresinin kolon kromatografisi ve preparatif ITK yontemleri ile izolasyon ve
saflastirma islemlerinin yapilmasi ve igerdigi bilesiklerin goriintiileme galigmalarinin
gerceklestirilmesi, Antitrichia californica ve Plagiomnium ellipticum’un antioksidan
aktivite deneyleri ve enzim inhibisyon testlerinin yapilmasi amacglanmistir. Bu

calisma, bu tiirler ile yapilms ilk ¢calisma olmasi bakimindan, 6zgiinliik tagimaktadir.

Calistigimiz karayosunu tiirleri iizerinde yeterli fitokimyasal ve biyoaktivite
yoninden calisma bulunmamasina ragmen, diger karayosunu tiirlerinde yapilan bazi
caligmalar bize bu bitkilerin aslinda 6nemli aktivitelere sahip Onemli sekonder
bilesikleri igerdigini gostermistir. Arastirmalar, farkli karayosunu tiirlerinin
antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu goéstermistir.
Antioksidan etkiyi saglayan sekonder metabolitlerin ise, c¢ogunlukla fenolik
bilesikler, terpenler ve flavonoitler oldugu bilinmektedir. Fenolik yapidaki
bilesiklerle ilgili yapilan bilimsel arastirmalar gunden giine artmakta, Ozellikle
flavonoitlerin antioksidan ve antienflamatuvar etkiye sahip olmalar1 arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmektedir. Yapilan daha oOnceki c¢alismalar degerlendirildiginde,

karayosunu turlerinin flavonoit igerigi acisindan genis bir ¢esitlilige sahip oldugu
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gorulmektedir. Hatta karayosunlarindan Hypnum cupressiforme turinden izole edilen
aglikon yapida kemferol tespit edilmistir. Polytrichum pallidisetum turunden izole
edilen fenolik yapida pallidisetin A ve B, ilk defa kesfedilen sinnamoil bibenzil
tiirevleridir. Yapilan sitotoksik aktivite ¢caligmalarina gore, bu iki bilesigin de insan
melanom hicreleri (RPMI-7951) ve glioblastoma multiform (U251) insan timor
hiicrelerine kars1 etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica karayosunlarinda, fenolik yapida
olan tri- ve tetrahidtoksi kumarinlere Atrichum undulatum ve Polytrichum
formosum’da rastlanmistir. Bunlardan bazilar1 dogal kaynaklardan izole edilen

bilesikler olarak bilinmektedir.

Antibakteriyel, antioksidan ve antitiimor etkileri oldugu bilinen terpenlerin
karayosunlarinda varligi, arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir. Monoterpenik ve
diterpenik yapilar az olmasina ragmen, Sphagnum cinsinden bazi monoterpen
hidrokarbon yapilar tespit edilmistir. Ilging bir 6rnek de, Homalia trichomanioides ve
Plagiomnium undulatum'un Streptomyces tiirleri tarafindan {iretilebilen geosmin
bilesigini  icermesidir. Terpenik ve fenolik yapida bilesikler disinda
karayosunlarinda; steroidal yapida, kumarin, benzonaftoksantenon, asetogenin, lipit
ve azot igeren bilesiklerin de bulundugu tespit edilmistir. Tim bu bilesiklerin

antioksidan aktivite lizerine etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir.

Pogonatum microstomum {izerinde yapilan aktivite ¢alismasinda, tiirtin farkli
bakterilere kars1 inhibisyon alani olusturdugu goriilmiis ve antibakteriyel etkisi
kanitlanmis, ayrica dermatofitik mantarlara karsi antifungal etki gosterdigi
anlasilmistir. Ceratodon purpureus, Ceratodon purpureus, Dicranum polysetum,
Dicranum scoparium, Leucobryum glaucum, Mnium marginatum tdrlerinin etanolli
ekstrelerinde yapilan c¢alismada, radikal siipiiriici ve antioksidan aktiviteleri

arastirilmis ve kafeik asite kiyasla daha diisiik aktivite gosterdigi saptanmustir.

Son yillarda, pek c¢ok sekonder bilesikte oldugu gibi Ozellikle fenolik
bilesiklere oksidatif stres ve neden oldugu rahatsizliklarin 6nlenmesinde ilgi giderek

artmaktadir. Fenolik bilesiklerce zengin meyve ve sebzelerin tuketilmesi ile kanser,
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diyabet veya kardiyovaskiiler hastaliklarin azalmasi saglanabilmektedir. Ayrica
bitkilerde bulunan bazi bilesikler, viicutta bazi enzimlerin inhibisyonuna saglayarak
kognitif ve norodejeneratif bozukluklarin  olusmasini  veya ilerlemesini
engellemektedir. Diyabetes Mellitus, Alzheimer gibi Onemli rahatsizliklarin

onlenmesinde bitkilerin enzim inhibisyon yeteneklerinin arastirilmasi dnemlidir.

Yapilan caligmalar, uzun yillar gézard: edilen karayosunlarinin aslinda énemli
biyoaktivitelere sahip bilesikleri igerdigi ve Uizerinde daha fazla ¢alismalar yapilmasi

gerektigini gdstermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, Aydin ¢evresinden toplanan 2 karayosunun tiriinden Antitrichia
californica karayosunu Orneginin miktar1 daha fazla oldugu igin, eterli ekstresi
hazirlanmis olup, icerdigi fitokimyasallar g¢esitli kromatografik yontemlerle tayin
edilmis ve saflastirllmaya calisilmistir. Ayrica, ekstreler iizerinde bazi biyolojik

aktivite deneyleri de tamamlanmustir.

o Tez calismamizda ilk olarak, karayosunu tiirlerinin tagidiklar1 etken maddeler
ve gosterdikleri farmakolojik aktivitelerle ilgili kapsamli literatiir taramas1 yapilmis

ve elde edilen veriler 6zetlenmistir.

o Literatiir verilerine gore, fitokimyasal ve biyoaktivite c¢aligsmalarinin
genellikle bazi karayosunlar {izerinde yogunlastigi saptanmistir. Ulkemizde de bu
tir caligmalar goriilmesine ragmen calismalar genellikle karayosunlar: tiirlerinin

botanik ozellikleri Gzerindedir.

o Ulkemizde ve diger iilkelerde, bizim ¢alisma materyalimiz olan ve genis bir
dagilim gosteren, Antitrichia californica ve Plagiomnium ellipticum bitkileri tzerine

yapilan ¢alismalara ¢ok fazla rastlanamamustir.

o Calistigimuz iki bitki tiirliniin ekstreleri az miktarda oldugu ve yapilan ITK
calismasiyla iki tiirlin de benzer bilesikler icerebileceginin diisiindiirmesi nedeniyle
ekstre miktar1 daha fazla olan Antitrichia californica’nin eterli ekstresinde yapilan

izolasyon ¢aligmalari ile yeni veriler elde edilmistir.

o Oksidatif strese neden olan serbest radikallerin sebep oldugu DNA
kirtlmalari, DNA mutasyonlari, hiicre zar1 kalinlasmasi ve programlanandan fazla

oranda hiicre Oliimii gibi Onemli olaylarin yasanmasimi Onlemek amaciyla
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antioksidanlar viicutta tretilmekte ya da digsaridan takviye olarak alinmaktadir.

Antioksidanlara ilgi, arastirmacilari bitki veya bitki ekstrelerinde antioksidan etkinin

incelenmesinde ilgiyi artirmistir.

Antitrichia californica ve Plagiomnium ellipticum’un eterli ekstreleri

tizerinde antioksidan etki ¢alismalar1 yapilmis ve bunun igin total fenol ve flavonoit

igerigi incelendikten sonra, serbest radikal suptirme aktivitesi (DPPH), radikal katyon
temizleme etkinligi (ABTS), fosfomolibden, kuprik iyon indirgeme (CUPRAC),

ferrik iyon indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP), metal selat aktivitesi yontemleri

kullanilmistir. Aktivite c¢alismalar1 antioksidan etkinin iki bitki tiirinde de orta

diizeyde oldugu sonucuna ulastirmistir.

Bitkilerde bulunan bilesikler, insan viicudunda bazi enzimlerin inhibisyonunu
sagladig1 i¢in hastaliklarin kognitif ve ndrodejeneratif bozukluklarinin
Onlenmesini  saglamaktadir. Bu agidan Dbitkilerin enzim inhibisyon

yeteneklerinin incelenmesi biiylik 6nem tagimaktadir.

Antitrichia californica ve Plagiomnium ellipticum’un eterli ekstrelerinin
kolinesteraz, a-amilaz ve tirozinaz enzim inhibitor aktivite testleri
gerceklestirilmistir. Yapilan testlerle bitkilerin antikolinerjik, antidiyabetik ve
hiperpigmentasyon aktivite potansiyeli incelenmistir. Aktivite caligmalari

etkilerin orta diizeyde oldugu sonucuna ulagtirmistir.

Plagiomnium ellipticum tirii  diger tire gore daha kuvvetli aktivite

gostermistir.

Antitrichia californica tiirtinden bir ftalat tiirevi bilesik ile birde B-sitosterol

izole edilmis ve yapilar1 aydimnlatilmistir.
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Dogal iiriinlere olan yiiksek ilgi ve yapilan arastirmalar giin gectikce daha da
artmaktadir. Algak bitkiler iizerinde de yapilan ¢aligsmalarin ¢ok da azimsanmayacak
diizeyde oldugu ancak karayosunlari ile olan ¢alismalarin daha az oldugu literatiir

verilerinden anlasilmistir.

Bu c¢alisma ile, Tiirkiye’de bulunan 2 farkli ancak birbirine yakin yerlerde
yetisen karayosunu tiiriiniin fitokimyasal olarak igeriklerinin karsilastirilmasi,
antioksidan kapasiteleri ve enzim inhibisyon yeteneklerinin belirlenmistir. Bunun
yaninda, bitkiler iizerinde yapilmis deneysel calismalarin bulunmamasi ¢alismamizin
gelecekte planlanan g¢aligmalara bir temel olusturacagr diistiniilmektedir.
Karayosunlar1 bakimimdan da zengin olan Tiirkiye florasini degerlendirmek adina
proje destekli daha genis ve detayli calismalarin yapilmasi gerekmekte ve

onerilmektedir.
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OZET

Bazi Karayosunu Tiirleri Uzerinde Fitokimyasal ve Biyolojik Aktivite Cahismalar::

Plagiomnium ellipticum (Brid.) T. Kop. Ve Antitrichia californica Sull. In Lesq.

Bu c¢aligmada oOncelikle, c¢alisma materyali olarak kullandigimiz, Antitrichia
californica ve Plagiomnium ellipticum’un eterli ekstreleri hazirlanmis, tizerlerinde ¢esitli
kromatografik caligmalar yapilmistir. Bu ekstreler (izerinde, karsilastirmali olarak gesitli
aktivite deneyleri de gergeklestirilmistir. Bunun igin total fenol ve flavonoit igerigi, serbest
radikal siipirme aktivitesi (DPPH), radikal katyon temizleme etkinligi (ABTS),
fosfomolibden, kuprik iyon indirgeme (CUPRAC), ferrik iyon indirgeyici antioksidan gui¢
(FRAP), metal selatlama aktivitesi gibi yontemler kullanilmigtir. Ayrica, yine eterli ekstreler
Uzerinde, kolinesteraz, a-amilaz ve tirosinaz enzim inhibitdér aktivite testleri de
gerceklestirilmistir. BOylece, yapilan testlerle bitkilerin antikolinerjik, antidiyabetik ve
hiperpigmentasyon aktivite potansiyelleri incelenmis, ve ¢ok kuvvetli olmayan etkiler tespit
edilmistir. Ayrica izolasyon ¢alismalar1 sonucunda, 1,2-benzendikarboksilik asit bis(2-
etilhekzil) ester ile B-sitosterol de izole edilmis ve yapilart aydinlatilmistir. Bu ¢aligsma ile,
karayosunlart iizerinde bir degerlendirme ¢alismasi gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda, bu
calisma ile hem gelecekte yapilacak ¢alismalara 11k tutulacak, hem de Tiirkiye florasindan
bazi karayosunu tiirlerinin arastiritlmasina ve taninmasina olanak saglanacaktir.

Anahtar Sozctkler: Antioksidan aktivite, Antitrichia californica, Enzim inhibitor aktivite,

Plagiomnium ellipticum
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SUMMARY

Phytochemical and Biological Activity Studies of Some Moss Species: Plagiomnium

ellipticum (Brid.) T. Kop. ve Antitrichia californica Sull. in Lesq.

In this study, firstly, ethereal extracts of Antitrichia californica and Plagiomnium
ellipticum, which we used as research materials, were subjected to various chromatographic
studies. Some activity experiments were also performed comparatively on these extracts of
each moss species. For this, total phenol and flavonoid content, free radical scavenging
activity (DPPH), radical cation scavenging activity (ABTS), phosphomolybdenum, cupric
ion reduction (CUPRAC), ferric ion reducing antioxidant power (FRAP), metal chelate
activity were used as methods. Also, cholinesterase, a-amylase, and tyrosinase enzyme
inhibitory activity tests were performed on ethereal extracts to compare each other. Thus, the
anticholinergic, antidiabetic, and hyperpigmentation activity potentials of the plants were
examined, and not very strong effects were determined. Besides, as a result of the isolation
studies, B-sitosterol was isolated along with a phthalate derivative and its structures were
elucidated. With this study, an evaluation study has been carried out on mosses. At the same
time, this study will be a basic study for future studies. Moreover, it will be provided for the
investigation of some moss species of flora and recognition from Turkey.

Keywords: Antioxidant activity, Antitrichia californica, Enzyme inhibitory activity

Plagiomnium ellipticum
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