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OZET

HYPNUM CUPRESSIFORME HEDW. EKSTRAKTININ KiMYASAL
BILESIMLERI, GUMUS NANOPARTIKULLERININ SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU VE BiYOLOJIK AKTiVITESININ INCELENMESI

Hiiseyin KARATAS
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Disiplinleraras1 T1bbi Sistem Biyolojisi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Ozlem YAYINTAS
23/08/2023, 94

Nanopargaciklar atomik seviyede ve hedefe yonelik iirlinler iiretilmesine olanak
sagladiklarindan dolay1 geleneksel yontemlerle iiretilen materyallere gore daha fonksiyonel
irtinler tiretilmesine olanak saglamistir. Ancak nanopartikiillerin sentezi sirasinda kullanilan
geleneksel yontemlerin toksik etkileri ve yiiksek maliyetleri nedeni ile alternatif yontemler
aranmaya baglamistir. Yesil sentezin amaci daha kisa siirede, diisiik maliyetli ve toksik etki

olmadan nanopartikiillerin sentezlenebilmesidir.

Karayosunlari tiim diinyada bulunan yasam formlarinin en biyiik ikinci grubunu
olusturan, Antarktika hari¢ hemen her bolgede ¢esitli tiirlerine rastlanan, genellikle karada
yasayan ilk bitkiler olarak kabul goren ve bazi terdpatik etkilere sahip bitkilerdir. Yetistikleri
bolgenin ekosisteminden kaynakli c¢esitli bocek ve otgullara, zorlu iklimsel kosullara,
ultraviyole 1ginlara ve mikrobiyal etkiler gibi farkli ¢evresel etkenlere karsi kendilerini
koruyabilmek icin oldukca bol sayida ikincil metabolit gelistirmislerdir. Ulkemizde de
kolaylikla yetisebilen karayosunlarimin bir tiirii olan Hypnum cupressiforme Hedw. ile ilgili

literatiirde sinirli sayida ¢alismaya rastlanmaktadir.

Bu caligmada Canakkale, Kazdaglari, Ayazma bdlgesinde kaya iizerinden toplanan
H. cupressiforme Hedw.’nin ugucu ekstrakti gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi ile
incelendi. Ekstraktin iceriginde 18 farkl fitobilesen tespit edildi. Bu ekstrakt kullanilarak

yesil sentez yontemi ile glimiis nanopartikiilleri (AgNP) sentezlendi. Sentezlenen



AgNP’lerin karakterizasyonu yapildi. Ekstrakt ve AgNP’lerin antibakteriyel, antibiyofilm,
antioksidan, mutajenik ve DNA kesme aktiviteleri belirlendi. Yapilan testler sonucunda
AgNP’ler, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa ve Enterococcus faecalis’e karsi
antibiyofilm ve antibakteriyel aktivite gostermistir. Antioksidan aktiviteleri; DPPH Testi ile
belirlendi. Her iki 6rnekte diisiik konsantrasyonlarda da serbest radikal giderme aktivitesi
gosterdi. Mutajenik aktivite, Ames/Salmonella testi ile incelendi ve hem ekstrakt hem de
AgNP’ler mutajenik etki gostermedi. DNA kesme aktivitesi agaroz jel elektroforez yontemi
ile belirlendi. Test edilen biitiin konsantrasyonlarda AgNP’lerin hidrolitik ve oksidatif olarak
DNA’y1 kestigi olusan halkasal form goriintiilerinden anlasildi. Ekstaktin ise agaroz jel
elektroforez yonteminde halkasal form goriintiilerinin yani1 sira lineer form goriintiileri de

olusturmasindan dolay1 daha yliksek DNA kesme aktivitesi sergiledigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Hypnum cupressiforme Hedw., Yesil Sentez, Biyosentez,

Giimiis Nanopartikiil, Biyolojik Aktivite



ABSTRACT

CHEMICAL COMPOSITIONS OF HYPNUM CUPRESSIFORME HEDW.
EXTRACT, SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF
BIOLOGICAL ACTIVITY OF SILVER NANOPARTICLES

Hiseyin KARATAS
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Interdisciplinary Medical System Biology
Advisor: Prof. Dr. Ozlem YAYINTAS
23/08/2023, 94

Since nanoparticles enable the production of targeted driven at the atomic level, they
have enabled the production of more functional products compared to materials produced by
traditional methods. However, due to the toxic effects and high costs of traditional methods
used during the synthesis of nanoparticles, alternative methods have begun to be sought. The
aim of green synthesis is to synthesize nanoparticles in a shorter time, at low cost and without
toxic effects.

Mosses are plant species that spread widely on the earth, form the second largest group
of biodiversity and have various therapeutic effects. They are very rich in secondary
metabolites they have developed to combat environmental factors such as animal/insect
interactions, ultraviolet rays, drought, and microbial effects. Hypnum cupressiforme Hedw.

Studies on it are very limited.

In this study, the volatile extracts of H. cupressifoorme Hedw. collected from
Canakkale Kazdaglar1 were examined by gas chromatography-mass spectrometry and the
presence of 18 different phytocomponents was determined as secondary metabolites. Using
these extracts, silver nanoparticles (AgNP) were synthesized by green synthesis method.
Characterization of synthesized AgNP’s was performed. The antimicrobial, antibiofilm,
antioxidant, mutagenic and DNA cutting activities of the extract and AgNP’s were
determined. The tests performed showed that AgNP’s showed antibiofilm and antibacterial

Vi



activity against Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus faecalis.
Antioxidant activities; it was determined by the DPPH Test. It showed free radical
scavenging activity at low concentrations in both samples. Mutagenic activity was examined
by the Ames/Salmonella test, and both the extract and AgNP’s showed no mutagenic effect.
DNA cutting activity was determined by agarose gel electrophoresis method. It was
understood from the circular form images that AgNPs cut DNA hydrolytically and
oxidatively at all tested concentrations. It was determined that the extract exhibited higher
DNA cutting activity due to the formation of linear form images as well as circular form

images in the agarose gel electrophoresis method.

Keywords: Hypnum cupressiforme Hedw., Green synthesis, Biosynthesis, Silver
nanoparticles, Biological activity
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Insanlik tarihinin bilinen ilk donemlerinde ortalama yasam siiresi 20 y1l olarak ifade
edilmektedir. Ozellikle son birkag yiizyilda bilim ve teknolojide yasanan gelismeler
sayesinde 1900’lii yillarda diinya genelinde dogusta beklenen ortalama yasam stiresi 31 yil
(Prentice, 2008) iken, giliniimiizde bu siire pek ¢ok iilkede 80 yili agmis durumdadir.
Ortalama insan 6mriinde yasanan bu artisin nedenlerinden biri olarak; insanin merakinin
sonucu her gegen giin yeni bilgiler 6grenmesi ve bu bilgileri yeni nesillere aktarabilmesinin
sonucunda, dogaya uyum yetenegini gelistirmesi ve dogay1 kendi lehine kullanabilmesi

gosterilebilir.

Basta tip, farmakoloji, biyoloji, kimya ve fizik gibi disiplinlerde 6grenilen yeni
bilgilerin 6nemli katkis1 ile uzayan bu yasam siiresinin dogal bir sonucu olarak yeryiiziinde
yasl1 insan popiilasyonu hizla artmistir. Insan dmriiniin uzamasi ve teknolojinin de gelismesi
sonucu eskiden hakkinda pek bilgi sahibi olmadigimiz pek ¢ok hastalik ve hastalik yapici
mikroorganizmanin, hastalik siirecinin ve bununla nasil miicadele edebilecegimizin bilgisine
artik sahibiz. Uzayan insan 6mrii insanlarin tibbi ve farmakolojik tiriinlere gereksinimlerini
hizla yiikseltirken, hastaliklar karsisinda daha etkin tedavi yontemleri arayist da ayn1 hizla
artmaktadir. Ancak hala insanlik tarihi i¢in ¢ok yeni sayilabilecek bilgilerimizle; bazi yeni
ve Oliimcil hastaliklarla miicadelede istedigimiz sonucu elde etmis degiliz. Giiniimiiziin en
Oliimciil ve uzun siireli hastaliklarindan birisi olan kanserin tedavisi i¢in de hizla etkili bir
tedavi yontemi gereksinimi devam etmektedir. Covid-19 pandemisi de hastalik yapici
patojenlere kars1 hazirliksiz oldugumuzda toplum sagliginin ve toplumsal yapinin hizla nasil

degisebilecegini bir kez daha gostermistir.

Ancak bu gereksinimleri karsilamak i¢in iiretilen iirlinlerin iiretim asamasinda
kullanilan kimyasal maddelerin toksik etkileri ve yiiksek maliyetleri, bu ¢caligmalarin 6nemli
zayifliklart arasindadir. Bu gereksinimlerin bir diger zayiflig1 ise; son yillarda antibiyotik
kullaniminin artmasina bagli olarak ¢ok sayida patojenin kullanilan antibiyotiklere direng
gelistirmis olmasidir. Baz1 patojenlerin kullanilan antibiyotik ilaclara direng gelistirmesinin
dogal bir sonucu olarak, hastaliklarin tedavi siireci olumsuz etkilenmekle birlikte, tedavi

asamasinda saglik sisteminin mali yiikli de artmaktadir.



Insan sagliginin korunmasi, gelistirilmesi, hastaliklarin teshis ve tedavisi siirecinde
kullanilan ila¢ ve malzemelerin maliyetini diisiirerek saglik ekonomisinin yonetilebilmesine
yonelik hedeflere ulasilabilmesi icin diisiik maliyetli ve toksik etkisi olmayan maddeler
gelistirilip kullanima sokulmasi bir zaruriyet olmaya baglamistir. Bu gereksinim bilim
insanlarim1  patojenlerle miicadelede hastalik yapici mikroorganizmalarin  direng
gelistiremeyecekleri yeni ve etkili yontemlerin arastirilmasina sevk etmistir. Bu ihtiyacin
dogal bir sonucu olarak gezegenimizi uzun zamandir paylastigimiz ve pek ¢ok alanda ucuz
birer kaynak olarak faydalandigimiz bitkileri 6n plana ¢ikmustir. Ozellikle geleneksel tipta
da yaygin kullanimi olan terdpatik etkiye sahip bitkilere yonelik ilginin son yillarda arttigi

goriilmektedir.

Bununla beraber gelisen bilim ve teknoloji, insanoglunun daha saglikli ve uzun bir
hayat arayisinda giiclii alternatifler sunmaktadir. Nanoteknolojinin getirdigi yeni araglar pek
cok alanda oldugu gibi tip ve farmakolojide de yeni ilaglarin gelistirilmesinde ve liretiminde,
yeni medikal aletlerin yapiminda ve hastaliklarin teshisini kolaylastiran cihazlarin

iiretiminde geleneksel yontemlere gore cesitli iistiinliikler saglamistir.

Nano oniine geldigi kelimeye milyarda biri anlami kazandirmaktadir. Tegart (2003)
nanoteknolojiyi, 1 ila 100 nm arasindaki boyutlarda maddenin anlagilmasi ve kontrolii olarak
tanimlamakta ve kendine 0zgli fenomenlerin yeni uygulamalara olanak tanidigini
belirtmektedir. Hacimli yapilarina gore yeni yontemlerin gelistirilmesinde ¢ok daha avantajli
olan nanopargaciklar; gerek organik gerekse inorganik maddeler {izerinde yeni tasarimlar
gelistirilmesine olanak saglarlar. Nanoteknolojinin sagladigi yeni tiretim yontemleri ile elde
edilen iiriinler ise hastaliklarin teshis ve tedavi siireci de dahil olmak {izere pek ¢ok alanda
kullanilmaya baslanmakla beraber; fizik, kimya, biyoloji, ve miihendislik gibi bilim
dallarinda yapilan ¢aligmalarda da nanoteknoloji ile gelistirilen Giriinlerin kullaniminin hizla

arttig1 goriilmektedir.

Glimtiigiin bakteriler, mantarlar ve viriisler lizerindeki yok edici etkileri; yiizyillardir
teropatik bir madde olarak cesitli alanlarda kullanilmasina neden olmustur. Giimiisiin
antimikrobiyal madde olarak kullaniminin sagladigi avantajlar ise; giimiise karsi pek ¢ok

bakterinin heniiz direng gelistirememesi ve bu sayede genis spektrumlu bir antibiyotik



etkisinin olmasina karsin diisiik konsantrasyona maruziyetinin toksik etkisi bulunmamasidir
(Duncan, 2011). Bakterilerin diren¢ gelistirememesi gibi avantajlari sayesinde gilimiis

igerikli farmakolojik tiriinlerin tip ve kozmetik alaninda kullanimi1 yayginlasmaktadir.

Hacimli yapilarn ile uzun zamandan beri ¢esitli sekillerde tibbi olarak kullanilan
giimiis nanopartikiiller ise kendine 6zgli fiziksel ve kimyasal yapilar1 nedeni ile diger
biyomedikal nanomateryallerden farkliliklar gostermektedir. Gilimiis nanopartikiillerin
kendilerine 6zgii bu yapilart bakterilere, viriislere ve diger dkaryotik mikroorganizmalara
kars1 tedavi edici 6zelliklerinin yani sira tani ve teshis uygulamalarinda da kullanilmalarini
saglamistir. Ancak nanoparcaciklarin fiziksel ve kimyasal liretimlerinin pahali olmasi, ¢cevre
ve insan saghg lizerinde toksik etkilerinin bulunmasi gibi zayifliklar bu alanda yapilan
caligmalarda da toksik etkisi olmayan ve iiretim maliyetleri diisiik olan biyolojik yontemlerin

arastirilmasina neden olmustur.

Bu yonelimlerin bir sonucu olarak diinya genelinde bitkilerin icerdigi etken
maddeleri belirlemek ve bu maddelerin terdpatik etkilerini ortaya koyabilmek i¢in yapilan
caligmalar hizla artmakta ve bu sayede nanoteknoloji ile sentezlenen {irlinlerin iiretilmesinde
teropatik etkili bitkilerden faydalanarak toksik etkileri olmayan ve maliyeti disiik, ¢cevre
dostu {irtinler ortaya ¢ikmasi hedeflenmektedir. Yesil sentez olarak adlandirilan
nanopartikiillerin bitkisel sentez yontemleri; toksik etkilerinin azlig1 ve maliyetlerinin daha
diisiik olmas1 nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir. Literatiirde ge¢mis calismalar tarandiginda
yesil sentez yontemlerinde kullanilan bitkilerin ¢ogunlukla tohumlu bitkiler oldugu
goriilmektedir. Buna karsin; tohumsuz bitkilerden olan karayosunlar1 diinyanin pek cok
bolgesinde ve zorlu iklim kosullarinda bile dogal olarak yetisebilen; uygun yasam kosullar
olmadan da uzun siire canlilik 6zelliklerini yitirmeyen ve yeryiiziinde en biiyiik ikinci
poplilasyona sahip olan bitkilerdir. Bitki diinyasinin amfibileri olarak adlandirilan
karayosunlar1 uzun siire susuzluga kars1 direnglidirler. Biryofitlerin, bocek ve hayvanlarla
etkilesimleri, asir1 sicaklik, mikrobiyal ayrigma, ultraviyole isinlar gibi pek ¢ok farkli
cevresel faktore karsi varliklarini devam ettirebilmek i¢in farkli ve ¢ok sayida ikincil
metabolitler irettikleri bilinmektedir. Karayosunlarinin kendine 6zgii olarak iirettikleri
zengin metabolitlerin, terdpatik etkileri ge¢gmis yillarda yapilan caligmalarda goriilmiistiir.
Karayosunlarindan Hypnum cupressiforme Hedw. iilkemizde de yaygin olarak bulunmakla

birlikte, ikincil metabolit agisindan terdpatik etkilere sahip bir bitki tiirtidiir. Antioksidan ve



antifungal 6zellikleri ile 6n plana ¢ikan H. cupressiforme Hedw. un antibakteriyel 6zellikleri
ile beraber demans gibi hastaliklarin tedavisinde de etkili oldugu yapilan ¢alismalarda
vurgulanmigtir. Bununla birlikte yetistirilme ve saklama maliyetlerinin diisiik olmasi nedeni
ile son yillarda karayosunlari tizerinde yapilan ¢aligsmalarda artis oldugu goriilmekle birlikte,
ozellikle H. cupressiforme Hedw. ikincil metabolitlerinin i¢erdigi kimyasal bilesimler
acisindan sinirli sayida calisma bulunmaktadir. Bunun yani sira hem H. cupressiforme
Hedw.’in ihtiva ettigi ikincil metabolitlerin hem de bu metabolitler kullanilarak yesil sentez
yontemi ile elde edilecek giimiis nanopartikiillerinin biyolojik aktiviteleri iizerinde yapilan

calismalarinda kisithi oldugu goriilmektedir.

Bu calisma ile dogada sik¢a bulunan, yetistirilmesi ve saklamasi oldukga kolay ve
teropatik etkileri bilinen H. cupressiforme Hedw. o6ziitlerinin barindirdiklar1 kimyasal
bilesimler, bu oziitler kullanilarak yesil sentez yontemi ile giimiis nanopartikiillerinin
sentezi, sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu ve hem H. cupressiforme Hedw.
ekstraktinin hem de elde edilen nanoparitkiillerin biyolojik aktivitesinin incelenmesi

hedeflenmektedir.

Bu c¢aligma sayesinde elde edilecek bilgilerin insan sagligmin korunup
gelistirilmesinde ucuz, insana ve gevreye toksik etkisi olmayan, tedavi asamasinda patojen
mikroorganizmalarin antibiyotik direnci gelistiremeyecegi ve son yillarda insan sagligini
olumsuz etkileyen kanser ve viral hastaliklar gibi pek ¢ok hastaliga kars: etkili bir yontem
olma potansiyeli tasidigi, bu sayede gelecekte yapilacak ¢aligmalara da katki sunabilecegi

diistiniilmektedir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Nanopartikiil ve Yesil Sentez

Yunanca kokenli olan nano kelimesi ciice anlamina gelmektedir ve Oniine geldigi
herhangi bir 6l¢ii biriminin milyarda birini gostermektedir. Nano teknolojinin literatiirde
birden fazla tanimi bulunmakla birlikte, genel goriise gore 1-100 nanometre boyutlarda
maddelerin anlagilmasi, kontrol edilmesi ve atomsal seviyede degistirilip islevsel hale
getirilmesi olarak tanimlanabilir (Oksal ve Ors, 2017). Nanoteknoloji; atom ve molekkiilleri
nanoboyutta hassas ve kontrollii bir sekilde yerlestirilerek; kendine 0zgii ve {istiin
fonksiyonlara sahip malzemeleri, cihazlar1 ve sistemleri tiretmemizi saglar (Kathiervelu,
2003). Bir baska deyisle nanoteknoloji, atomlar1 ve molekiilleri milimetrenin 100 milyonda
biri veya daha az bir boyutta (nano 6lgekte) manipiile ederek yapilar, cihazlar ya da sistemler
tasarlamaya, tasarlanan diriinleri iiretmeye ve bunlar1 insanlarn kullanimina sunmaya
yarayan bir bilim ve miihendislik dalin1 ifade eder. Nanoteknoloji, bir ¢ok bilim ve teknolojik
uygulama alanini kapsayan, gelecek vaad eden ve heyecan verici bir molekiiler teknolojidir
(Moore, 2006). Nanoteknoloji daha dayanikli ve fonksiyonel fiiriinler {iretimine olanak
saglarken, bu islem sirasinda enerji tiiketiminin ve maliyetin diisiiriilmesini saglamaktadir.
Nanoteknoloji uygulamalart ile elde edilen iiriinler, hacimli yapilari ile elde edilen iiriinlere
kiyasla ¢ok farkli 6zelliklere ve yeni etkilere sahip malzemeler elde edilmesine imkan
yaratir. Bunun nedeni, nanoparcaciklarin daha biiyiik pargaciklara kiyasla ¢ok yiiksek
ylizey/hacim oranina sahip olmasi ve biiyiik 6l¢eklerde gozlemlenmeyen bazi etkilerin kiiglik
Olgeklerde ortaya ¢ikmasidir. Nanoteknolojinin, organik ve inorganik maddeler {lizerinde
atomik seviyede yeni tasarimli iiretimler yapmaya olan saglamasi sayesinde, nanoteknoloji
ile gerceklestirilen uygulamalar tiim alanlarda temel bilimsel kuramlar1 ve {retim
teknolojilerini degistirmistir (Budak, 2012). Hacimleri daha biiyiik boyutlarda olan
malzemelere gore cok daha fazla avantaj saglayan 6zellikler sergilemeleri, nanopartikiillerin
farkli bilim ve sektorel alanlarda kullanilmasini saglamistir. Cesitli kanser tedavileri, ilag
taginimi, tibbi goriintiileme, biyosensor yapimi biyoteknoloji, biyomedikal, kozmetik,
tekstil, otomotiv, kimya, bilisim sektorleri gibi pek ¢ok farkli alanda nanoteknolojiden

faydalanilmakta ve bu teknoloji ile iiretilen tirlinler aktif olarak kullanilmaktadirlar.



Klasik yontemler ile nanopartikiillerin sentezlenmesi sonucu istenilen biiyiiklik ve
morfolojide iriinler elde etmek miimkiin olmasina ragmen, sentezleme asamasinda
kullanilan stabilize edici kimyasal ajanlarin yliksek maliyetleri, toksik etkileri, cevreye ve
insan sagligina olan olumsuz etkileri, ucuz ve toksisitesi olmayan yontemlerin arastirilmasini
zorunlu kilmistir. Bu arayislarda yeni gelistirilecek yontemlerin klasik sentez yontemleri
olan fiziksel ve kimyasal yontemlere gore saglamasi gereken en onemli avantajlar olarak;
sentez sirasinda ortamda ¢ok yliksek sicakliklara ¢ikilmasi gibi hem maliyeti arttiran hem
stabilizasyonu azaltan hem de tehlike arz eden durumlarin ortaya ¢ikmamasi, diisiik
maliyetlerde ve ¢evre dostu olmasi hedeflenmistir. Yesil kimya ve biyolojik stireclere karsi
artan farkindalik, toksik olmayan nanopartikiillerin sentezi ig¢in ¢evre dostu bir yaklasim
gelistirme arzusuna yol agmistir (Velusamy vd., 2016). Bu baglamda, klasik sentezleme
yontemlerinde kullanilan fiziksel ve kimyasal metotlara kars1 ¢evreye toksik bir etkilerinin
olmamasi ve maliyetleri diisiirmesi biyolojik metodlarin gelistirilmesini saglamustir.
Biyolojik metotlar toksik olmayan nanopartikiillerin {iretiminde Onemli bir avantaj
saglamaktadir. Bu avantajlarin en Onemlileri arasinda, biyolojik yontemler kullanilarak
nanopargacik tiretim siirecinin, toksik etkilere sahip kimyasal madde kullanimi ihtiyacini
ortadan kaldirmasi, asir1 asidik ya da bazik ortam kosullar1 olusmamasi, tehlikeli derecede
yiiksek sicaklik gerektirmemesi sayilabilir. Ayrica yesil sentez; ucuz, ¢evre dostu olmast,
toksik kimyasallar ve yiiksek sicakliklar gerektirmemesinin yani sira, kolay
Olceklendirilebilmesi, bu yontemde yiiksek basing, ve enerji kullanilmasina gerek olmamasi
nedeniyle de kimyasal ve fiziksel yontemlere gore daha gelismis bir yontemdir (Karnani ve
Chowdhary, 2013). Nanopartikiillerin yesil sentezi i¢in bitkilerin extraktlari, mantar, bakteri,
maya gibi c¢esitli biyomateryaller kullanilmaktadir. Biyolojik alternatifler arasinda diger
biyomateryallere oranla bitkiler ve bitki 6zleri, dogada kolaylikla bulunabilen, az bakim
gerektiren ve ekstraktlar1 ig¢inde barindirdiklart bolca kimyasal madde sayesinde

ulasilabilirlik ve maliyet agisindan iistiinliik saglarlar.

2.1.1. Nanopartikiil Sentez Yontemleri

Nanopartikiillerin sentezlenmesi asamasinda yukardan-asagiya ve asagidan-yukariya
olmak tizere iki genel iiretim yaklagimi bulunmaktadir. Bu iiretim yaklagimlarindan birisi
olan yukardan asagiya yaklasiminda yi1gin haldeki malzemelerin nano boyuta indirgenene

degin kiiciik parcalara ayrilmasi esas alinir. Boyutlar nano 6lgeklere azaltilana kadar fiziksel,



kimyasal ya da asitler ve benzeri mekanik yontemler kullanilabilir. Bu tekniklerde biiyiik
hacimli kiitlesel malzeme ele alinir, daha sonra sekillendirilir, yapist olusturulur ve yeniden
diizenlenerek istenilen 6zelliklere sahip tirline dontistiiriiliir (Ates, 2015). Fiziksel liretim

yontemlerinin ¢ogunlugu yukaridan asagiya iiretim yontemleridir.

Asagidan yukariya liretim yaklagiminda ise yukaridan asagiya iiretim yontemlerinin
tersine kiigiik boyutlu maddelerden (atomlar ve molekiiller) nano boyutta maddeler elde
edilir. Atom ve molekiilleri bir araya getirerek nano boyutta yapi elde edilmesi asamasinda
fiziksel ve kimyasal yontemlerin yani sira yesil sentez yontemi de kullanilmaktadir. Bu
yontem molekiiller olusturmak icin tek tek atomlarin substrat iizerinde birer birer yi1gildig:
biyolojik siiregleri taklit eden bir sentez yaklasimi olarak goriilebilir (Khanna ve Khanna,
2016). Dogadaki nano 6lgekli siireglerde bu sekilde devam ettiginden bu yontemin dogadan
ilham alinarak gelistirilmis bir yontem oldugu sdylenebilir. Bu nedenle organik maddelerden
nanopartikiil elde edilmesi asamasinda asagidan yukariya yontemi tercih edilmektedir.
Kendi kendini organize eden islevsel sistemler ve cihazlar, asagidan yukariya tiretimin nihai
amacidir. Bu metodoloji, atomlarin ve molekiillerin kontrollii bir sekilde bir araya
getirilmesiyle, atik olmadan veya nihai sistemin parcalarii yapmaya veya ortadan
kaldirmaya gerek kalmadan islevsel ¢ok bilesenli cihazlar liretme potansiyeline sahiptir.

(Bisvas vd., 2012).
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Sekil 1. Nanopartikiil sentez yontemleri.




Atomik ve molekiiler boyuttaki elemanlarin kontrollii olarak bir araya getirilmesiyle
cok molekiillii yapilar ve daha biiyiik sistemler elde edilebilir ve kompleks {iriinler

iiretilebilir. Sekil 1’de nanopartikiil sentez yontemleri gosterilmistir.

2.1.2. Yesil Sentez Yontemi

Biyosentez, Yunanca bios (hayat) ve synthesis (bilesik) kelimelerinin birlesmesinden
meydana gelmistir. “Biyoloji terimleri sozliigiinde kii¢iik boyutlardaki molekiillerin gesitli
enzimler yardimi ile birlestirilerek daha biiyiik boyutlarda molekiillerin sentezlenmesi
olaymin canli organizmanin i¢inde meydana gelmesi olarak tanimlanmistir” (Karol vd.,
1998). Canli organizma igerisinde enerji kullanilarak kendiliginden gergeklesen bu siireg,
nanoteknolojide ise bitkiler, mantarlar, algler, mayalar, viriisler gibi canli organizmalardan
yararlanilarak nanotanecik sentezlemektir. Ozellikle bitkilerin ekstraklar1 sahip olduklart
zengin kimyasal bilesikler ve bitkilerden elde edilen nanoparcaciklarin daha kararli bir

yapiya sahip olmasi sayesinde siklikla kullanilmaya baslamistir.

Nanopartikiil tiretiminde kullanilan kimyasal ve fizyolojik yontemler istenen
ozelliklere sahip bazi nanomateryallerin elde edilmesine olanak sunmasina karsin,
maliyetinin yiliksek olmasi, ¢cevreye zarar verici toksik etkilerinin bulunmasi, kompleks bir
yapiya sahip olmasi, islem basamaklarinin ¢ok olmast ve yogun emek gerektirmesi gibi
etmenler bu yontemlerinin zayifliklarin1 olusturmaktadir. Biyomedikal uygulamalarda
kullanilan nanopartikiiller fiziksel ve kimyasal serntez yontemleri ile elde edildiklerinde,
nanopartikiillere baglanan yan {riinlerin toksik olamalar1 potansiyel olarak tehlikelidir.
Biyomedikal ve tip alaninda uygulamalari olan nanopargaciklarin, metal sitotoksisitesinin
azaltilmast ve biyouyumlu olmalar1 gereklidir. Fizikokimyasal yontemlerle sentezlenen
nanopartikiillerle karsilastirildiginda, biyojenik yollardan elde edilen nanopartikiiller,
fizyokimyasal sentez sirasinda nanopartikiillere baglanan yan {iriinlerin toksik
kontaminasyonundan muaftir ve bu da elde edilen nanopartikiillerin biyomedikal
uygulamalarinda dstiinlik saglar. Bu nedenle nanopartikiil iiretiminde potansiyel
sitotoksisite riski tagimayan, ¢evreye zarari olmayan, daha ucuz ve daha az emek gerektiren
bir yontem ihtiyact olusmustur. Nanopartikiillerin biyolojik sentezi, toksik {iriin
barindirmamasi, daha az enerji gerektirmesi, islem basamaklarinin az olmasindan dolay1

hizli olmasi, sentezlenen nanopartikiillerin uygun maliyetli ve biyolojik olarak uyumlu



olmas1 gibi ¢esitli avantajlara sahiptir. Ayrica, bitki ve mikroorganizma bilesenlerinin
kendileri kapama yetenekleri ve stabilize edici ajanlar olarak hareket etmelerinden dolay1
daha fazla stabilize edici ajan gerektirmezler (Makarov vd., 2014). Biyolojik sivilarla temas
eden nanopartikiiller, bundan kaginmak i¢in 6zel olarak tasarlanmadiklart siirece, secilmis
bir grup biyomolekiil tarafindan hizla, asamali ve secici olarak biyolojik sistemlerle
etkilesime giren bir korona olusturur. Olusturduklart bu korona sayesinde, saf biyolojik
nanopartikiiller {izerinde fazladan etkinlik saglar (Monopoli vd., 2012). Ozellikle terdpatik
etkiye sahip bitkilerde, sentezlenen nanopartikiillere baglandigi varsayilan farmakolojik
aktiviteye sahip bol miktarda metabolit vardir ve nanopartikiillerin etkinligini artirarak ek
fayda saglar (Singh vd., 2008). Nanopartikiillerin biyolojik sentezinin ek avantajt,
fizyokimyasal sentezde gerekli olan ek bir adim olan biyolojik olarak aktif hale getirmek
icin bazi fonksiyonel gruplarin nanopartikiil yiizeyine baglanmasi da dahil olmak {izere
gerekli adimlarin  sayisini  azaltabilmesidir. Mikroorganizmalarin, toksik, sert
kimyasallardan, fiziksel ve kimyasal sentez i¢in gercken yiiksek enerji talebinden kaginarak,
cevre dostu ve uygun maliyetli araglar olarak biiylik potansiyele sahip onemli kaynaklar
oldugu gosterilmistir (Sing vd., 2016). Uretim maliyetlerindeki azalma ve ticari iiretime
elverisli olusu, sitotoksik etkilerinin olmayisi, tip ve biyomedikal alanlarda kullanisl olusu

ise biyosentezi giiniimiizde sik¢a kullanilan bir yontem haline getirmistir.

Gilintimiizde baz1 bitkilerin agir metalik iyonlar: biriktirdigi ve toksitisitesini azalttig1
bilinmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 sanayilesmis ve egzoz gazlarinin yogun oldugu
bolgelerde hem yatay hem dikey olarak peyzaj i¢in kullanilmakta ve ¢evre kirliligini 6l¢timii
icin biyomonitor olarak kullanilmaktadir. Bitkilerin ihtiva ettikleri molekkiiller metal
iyonlarint indirgeme yetenegine sahiptirler. Metal iyonlarimi indirgemelerine olanak
saglayan bu yetenekleri inorganik metal iyonlarmi metal nanopartikiillere ¢evirmelerini
saglar. Yesil sentez yonteminin temel prensibi bitkilerin ihtiva ettikleri molekkiillerin bu

yetenegini kullanmaktir.

Nanoparcaciklarin  biyolojik yollarla sentezinde indirgeme ve oksidasyon
reaksiyonlarini igeren asagidan yukariya nanopartikiil liretme yodntemi kullanilmaktadir.
Nanopargaciklarin sentezi asamasinda biiylik 6lciide bitklerin ihtiva ettikleri indirgeyici
Ozelliklere sahip fitokimyasallar etkili olur. Sentez i¢in gerekli olan ¢6ziicii ortam, dogaya

zarar1 olmayan indirgeme ajani ve yine ¢evre i¢in tehdit olusturmayan bir stabilize edici ajan;



yesil sentez yontemi kullanilarak nanopargaciklarin iiretilmesinde {i¢ ana bilesen olarak yer

almaktadir (Kiyar, 2020). Sekil -2 de nanopartikiil biyosentezinin yapisi gosterilmistir.

Nanopartikiil iiretme asamasinda yesil sentez yonteminin kullanildiginin
sOylenebilmesi igin; tepkime siirecinin giivenli olmasi, tepkime basamaginin bir tane olmas,
yenilenebilir hammade kullanilmasi, toksik etkileri olmamasi, verimli olmasi ve iirlin
ayristirma igleminin basit olmasi kosullarini saglayabilmesi gerekmektedir. Bu kosullarin
tamaminin saglanmasi olduk¢a zordur. Birgok tepkime bu kosullar1 yerine getirmede basarilt
olamaz. Ayrica biyolojik sentez yOntemi ile sentezlenen nanoparcaciklarin pH, sicaklik
inkiibasyon siiresi, tuz konsantrasyonu gibi bir¢ok parametre agisindan birbirine benzer sekil
ve boyutta nanopartikiil iiretmek i¢in optimizasyonu gerekmektedir (Hammamchi, 2019;
Yildiz, 2011).
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Sekil 2. Nanopartikiil biyosentezinin yapisi.



2.2. Nanoteknolojinin Kullanim Alanlar

Nanoteknoloji Uriinlerinin O6rnekleri tarihte ¢ok eskiye dayanmaktadir. Giiniimiizde
British Museum’da sergilenmekte olan Lycurgus Cup (Sekil 3), MS 4. yiizyilda Romali cam
isgileri tarafindan gelistirilen, i¢ taraftan aydimnlatildiginda kirmizi ve On taraftan
aydinlatildiginda yesil renk alan bu kupa nanoteknoloji kullanilarak tiretildigi bilinen en eski
iirlindiir. Cam eridiginde igerisine metal igeren malzeme eklenmesiyle, camin kirmiziya
boyanabilecegini ve olagandisi renk degistirme efektlerinin meydana geldigi donemim cam
is¢ileri tarafindan kesfedilmistir. Uzun yillardir bu renk degisimine neden olan etki bir gizem
olarak kald1 ise de; artitk bu etkilerin camdaki nanopartikiillerin gelisiminden
kaynaklandigini anlagilmistir. Olaganiistii kesim ¢aligmasi ve kirmizi-yesil dikroizm kupay1
nanoteknoloji yontemi kullanilarak tiretilen milkemmel bir 6rnek haline getirmistir

(Freestone vd., 2007).

Sekil 3. The Lycurgus cup.

Nanoteknolojinin  bilimsel tarthi gliniimzden yaklagik 150 yil Oncesinde
basklamakadir. Michael Faraday 1857°de igerisinde altin nanoparcaciklar bulunan sulu
kolloidal karisimlar hazirlamis, hazirladigi bu karisimlarin optik ve elekiriksel 6zelliklerini
inceleyerek; nanoteknolojinin modern bilimdeki ilk adimini atmigstir. 1925 yilinda Richard
Zsigmondy nanopargaciklarin boyutlarini ilk defa 6lgmiis ve nanometre kavramini ilk defa

kullanmustir (Ersoz vd., 2018).
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Nanoteknolojiye gliniimiiz bilim literatiiriinde ilk dikkat ¢eken kisinin 1959 yilinda
Amerikan Fizik Toplulugu yillik toplantisinda yaptig1 konusma ile R. Feynman oldugu
vurgulanmaktadir. Feynman bu toplantida “There's Plenty of Room at the Bottom™ basligini
tastyan bir konusma yapmistir. Konusmasinda Britannica Ansiklopedisi’nin 24 cildinin
tamaminin sadece bir toplu ignenin basina yazilabilecegini, bunun i¢in toplu igne basinda
yeterli alan oldugunu belirtmistir (Feynman, 1959). Her ne kadar bu konusmada
nanoteknoloji ismi kullanilmamis olsa da nano boyutlara vurgu yapmasi agisindan
nanoteknolojinin baglangici olarak kabul edilmektedir. Yiiksek hassasiyetli malzemelerin
islenmesine yonelik ¢alismalar yapan Norio Taniguchi, 1974 yilinda diizenlenen Uluslarasi
Uretim Miihendisligi Konferansinda nanoteknoloji terimini ilk kullanan bilim insan1 olmsur
(Whatmore, 2006). 1980’lerde nanoteknoloji iizerine arastirmalar hizla artmistir. “Molekiiler
Imalata Yénelik Protein Tasarimi” adi ile yaymnladigi makalede K. Eric Drexler; molekiiler
boyutlarda imalat ile ilgili ana diisiinceleri belirtmistir. Daha sonraki bir ¢alismasinda ise
molekiiler imalatta kullanilmak iizere molekiillerin yerlerini belirleyerek kimyasal
tepkimeleri glidiimleyebilecek bir aygit tiretimine deginmistir. 1981 yi1linda Heinrich Rohrer
ve Gerd Karl Binning, 1986 yilinda Nobel Fizik 6diiliinii almalarin1 saglayacak Tarama
Tiinel Mikroskobunu kesfetmistir. Tarama tiinel mikroskopu elektron mikroskobuyla
goriilemeyen parcaciklar: 2000 kez biiyiitebilme 6zelligine sahiptir ve bu 6zellik sayesinde
atomik Olgekte ¢oziiniirlik saglar (Ers6z vd., 2018; Filipponi ve Sutherland, 2012;
Menceloglu ve Kirca, 2008). Curl Kroto ve Smalley’in 1985°te iirettikleri Buckyball olarakta
bilinen fullerenler, nanoteknolojide yeni bir ¢igir agmig ve bu buluslar sayesinde Kroto ve
Smalley 1996 Nobel Kimya Odiiliine layik goriilmiislerdir (Schwarzschild, 1996). Gerd
Binnig, Calvin Quate ve Christoph Gerber’in 1986 yilinda gelistirdikleri atomik kuvvet

mikroskobuda nanoteknolojik gelismelerin oniinii agan bir diger bulustur (Ers6z vd., 2018).

Nanoteknolojinin hizli gelisimi, nanoparcacik uygulamala alanlarimin gesitliligi,
dayanikli ve uzun Omdiirlii olmak gibi istiin nitelikli malzemeler iretilmesine olanak
saglamasi, lilkelerin bu konuda yaptiklar1 yatirimlar1 arttirmaktadir. Literatiirde basta ABD,
Japonya, Cin, Giiney Kore ve Avrupa Birligi olmak iizere iilkelerin nanoteknoloji ¢aligmalar1
icin aywrdiklar1 biitgelerin milyar dolarlart buldugu gériilmektedir. Ulkemizde ise
nanoteknoloji; Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan
hazirlanan 2023 vizyon programinda stratejik teknoloji alan1 olarak gosterilen sekiz alandan

birisi olup, ekonomiyi kokten degistirecek bir alan olarak degerlendirilmis ve gelecege
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yonelik planlama yapilmistir (TUBITAK, 2004). 2021 yilinda 85.39 milyar dolar oldugu
tahmin edilen kiiresel nanoteknoloji pazarinin hizla biiyiiyerek 2030 yilinda yaklasik 300
milyar dolara ulagsmasi beklenmektedir (Presedence Research, 2022). Tablo 1’de
nanoteknolojinin, diinya genelinde, 2030 yilina kadar ulagmasi bekelenen pazar biiyiikliigii

gosterilmistir.

Tablo 1

Yillara gore nanoteknolojik iirlinlerin tahmini pazar biiyiikligi

2024 127.15 (milyar dolar)
2025 145.46 (milyar dolar)
2026 166.54 (milyar dolar)
2028 218.89 (milyar dolar)
2030 288.71 (milyar dolar)

Nanomateryaller pek ¢ok farkli alanda ihtiya¢ duyulan malzemelerin iiretiminde ¢1g1r
acan modern ve yenilik¢i bir teknolojidir. Bilimin farkli disiplinlerinin ortak olarak ilgi
alanina giren bu teknolojiden basta bilgisayar ve bilisim, savunma sanayi, ¢evre ve enerji,
tekstil ve malzeme tiretimi, tip, farmakoloji, kozmetik, gida ve ambalaj, teknoloji, iletisim,
elektronik, endiistri gibi pek ¢ok sektdrde yaygin sekilde yararlanilmaktadir. Sekil 4’te

nanopartikiillerin baslica kullanim alanlar1 sematize edilmistir.
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Sekil 4. Nanopartikiillerin baslica kullanim alanlari.

2.2.1. Tip

Nanoteknoloji, glinlimiizde pek ¢ok farkli disiplin iizerinde yenilik¢i ve koklii
degisimler yaratmistir. Nano teknolojinin yeni yontemler gelistirilmesine zemin hazirladig:
alanlardan biriside saglik alanidir. Nanopargaciklarin saglik alanindaki kullanimina nanotip

denmektdir.

Nanoteknolojinin tiptaki en Onemli uygulama alani, organik ya da inorganik
nanopartikiiller sayesinde biyolojik engellerin iistesinden gelerek basta kanser olmak tizere
cesitli hastaliklarin teshisinin konulmasi, ilerlemesinin engellenmesi ve tedavisinin
saglanmasidir (Tartis, 2009). Sanayii devrimi sonrasi, sanayilesmenin olumsuz etkileri

nedeniyle kanser; giiniimiizde olduk¢a yaygin olarak goriilen, tedavi siireci oldukc¢a uzun ve
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maliyetli olan ve mortealitesi de oldukg¢a yiiksek bir hastaliktir. Hemen biitiin kanser
tiirlerinin standart tedavisi sirasinda yan etki olarak bagisiklik sistemi zayiflar. Bagisiklik
sisteminin zayiflamasi sonucu gelisen enfeksiyoz hastaliklar nedeni ile mortalite artar.
Ayrica kemoterapi tedavisi sirasinda ise saglikli dokularinda hastaliklt dokular kadar
Olebildigi bilinmekedir. Nanotasiyicilarin hedefleme yetenckleri sayesinde kanser
hastaliklarinin tedavisi sirasinda gelismesi muhtemel yan etkileri miimkiin olan en alt
seviyeye indirerek sadece hastalikli organ ya da dokularin hedeflenerek tedavi oraninin
arttirtlmast  miimkiindiir. Bu nedenle; yapilan arastirmalarda nanopartikiil temelli
yaklagimlardan son donemde siklikla yararlanildig1 goriilmektedir. Ayrica nanopartikiillerin
sagladig1 avantajlar, geleneksel yontemlerin zayifliklari nedeni ile daha Onceden
belirlenemeyen hastalik yapici bazi etkenlerin, teshis edilemeyen viriis pargalarinin, kansere
dontigebilecek bazi hiicrelerin teshis edilmesine olanak tanimaktadir (Tiylek, 2019; Zhang
vd., 2008). Kanserin yani sira agri, astim, alerji, diyabet ve enfeksiyon gibi farkli saglik
problemlerinin teshis ve tedavisi i¢in nanopartikiillerden yararlanilarak yeni yontemler
gelistirilmektedir (Kawasaki ve Player, 2005; Zhang vd., 2008). Nanopartikiiller, yiiksek ilag
tasima kapasitelerinden Otiirii birden fazla ilacin taginabilmesine olanak saglamasi, bu
sayede kombin tedavi i¢in uygunluklarinin yani sira suda ¢dziinen ve suda ¢oziinmeyen
ilaclarla birlesebilmeleri, hedflemede kullanilabilmeleri, etkin maddelere baglanabilmeleri,
farkli yollardan verilebilmeleri, ilaglarin daha uzun siire bozulmadan kalmalarim
saglayabilmeleri, ilag salim sistemlerinin salim ve kontrol etme yetenekleri, ilaglarin
biyoayarlanimlarin1 arttirmast  gibi bir¢ok avantajlarindan dolay1 olduk¢a 6n plana
cikmiglardir (Uyanikgil ve Salmanoglu, 2020). Nanopartikiiller biyolojik bariyerlerin
istesinden  gelerek, tani, tedavi, hastaligimn ve tedavi yanitinin takibini

kolaylastirabilmektedir (Vural ve Ozer, 2019).

Bununla beraber dis ve c¢ene hastaliklarinda da; implantlarin, dental cerrahi
malzemelerinin, dis bakim {riinlerinin ve genel muayenede kullanilan teshis ve tedavi
malzemelerinin gelistirilmesinde nanopartikiil teknolojisinden faydalandigi bilinmektedir

(Ediz, 2018).
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2.2.2. Gida ve Ambalaj

Nanoteknoloji uygulamalar1 gida sektoriinde yeni yeni kullanilmaya baslanmis
olmasina ragmen uygulama alanlar1 hizla artmaktadir. Nanoteknolojinin gida alanlarinda
uygulamasina nanofood ismi verilmektedir. Nanofood; yeni teknikler ve cihazlar
kullanilarak besinlerin toprakla bulustugu andan itibaren paketleme siirecine kadar
tiiretilmesi  olarak tanimlanabilir (Demirbilek, 2015). Nano-enkapsiilasyon teknigi,
vitaminler, organik yaglar ve aroma kimyasallar1 gibi duyarli ve hassas gida bilesenlerini
korumak, daha farkli ve canli renkleri olan ¢ekici bir aromaya sahip gida tiriinleri iiretmek
ve ihtiya¢ duyulan hallerde iiretilen bu iirlinlerdeki tat, koku ve/veya renk maskelemesini
gerceklestirebilmek amaciyla kullanilmaktadir (Ediz, 2018). Nanoteknoloji uygulamalarinin
gida sektoriine yeni tatlar, dokular ve duyumlar, daha az yag kullanimi, besin maddelerinin
daha iyi emilmesi, iyilestirilmis paketleme, gida iiriinlerinin izlenebilirligi ve giivenligi dahil
olmak tizere bir dizi fayda getirmesi beklenmektedir (Chaundry vd., 2008). Nanoteknoloji,
insan sagligini iyilestirmek icin fonksiyonel gidalardaki nutrasétiklerin ve biyoaktif
bilesiklerin dagitiminin etkinligini ve verimliligini artirmak i¢in onemli potansiyele
barindirmaktadir (Chen vd., 2006). Nanoteknoloji, gidalarin; iretimi, giivenligi,
depolanmasi ve taginmasi asamasinda diger disiplinlerle ortaklagsmasi sonucu ortaya ¢ikacak
yenilikler biiyiik etkiler yapacak giice sahiptir (Siifer ve Karakaya, 2011). Son dénemde
gelisen nanoteknoloji sayesinde gida ve ambalaj sektoriinde gelistirilen antimikrobiyal etkili
ve biyobozunur malzemelerle gelistirilen paketleme malzemeleri, nanokompozit ve akilli
ambalajlar gibi teknolojik tiriinler, gidalarin daha giivenli ve raf 6mriiniin daha uzun siireli

olmasini saglamaktadir (Stirengil ve Kiling, 2011).

2.2.3. Malzeme

Nanoteknoloji ¢ok farkli alanlarda malzeme biliminde kullanilmaktadir. Ozellikle
iiretim maliyetlerinin yiiksek oldugu otomotiv, havacilik ve uzay araglarinda maliyeti,
agirhgr ve yakit giderlerini azaltmak, metal parcalarin ve boyanin dis etkenlere karsi
direncini arttirmak i¢in kullanilmakla birlikte, asinmayi Onleyici {rlinlerde de
nanoakigkanlarin kullanimina rastlanmaktadir. Otomotiv sektoriinde {iiretilen araglarin
hareketli parcalarinin asinmasin1 6nlemek ve boyalarmin ¢izilmesi engellemek icin

kullanilan baz1 kaplamalarda nanopartikiil teknolojisinden faydalanilmaktadir. D6kme metal
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ve seramik iiretiminde ise nanotaneciklerden yariklarin kaplanmasinda faydalanilmaktadir.
Nanodlgek boyutlara getirilen kaplama malzemesi ile yariklar kaplandiginda malzemeler
kuvvetlenir, daha dayanikli ve asinmaya kars1 direngli hale gelir. Havacilik ve uzay alaninda
kullanilan koruyucu kiyafetlerin dayanikliligim1 arttirmak, araclarin, daha hafif hale
getirirken daha kuvvetli malzemelerle kaplayarak daha uzun siire asinma ve erozyona karsi
mukavemetini arttirmasina olanak saglarken, hafifliginden dolay1 yakit maliyetini diisiirmek
icin kullanilmaktadir. Diisitk maliyetli ve temiz iiriinlerin elde edilebilmesine olanak
sagladigi i¢in nanoteknoloji kullanilarak iiretilen trlinler finansal karsilik olarakta oldukca

yiiksektir (Celep, 2007).

Tekstil nanoteknolojiden en ¢ok yaralanan sektdrlerden birisidir. Tekstil tiriinlerinin
iiretiminde nanoteknolojiden faydalanilmasi ile elde edilen iiriinlere nano-tekstil adi
verilmektedir. Bu teknoloji sayesinde tekstil sektoriinde iiretilen {irlinlere yeni 6zellikler
kazandirilarak daha islevsel ve uzun Omiirlii bir hale getirmek miimkiindiir. Ultra gii¢li,
dayanikli kumaslar, kendi kendini temizleyebilen kumaslar, endiistriyel kiyafetler, askeri
irlinler, giyim, ev ve otomotiv ddsemelerinde hedefe yonelik islevsel kumaslar,
antibakteriyel ve tibbi kumaslar, {izerinde su tutmayan kumaglar, radyasyon engelleyici
kumaglar ve alev almayan kumaslar nanoteknolojiden yararlanarak gelistirilmis tekstil

iriinlerine 6rnektir (Patra ve Gouda, 2013; Sawhney vd., 2008).

“Nanoteknoloji, endiistriyel alanda lazerlerin, mikrosensdrlerin, mikromakinalarin,
optoelektronik elemanlarin ve komponentlerinin uygun sekilde bir araya getirilerek iiretime
kazandirilmalarii saglarken, ormancilik endiistrisinden aga¢ isleme ve mobilya iiretim
makinalarina, kimyasallardan yapistiricilara, mobilya tekstiline kadar hemen her {iriin
nanoteknoloji kullanilarak {iretilmekte, miikemmellestirilmekte ve sektoriin kullanimina

sunulmaktadir” (Bardak vd., 2016).

Enerji tiretiminde verimliligi arttirmak olduk¢a 6nemlidir. Nanoteknoloji sayesinde,
yiiksek hacimli maddeler kullanilarak elde edile malzemelere kiyasla daha iistiin nitelikte
tirtinler iiretilebilmesi, elektrik ve enerji alaninda gelistirilen bazi {irlinlerinde daha {istiin
nitelikli olmasma yol agmistir. Bu nedenle elektrik ve enerji alaninda nanoteknoloji
uygulamalarina giderek artan ve yiiksek oranlarda yatirim biitgeleri ayrilmaya baslanmustir.

Enerji ve elektrik iiretiminde nanoteknoloji kullanimiyla birlikte, artan ylizey alanlari,
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bataryalarin iiretim asamasinda gelistirilen yontemler sayesinde daha yiiksek enerji ve daha
fazla glic yogunluguna sahip, verimli elektrik ¢iktis1 saglayan depolama {iriinleri
iiretilmesine olanak tanimis, bu sayede gecmiste kullanilan geleneksel yontemlere gore

nanopargaciklar, oldukga 6n plana ¢ikmistir (Ediz, 2018; Yazici, 2009).

Giines enerjisi; kaynagi tilkkenmeyen, ¢evreye zarar vermeyen ve gelecekte daha
yayginlagmasi beklenen bir enerji kaynagidir. Nanoteknoloji sayesinde enerji kaynagi olarak
giinesi kullanan gilines pillerinin iretim ve tasarlanmasinda kokli degisikler ve
gelistirmelerin  6nii  agilmistir.  Nanoteknolojiden faydalanilarak {iretilen tellerden
elektronikte ve nano elektromekanik cihazlarin {iretiminin yani sira, 1sikla etkilesebilen
elektronik cihazlarda ve biyo-molekiiler nano algilayicilarin tiretiminde faydalanilmaktadir.
Ozellikle yeni nesil giines panelleri, dnceki nesillerde iiretilen giines panellerine gore gesitli
avantajlar barindirmaktadir ve bu avantajlarinin ¢ogunun kaynagi ise {iretiminde

nanoteknolojik yontemlerin sagladig1 yeni yaklasimlardir (Ates, 2015).

2.2.4. Savunma Sanayi

Nanoteknolojinin agtig1 yeni ufuklar sayesinde gelistirilen yeni iiretim yontemleri,
savunma sanayisinde ve giivenlik alaninda da yeni uygulamalar ve aletler gelistirilmesine
sebep olmustur. Savas ugaklar1 basta olmak iizere savas durumunda ve gilivenligin
saglanmasinda kullanilan teknolojik iiriinlerin daha kii¢iik boyutlarda veya daha dayanikli
malzemelerin {iretilmesinde, ozelliklerinin gelistirilmesinde, ileri bilgi teknolojilerinin
gelistirilmesinde nanoteknolojiden faydalanilmaktadir (Yazici, 2009). 2014 yilinda
yayinlanan bir makalede nanoteknolojinin savas ve savunmay1 hem devletler hem de devlet
dis1 giicler icin yeniden yapilandirabilecegini belirtmis ve giic dengelerini degistirme
potansiyeli bakimindan baruttan sonraki en 6nemli icat olabilecegini iddia edilmistir (Clunan
vd., 2014). Nanoteknolojinin askeri uygulamalarin pek ¢ok alaninda kullanilabilme
potansiyeli tagidiginin savunuldugu benzer bir goriis ise bir sonraki yil yayinlanmistir (Rali
vd., 2009). Bununla beraber yeni nesil robotlarin iiretilmesi, akilli, hafif ve koruyucu askeri
kiyafetlerin iretilmesi, beyin makine etkilesimi, yeni nesil goriintiileme cihazlari, doku
miithendisligi ve yapay organlar ve biyoakiskan sensorler gibi alanlarda uluslararasi savunma

sanayinin yogunlastig1 goriilmiistiir (Kosal1 ve Kara, 2019).
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2.2.5. Kozmetik

Estetik kaygilarin 6n plana ¢ikigi ve kozmetik iiriinlere ilginin giderek arttig
giniimiizde; nanoteknolojiden estetik ve kozmetik sektoriinde de siklikla
faydalanilmaktadir. Ozellikle medikal alanda yapilan nanoteknolojik arastirmalar kozmetik
sektoriiniin yakindan takip ettigi bir alan haline gelmistir. Parcalar kiiciildiikce deri
tarafindan emilimi kolaylastig1 ve aktif maddelerin cildin alt katmanlarina kadar ilerlemesine
olanak sagladig1 i¢in nanopartikiillerin, giines ve yaslanma karsitt kremlerde, far ve rimel
gibi makyaj malzemelerinde birgok uygulamalart mevcuttur. (Murty vd., 2013; Tiylek,
2019; Yazici, 2009). Ayrica sa¢ dokiilmesine karsi da nanoteknoloji ile iiretilen cesitli ticari
iiriinler Uretilmektedir. Bununla beraber ¢esitli cilt deformasyonlarina kars1 giizellik ve
estetik merkezlerinde nanoteknoloji iiriinlerinden faydalanilmaktadir. Nanoteknolojinin
bunlarin disinda el, yiiz, sa¢ ve tirnak bakim {iriinleriyle beraber parfiimeri alanlarinda da

farklh kullanimlarina rastlanmaktadir (Kaptanoglu, 2013).

2.2.6.Cevre ve Enerji

Son yillarda nanoteknoloji, genis uygulama alani ile pek ¢ok konuda arastirmacilarin
dikkatini ¢ekerek pek cok konuda potansiyel bir kaynak olarak umut vaad ediyor.
Nanopartikiillerden ve nanoteknolojiden ¢evre miihendisligi alaninda baslica toprak ve
yeraltt suyu 1slahi ile su tasarrufu, sera gazlarini ve tehlikeli gazlari azaltarak hava kirliligi
kontrolii, igme ve atiksu aritimi gibi ¢esitli uygulamalarda yararlanilmaktadir (Esmeray ve
Ozata, 2019). Uretilecek baz1 nanomalzeme ve nanokompozitler sayesinde fosil yakit
endiistrisindeki verimlilik arttirillarak, ¢cevreye daha az zarar veren ve yiiksek verimlilige
sahip yeni nesil motorlar elde edilebilir (Akbas ve Ozarslan, 2007). Nanoteknoloji iiriinii
enerji kaynaklar sayesinde fosil yakitlar ve hidroelektrik enerjisine ve onlara yonelik alt
yapiya bagimlilik azalacaktir. Isidan tiretilen elektrik olan termoelektrik enerji nanoteknoloji
sayesinde daha etkili kullanilacaktir (Ulutepe, 2010). Bu sayede daha ¢evre dostu enerji
kaynag1 elde etmenin yani sira iklimlerin korunmasina da nanoteknoloji uygulamalarinin
katki saglayabilecegi diistiniilmektedir Biiylik ¢capl fosil yakit sizintilarinin uzun yillar
boyunca dogaya verdigi zarar1 tam olarak ve kisa siirede gidermek giiniimiiz teknolojisi ile

oldukga zor ve maliyetlidir. Nanoteknolojinin bu tiir sizintilardan kaynakli ¢evre kirliliginin
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etkilerini ortadan kaldirmaya yonelik ¢caligmalara heniiz yeni baglanmis olsa da gelecek icin

biiyiik umutlar sunuyor (Mahajan, 2011; Mishra vd., 2022).

2.2.7. Bilgisayar ve Bilisim Teknolojisi

Giliniimilizde bilgisayarlar, tabletler, cep telefonlar1 ve benzer teknolojik {irtinler
insanlar igin artik temel bir ihtiya¢ haline déniismiistiir. I¢inde bulundugumuz bilisim
caginda bilgiye ulagimdan finans sektoriine hemen her alanda bu tiir teknolojik {irtinler
kullanilmaktadir. Pandemi ile hayatimizin bir pargasi haline gelen uzaktan egitim ve online
kurslar, online kiitiiphaneler, egitim videolar1 gibi ¢esitli materyaller, bilgisayar ve bilisim
teknolojilerini egitim sektdriiniin en temel egitim materyallerinden birisi haline getirmistir.
E-nabiz, online randevu, online tahlil sonucu takibi, goriintiileme, teshis ve hasta takip
cihazlar gibi materyallerle saglik sektorii de bilgisayar teknolojileri ile ayrilmaz bir is birligi
kurmustur. Bununla beraber ulasim sektorii gibi pek cok temel sektér bu ve benzeri

teknolojik aletlerin varligiyla devam edebilmektedir.

Modern bilgisayarin ilk 6rnegi olarak kabul edilen ve 2. Diinya Savasi sirasinda
iiretilen ENIAC, bir insanin 20 saatini alan bir gorevi sadece 30 saniyede yapabilen, 30 ton
agirliginda 1500 metrekare taban alani olan bir makineydi (Dikkaya ve Aytekin, 2019;
Sigirci, 2021). Giiniimiizde iretilen bilgisayarlar ise bu bilgisayardan ¢ok cok kiigiik
boyutlarda iiretilmelerine karsin; ¢ok daha fazla veriyi, ¢ok daha hizli bir sekilde analiz etme
kapasitelerine sahipler. Kullanilan cihazlarin boyut olarak ¢ok kiiglilerek nano dlgeklere
inmesi, bilgiyi islemede yeni bir bakis agisin1 beraberinde getirmektedir (TUBITAK, 2004).
Nanometre boyutlarinda olusan kuantum etkilerini temel alan tek-elektron transistorler, tiinel
diyotlar ile molekiiler elektronik aygitlar, yeni gelisen bu teknolojinin temelini
olusturacaktir. Yonga iireticileri, ince bir silikon tabanin iizerine daha fazla transistor
yerlestirmenin yordamini ararken, IBM altindan bir taban {izerine nano tiipler yerlestirerek
yaptigi ilk transistorii tamamlamistir (Ulutepe, 2010). Gelecekte nanoteknolojinin sundugu
imkanlar sayesinde ¢ok daha kiiciik boyutlu, verilerin cok daha hizli islendigi, cok daha fazla
bilgi yiikleme ve isleme teknolojisine sahip bilgisayarlarin, tabletlerin ve mobil telefonlarin
yiiksek teknoloji ile gelistirilmesi ve kuantum bilgisayarlarin yayginlasmasi beklenmektedir.
Bu nedenle bilgisayar ve bilisim teknolojilerinde gelecegin teknolojisi kuantum bilgisayar

ve diger nanaoteknoloji iiriinleri ile ilgili aragtirmalar yogun bir sekilde ve hizla devam
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etmektedir. Giinlimiizde bilgisayar, cep telefonu gibi tirinlerin bilesenlerinde nanoteknolojik
riinlerin kullanimi yayginlasmis ve bu teknoloji ile kuantum bilgisayarlarin ilk 6rnekleri

iiretilmeye baslanmistir.

2.3. AgNP’lerin Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Gilimiis nanopartikiiller, termal, optik ve elektriksel oOzelliklerinin yani sira
antimikrobiyal etkileri nedeni ile de olduk¢a dikkat ¢eken ve lizerine ¢aligmalar yapilan
nanopartikiillerden bir tanesidir. AgNP'ler, gidalarin depolanmasinda, tip ve farmakolojide,
tekstil triinlerinin kaplamasinda ve pek ¢ok ¢evresel uygulamada antibakteriyel ajanlar
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Hammamchi, 2019). AgNP’ler yiiksek iletken
olduklarindan dolay1 biyosensorlerin daha hizli elektron transfer etmesine neden olurlar.
Biyosensorlerin daha hassas ¢alismasini sagladiklar1 i¢in  AgNP’lerin elektronik
malzemelerde, enerji sistemlerinde, beyaz esyalarda, oyuncaklarda, optik cihazlarda, kimya
alaninda, lazerler ve sensorler gibi pek ¢ok farkli alanda kullanildigi bilinmektedir. Bunun
yani sira ¢esitli bitkilerin ekstraktlar1 kullanilarak yesil sentez yontemi ile elde edilen glimiis
nanopartikiillerin bitki biyoteknolojisi alaninda kullanimina rastlanmaktadir (Beykaya ve
Caglar, 2016; Esmeray ve Ozata, 2019; Nartop, 2019).

Gliniimiizde patojen organizmalarin kullanilan ilaclara karsi direng gelistirmeye
baglamasi, toplumun sagligini olumsuz etkilemis ve tedavi siirecinin uzamasma ya da
tedavide istenen sonuglarin alimamamasina neden olmustur. Bu nedenle arastirmacilar
bakterilere ve virtislere kars1 yeni 6ldiiriicii ajanlar1 gelistirmek i¢in giimiis nanopartikiillere
yonelmistir (Kasthuri vd.,2009). AgNP'lerin viriislerin kendini kopyalamalarini ve baglanma
yeteneklerini baskilayarak, viriislerin dis proteinlerine baglanabilecekleri kaydedilmektedir
(Hammamchi, 2019). Ayrica son yillarda AgNP’lerin antitlimor aktiviteleri lizerine de
caligmalara literatiirde rastlanmaktadir. Yapilan bir ¢alismada MFC 7 meme kanseri
hiicrelerinde AgNP’lerin antitiimor aktiviteye sahip oldugunu vurgulanmistir (Franco-
Molinavd., 2010). Gliimiis nanopartikiiller, sergiledikleri kendilerine 6zgii optik, elektiriksel,
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden dolay1 diger biyomedikal nanomateryallerden
ayrismakta ve bdylece, meme kanseri, 16semi, akciger ve cilt kanserleri gibi kanserlerin
tedavisinin yani sira antiviral ajanlar, antibakteriyel ajanlar olarak farmakolojide,

biyosensorlerde ve biyomedikal uygulamalar gibi c¢esitli alanlarda tip sektoriinde
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kullanilmaktadir (Hammamchi, 2019; Katshuri vd., 2009; Franco-Molina vd., 2010;
Rajeshkumar vd., 2012). Giimiis nanopartikiillerin hem antibakteriyel hem de
antiinflamatuar yetenekleri sayesinde yaralarin iyilesme siiresini kisaltabilecek 6zelliklere
sahip oldugu bildirilmistir (Altav vd., 2019). AgNP’ler, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Klebsiella mobilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
ve Cryptococcus neoformans tizerindeki antimikrobiyal etkileri nedeniyle tip bilimlerinde
aktif olarak yer almistir (Rajeshkumar vd., 2012). Bakteriler, mantarlar ve viriisler lizerinde
olan etkilerinden dolay1 ila¢ ve tedavi edici Triinlerde, tibbi cihazlarin dezenfekte
edilmesinde, su ve atiksu aritimi1 gibi hastalik yapici ¢evresel faktorlerin aritilmasinda, igne
batmayan eldivenler gibi tibbi tekstil {iriinlerinde kullanilmakta ve kullanilabilecek yeni
iriinler gelistirmek icin arastirmalar devam etmektedir. (Beykaya ve Caglar, 2016; Esmeray

ve Ozata, 2019; Nartop, 2019).

2.4. Hypnum cupressiforme Hedw.

H. cupressiforme Hedw., tir adini Yunanca hypnos kelimesinden almaktadir.
Geg¢miste bu bitkinin yastik dolgusu olarak kullanilmasi nedeni ile uyku ile iligskilendirildigi
i¢in bu ismin verildigi diistiniilmektedir. H. cupressiforme, Hypnum cinsine ait, Hypnaceae
Schimp familyasindan, diinya iizerinde genis bir yayilima sahip, kozmopolit bir kara yosunu

tiriddir.

Dioik, pleurokarp bitkilerdir. Yapraklar konkav, oval, u¢ kisma dogru gittikce
incelmis, genellikle darca gdvde iizerine iist liste dizilerek uzanmus, sivri uclu, orak seklinde
veya diizdiir. Yaprak kenar1 diiz veya disa dogru kivrik, kiigiik disli veya dissiz; orta damar
ince, kisa, ¢ift, arada bir ise orta damar hi¢ yoktur. Yapragin u¢ kismindaki hiicreler egri,
dalgal1 kenarli ve elipsoid yapida iken merkezdeki hiicreler egri ve ipligimsi yapidadir.
Yapragin koselerindeki hiicreler genellikle farkli, kiiciik ve kare seklindedir. Kapsiil
asimetrik ve egilmis; peristom iyi gelismistir (Oztiirk, 2000). H. cupressiforme Hedw. Diinya
genelinde ekspansiyonu genis, kozmopolit bir bitkidir ancak ana yayilim bdlgesi
Laurasia’dir. Kuzey Amerika’da sadece bir orta boy fenotip bulunurken Avrupa’da yiiksek
yayilim ve c¢esitlilik oranina sahiptir. Tiirkiye’de de en yaygin olarak goriilen yosun
tiirlerinden birisidir. Bu tiirlin Kuzey Amerika'dakine oranla Avrupa daha genis yayilim ve

cesitlilik gdstermesinin sebebi; Pleistosen'deki Buzul Caglar1 sirasinda Avrupa'da degisen
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iklim ve g¢evre kosullar1 olabilir (Abay vd., 2009; Abay vd., 2012; Belivermis ve Cotuk,
2010; Erdag ve Yayintas, 1999; Frahm, 2009; Oztiirk, 2000; Uyar ve Cetin 2004; Yayintas
vd., 1994).

Sekil 5. Hypnum cupressiforme Hedw.

“Ulkemizde tohumlu bitkiler ve egreltileri konusunda yayinlanmis eserler mevcut
iken karayosunlari cigerotlar1 konusunda heniiz boyle bir eserin ortaya konmamis olmasi, bu
konudaki eksikligimizi ortaya ¢ikarmaktadir. Fakat son 10—15 yilda bu alanda yapilan gerek
flora gerekse de biryofitlerin kullanimiyla ilgili ¢alismalar yavas yavas biryofitlerin
oneminin anlasildiginin ve bu bitki grubuna da tohumlu bitkiler gibi deger verildiginin bir

isaretidir.” (Abay ve Kamer, 2010).

2.4.1. Karayosunlarim Genel Ozellikleri

Su aldiginda sisen bitki olarak Tiirk¢e’ye terciime edilebilecek olan biryofit kelimesi
koken olarak Latince’dir. Genel olarak, haploit dolii  diploit doliin takip ettigi hayat
dongiisiine sahiptir. Karada yasayan bitkiler igerisinde gametofit hakim hayat dongiileri olan

tek bitki grubu karayosunlaridir (Vanderpoortenand ve Goffinet, 2009). Karayosunlari,
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yaprakli karayosunlar1 (Bryophyta), cigerotlar1 (Marchantiophyta) ve boynuzlu cigerotlarini
(Anthocerotophyta) kapsayan, diinya ¢capinda 20.000’den fazla tiirii olan, karasal bitkilerin
en biiyiik ikinci grubu olmasina ragmen, ekolojik ve biyolojik 6zellikleri ile arastirmacilar
biiylilemeye devam etmekte olan en eski kara bitkileridir (Erdag ve Kiirschner, 2017; Rajcic
vd., 2023).

Haploit (n) gametofiti, diploit (2n) sporofit takip ettigi karayosunlarinin hayat
dongiisti haplodiplont dol degisiminden ibarettir (Giirsu, 2012). Fotosentetik organizmalarin
evrimsel siirecleri ve izledikleri yollar hakkinda bilim adamlar1 mutlak bir ortak goriise sahip
olmasa da evrimsel biyologlar n kromozoma sahip organizmalarin, karalar istila eden ve

baskin durumda olan 2n kromozoma sahip organizmalardan 6nce evrimlestigi konusunda

hemfikirdirler (Glime, 2017).

Bitkilerin hareketsiz organizmalar olarak hayatta kalmayi1 basarabilmelerinin
nedenlerinden biriside siddetli mevsim degisiklikleri basta olmak {izere farkli ortam
kosullarina uyum saglayabilecek sekilde evrimlesmesi ve yasam dongiisii asamalarinin bu
stireclere uyum saglayabilmesidir. Biryofitlerdeki lignin eksikligi morfolojik gelisimlerini
simnirlamis  ve boyutlarinin  ¢ok fazla ylikselmesini engellemistir. Bununla birlikte,
biyokimyasal gelisimlerinde muazzam bir gesitlilik elde etmisler, genellikle trakeofitlerde
nadir goriilen veya bilinmeyen yeteneklere sahip olmuslardir. Bu gelisim, otcullar, bakteriler
ve mantarlar da dahil olmak iizere diger organizmalarla etkilesimlerden biyokimyasal olarak
korunmalarinin yani sira, magaralarda ve derin sularda trakeofitlerin uzun siire
dayanamayacaklar1 kadar diisiik 151k seviyeleri ve 1s1 farklarina karsi hayatta kalma
yeteneklerinde kendini gosterir. Buna ek olarak, biyokimyasal olarak yonlendirilen
benzersiz yasam dongiisii stratejileri ve fizyolojik davraniglari, kiikiirt veya agir metallerle
kirlenmis bolgelerde dahil olmak {izere c¢ok cesitli nisleri isgal etmelerine izin verir.
Biryofitlerin sahip olduklari bu muazzam genetik ¢esitlilik, zengin biyokimyalarindan

kaynaklanmaktadir (Glime, 2017).

Yaklagik 380 milyon yil dnce ¢ogunlugu kiil ve kayalarla kapl yer yiiziinde su
yosunlarinin evrimlesmis tiirlerinin karasal yasami baglattig1 diisiiniilmektedir. Kdklerin
evrimsel siirecte taslagi olarak diisiiniilen piiskiillere sahip bu bitkiler, bu piiskiiller sayesinde

camurlu bolgelere tutunarak karasal hayatin onciileri olmuslardir. Bunlarin i¢inden kurak
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yerlerde yasayabilecek sekilde evrimlesenler ise karada hayatin yayilmasina, gelismesine ve
binlerce yeni tiirlin ortaya ¢ikmasina sebebiyet vermistir (Birand, 2021). Biryofitler, her
ekosistemin habitatlarinda bulunur ve 6rnegin besin dongiisii, su ekonomisi veya diger
organizma gruplari i¢in barinak saglama gibi her ekosistemde onemli bir rol oynarlar
(Yayintas ve Irkin, 2018). Cevresel faktorlere karsi dayanikliliklarr tohumlu bitkilerden
olduk¢a yiiksektir ve tohumlu bitkilerin gelisme imkani olmayan ortamlara birincil
stiksesyonda yerlesirler, habitatin 6zelliklerini degistirerek tohumlu bitkilerin yasayip
gelisebilecegi ortamlar1 hazirlarlar (Uyar ve Oren, 2012). Yeryiiziinde kutuplardan ekvatora
kadar hemen hemen her iklim kosulunda genis bir yayilim gosteren biryofitler, toprak, kaya
ve agac ylizeyleri, su i¢i gibi bulunduklar1 habitatlar icerisinde bir¢cok farkli substratlar
lizerinde yasamlarmi siirdiirmelerine karsin, kimyasal igerikleri hakkindaki bilgilerimiz
siirlidir ve bu konuda yeterince ¢alisma mevcut degildir (Alatas vd., 2012; Rajcic vd.,
2023). Biryofitlerin iireyebilmeleri i¢in kamgili spermlerin su ile disi gametlere taginmasi
gerekmektedir. Karayosunlarinin biiylik bir kismi lireme sirasinda suya bagimli olduklari
icin rutubetli yerlerde yasasa bile, birgok biryofitteki meiosporlar, kuru bir durumda uzun
yillar hayatta kalabildiklerinden ve sudan uzakta gelisimlerini siirdiirebildiklerinden dolay1
cayirlarda, hareketli kumlarda, kayalarin iistiinde, magaralarda, ciplak ve kurak yerlerde,
uzun zaman kurakliktan etkilenmeden yasayabilirler. Ayni zamanda bu ¢esitlilik yapilarinda
da farkliliklar olusmasina ve farkli ikincil metabolitler gelistirmelerine yol agmistir. Her ne
kadar tiremeleri suya bagimli oldugu i¢in biiyiik bir kism1 rutubetli yerlerde bulunsalar da
sudan uzakta gelisimlerini slirdiirebilmeleri ve bircogunun da kurakliga karsi higbir zarar
gormeden aylarca dayanabilmeleri, onlarin bitkiler aleminin amphibialar1 olarak

nitelendirilmesini de saglamistir. (Elibol, 2010; Giirsu, 2012; Savaroglu vd., 2011).

Karayosunlar1 talluslu bitkilerin evrimlesmis taksonudur (Elibol, 2010).
Karayosunlar1 basit yapili bitkilerdir ancak ortama adaptasyon yetenekleri oldukga fazladir.
Bu adaptasyon yetenekleri onlarin giinlimiizde kendilerine gore daha gelismis yapili
bitkilerle ayn1 ortamlarida paylasarak yasamlarini devam ettirmelerine olanak sunmaktadir.
Gergek bir kok ve govde yapilar1 olmayan karayosunlari alt epidermal hiicrelerinden ¢ikan
ve rizoid diye isimlendirilen yapilar sayesinde ortama tutunabilirler. Rizoid denilen bu
yapilarin karayosunlarina gore daha geligmis bitkilerin sahip oldugu ger¢ek kok yapilari gibi,
bitkinin ihtiya¢ duydugu suyu ortamdan alarak bitkinin diger bdlgelerine ulastirma

yetenekleri yoktur. Bu nedenle karayosunlarinin hayatta kalabilmek i¢in ihtiya¢ duyduklar
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suyu dogrudan ortamdan almalar1 gerekmektedir. Ureyebilmek i¢inde suya ihtiya¢ duyan
karayosunlar1 susuz ve asirt kurak ortamlarda dormansi durumuna gegebilirler. Bu
karayosunlarinin susuz ve zorlu kosullarda uyku durumuna gecerek 6lmeden kalabilmelerini
saglar. Dormansi durumuna gegen karayosunlari tekrar su ile bulustuklarinda dakikalar
icerisinde tekrar fotosentez yapmaya baslayabilirler. Bu 6zellikleri nedeniyle iiretimlerinin
tohumlu bitkilere goére hizli, daha az emek ve maliyet gerektirmekle birlikte, soguk hava
deposu gibi yardimci araglara ihtiyagc duymadan canliliklarinin daha uzun siire

korunabilecegi diisiiniilmektedir.

Biryofitler geleneksel tipta yiizyillardir ¢ok amagl bir ilag olarak kullanilan,
yeterince ¢alisilmamis bir kara bitkileri grubudur (Cianciullo vd., 2022). Biryofit tiirleri 400
yildan daha uzun bir siire dnce basta Cin ve Himalayalar olmak iizere Avrupa ve Kuzey
Amerika gibi bolgelerde tibbi bitki olarak kullanilmaya baglanmistir. Ayrica geleneksel Cin
tibbinda isimlendirilen kirk tiir, kardiyovaskiiler sistem, sistit, ciltteki bazi hastalik yanik ve
yaralar, tonsilit, brongit ve timpanit gibi hastalikalrin tedavisinde kullanilmistir. Atrichum,
Dicranum, Mnium, Polytrichum ve Sphagnum gibi birka¢ yosun cinsi antibiyotik aktif
maddelere sahiptir. (Diilger vd., 2005). Ilk karasal bitkiler olan ve oldukga elverissiz
ortamlarda bile hayatlarini devam ettiren biryofitler, bitkiler arasi rekabet, mikrobiyal
saldirilar, bocek ve hayvan predasyonu, kuraklik ve donma gibi iklim sartlari, UV korumasi
gibi biyotik ve abiyotik strese karsi ikincil metabolitler tretirler (Xie ve Lou, 2009).
Kendilerine 6zgii morfolojileri ve fizyolojileri nedeniyle biryofitler ikincil biyolojik aktif
bilesikler agisindan ¢ok ¢esitli ve zengindir. Biryofitler, polisakkaritler terpenoidler, lipidler,
amino asitler ve fenilpropanoidler dahil olmak tizere potansiyel olarak faydali dogal {iriinler
icerir (Yayintag ve Irkin, 2018). Sentezledikleri dogal iiriinler olan ikincil metabolitleri

nutrasotik ve farmasotik aktivitelere sahiptir.

Aromatik bilesikler, terpenoidler ve yag asitleri karayosunlar1 iizerinde yapilan
caligmalarda elde edilen sekonder metabolitlerdir. Terpenoidler ve aromatik bilesikler
giniimiizde  arastirilan  biryofitlerin ~ en  Onemli  sekonder {iriinleri  olarak
degerlendirilmektedir. Biryofitlerin barindirdiklart bu ikincil metabolitler ¢ok Onemli
teropatik kaynaklar olarak kullanilabilecegi diisliniilmektedir. Biryofitler lizerinde yapilan
cesitli calismalarda biryofitlerden elde edilen terpenoidlerin ve bazi aromatik bilesiklerin

bakteri ve mantarlara kars1 antibakteriyel ve antifungal etkinlige sahip olduklari belirtilmistir
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(Greeshma vd., 2017; Veljic vd., 2009; Xie ve Lou, 2009). Sekil 6’da kara yosunlarinin

sekonder metabolitleri gosterilmistir.

* Asetofenonlar
*Lignanlar
*Flavanoidler

* Alkaloidler

Aromatik Bilesikler

*Monoterpenler

o
KARAYOSUNLARINDA Seskiterpenler
BULUNAN SEKONDER Terpenoidler *Diterpenler

METABOLITLER *Triterpenler
*Steroidler

*Heksadekanoik asit
Yag Asitleri e Oleik asit
*Qktadekanoik asit

Sekil 6. Karayosunlarinda bulunan bazi sekonder metabolitler.

Karayosunlarinin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinin yan1 sira yapilan bazi
arastirmalarda, yiiksek oranda antioksidan aktivite sergiledikleri ve bu antioksidan
kapasitelerinin de baz1 yiiksek yapili bitkilerden fazla oldugu saptanmistir (Aslanbaba vd.,
2017; Onbasgli vd., 2014; Veljic vd., 2009; Yayintas vd., 2017; Yayntas vd., 2019). Yapilan
bir c¢alismada Tirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan ti¢ farkli biryofit tiiriiniin
antioksidan kapasitelerini incelenmis, her ¢ tiir biryofitin igeriklerinin dogal birer
antioksidan kaynagi oldugu ve kolaylikla ulagilabilecekleri savunulmustur (Yayintas vd.,
2017). Yaymtas vd. (2019) yapmis olduklari bir baska ¢alismada ise Canakkale ili
Kazdaglar1 bolgesinden topladiklari farkli biryofit tiirlerinin antioksidan igeriklerini
incelemisler ve H. cupressiforme Hedw, M. polymorpha, ve N. complanata’nin ekstraksiyon
verimlerinin  yliksek oldugunu, ayrica antioksidan aktiviteye sahip olduklarini
gostermislerdir. Oyle ki; 6zellikle antioksidan kapasite agisindan karayosunlarinin yiiksek
yapili bazi bitkilerden ¢ok daha iyi oldugu bilinmektedir (Aslanbaba vd., 2017).
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Arastirmalar, biryofitlerdeki ikincil metabolitlerin antitimér ajanlar olarak da islev
gorebilecegini vurgulamistir. Birgok calisma, biryofit ekstraktlarmin ve saf metabolitlerin
birgok kanser hiicre hattina karsi sitotoksik oldugunu gostermistir (Cianciullo vd., 2022).
Vollar vd. (2018) 2014 yilinda Macaristan’dan topladiklar1 biryofit rnekleri ile yaptiklar
caligmada; 42 tiirden elde ettikleri 99 ekstraktin hepsinin en az bir kanser hiicre dizisini %25’
ten daha fazla inhibe ettigini savunmusur. Yine ayni ¢alismada bazi ektraktlarin antibiyotik
etkileride kontrol edilmis ve basta MRSA olmak iizere bazi1 bakterilere orta diizeyde etkisi
gosterilmistir. flging bir sekilde, bu molekiillerin ve tiirevlerinin bazilar1 kanser hiicrelerinde
belirli bir hedef tizerinde etkili olabilmektedir. Biryofitlerden elde edilen bazi makrosiklik
bibenziller, P-glikoproteini inhibe ederek ¢oklu ilaca direngli kanser hiicresi fenotiplerini

tersine ¢evirebilir (Vollar vd., 2018).

Ozellikle son yillarda yapilan ¢alismalarda karayosunlarinin antikanser, antifungal,
antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklerini 6n plana ¢iktig1 goriilmekte ve gdsterdikleri ilging
biyolojik aktiviteleri sayesinde tipta kullanilabilecekleri diistiniilmektedir (Lunic vd., 2022;
Vollar vd., 2019; Yayintas ve Irkin, 2018).

2.4.2. Hypnum cupressiforme Hedw. tiiriiniin tibbi kullanim alanlari

[ag iiretimi ve gelistirilmesi sirasinda sentetik yontemlere ek olarak bitkilerden elde
edilen dogal iiriinlerde kullanilmaktadir. Bitkilerin tedavide yararli 6zellikleri arastirilarak
bilimsel olarak ispatlanmasi ile yeni ilaglarda kesfedilmeye baslanmistir (Eloff, 1998).
Sentetik yontemlere gore cevreye olan etkileri ve maliyetleri goz Oniine alindiginda
bitkilerden ilag gelistirmenin daha avantajli oldugu bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’nde
bu konuya dikkat cekerek; ilag gelistirmek icin en iyi kaynaklarin bitkiler oldugunu
vurgulamistir. Gliniimiizde bitki bilesenlerinin ila¢ yapiminda kullanilmas1 amaciyla diinya
genelinde pek c¢ok calisma yapilmakta, bu arastirmalar sonucu farkli bitkilerin farkli
hastaliklar ya da hastalik yapici mikroorganizmalar iizerinde insan sagligina yararli etkileri
ortaya konulmaktadir. Her yeni bulgu bitkisel bilesiklerin kullanildig1 yeni ilaglar

uretilmesine zemin hazirlamaktadir.

Bitkiler i¢lerinde barindirdiklar1 biyoaktif bilesikler sayesinde terdpatik olarak ciddi

potansiyel barindirirlar. Diinyada {izerinde oldukg¢a genis alanlara yayilmis olan ve zorlu
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iklim kosullari, bocekler, hayvanlar, radyasyon gibi ¢evresel etkilere karsi olduk¢a direncli
olan biryofitler; barindirdiklar1 ¢ok sayida ikincil bilesikler sayesinde tip alaninda aktif
olarak kullanilabilecek onemli kaynaklar arasindadir. (Bhattarai vd., 2009; Gaurav vd.,
2018; Provenzano vd., 2019; Xie ve Lou, 2009; Yayintas vd., 2019).

Yaymtas vd. (2019) tarafindan onbir farkli yosun tiirii ekstrakti ile yapilan bir
caligmada H. cupressiforme Hedw. ekstrakti anlamli bir antimikrobiyal etki gostermezken,
en yiiksek antioksidan etki gosteren iki tiirden birisi olarak, test edilen karayosunu tiirleri
arasinda antioksidan etkisi ile 6n plana ¢ikmistir. Yine ayni ¢alismada A549 hiicrelerinde
orta diizey, Hela kanser hiicreleri iizerinde ise yiiksek diizeyde antiproliteratif etki
gostermistir (Sekil 7). Yapilan ¢alisma ile H. cupressiforme Hedw. nin antioksidan etkileri
ve antikanser ajan olma potansiyeli barindirmasi nedeniyle tibbi ve farmakolojik olarak

kullanilmaya aday dogal bir kaynak oldugu vurgulanmstir (Yayntas vd., 2019).

A549 antiproliferative effect Antiproliferative effect on
on lung cancer cells. Hela Cancer Cells
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2
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! 1,5
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0,2 I
0 0
ESF mDMSO m25 m50 m100 m200 ESF mDMSO m25 m50 m100 m200

Sekil 7. H. cupressiforme Hedw. ekstraktinin antiproliferatif etkisi (Yayintas vd., 2019)

Altuner vd. (2014) H. cupressiforme Hedw., C. cuspidata Hedw. ve D. polysetum
Sw. tiirii karayosunlarinin onsekiz farkli bakteri susu iizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini

inceledikleri ¢aligmada; H. cupressiforme Hedw. etanol ekstraktinin, Salmonella kentucky,
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Salmonella infantis, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli iizerinde antibiyotik etkisi

oldugunu gézlemlemislerdir.

Bir bagka ¢alismada ise; i¢lerinde H. cupressiforme Hedw. metanol ekstraktininda
bulundugu sekiz karayosunu tiiriinlin, sekiz farkli bakteri susu ve ii¢ farkli maya susu
tizerinde disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitesi incelenmis, H. cupressiforme
Hedw. tiiriiniin tiim suslar {izerinde 6 mm ile 14.2 mm arasinda degisen Slgiilerde zon gap1
olusturdugu tespit edilmis ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir (Diilger vd.,
2005). Diilger vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada H. cupressiforme Hedw. metanol

ekstraktinin disk iizerinde olusturduklari zon ¢aplar1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2

Diilger vd. (2005) tarafindan yapilan ¢caligmanin sonuglari.

H. cupressiforme Hedw. metanol ekstrakti disk difiizyon zon caplari

Mikroorganizmalar Ekstrakt Gentamisin Klotrimazol
B. subtilis 14.2 7.0

E. coli 12.2 28.2

K. pneumonia 10.4 22.4

P. aeruginosa 11.6 8.0

S. typhimurium 12.4 26.0

S. aureus 12.6 19.8

S. pyogenes 9.2 18.0

M. smegmatis 6.0 16.0

C. albicans 9.8 15.0
R. ruba 11.2 16.0
K. fragilis 11.4 18.0

Veljic vd. (2009) bes farkli bakteri susu ve alt1 farkli mayadan elde edilen suslar
lizerinde yaptiklar1 ¢alismada H. cupressiforme Hedw. ekstraktinin antibakteriyel etkileri
oldugunu gostermekle birlikte, antifungal etkilerinin antibakteriyel etkilerinden fazla oldugu

sonucuna ulagmislardir.

Ertiirk vd. (2015) bakteri ve mantarlardan olusan on ii¢ farkli mikroorganizma
iizerinde sekiz farkli karayosunu ekstraktinin antimikrobiyal etkinligini incelemis ve H.
cupressiforme Hedw. degisen oranlarda antimikrobiyal ve antifungal etkinlik géstererek test

edilen mantar ve bakteri suglarini inhibe etmistir.
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Yapilan bir bagka ¢alismada ise; literatiir ile uyumlu olarak H. cupressiforme Hedw.
yiiksek antioksidan aktivite gostermekle beraber antidiyabetik, anti-néroinflamatuar, anti-
norodejeneratif ve antitimor potansiyellerinin oldugu da belirtilmistir. Bu ¢calisma ile ilk kez
diabet hastalig1 lizerinde denenen H. cupressiforme Hedw. umut verici potansiyele sahip
olmakla beraber meme kanseri iizerinde de antitimor etki gostermistir. Calismanin bir baska
sonucu ise H. cupressiforme Hedw.’nin parkinson ve alzheimer hastaliklarinin tedavisinde

de umut verici bir aday oldugunun goriilmesidir (Lunic vd., 2022).

H. cupressiforme Hedw. tiiriiniinde bulundugu bazi biryofit tiirleri {izerinde yapilan
calismada; Bacillus cereus, Candida albicans, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas aeruginosa ve Yersinia

pseudotuberculosis, tiirii bakterilere kars1 etkinligi oldugu gésterilmistir (Ugiincii vd., 2010).

Literatiirde de goriildiigii tizere, H. cupressiforme Hedw. teropaik etkileri hakkinda
yapilan ¢aligmalar kisitli olsa da; bu bitkinin iyi bir antioksidan, antifungal ve antibakteriyel
aktiviteye sahip olmasinin yani sira; meme kanseri gibi bazi kanser tiirleri, diyabet hastaligi,
Parkinson ve Alzheimer gibi dejeneratif hastaliklarda ve gelecekte pek c¢ok hastaligin
tedavisinde kullanilmak iizere yiiksek potansiyel barindiran bir kaynak adayr oldugu

diistiniilmektedir.

2.5. Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalarin biiylimelerini ya da gelisimlerini engelleyen veya onlarin
6lmesine yol agan bilesiklere antimikrobiyal maddeler denir. Antimikrobiyal 6zellikler
sergileyen maddelerin bazilar biitiin hiicreler iizerinde benzer toksik etkilere sahiptirler ve
antimikrobiyal etki acisindan segicilik gostermezler. Baz1 antimikrobiyal etkilere sahip
maddeler ise patojen etki gdsteren mikroorganizmalar iizerinde oldukc¢a toksik etkiler
gosterirken, insan ve hayvan dokulari {izerinde toksik etkileri ya hi¢ yoktur ya da bu
mikroorganizmalar iizerindeki toksik etkilerine cok daha azdir. Bu bakimdan antimikrobiyal
maddelerin segici toksisiteleri birbirlerine gore gesitli farkliliklara sahiptir. Segici toksik
ozellik gosteren antimikrobiyal ajanlar; konak¢i1 canlinin kendisine zarar vermeden hedef

patojen mikroorganizma iizerinde toksik etki gostererek oliimlerine neden olduklar i¢in
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hastalik yapici1 patojenlerle miicadelede olduk¢a kullanishidirlar (Madigan ve Martinko,
2010).

Teropatik etkiye sahip bitkiler igerdikleri antimikrobiyal maddeler sayesinde
diinyanin  farkli  bolgelerinde ilag sektoriinde antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanilmaktadirlar (Mahesh ve Satish, 2008). Kimyasal maddeler kullanilarak gelistirilen
antimikrobiyal etkiye sahip bir¢ok madde insan sagligi agisindan istenmeyen etkilerin ortaya
c¢ikmasina neden olur. Hedefe yonelik tek bir ajana ise patojen bakteriler direng
gelistirebilirler. Bitkisel kokenli kompleks bilesiklerden olusan antimikrobiyal ajanlara kars1
patojenlerin direng gelistirme ihtimali azalirken, insan sagligina tehdit olabilecek yan etkiler
gostermezler ve bir¢ok enfeksiydz hastalikla miicadelede terapétik potansiyel baridirirlar

(Parham vd., 2020).

Son yillarda patojenlerin direng gelistirmeleri sonucu antibiyotik ilaglarin yetersiz
kalmas1 ve sentetik tiretim yontemleri ile gelistirilen ilaglarin zayifliklar1 sonucu bitkilerin
antimikrobiyal aktiviteleri hakkinda arastirmalar gogalmaya baslamistir. Bitkilerden elde
edilen ve patojenleri 6ldiiren ya da gelisimini engelleyen bilesikler; elde edildigi bitkinin
tiirine, iginde bulunan kimyasal bilesiklere, yogunluguna, hedef olarak segilen patojen
mikroorganizmanin tipine ve konsantrasyonuna, substratin yapisina ve saklanma sekillerine
gore bu yeteneklerinde farkliliklar gosterir (Sagdig, 2003). Biryofitlerden birgok antibiyotik
izole edilmistir, ancak etkinligi kanitlanmis olmasina ragmen ¢ok azi tibbi kullanim ig¢in

gelistirilmistir (Glime, 2017).

Bir maddenin antimikrobiyal etkinligin belirlenmesi asamasinda kullanilan farkli
yontemler mevcuttur. Bu yontemlerden birisi minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK)
degerinin belirlenmesidir. Teste tabi tutulan patojen mikroorganizmanin iiremesini
engellemeye yetecek en diisiik madde miktarinin dlgiilmesi ilkesine dayanir (Madigan ve
Martinko, 2010). Mikroplara karsi potansiyel barindiran bir maddenin antimikrobiyal
etkinligini 6lgmek icin kullanilan yontemlerden birisi de disk diflizyon metodudur ve bu
yontem antimikrobiyal etkinligi 6lgmek i¢in en sik kullanilan yontemlerden bir tanesidir.
Antimikrobiyal etkinligin belirlenmesinde kullanimina en ¢ok rastlanan iki yontemden birisi

MIK degerinin belirlenmesi yontemi digeri ise disk difiizyon yontemidir (Karanki, 2013).
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MIK degerini belirlemek icin, her biri farkl1 yogunluga sahip besiyeri igeren kiiltiir
tipleri hazirlanir ve gozle gorilemeyen ¢ok sayida mikroorganizma ile asilanir.
Inkiibasyondan sonra, tiiplerde gozle goriiliir bulamklik olusup olusmadigi kontrol edilir.
Tiipte gozle goriiliir bir bulaniklik olusmus ise bu, mikroorganizmalarin yliksek seviyelere
ulastig1 ve test maddesinin bu mikroorganizmayi inhibe edici etkisi olmadig1 anlamina gelir.
Inkiibasyondan sonra bulaniklik gelismeyen tiipler, canli mikroorganizmalarin diisiik
seviyeli inokulumunu igerebilir veya mikroplarin tiimii antimikrobiyal ajan tarafindan
oldiiriilmiis olabilir. Bu iki sonug¢ gorsel olarak ayirt edilemez. Bu nedenle MIK testleri
antimikrobiyal bir maddenin biyosidal etkilerinden ziyade inhibe edici aktivitesinin
gostergesi olarak kabul edilir. MIK testinin hazirlama siirecinin basit ve kolay olmasi, ¢cok
fazla antimikrobiyal ajan kullanimina gerek duyulmamasi gibi oOzellikleri sayesinde
tekrarlanmasi kolaydir. Buna karsin test agsamasinda inkiibasyon zamani, sicaklik, pH ve
havalandirma gibi olusabilecek ¢ok kiigiik degisiklerden etkilenmektedir ve her defasinda
farkli sonuglar verebilir. Bununla beraber, tiim kosullar biiyiik bir 6zen ve dikkat ile
standardize edildiginde; birbirinden farkli antimikrobiyal ajanlar birbirleri ile
karsilastirilarak, test edilen patojen organizmaya karsi etkisi en yiiksek olan antimikrobiyal
ajan belirlenebilir (Madigan ve Martinko, 2010).

Antibiyotik duyarliligiin 6lgiilebilmesi i¢in kullanilan agar disk difiizyon yontemi
ise kagit disklere emdirilen antimikrobiyal ajanin duyarliligi hakkinda bilgi edinilmek
istenen maddenin bulundugu besiyerine difiize olmas1 prensibine dayanmaktadir (Ozmen-
Stizme, 2016). Bulaniklig1 standardize edilmis bir bakteri kiiltiirii agar plakasi yiizeyine esit
sekilde yayilir. Yiizeyi bilinen miktarda antimikrobiyal etkisi arastirilan madde ile kaplanmis
disk seklindeki filtre kagidi bu hazirlanan agar yiizeyine yerlestirilir. Inkiibasyon esnasinda
filtre kagidina eklenen madde agar yiizeyine yayilir. Antibakteriyel etkisi arastirilan
maddenin konsantrasyonu filtre kagidindan uzaklastikca azalmaya baslar. Disk seklindeki
filtre kagidindan en uzaga giden madde en diisiik konsantrasyona sahiptir. Test edilen ajan
eger belirli bir konsantrasyonda bakterilere karsi etkiliyse, etkili oldugu en diisiik
konsantrasyona kadar koloni gelisimini engelleyecektir. Koloni olusumunun engellendigi
bolgede disk etrafinda belli bir ¢apta inhibisyon zonu olusur. Disk etrafindan ne kadar genis
inhibisyon cap1 olusursa test edilen madde agarda bulunan mikroorganizmaya kars1 o kadar
etkilidir. Bu yontem patojenler {izerinde antibakteriyel ajanlarin etkinligini ve hassasiyetin

ol¢timlemek i¢in rutin olarak kullanilmaktadir (Madigan ve Martinko, 2010).
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(b)
Sekil 8. Disk difiizyon testi (a) Ve zon ¢apimin Slgiilmesi (b) (Ozmen-Siizme, 2016)

2.6. Antibiyofilm Aktivite

Biyofilmler, genellikle kati1 bir ylizeye baglanarak irettikleri sakkarit matris ile
cevrili bir alanda yasayan yogun bakteri topluluklaridir (Leone vd., 2006).
Mikroorganizmalar, ¢ogu zaman canli ve cansiz bir ylizeye tutunmus olan bu biyofilmlerle
kaplanmis ylizeylerde gelisirler. Biyofilmlerin hemen hemen her ortamda her yerde
bulunabilir, hem biyotik hem de abiyotik yiizeylere tutunarak tiim yiizeylerde gelisebilirler
(Schulze vd., 2021). Hastalik yapici mikroorganizmalarin biiyiiyiip gelisebilmeleri igin
ihtiya¢c duyduklar1 besinleri ihtiva eden biyofilmler, tutunduklar1 bolgelerden hiicrelerin
kopmasini engellerler. Enfeksiyona neden olan mikroorganizmanin biyofilm iiretebilmesi
ise enfeksiyoz hastaliklarla miicadeleyi olduk¢a zorlastirmaktadir (Onbasgh vd., 2017;
Wilkins vd., 2014). Biyofilmlerin antibiyotiklere kars1 direng gelistirme nedeni; biyofilmler
icinde gelisip bilyliyen patojen mikroorganizmalar i¢in dogal bir besiyeri olmasinin yani sira,
bu patojenler i¢in dogal bir bariyer olan hiicre dis1 polimerik bilesenleri olduk¢a yogun bir
sekilde tretmeleridir. Bu nedenle antimikrobiyal ajanlarin bu bariyerleri asarak bu
mikroorganizmalar iizerindeki etkinlik gosterme oranlar1 azalir. Bununla beraber biyofilm
icerisinde farkli patojenlerin gelismesi de toksik etkilerini arttirarak tedavinin basari sansini
azaltir. Bunun yani sira biyofilm bariyerler sayesinde, patojen mikroorganizmalar
kendilerini antimikrobiyal ajanlara karsi korudugu gibi viicudun kendi bagisiklik ve
savunma sistemlerine karsi da korumus olur. Sonug olarak patojen mikroorganizmalarin
iiremesini engellemek ve yok etmek i¢in kullanilan antibakteriyel ajanlar, biyofilm igerisinde
tireyen patojenleri etkisiz hale getirmekte yeterli aktiviteyi gosteremezler (Eryillmaz vd.,

2019; Karaca vd., 2019; Madigan ve Martinko, 2010). Biyofilm olusumu, bakterilerin
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antimikrobiyal aktiviteye sahip maddelere karsi direng gelistiren bakteri topluluklariin
cogalmasina neden olmus, antibiyotik tedavilerinin etkinliklerin azalmasina ve geleneksel
tedavi yontemleri ile bu hastaliklarin iyilestirilmesinin oniine giigliikkler ¢ikarmistir. Bu
durum karsisinda yeni bilimsel yontemler gelistirme ve alternatif tedavi yontemleri iiretme

ihtiyac1 olusmustur. (Onbasli vd., 2017; Ulgen, 2019).

Biyofilmlerin insan saglig1 agisindan olumsuz etkilere neden olan bir diger 6zelligi
ise medikal olarak kullanilan alet, cihaz ve protez gibi yapilarin yiizeyine tutunabilme
yetenekleridir. Agiz ve dis sagliginda kullanilan implantlar, tiriner kateterler, kontak lensler,
ortopedik hastaliklarin tedavisinde kullanilan protezler ve kalp pili gibi biyomedikal aletler
biyofilmlerin geligebildigi yiizeylerdendir. Bu da ¢esitli enfeksiyoz hastaliklarin gelisimine
yol agmakla birlikte bu cihazlarin kullaniminda hedeflenen sonuglara ulagmasini
engellemektedir. ABD’de her yil milyonlarca insanin implant kaynakli biyofilm olusumu
nedeniyle enfeksiy6z hastaliklara yakalandigi tahmin edilmektedir (Madigan ve Martinko,
2010). Amerika Ulusal Saglik Enstitiileri, tiim mikrobiyal enfeksiyonlar arasinda %60-
80'inin biyofilm olusumuyla baglantili oldugunu ortaya koydu (Jamal vd., 2018).

Sasirtict olmayan bir sekilde, bagisiklik baskilanan veya 6nceden var olan hastaliklar
nedeni ile direnci zayiflayan hastalar1 ciddi sekilde etkileyebilen, biyofilm olusturan
bakteriyel patojenlerin neden oldugu gesitli enfeksiyonlar giiniimiiz tibbinin ugrasmak
zorunda kaldig1 6nemli problemlerdendir (Jamal vd., 2018). Son dénemde nanoteknolojik
uygulamalar sonucu elde edilen antibakteriyel ve antibiyofilm o6zellik gosterebilen
nanopargaciklar bu problemle miicadelede alternatif olma potansiyeli tasimaktadir. Bununla
birlikte tibbi cihazlarin yiizeyin tutunarak tedaviyi ve cerrahi siiregleri olumsuz etkileyen
biyofilm yapilarda nanoteknolojik iirlinler sayesinde dezenfekte edilebilir (Onbash vd.,
2017). Yakin gelecekte, AgNP'ler tibbi cihazlarin kaplanmasinda ve yliksek oranda
antibiyotige direngli biyofilm nedeniyle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde onemli rol

oynayabilir (Ansari vd., 2015).
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2.7. Antioksidanlar ve Oksidatif Stres

Oksidasyon herhangi bir reaksiyon esnasinda atom, molekiil ya da iyonun elektron
kaybetmesine verilen isimdir. Bir reaksiyonda oksidasyon gelismesi i¢in ortamda oksijen
bulunmasi zorunlu degildir. Oksidasyon canlilarin biyolojik siireglerde ihtiya¢ duydugu
enerji iiretiminde 6nemli bir yere sahiptir (Ulgen, 2019). En son ydriingelerinde birbirleri ile
eslesmemis bir veya daha ¢ok elektronu olan molekiillere serbest radikaller denir (Karabulut
ve Giinay, 2016). Insan viicudunda gelisen ¢ok sayida fizyolojik ve biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu, yan {irlin olarak reaktif oksijen tiirleri ile serbest radikaller
tiretilmektedir (Ivanisova vd., 2013). Canli organizmada gerg¢eklesen bazi anormal durumlar
sonucu normalin ilizerinde serbest radikal olusur ya da organizma iginde gergeklesen
biyokimyasal islemler sonucu antioksidan sistemin yetersiz kalmasiyla da serbest radikaller
normal diizeylerin iizerine ¢ikar. Ortamda gereginden fazla ¢ogalan bu serbest radikaller,
hiicrenin igerisinde bulunan bazi bilesikler veya hiicre dis1 makromolekiiller ile esleserek,
hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozukluga neden olurlar. Ayrica, bir¢cok rapor, timor
hiicrelerinde reaktif oksijen ara maddelerinin iiretilmesiyle ortaya c¢ikan ve ilaglarin
sitotoksiklik aktivitesini artiran oksidatif stresten kaynaklanan hiicresel degisiklikler
gostermistir (Franco-Molina vd., 2010). Oksidatif stres, hiicresel hasara yol agan serbest
radikaller-antioksidan dengesizliginden kaynaklanmaktadir (Baek ve Lee, 2016). Bir bagka
deyisle oksidatif stres, hiicrenin antioksidan savunmasi ile oksidanlar arasindaki dengenin,
reaktif oksijen veya azot tiirleri ve organik maddeler gibi oksidanlarin fazlaliginin etkisiyle
bozuldugu bir durum olarak tanimlanabilir (Bedlovicova vd., 2020). Fizyolojik aerobik
metabolizma ve patolojik inflamatuar siirecler sirasinda iiretilen reaktif oksijen tiirleri veya
reaktif nitrojen tiirleri gibi serbest radikaller buna aracilik edebilirler (Baek ve Lee, 2016).
Oksidataif stres sonucu gelisen biyolojik siiregler sonucunda hiicrelerdeki protein, lipid ve
niikleik asit hasar1 meydana gelebilir ve bu da pek ¢ok hastaliga yol agabilir (Rao vd., 2006).
Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar, hiicre hasarina yol acarak yaslanma,
kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastalik ve ndrodejeneratif bozukluklar gibi hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olan kaginilmaz ve yaygin bir fenomendir (Andrew ve Jayaraman,
2020).

Ortaya c¢ikan bu istenmeyen durum ile hiicre i¢i ve ya hiicre dist kaynakli

antioksidanlar ile miicadele edilebilir (Tiirker ve Tiirkyi1lmaz - Unal, 2020). Antioksidanlar
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bulunduklar1 alanlarda oksidasyonu geciktiren ya da engelleyen etkiye sahip dogal veya
yapay maddeler olduklarindan, serbest radikaller ya da diger kararsiz molekiillerin neden
oldugu oksidatif stres gelisimini engelleyerek ya da geciktirerek hiicrelerde hasar olusmasini
geciktirir, azaltir ya da engelleyebilir (Aydin, 2018). Antioksidanlar, oksidatif stresle olusan
serbest radikallerle tepkimeye girerek kendileri okside olurlar ve bu radikallerin hiicre
iizerinde olas1 olumsuz etkilerini engellerler (Coskuncay, 2017). Okside olabilen
substratlarin oksidasyonunu engelleyen ya da derecesini azaltan etkiye sahip bu maddeler,
oksidasyon kaynakli hiicrelerin hasara ugramasini engelledikleri i¢in karsinojenezin her
safhasinda baskilayici etki yapabilirler ve bu nedenle antikanserojen etkiye sahip olabilirler
(Dikpinar, 2017). Cogunlugu bitkilerin ikincil metabolitleri arasinda yer alan flavanoid,
isoflavon, antosiyanin, kumarinlignan,ve alkoller gibi ¢esitli bilesikler olduk¢a fazla

antioksidan kapasiteye sahiptirler (Okan vd., 2013).

Protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi hiicre i¢indeki bir¢cok yapinin
hasara ugramasina neden olan serbest radikallerin etkisiyle insan viicudunda farkli
hastaliklar meydana gelebilir. Viicudun kendine karsi bagisiklik yanit1 olusturmasi, kanser,
damar yapisinda bozulmalar, kalp krizi, aterosklerosis, SVO, travma, astim, hiperoksi, artrit,
yaslanma, dermatit, katarakt, retinal hasar, hepatit, karaciger hasari ve dis eti hastaliklar1 gibi
yasin ilerlemesiyle goriilme orani artan bazi hastaliklara neden oldugu yapilan bilimsel ve
klinik arastirma sonucu ortaya konmustur (Gey, 1993; Meydani, 2001; Pham-Huy vd.,
2008). Bu baglamda antioksidanlar, hiicrelerin oksidatif hasarini geciktirerek veya azaltarak
serbest radikallerle karsilasmada 6nemli bir rol oynamaktadir ve buna bagli olarak bazi
bolgelerde alternatif tip uygulamalarinda kanser gibi bazi hastaliklara karsi kullanimi
bulunmaktadir (Andrew ve Jayaraman., 2020; Savaroglu vd., 2011). Kanitlar, sentetik
antioksidanlarin iki ucu keskin bigaklar oldugunu ve bu nedenle dogal antioksidanlara olan
ihtiyacin kiiresel olarak arttigin1 gostermektedir (Andrew ve Jayaraman, 2020). Gliniimiizde
sentetik antioksidanlar yerine dogal yollardan elde edilecek bitkisel kokenli antioksidanlarin,
dejeneratif hastaliklara karsi etkili yontemler gelistirebilmek i¢in arastirilmasit énemli bir
ihtiyactir ve bu konuda yapilan ¢aligmalarda da artig goriilmektedir (Tiirker ve Tiirkyilmaz-

Unal, 2020).
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2.8. Mutajenik Etki

Hugo De Vries, Oenothera lamarckiana Ser. tiirii lizerinde ¢aprazlama calismalari
yaparken, gozlemledigi varyasyonu tanimlamak i¢in ilk kez 1901 yilinda mutasyon terimini
kullanmistir (Micke vd., 1987). DNA {izerinde yer alan niikleotid diziliminde olusan kalici
ve kalitsal etkisi olan degisime mutasyon adi verilir. Mutasyonlar tireme hiicrelerinde
meydana gelebilecegi gibi iireme hiicreleri disinda kalan herhangi bir hiicrede de goriilebilir.
Ureme hiicreleri disinda gelisen mutasyonlar dogrudan canlinin kendisini etkiler ve timér
olugsma riskini arttirir. Ancak iireme hiicrelerinde meydana gelen degisiklikler diger

hiicrelerde olugsan mutasyonlardan farkli olarak dogrudan sonraki nesillere aktarilir (Sari,

2014).

Nokta mutasyon olarak anilan ve gen diizeyinde meydana gelebilen mutasyonlar
olabildigi gibi kromozomun belli bir segmentinde veya tamaminda degisim olusturabilen iki
farkli mutasyon tlirii bulunmaktadir (Zemheri, 2011). Kromozomlarin yapt ve sayisi
degismeden yalnizca genlerde olusan degisikliklere gen mutasyonu; tek bir genin yalnizca
tek bir baz ¢iftinin farklilasmasiyla olusan mutasyonlara da nokta mutasyon denir (Simen,
2019).

Mutajenik etki; mutasyon olusturabilen maddelerin gen {izerinde olusturduklar
etkileridir. Mutasyonlar ¢ogunlukla cevresel etkilerden kaynaklanmakla beraber nadiren
kendiliginden de meydana gelebilir (Tayfa, 2010). Endiistrinin gelismesiyle birlikte ¢evrede
hizla artan ve genler iizerinde toksik etkiye sahip ajanlara maruz kalinmasi mutasyon

olusumuna neden olan 6nemli ¢evresel faktorlerdir.

2.9. DNA ile Etkilesimler

Watson ve Crick DNA'mmn molekiil yapisina iligkin ilk makaleyi 1954 yilinda
yayinladilar. Yayinladiklar1 bu makalede molekiiliin iki temel 6zelligini vurguladilar: iki
iplik¢ik tizerindeki birbirlerini tamamlayan baz dizilerinin varligi ve DNA polimerinin ¢ift
sarmal yapis1 (Travers ve Muskhelishvili, 2015). Canlilarin tiimiiniin hiicrelerinin ve
fonksiyonlarinin biitiin genetik bilgilerinin islendigi bu organik yapilar ile ilgili temel

genetik bilgilerimizin temeli bu makaleye dayanmaktadir ve bu bulus Watson ve Crick’e
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1962 y1linda Nobel Fizyoloji veya Tip Odiiliinii kazandirmistir. Deksiriboniikleik asit biitiin
canli organizmalarin ve virlislerin genetik bilgilerinin sakli oldugu, canlinin gelisimi ve
isleyisi icin gerek duydugu bilginin saklandig1 kalitsal yapilardir. DNA’nin yapi taslari
niikleotitlerdir ve niikleotitler bir fosfat grubuna ve azot igeren bir baza baglh bir seker
(deoksiriboz) molekiilinden meydana gelirler. “Bu polimerler ester baglari ile birbirine
baglanmis seker ve fosfat grubu ve bu gruba baglanmis azot¢a zengin piirin ve primidin
bazlarindan olusurlar. Piirin bazlar1 adenin (A), guanin (G); primidin bazlar1 timin (T),
sitozin (C) organik bazlarindan olusur” (Ozaltay, 2020). DNA nin kimyasal yapist Sekil 9°

da gosterilmistir.

Seker ve fosfat iskeletten olusan ve DNA’nin kenarlarini olusturan niikleotid zinciri
heliks (sarmal) seklinde kivrilmigtir. Fosfat gruplari ve deoksiriboz arasinda oldukca
kuvvetli fosfodiester baglari bulunmaktadir. Bu baglar sayesinde DNA tek zincirli durumda
iken de dayanikli ve kararli bir yapidadir (Gokge, 2018).

DIMA v olugtueran nilcdleotidler
geloer we fosfat gruplan arasindalod
kimvasal baglar il= birbirine

DINA'TIN vapesandaki ilo mincir, bazlar
arasindalol hidrojen baglar ile birbirine

Ewtnir.

Sekil 9. DNA'nin kimyasal yapisi.

DNA, hiicresel fonksiyon i¢in tiim genetik bilgileri icerir ve bu sayede genetik
kodlarin nesilden nesile aktarilmasini saglar. Bununla birlikte DNA hiicrelerin biiyiimesini,
degisimini, fonksiyonlarini ve yaslanma siirecini kontrol eder. Canlilarin biiyiime, gelisme

ve iiremesi i¢in gerekli olan hiicre boliinmesi, DNA molekiiliiniin kendini kopyalamasi ile
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baslar. DNA’nin niikleotid zincirleri arasinda yer alan hidrojen baglar1 birbirlerinden
ayrilabilir ve tekrar geri birlesebilir. Kopyalama ile olusan yeni DNA’nin ¢ift sarmal
yapisinda bulunan iplik¢iklerden birisinde yeni zincir bulunurken, diger iplik¢ik ana yapidan
gelir. Ancak DNA molekiilleri, bazi molekiillerle etkilesimler de dahil olmak {izere gesitli
kosullar altinda hasar gérmeye egilimlidir. Bu nedenle DNA yapisinin korunmasi son derece
onemlidir. Organik ve organik olmayan kiicik boyutlu bazi molekiiller DNA’ya
baglanabilme yetenegine sahiptir. Genetik bilginin DNA’dan RNA'ya aktarilmasi ya da
DNA'min kendini kopyalamas:i siirecinde gelisen biyolojik olaylar kiigiikk molekiillerin
DNA'’ya baglanmasindan etkilenebilir. Olusan bu etkilesim, DNA'nin yeni 6rgiilerini ve bir
DNA molekiiliiniin sarmalindaki sekansa ait farkliliklar1 bulmak i¢in kullanilabilmektedir.
Cesitli faktorler nedeniyle DNA yapisinda olusan biitiin degisikliklere DNA hasari denir. Bu
hasar canli organizmalarda cesitli patolojik degisikliklere yol acabilir. DNA hasari
onarilmazsa ¢esitli mutasyonlar gerceklesmesine neden olabilir. Mutasyon sonrasi kendini
kopyalayan DNA, mutasyonlu DNA’y1 kopyalamis olacaktir. Kii¢iik molekiillerin DNA’ya
baglanabilme yetenekleri i¢inde ¢esitli hastaliklarin tedavisi potansiyeli de barindiran gesitli
bilimsel nedenlerden dolay1 bilim insanlari i¢in olduk¢a merak uyandiran bir konudur

(Aslanoglu ve Oge, 2015; Eser, 2019; Gokge, 2018; Ozaltay, 2020).
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Sekil 10. DNA'nin yiiksek ¢oziintirliiklii bir fotografi (Marini vd., 2015).

DNA, su anda klinik kullannmda olan veya deney asamasindaki bir¢ok ilacin
farmakolojik hedefidir. Protein-DNA etkilesimleri, canli hiicrelerin temel islevlerini

kolaylastirir ve tiim canli organizmalarda evrenseldir. Proteinlerdeki amino asit kalintilari
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ile DNA'daki bazlar arasindaki etkilesim ¢iftlerini esas olarak tanimlayan gesitli arastirmalar
yapilmistir. DNA’nin kendini kopyalamasi islemine replikasyon denir. DNA'daki niikleotit
dizisi RNA polimeraz enzimi aracilig1 ile RNA dizisi olarak kopyalanmasi siirecine ise
transkripsiyon denmektedir. Transkripsiyon veya replikasyona miidahale ederek hiicre
fonksiyonlari1 diizenlemek i¢in DNA'y1 hedeflemek son donemlerde arastirmacilarin
ilgisini gekmektedir. Canlinin DNA’sinda yer alan genetik kodunun RNA’ya aktarimi ile
hiicre i¢i genetik bilgi akisi baslamis olur. Transkripsiyon ve replikasyon sirasinda baz
ciftlerinin dogru bir sekilde kopyalanmasi, hiicre yasami i¢in, viicut fonksiyonlarmnin
caligabilmesi ve organizmanin hayatta kalabilmesi i¢in 6nemlidir. Regiilatér bir protein
DNA’nin belirli bir bélgesine baglanarak transkripsiyon ya da replikasyonun baglamasi i¢in
sinyal gonderir. Kiiciik boyutlu bir molekiil regiilatér proteinin DNA’ya baglanma
yetenegini taklit edebilir ve regiilator proteinin yerine kendisi baglanabilir. Bu durum
DNA’nin isleyisini yapay olarak degistirebilir, engelleyebilir ya da aktive edilebilir.
DNA’nin bir sekilde kopyalanmasinin yani sira gesitli DNA lezyonlarinin tanimlanmasi ve
onarilmasi da hiicre fonksiyonlarmin dogru bir sekilde gergeklesmesi igin 6nemlidir.
Regiilator proteini taklit eden kiigiik molekiiller, DNA ile aralarinda kovalent ya da kovalent
olmayan baglar olustururlar. Kovalent baglayicilar yiiksek baglanma kuvvetine sahiptirler.
[lag-DNA etkilesimleri sirasinda olusan bagin kovalent olmas1 durumunda geri doniissiiz bir
slire¢ baslar ve her zaman DNA’nin isleyis dongiisiiniin tamaminin inhibe olmasina neden
olarak hiicre oliimiine sebep olurlar. Kovalent olmayan etkilesimler ise ii¢ yontemle
gerceklesir. Bunlar oyuk, araya girme ve elektrostatik etkilesim olarak isimlendirilir ve
klinik olarak potansiyel tasiyan bilesikler oyuga baglanabilen ya da araya girme yetenegi
olan bilesiklerdir. Bununla beraber DNA ile elektrostatik etkilesime girebilen bilesikler
DNA yapisinda bir degisiklige neden olmaz. (Aydin, 2018; Eser, 2019; Huzur, 2017,
Sathyapriya ve Vishveshwara, 2004; Sirajuddin vd., 2013).

Kiiciik molekiillerin DNA’ya baglanabilme yeteneklerinin kesfiyle DNA molekiilleri
antibakteriyel, antikanser ve antiviral ajanlar olarak kullanilmaya baslandi ve diinya
genelinde ylizbinlerce insanin saglhigini korumak ve gelistirmekte bu molekiillerden

faydalamldi (Ozaltay, 2020).
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hypnum cupressiforme Hedw. Temini

Hypnum cupressiforme Hedw. bahar doneminde Kazdaglari, Ayazma (Canakkale)
bélgesinden kaya iizerinden toplanmis, Prof. Dr. Ozlem Yayintas (Canakkale Onsekiz Mart

Universitesi) tarafindan tayin edilmistir.

3.2. Ekstraktin Hazirlanmasi

Bitki ilk 6nce ¢esme suyu ile yikandiktan sonra deiyonize su ile tekrar yikanmis ve
stirekli hava sirkiilasyonu olan serin bir ortamda topraktan yukarida kalan bolgeleri golgede
kalacak sekilde kurutulmustur. Kurutulduktan sonra havan kullanilarak toz haline getirilen
ornekden 10 gr tartilip 60 °C’de 100 mL deiyonize su igerisinde ekstrakte edilmistir. Elde
edilen ekstraktin oda sicakligina gelmesi beklenmis ve 8000 rpm de 45 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen ekstrakt ilk 6nce Whatman Filtre

kagidi ile siiziilmiistiir ve daha sonra 0.45um’luk membran filtreden gegirilmistir.

3.3. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometrisi ile Ug¢ucu Bilesiklerin
Ekstraksiyonu

Gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi ile ugucu bilesiklerin ekstraksiyonu
MERLAB, Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve

Arastirma Merkezi tarafindan hizmet alimi olarak gerceklestirildi.

3.4. Giimiis Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Glimiis nanopartikiillerinin sentezi i¢in 1mM’luk AgNOs (glimiis nitrat) ¢dzeltisi
kullanildi. Daha sonra elde edilen ekstrakta (10 mL), AgNOs (90 mL) ¢6zeltisi eklendi ve
24 saat boyunca manyetik karistirici iizerinde karistirma islemi devam etti. Bu siire igerisinde
renk degisimi gozlendi. Olusan AgNP’leri 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemine tabii
tutulduktan sonra elde edilen pellet kismi1 saf su ile 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenerek
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yikama islemi yapildi. Yikama islemi 3 kere tekrar edildi ve elde edilen giimiis

nanopartikiilleri saat caminda 600C’de Etiiv de kurutuldu.
3.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.5.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
Glimiignanopartikiillerin varligi ve morfolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla SEM

karakterizasyon analizi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Merkez laboratuvarinda

hizmet alimi ile gerceklestirildi.

Sekil 11. Taramali elektron mikroskobu.

3.5.2. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Sentezlenen NP’lerin yiizeyinin ii¢ boyutlu goriintiilerin elde etmek amaciyla
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Merkez Laboratuvari’nda hizmet alimi ile

gergeklestirildi.
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Sekil 12. Gegirimli elektron mikroskobu.

3.5.3. UV-Goriiniir Alan Absorbsiyon Spektroskopisi Analizi

Sentezlenen AgNP’ler 1 mg/mL olacak sekilde hazirlandi ve UV-Vis

spektrofotometresinde 200-800 nm dalga boylar1 arasinda absorbans degerleri ol¢iildii.

3.6. Antibakteriyel Aktivite Analizleri

Sentezlenen NP’lerin antibakteriyel etkilerinin belirlenebilmesi i¢in yapilan
analizler, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii tarafindan 6nerilen sekilde agar disk
diftizyon ve broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak gerceklestirildi (CLSI, 2006).
NP’lerin antibakteriyel etkinlikleri Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus
faecalis (NRRL B-14617), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus vulgaris (NRRL-B-123)) bakterilerine
kars1 test edildi.

3.6.1. Broth Mikrodiliisyon Yontemi

Broth mikrodiliisyon yontemi ile nanopartikiil ve ekstraktlarin Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK) belirlendi. MIK degerlerinin belirlenmesi, 96
kuyucuga sahip mikroplaklarda bir seri diliisyon metodu uygulanarak yapild.
Mikroorganizma siispansiyonlarnin yogunluklar1 0.5 McFarland standardi kullanilarak
ayarlandi. Ekim yapilan mikroplaklar 37 °C’de 24 saat, inkiibasyona birakildi. Gozle
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goriilebilen herhangi bir iiremenin gelismedigi en diisiik madde yogunlugu MIiK degeri
olarak kaydedildi.

MIK degerlerinin belirlenmesinin ardindan gdzle gériilebilen herhangi bir iiremenin
gelismedigi tiiplerden 100 pL, kuyucuklardan ise 10 uL alinan 6rnekler kat1 besiyerlerine
damla plak yontemi ile yayilarak 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi
bakteriyal koloni sayilart hesaplandi. Bakteri kolonisinin %99.9 oraninda inhibe eden

konsantrasyon Minimum Bakterisidal Konsantrasyon olarak kaydedildi.

MIK ve MBK degerleri belirlendikten sonra hem ekstrakt hem de AgNP’lerin yiizde

indirgeme formiilasyonu ile antibiyofilm etkisi 6l¢iildii.

% 1nhibisy0n = (Akontrol — A(‘jmek /Akontrol) x 100

Auontrol: Kontrol reaksiyonunun absorbansi

Asmek: Test edilen bilesiklerin absorbansi

3.6.2. Agar Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontemde, agar disk difiizyon testinde bakteriler i¢in Miieller-Hinton Agar
(MHA) plaklari kullanildi. Nanopartikiil ekstraktlarindan hazirlanan farkli diliisyonlardan
bu disklere emdirildi ve petrilerden bakteri ekimi yapilanlar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
Pozitif kontrol i¢in ampisilin kullanildi. Calisma ii¢ tekrarli olarak yapildi. Sonuglar
inhibisyon bolgesi ¢ap degerlerinin ortalamasi alinarak belirlendi ve elde edilen sonuglar, 9
mm’den kii¢iik ise inaktif; 9 mm ve daha biiyiik ve 12 mm’den kiigiik ise kismen aktif; 12
mm vel8 mm arasinda ise aktif; 18 mm’den biiyiik ise yiiksek derecede aktif olarak kabul
edildi (Cerqueira vd., 2007).
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3.7. DNA ile Etkilesimin Belirlenmesi

DNA kesme ¢aligmalarinda, pBR322 plazmid DNA (%90 siipersarmal formda)
kullanildi. Plazmid DNA’nin jel elektroforezinde orijinal siipersarmal formu (Form I)
hasarla agildiginda halkasal bir form (Form II) olusur ve daha fazla kirik olugsmasiyla lineer
form (Form I11) da bulunabilir. DNA, jel elektroforezde yiiritildiigiinde Form I jelde
digerlerine gore daha hizli ilerlerken, Form II daha yavas ilerler ve Form III, Form I ve Form
II arasinda hareket eder. Calisma kapsaminda AgNP’nin ve ekstraktin, hidrolitik ve oksidatif
kesme aktivitesine bakildi. Hidrolitik aktivitede, DNA, Tris-HCI tamponunda (10 mM,
pH:7,4), orneklerle muamele edilerek hazirlandi; oksidatif aktivite i¢cin DNA, tampon ve
ornek karigimina ek olarak oksitleyici ajan olan hidrojen peroksit (H20:) kullanildi.
Hazirlanan ornekler 37°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra 6X yilikleme boyasi ilave
edilerek 1 saat, 60 V’da %] agaroz jelde, 1X TAE tamponunda jel elektroforezde yiirtitiildii.
Daha sonra elde edilen bantlar UV 15181 altinda jel goriintiileme sistemiyle fotograflandi

(Qiao vd., 2011).

3.8. Mutajenik Aktivitenin Belirlenmesi

Mutajenik aktivitenin belirlenmesi i¢in Ames/Salmonella testi kullanildi. Bu testin
amaci, Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan in vitro mutasyonlar sonucu gelistirilen
histidin amino asidine gereksinim duyan mutant oksotrof suslarin (his-) test maddesi ile
muamele edilmesi sonucu tekrar histidin sentezleyebilme (his+) 6zelligini kazanmasi esasina
dayanmaktadir. Bu test sistemiyle ortama eklenecek olan NP’nin mutajenik aktivitesi

hakkinda bir sonuca varilabilecektir.

Calismada S. typhimurium’un iki farkli susu (TA98 ve TA100) kullanildi. Bunlardan
TA98 susu ¢erceve kaymasina, TA100 susu ise baz ¢ifti degisimine neden olan mutasyonlari
belirlemektedir (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000). Deneyler, Maron ve
Ames (1983) tarafindan gelistirilen plak inkorporasyon metodu ile gergeklestirildi. Test
edilecek NP’lerin suda ¢6ziinmiis farkli konsantrasyonlar1 hazirlandi. Aragtirmada yapilacak

olan biitiin deneyler {i¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.
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Deneylerde kullanilacak suslarin istenilen genetik 6zelliklere sahip oldugunun
kanitlanmasi galismanin giivenilirligi bakimidan gerekmektedir. Calismanin giivenirligini
kontrol etmek amaciyla teste tabii tutulan suslarin orijinal mutasyonlara sahip olup
olmadiklari, histidin gereksinimi, rfa mutasyonu, uvrB mutasyonu ve R faktorii testleri
kullanilarak diizenli olarak kontrol yapildi. Bu islemlere paralel olarak da negatif, pozitif ve
spontan kontroller gergeklestirildi. Pozitif kontrollerde S. typhimurium TA98 susu igin 4-
nitro-o-fenilendiamin ve TA100 susu i¢in sodyum azid kullanildi. Negatif kontrolde ise her
iki sus i¢inde su kullanildi. Kullanilan his™ 6zellikte S. typhimurium TA98 ve TA100 suslari
belirli sinirlar igerisinde spontan olarak his™ hale gegebilmektedirler. Bu sebepten dolay1 bu
siirlar TA98 susu i¢in 20-50 revertant/plak, TA100 susu i¢in ise 75-200 revertant/plak’tir
(Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Calismada kullanilan NP’lerin  mutajenik  etki  gosterip  gdstermedigini
belirleyebilmek i¢in galisilacak dozlar negatif kontrolle karsilastirildi. Mutajenik etkinin soz
konusu olabilmesi i¢in, test edilen NP’lerin farkli konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonucu
elde edilen geri donen (revertant) koloni sayisinin negatif kontrole oranla iki kati olmasi
gerekmektedir. Konsantrasyona bagli olarak koloni sayisinda bir artis gdzlenmesi

durumunda ise zay1f mutajenik aktiviteden bahsedilebilir (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

3.9. Serbest Radikal Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi (DPPH Testi)

Serbest radikal giderme aktivitesi, Blois (1958) metoduna gore 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali kullanilarak belirlendi. Bu yontemde, ortamdaki antioksidan
ozellige sahip molekiiller DPPH molekiiliinden H* alarak indirgenir ve bu olay absorbansin
azalmasina yol acar. Bunun sonucu olarak ise serbest bir sekilde viicutta dolasan radikallerin
istenmeyen etkilerini yok ederek oksidatif hasar1 geciktirmektedir (Pisoschi ve Negulescu,
2011). Absorbans degeri ne kadar az olursa, teste tabi tutulan antioksidan 6zellige sahip
maddenin serbest radikal giderme aktivitesinin o kadar yiiksek oldugunu gostermektedir.

Ornekler iizerine metanolde giinliik olarak hazirlanan 1mM DPPH ¢ozeltisinden 0,5
mL eklenerek ornekler karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra
spektrofotometrede 517 nm’de absorbanslari kore kars1 6l¢iildii. Pozitif kontrol i¢in standart

(BHT), negatif kontrolde i¢in ise ¢6ziicii (metanol) kullanildi. Calisma ii¢ tekrarli olarak
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yapildi. Radikal giderme aktivitesi her ornek i¢in asagida gosterilen esitlik kullanilarak

hesaplanarak sonuclar % inhibisyon olarak belirlenmistir.

inhibisyon (%) = [(Ao - A1) / Ag] X 100

Ao: Ornek veya standart icermeyen kontrol absorbansi; A1: Ornek veya standart

absorbansi
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

2021 yilmin bahar aylarinda Canakkele Kazdaglart Ayazma bolgesinde kaya
tizerinden toplanan H. cupressiforme Hedw. kurutulup toz hale getirildikten sonra gaz
kromotografisi kiitle spektrofotometrisi ile ugucu bilesiklerin ekstrasyonu saglandi. Daha
sonra elde edilen ekstraktlar ile giimiis sollisyonu karistirilarak giimiis nanopartikiilleri elde
edildi. Elde edilen nanopartikiillerin TEM ve SEM analizleri ile morfolojik o6zellikleri
saptandi. Elde edilen nanopartikiillerin antimiktobiyal aktivitesinin belirlenmesi igin agar
disk difiizyon yontemi kullanilarak, ii¢ kez tekrarlanan testlerin zon c¢aplarinin ortalama
degerleri belirlendi ve Broth Mikrodiliisyon Yéntemi ile MIK ve MBK degerleri belirlendi.
Daha sonra  yilizde indirgeme formiilasyonu ile antibiyofilm etkisi belirlendi.
Nanopartikiillerin DNA etkilesimleri jel elektroferez yontemi ile dlgiildii. Calismada S.
typhimurium’un iki farkli susu (TA98 ve TA100) kullanilarak yapilan Ames/Salmonella testi
ile nanopartikiillerin mutajenik aktivitesi belirlendi. Serbest radikal giderme aktivitesinin

belirlenmesi amaci ile DPPH esti yapildi.

4.1. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrofotometrisi ile U¢ucu Bilesiklerin

Ekstraksiyonu

Gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi ile ugucu bilesiklerin ekstraksiyonu
MERLAB, Kastamonu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve
Aragtirma Merkezi tarafindan hizmet alimi olarak gergeklestirildi. Toplanan H.
cupressiforme Hedw., kurutulup toz hale getirildikten sonra gaz kromotografisi kiitle

spektrofotometrisi ile ugucu bilesiklerin ekstrasyonu saglandi (Sekil 13).
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Sekil 13. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi ile analizi sonuglari.

H. cupressiforme Hedw. ekstraktlarinin igerisinde bulunan baslica biyoaktif
kimyasallar1 belirlemek i¢in gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanildi.
GC/MS yontemi ile; bu bitki tiiriiniin terap6tik yeteneklerine katkisi olabilecegi diisiiniilen
18 farkli fitobilesenin varligi ikincil metabolit olarak tespit edildi. Bu testin sonuglarina gore
H. cupressiforme Hedw. tiiriiniin ekstraktlarini olusturan bilesikler igerisinde %35.94 ile en
yogun olarak bulunan bilesik (3E,5E,7E)-6-Methyl-8-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexenyl)-
3,5,7-octatrien-2- olarak belilenmistir. ikinci sirada %14,16 ile Benzenepropanoic acid, 3,5-
bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl ester, tg¢iincii sirada ise %10.27 ile
Neophytadiene, ekstrakti olusturan ikincil metabolitler arasinda en c¢ok goézlenen
fitobilesikler olarak saptanmistir. Bu ii¢ bilesigin toplam1 H. cupressiforme Hedw. tiiriiniin
ekstraktlarinin yaklasik %60 1n1 olusturmaktadir. Geriye kalan %40 ise ekstrakt i¢indeki
toplam yogunluklart %5 ve altinda Olgiilen 15 farkli bilesikten olusmaktadir. GC-MS

sonuglarinda bulunan bilesikler ve oranlar1 Tablo 3’te gdsterilmistir.
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Tablo 3

Toplam iyon kramatogram raporu.

PEAK# AREA %

PEAK REPORT TIC

1 35.94 (3E,5E,7E)-6-Methyl-8-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexenyl)-3,5,7-octatrien-2-one
2 14.16 Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl ester

3 10.27 Neophytadiene

4 5.32 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol

5 4.34 2-(7-Hydroxymethyl-3,11-dimethyl-dodeca-2,6,10-trienyl)-[1,4]benzoquinone
6 4.31 Limonene

7 2.76 Anethole

8 2.69 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol

9 2.32 7-Pentadecyne

10 2.32 Hydroxy methyl furfural

11 2.19 Benzene, 1,4-dimethyl- (CAS)

12 2.15 1H-Purin-6-amine, [(2-fluorophenyl)methyl]- (CAS)

13 2.14 PHENOL, 2,4-BIS(1,1-DIMETHYLETHYL)-

14 2.06 Pentacosane

15 1.86 Hexadecane

16 1.82 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-

17 1.72 Dodecane

18 1.63 3,5-di-tert-Butyl-4-hydroxyphenylpropionic acid
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(3E,5E,7E)-6-Methyl-8-(2,6,6-trimethyl-1- dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl ester
cyclohexenyl)-3,5,7-octatrien-2-one

H4C
3 Y\WCH? H DW
CH, CHg CHg CH,

Neophytadiene 3.7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol

Limonene

Sekil 14. Ekstrakt i¢cinde major (%4 iizeri) olarak bulunan (toplam bilesenlerin %74,34°1i)
fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi.
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Sujana vd. (2012) calismalarinda Passiflora incarnata L. bitksinin bilesikleri
icerisinde (3E,5E,7E)-6-Methyl-8-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexenyl)-3,5,7-octatrien-2-
fenolik asidinin bulundugu saptanmis ve bu bikinin antitimér etkiye sahip oldugu

vurgulanmistir.

Sharmavd. (2015) Brassica juncea L. tiiriiniin 6ziitiinde Benzenepropanoic acid, 3,5-
bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl ester bilesiginin yogun bicimde bulundugu
saptamis ve Xian vd. (2018) ise yaptiklari ¢alismada bu bitkinin antiinflamatuar etkiye sahip

oldugunu vurgulamislardir.

Alagic vd. (2002) yaptiklari bir calismada ana bilesiklerinden biri neophytadiene olan
tiitlin yaginin bazi bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.
Benzer sekilde baskin bilesiklerinden birisi neophytadiene olan Athyrium sinense tiirii de

antibakteriyel aktivite gostermistir (Cai vd., 2020).

Mc Ginty vd. (2010) literatiir taramasit yapmislar ve 3,7,11,15-Tetramethyl-2-
hexadecen-1-ol bilesiginin koku verici ve aromatik bir bilesik olarak kozmetik maddelerde
kullanilmasina karsin literatlirde herhangi bir toksikolojik bulguya rastlamadiklarini ifade
etmislerdir. Buna karsin Kale (2015) yilindaki ¢alismasinda Adiantum capillus-veneris L.
ekstrakti lizerinde yaptig1 ¢alismada bu bitkinin igerdigi esas biyoaktif fitokimyasal
bilesiklerden birisinin 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol oldugunu ve bu bitkinin
baz1 hastaliklara karsi savunmada yardimci olabilecek ¢esitli faaliyetleri olabilecegini

belirtmistir.

2008-2017 yillar1 arasinda bilimsel literatiirde yayinlanan makaleleri derleyen Vieira
vd. (2018). limonenin saglik iizerine olan etkilerini kapsamli bir sekilde incelenmis ve
limoenin  anti-enflamatuar, antioksidan, antinosiseptif, antikanser, antidiyabetik,
antihiperaljezik, antiviral ve gastroprotektif etkilerini ortaya koyan pek ¢ok calisma

oldugunu vurgulamislardir.

GC/MS sonuglarina gore H. cupressiforme Hedw. igeriginde bulunan ikincil
metabolitlerinin  ¢ogunlugunu fenolik asitler, flavanoidler ve terpenoidlerden

olusturmaktadir. Literatiirde bu bilesiklerin antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal,
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antibakteriyel, antiviral, antimutajenik, antikarsinojeniketki gibi pek cok etkisi iddia

edilmistir.

4.2. Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu

4.2.1. Giimiis Nanopartikiillerin Morfolojik Analizi

H. cupressiforme Hedw. tiiriinden elde edilen ekstraktin koyu yesil rengi (A); renksiz
halde bulunan AgNOs (B) ¢ozeltisi eklendikten sonra sari-kahverengi bir renge doniismiistiir

(C). Renksiz halde bulunan AgNOs iceren ¢ozeltideki Ag+ iyonlarinin indirgenmesi

sebebiyle ekstraktta meydana gelen renk degisimi; gliimiis nanopartikiillerinin elde edildigini

gostermektedir (Sekil 15).

Sekil 15. AgNP’lerin morfolojik gozlemi, A. Hypnum cupressiforme Hedw. su ekstrakti, B.
AgNOs, C. AgNP.
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4.2.2. SEM Analizinin Degerlendirilmesi

AgNP’lerin varlig1 ve morfolojik 6zellikleri SEM karakterizasyon analizi ile tespit
edildi. SEM analiz sonuglar1 yapilan yesil sentez islemi sonucunda giimiis naopartikiillerinin
basarili bir sekilde sentezlendigini ve varligin1 gosterdi. Sem analizi sonucunda sentezi
gergeklestirilen AgNP’lerin biiylik bir ¢cogunlugunun yaklasik olarak birbirlerine benzer
boyutlarda ve sekil olarak kiiresel yapida oldugu gozlendi. Daha 6nceki caligsmalarla
karsilastirildiginda, elde edilen bulgularin literatiir ile uyumlu oldugu gozlendi (Sekil 16).

| 3.45 pym  1.99e-4 Pa KASTAMONU UNIV

Sekil 16. Hypnum cupressiforme Hedw. AgNP SEM goriintiisii.

4.2.3. TEM Analizinin Degerlendirilmesi

Tem analizleri sonucuna gore sentezlenen AgNP’lerin boyutlar1 15nm ile 60 nm

arasinda degistigi ve sekil olarak ise biiyiik ¢cogunlugunun neredeyse tamamen kiiresel

oldugu saptand1 (Sekil 17).
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Sekil 17. Hypnum cupressiforme Hedw. AgNP TEM goriintiisii.

Hatipoglu (2022) yilinda yaptig1 ¢alismada; yesil sentez sonucu elde ettigi glimiis
nanopartikiillerinin TEM ve SEM analizleri sonucuna gére morfolojik yapilarinin kiiresel ve
ortalama 38 nm bulundugunu agiklamistir. Literatiir tarandiginda; yesil sentez yontemi
kullanilarak elde edilen giimiis nanopartikiillerinin SEM ve TEM analizi ile tespit edilen
goriintiilerinin; boyut, sekil ve morfolojik yapilarmin bizim elde ettigimiz sonuglar ile
uyumlu oldugu goriilmektedir (Baran vd., 2019; Coskungay, 2017; Dalgic, 2022; Eren ve
Baran, 2019).

4.2.4. UV-Vis Spektroskopi Analizinin Degerlendirilmesi
Ultraviyole goriiniir bolge alan spektrofisi, molekiillerdeki elektronlarinin uyarilarak,
15181 absorbansinin dlglimiine dayanmaktadir. Spektrofotometreler 1s1gm belirli bir dalga

boyunda 6rnegin i¢inden ne kadarinin gegtigini ne kadarinin absorbe edildigini 6lgmek i¢in

kullanilmaktadir. UV- goriiniir alan cihazlar1 200-900 nm arasinda 6l¢iim yapmaktadir.
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Sekil 18. AQNP UV-goriiniir alan absorbans spektroskopisi analizi
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Sentezlenen AgNP’lerin Ol¢limiinde en yiiksek absorbans degeri 450 nm olarak

ol¢iildii (Sekil 18). Analiz sonuclarinin daha 6nceki ¢alismalarla benzer oldugu gozlendi

(Yayntas vd., 2021).

4.3. Antimikrobiyal Aktivite

4.3.1. Broth Mikrodiliisyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin

Degerlendirimesi

Tablo 4
H. cupressiforme ve AgNP MIK degerleri.

Ekstrakt AgNP Ampisilin

Mikroorganizmalar i i i

MIK MBK MIK MBK MIK
P. vulgaris (NRRL-B-123) >500 >500 3.91 250 0.98
P. aeruginosa (ATCC 27853)  >500 >500 15.63 62.5 3.90
E. coli (ATCC 25922) >500 >500 31.25 125 31.25
E. faecalis (NRRL B-14617) >500 >500 3.91 125 0.24
S. aureus (ATCC 25923) >500 >500 62.50 250 0.24
B. subtilis (ATCC 6633) >500 >500 62.50 125 0.98
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Yaptigimiz test sonucunda ekstraktin biitiin patojenlere karst MIK degeri 500.00’ten
yliksek olarak ol¢iilmiistiir. Buna karsin giimiis nanopartikiilleri biitiin patojenler {izerinde
MIK degeri ekstraktan daha diisiik ¢ikmustir. Giimiis nanopartikiillerinin en yiiksek MIK
degeri 62.5 olarak ol¢iildiigii B. subtilis ve S. aureus bakterileri olmustur. E. coli bakterisinde
AgNP’nin MiK degeri 31.25 olarak dl¢iilmiistiir. AgNP nin P.aeruginosa bakterisinde MIK
degeri 15.63 olgiiliirken en diisiik MIK degerini ise 3.91 ile P. vulgaris ve E. faecalis

bakterileri tizerinde gostermistir (Tablo 4).

Test edilen biitiin mikroorganizmalarda ekstrakt ampisilinden daha yiiksek MIK
degerleri verirken, AgNP E. coli bakterisinde ampisilinle esit MIK degeri almus, diger

mikroorganizmalarda ampisiline gore daha yiiksek degerler dl¢tilmustiir.

MIK yéntemi ile genellikle potansiyel antibakteriyel ajanlarin bakteriyostatik etkisi
dlciilebilir. Bir baska deyisle MIK yontemi ile teste tabii tutulan maddelerin, bakterilerin
ireme ve gelismelerini durduklari en diisiik konsantrasyonlar 6lgiiliir. MIK degeri
belirlendikten sonra yapilan MBK testi ise bakteriyostatik etkisi Ol¢iilen maddenin
bakterisidal etkisini Olger. Bakterisidal etki bir maddenin bakterileri 61diirme yetenegidir ve
MBK yontemi ile test edilen potansiyel antibakteriyel ajanin, baslangigcta var olan
bakterilerin %99.9 oraninda azaltabildigi en diisiik konsantrasyon 6l¢iilmektedir. Potansiyel
bir antibakteriyel ajanin bakerisidal etkisinin 6l¢lilmesine genellikle pek ihtiya¢ duyulmaz.
Bunun nedeni bakterisidal etkiye sahip maddelere menenjit, osteomiyelit, endokardit gibi
sinirlt sayida hastalikla miicadelede ihtiya¢ duyulmasidir. Bakterisidal etkiye sahip
maddelerin test sonuglarinda aldiklart MIK ve MBK degerleri genellikle birbirine yakin olsa
da yalmzca bakteriyostatik etki gosteren maddelerin MBK testi sonucu aldig1 degerler MIK
testi sonucu aldig1 degerlerden oldukga yiiksektir. Cok fazla sayida olmasa da bazi
bakterisidal ajanlara kars1 bazi bakteri tiirleri tolerans gelistirebilir. Bir antibakteriyel ajanin
MBK degerinin MIK degerine oram 32 kat ya da daha biiyiikse o susun test edilen ajana

kars1 toleransi oldugu sdylenebilir (Siimerkan ve Gokahmetoglu, 1998).

Yaptigimiz calismada ekstrakt icin elde ettigimiz MBK sonuglar1 da tipki MIK
sonuclarinda oldugu gibi oldukea yiiksek ¢cikmistir. Bu sonuglar neticesinde ekstraktin tek
basina bakteriler lizerinde hem inhibe etme etkisi hem de yok edici etkisi goriilmemistir.

AgNP’lerin bakteriler iizerinde 6l¢iilen MBK degerleri ise 62.5 ve 250 arasinda degisim
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gostermektedir. AgNP’ler 3.91 ile P. vulgaris ve E. faecalis bakterileri tizerinde 3.91 ile en
diisik MIK sonuglarmi vermistir. Buna karsin dlgiilen MBK degerleri; P. vulgaris susu
iizerinde MIK degerine gére 32 katin iizerinde ve E. faecalis susu iizerinde ise yaklasik 32
kat bulunmustur. Bu nedenle AgNP’lerin bu iki bakteri {izerinde herhangi bir bakterisidal
etkisinin olmadigi, her iki bakteri iizerinde de bakteriyostatik etkisinin oldugu sdylenebilir.
Ancak ozellikle endokardite neden olan bakterilerinden biri olan E. coli bakterisi iizerinde
125 MBK degeri ve osteomiyelit vakalarinin biiyiik bir cogunluguna neden olan S. aureus
bakterisinde &lgiilen 250 MBK degeri ile MIK degerlerinin 4 kat1 degerler saptanmustir.
Ayrica B. subtilis bakterisi iizerinde aldignt MBK/MIK oran1 2 olarak dlgiilmiistiir. Tespit
edilen MBK degerleri Tablo 4’te gdsterilmistir.

4.3.2. Agar Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitenin

Degerlendirilmesi

Agar disk difiizyon yonteminde kullanilan maddenin olusturdugu zon cap1 ne kadar
biiytik ise bakterilere kars1 o kadar etkilidir. Yapilan test sonucuna gore hem H.
cupressiforme Hedw. kullanilarak yesil sentez yoOntemi ile sentezlenen gilimiis
nanopartikiiller hem de H. cupressiforme Hedw. ekstrakti ve kontrol grubu olarak kullanilan

ampicilin, S. aureus bakterisi tizerinde herhangi bir etkinlik gostermemistir.

H. cupressiforme Hedw. ekstrakti en yiiksek zon ¢apini1 (8 mm) B. Subtilis ve E. Coli
lizerinde olusturmasina karsin testte kullanilan mikroorganizmalarin tiimiinde 9 mm zon

capinin altinda kalarak inaktif 6zellik géstermistir.
AgNP; E. coli ve B. Subtilis iizerinde kismen aktif olarak tespit edilmistir. P.

aeruginosa’da 12 mm, P. vulgaris ve E. faecalis bakterileri iizerinde ise 14 mm zon ¢api1

gozlemlenmis ve aktif olarak degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 5°te gdsterilmistir.
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Tablo 5

H. cupressiforme ve AgNP disk difiizyon degerleri.

Mikroorganizmalar Ekstrakt AgNP Ampisilin
P. vulgaris (NRRL-B-123) 6 14 11
P. aeruginosa (ATCC 27853) 7 12 11
E. coli (ATCC 25922) 8 11 13
E. faecalis (NRRL B-14617) 6 14 11
S. aureus (ATCC 25923) - - -
B. subtilis (ATCC 6633) 8 11 12

Agar disk diflizyon yontemi ile elde edilen sonuglar, broth mikrodiliisyon yontemi
ile elde edilen veriler ile karsilastirildiginda, sonuglarin birbirleri ile paralellik gosterdigi
ve uyustugu belirlenmistir. Ayrica AgNP’ler hem gram negatif hem de gram pozitif

bakterilerde antimikrobiyal aktivite gostermislerdir.

Gram negatif bir bakteri olan Proteus vulgaris insan bagirsaginin normal florasinda,
toprakta ve de suda bulunan bir bakteridir. Insan bagirsagmin normal florasinda yer
almalarina ragmen farkli doku ve organlarda ¢ogalmalar1 durumunda enfeksiyoz hastaliklara
neden olabilmektedirler. P. vulgaris siklikla idrar yolu enfeksiyonuna neden olurlar.
Bununla beraber akciger enfeksiyonlarinda da yer alabilen firsat¢i patojenlerdir. P. vulgaris
bazen tek baslarina bazen de baska bakterilere eslik ederek hastane enfeksiyonlarinda en sik
karsilagilan bakteri tiirlerindendir. Yaralarin iyilesmesi geciktirdigi de bilinmektedir. Ayrica
gazli gangren ve tetanoz gibi enfeksiyoz hastaliklarin meydana gelmesine de neden
olmaktadir. Yenidogan bebeklerde gobek kordonu kaynakli sepsis nedeniyle yenidogan
oliimiine yol agabilirler. P. vulgaris bazi antibiyotiklere karsi duyarli degilken, duyarli
oldugu seftazidim gibi bazi antibiyotiklere de kullanima bagl olarak direng gelistirebildigi
bildirilmistir (Chenal vd., 2015; Uslu vd., 2011).

Gram pozitif bir enterokok tiirii olan E. faecalis insan ve hayvanlardaki enterokok
enfeksiyonlarimin %80- 90’indan sorumludur. Idrar yolu enfeksiyonu, endokardit, post op

yaralarda enfeksiyon kaynagi olarak en sik goriilen {i¢ bakteriden birisi olmakla beraber;
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bakteriyemi, intraabdominal, pelvik ve yumusak doku enfeksiyonlarina neden olmaktadir.
Ag1z boslugunda bir¢ok enfeksiyona neden olan en direngli bakterilerden birisidir. Yiiksek
patojenite potansiyeline sahiptirler, birgok ortamda hastalik olusturabilirler ve son yillarda
bu bakterilerin neden oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarda da 6nemli bir artis meydana

gelmistir (Diani vd., 2016; Olukpinar-Geng, 2018; Sakaryali vd., 2022; Yildiz, 2014).

Pseudomonas aeruginosa, gram-negatif, genis konakg1 araligina sahip, firsatg1 bir
patojendir. Solunum yollariin akut ve kronik enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari,
iilseratif keratit, kistik fibrozis ve sepsis dahil olmak iizere bir¢ok bulasict hastaliginin ve
ozellikle bagisikligi baskilanmis bireylerde c¢ok cesitli, siddetli ve bazen Oliimciil
hastaliklarin ana nedenidir (Cao vd., 2017; Cappello ve Guglielmino, 2006).

Millettia pinnata ¢i¢ek 6zleri ile elde edilen AgNP'ler, E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus ve P. vulgaris tizerinde farkli seviyelerde antibakteriyel aktivite gostermislerdir
(Rajakumar vd., 2017). AgNP'lerin S. aureus, P. vulgaris, E. coli ve P. aeruginosa
bakterilerine kars1 6nemli antimikrobiyal aktivite gosterdigi gosterilmistir (Balaraman vd.,
2020). Yapilan bir baska c¢alismada ise AgNP’lerin E. faecalis bakterisine karsi
antimikrobiyal aktivite sergiledikleri belirtilmistir (Kung vd., 2018). Bu c¢alismada
AgNp’ler S. aureus bakterisinde inhibisyon zonu olusturmazken, B. Subtilis, E. coli, P.
aeruginosa, E. faecalis ve P. vulgaris bakterilerinde literatiir ile uyumlu olarak farkli
seviyelerde antimikrobiyal aktivite gdstermislerdir. Ozellikle P. vulgaris ve E. faecalis
bakterilerine kars1 olusturduklar1 14 mm zon ¢ap1 ve P. aeruginosa bakterisine karsi olusan
12 mm zon cap1 ile AgNP’ler, bu bakterilere kars1 antimikrobiyal ajan olarak kullanilma

potansiyeli barindirmaktadir.

4.3.3. Antibiyofilm Aktivitenin Degerlendirilmesi

Calismada ekstrakt ve AgNP’lerin antibiyofilm aktiviteleri gram pozitif ve gram
negatif bakterilere karsi aragtirildi. Ekstrakt ve AgNP’nin biyofilm giderim yiizdesi bulgulari
Tablo 6’da verildi. En yiiksek biyofilm inhibasyon yiizdesi AgNP i¢in %34.75 oranla P.
vulgaris’e kars1 elde edildi. AgNP P. aeruginosa bakterisine karst %23.72 biyofilm
inhibasyon aktivitesi gosterirken en diisiik etkiyi ise %18.93 biyofilm inhibasyon orani ile

E. faecalis bakterisine kars1 gosterdi. Bu mikroorganizmalar diginda kalan organizmalarda
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ise AgNP’ler herhangi bir antibiyofilm etki gostermezken; ekstrakt ise herhangi bir

mikroorganizmada antibiyofilm aktivite gdstermemistir.

Tablo 6

H. cupressiforme Hedw. ve AgNP antibiyofilm aktivitesi.

% Inhibisyon Degerleri
Mikroorganizmalar

Ekstrakt AgNP
P. vulgaris (NRRL-B-123) - 34.75
P. aeruginosa (ATCC 27853) - 23.72
E. coli (ATCC 25922) - -
E. faecalis (NRRL B-14617) - 18.93

S. aureus (ATCC 25923) - -

B. subtilis (ATCC 6633) - -

(-): Biyofilm olusumu gozlenmedi.

Biyofilm yap1 icerisindeki bakteriler genellikle antimikrobiyal ajanlara planktonik
bakterilerden yaklasik 1000 kata kadar daha direnclidir. Enterekok tiirii bakterilerin en az bir
antibiyotige direngli olduklar1 bilinmektedir ve biyofilmlerin vankomisin gibi tedavide
kullanilan antimikrobiyal maddelere direngli olduklarindan eradikasyonlar1 hayli zordur. Bu
direncin gelismesinde olas1 iki mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan birisi; sakkarit
yapidaki matrisin antimikrobiyal madde ile reaksiyona girerek nétralize etmesi, digeri ise
matrisin antimikrobiyal maddeye kars1 difiizyon bariyeri olusturmasidir. Biyofilm tabakalar
kateterler, kalp ve eklem protezleri, tedavide kullanilan tibbi aletlerin yiizeyleri gibi pek ¢ok
alanda olusabilir. Bu nedenle yeni tedavi yollarinin gelistirilmesi gerekmektedir (Brown vd.,

1995; Diani vd., 2016)

“P. aeruginosa akcigerlerde giiglii bir biyofilm sekli olan pnomoni belirtileri ile

ortaya ¢ikan kistik fibroz hastaligi ile taninmaktadir” (Madigan ve Martinko, 2010).

AgNP'lerin kok ve kanal tedavisinde gelisen E. faecalis kaynakli biyofilmleri ortadan

kaldirma potansiyeli gosterdigi belirtilmistir (Wu vd., 2014).
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AgNP'ler mikroorganizmalar1 6ldiirdiikleri gibi ayn1 zamanda biyofilm tabakalarinin

par¢alanmasinda da 6nemli bir rol iistlenirler (Chapman, 2010).

4.4. DNA Kesme Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen giimiis nanopartikiiller hidrolitik ve oksidatif kesme 6zelliklerini
belirlemek amaciyla pBR322 plazmid DNA kullanilarak agaroz jel elektroforezde
ylritiilerek analiz edildi. pPBR322 plazmid DNA’nin siipersarmal formu (Form I) hasara
ugrayip agildiginda halkasal bir forma doniismektedir (Form II). pPBR322 plazmid DNA daha
fazla hasara ugrarsa lineer bir forma doniismektedir ve eger lineer forma (Form IlI)
dontisiirse agaroz jel elekroforezde yiiriitildiigiinde Form I ve Form II arasinda goriintii

vermektedir.

Test edilen biitlin konsantrasyonlarda giimiis nanopartikiillerinin hem hidrolitik hem
de oksidatif olarak DNA’y1 kestigi goriildii. Yapilan analiz sonucunda AgNP’lerin biitiin
konsantrasyonlarda DNA’y1 halkasal forma doniistiirmesine karsin lineer form goriintiisiine

rastlanmadi.

Test edilen ekstraktinda biitiin konsantrasyonlarinda hem hidrolitik hem de oksidatif
olarak DNA’y1 kestigi belirlendi. Bununla beraber ekstrakt; biitiin konsantrasyonlarda
DNA’ya nanopartikiile gore daha fazla hasar verdigi ise lineer formda goriintiilerin
olugsmasindan anlasilmaktadir. Ekstrakt’in elde edilen goriintiilerinde hidrolitik olarak biitiin
konsantrasyonlarda lineer formda pargaciklar olusurken, oksidatif olarak ise konsantrasyon
artttkca DNA’nin daha fazla hasara ugrayarak daha ¢ok pargalandigi, lineer formlarinin
yiiksek konsantrasyonlarda daha belirgin olarak goriintiilenmesinden anlagilmaktadir (Sekil
19).
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Sekil 119. Hypnum cupressiforme Hedw. su ekstrakti (A) ve AgNP’nin (B) DNA kesme
aktivitesinin belirlenmesi.

a b

a. Hidrolitik, M. Marker, 1. DNA kontrol, 2. DNA + 1.25 ug/mL, 3. DNA + 2.5 pg/mL, 4.
DNA + 5 pg/mL, 5. DNA + 10 pg/mL, 6. DNA + 20 ug/mL.

b. Oksidatif, 1. DNA + H202, 2. DNA + 1.25 pg/mL + H202, 3. DNA + 2.5 ug/mL + H20z,
4. DNA + 5 pg/mL + H202, 5. DNA + 10 pg/mL + H202, 6. DNA + 20 pg/mL + H20..

4.5. Mutajenik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Ames/Salmonella testi, kimyasal maddelerin mutajenik etki gosterip gostermedigini
belirlemek ve ozellikle ilaglarin iiretimi asamasinda ilag bilesenlerinin mutajenik-
karsinojenik ve toksik etkilerini arastirmak i¢in kullanilan, hizli sonu¢ veren, yiiksek
uygulanabilirlige ve yaygin kullanim alanina sahip, diisitk maliyetli, gecerliligi yiiksek ve
giivenilir bir test yontemidir (Aydogan vd., 2018; Oguz vd., 2014). Ames/Salmonella
testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi i¢in histidin sentezleme yetenegini kaybetmis
Salmonella susglarinin, test 6rnegi ile islendikten sonra ikinci mutasyon ardindan olusacak
yabani tip histidin sayisinin kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kat1 olmast
gerekir. Test edilen 6rnekte kendiliginden geri donen yabani tip histidin koloni sayis1 iki
katina ulagsmasa bile konsantrasyon arttikca, bu artisa bagli bir artis var ise test edilen

maddeye mutajen denilebilmektedir (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans ve Zeiger, 2000).
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Calismada S. typhimurium’un TA98 ve TA100 olarak iki farkli susu kullanildi ve
Ames/Salmonella testi ile ekstrakt ve AgNP’lerin mutajenik aktivitesi belirlendi. Hem
ekstraktin hem AgNP’lerin farkli konsantrasyonlar1 (6.25, 25, 100 ve 400ug/mL) S.
typhimurium TA 98 ve TA100 suslarina kars1 bakildiginda, her iki 6rneginde mutajenik bir
etkiye sahip olmadiklar1 gériildii (Tablo 7).

Tablo 7

Ames/Salmonella test sonuglari.

Konsantrasyon  His* Geri Donen Koloni Sayisi/Plaka

Uygulama (ng/mL) TA98 TA100
Ort+SS Ort+SS
PK NPD 491.67+5.51
SA 1264.67+£33.50
6,25 26.33+2.52 101.00+6.56
25 43.00+2.65 87.00+7.00
Ekstrakt
100 46.67+4.04 59.00+5.29
400 42.3343.79 73.33+11.93
6,25 44.67+3.06 93.67+8.39
25 43.33+10.69 66.00+2.65
AgNP
100 52.33+11.24 72.33+7.51
400 87.33+11.59 81.67+6.51
NK  dH2O 22.33+1.53 71.00+£19.05
SK 24.67+4.51 90.00+14.53

Dalgi¢ (2022) Sorghum bicolor var. technicum ekstrakti kullanarak yesil sentez
yontemi ile AgNP sentezledigi ¢calismasinda, Ames/Salmonella testi sonucunda ekstraktin
mutajenik etki gostermedigini belirtirken yesil sentez soncu elde ettigi AgNP’lerin mutajenik
etkisinin oldugunu vurgulamistir ve belirli fizikokimyasal 6zelliklere sahip AgNP'lerin olas1
antimutajenik etkilerinin olabilecegine deginmistir. Buna karsin Yaymtas vd. (2021)
karayosunu, Dicranum majus Turner ile sentezledikleri AgNP’lerin mutajenik etkisinin

olmadigin1 gostermislerdir.
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Dalgi¢’in (2022) tohumlu bir bitki kullanarak yesil sentez yontemi ile sentezlenen
AgNP’lerin mutajenik etki gostermesine karsin, hem Yayntas vd. (2021) tarafindan yapilan
calisgmada hem de bu calismamizda AgNP’lerin yesil sentezinde karayosunu tiirleri
kullanilmis ve mutajenik aktivite belirlenmemistir. Bu durum nanopargaciklarin sentezi
sirasinda tercih edilen bitkilerin ekstraktlarinda bulunan fitokimyasal bilesiklerin

ozelliklerinden kaynaklanmis olabilir.

4.6. Serbest Radikal Giderme Aktivitesinin Degerlendirilmesi

H. cupressiforme Hedw. ve AgNP sentezinin antioksidan kapasiteleri DPPH
kullanilarak Blois metodu ile belirlenmistir. Calismada pozitif konrol i¢in BHT kullanilmis
ve her 6rneklem igin ¢alisma tiger kez tekrarlanmisgtir. H. cupressiforme Hedw. ve AgNP’nin
antioksidan aktivitesi bes farkli konsantrasyonda (25, 50, 100, 200, 400 pug/mL) absorbans

degerleri dlgiilerek hesaplanmistir. Belirlenen inhibisyon degerleri Tablo 8’de gosterilmistir.

Hem bitki hem de AgNP yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubundan daha diisiik
degerlerde serbest radikal giderme aktivitesi gostermislerdir. Kontrol grubunda
konsantrasyon ile serbest radikal giderme aktivitesi artis goriilmiistiir. Buna karsin; AgNP
konsantrasyonu 100 pg/mL’ye kadar olan konsantrasyon degerlerinde serbest radikal
giderme aktivitesi gostermesine ragmen daha yogun konsantrasyonlarda serbest radikal
giderme aktivitesi diislis gostermistir. AgNP en diisilk konsantrasyon degeri olan 25
ug/mL’de kontrol grubuna yakin degerlerde serbest radikal giderme aktivitesi gostermistir.
AgNP 100 pg/mL ve daha diisiik konsantrasyonlarda BHT ye nazaran daha diisiik olmakla
birlikte, H. cupressiforme Hedw. ekstraktina gore nispeten daha yiiksek serbest radikal
giderme aktivitesi gostermistir. Bununla birlikte H. cupressiforme Hedw. ekstrakti
konsantrasyon arttik¢a; artis oran1t BHT kadar yliksek olmasa da, serbest radikal giderme

aktivitesinde artis gostermistir.
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Tablo 8
Serbest Radikal Giderme Aktivitesi.

% Inhibisyon Degerleri

Konsantrasyon gyt H. cupressiforme AgNP
(ng/mL)
25 31.29 25.95+0.45 29.60+0.56
50 40.69 27.29+0.00 32.29+0.56
100 88.38 29.31+£0.23 37.44+0.34
200 98.15 33.78+0.00 33.33+0.00
400 99.93 34.90+0.00 27.68+2.27

Test edilen madde yogunlugunun artmasi ile birlikte serbest radikal giderme

akivitesinin artmasi beklendigi i¢in absorbans degerinin diismesi beklenir (Eren, 2011).

Maddenin antioksidan olarak kabul edilebilmesi i¢in diisiik konsantrasyonda aktif
olmas1 gerekmektedir (Bedlovicova vd., 2020). Tablo 9’da gériildiigii tizere hem H.
cupressiforme Hedw. ekstrakti hem de AgNP’ler diisiik konsantrasyonda da yiiksek

konsantrasynlarinda aldiklar1 degerlere yakin degerler 6l¢iilmiistiir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Yesil sentez yontemiyle glimiis nanopartikiillerinin sentezinin, biyouyumlulugu ve
stirdiiriilebilirligi sayesinde tip, farmakoloji ve kozmetik basta olmak {iizere farkli
biyoteknoloji alanlarinda uyglanmasinin geleneksel yontemlere gore lstiinliikleri oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle biyoteknoloji alaninda nanopartikiillerin yesil sentezi son yillarda
iizerinde en ¢ok arastirma yapilan konu olmustur. Toksik etkisi olmayan, ¢cevreye duyarli,
stirdiirtilebilir ve diisiik maliyetli nanopartikiil sentezi yoOntemlerinde zengin ikincil
metabolitlere sahip olduklarindan dolayr en ¢ok bitkilerden faydalanilmakta ve
karayosunlari; teropatik etkileri ve zorlu iklim kosullarina direnciyle bu ¢aligmalarda 6nem
kazanmaktadir. Ancak literatiirde karayosunlarinin antioksidan ve antifungal etkileri basta
olmak iizere ¢esitli teropatik etkilerine rastlanmkla birlikte, karayosunlarinin bir tiirti olan H.
cupressiforme Hedw. hakkinda yapilan arastirmalar sinirli kalmis, ihtiva ettigi ikincil

metabolitler ve bunlarin biyolojik aktiviteleri hakkinda az sayida veri elde edilebilmistir.

Bu nedenle bu ¢alismada, yesil sentez metodu ile Ayazma, Kazdag1 (Canakkale)
bolgesi, kaya iizerinden toplanan H. cupressiforme Hedw. igeriginde bulunan kimyasal
bilesimler belirlendi. Daha sonra H. cupressiforme Hedw. sulu ekstraktinin giimiis
nanoparcaciklarin igerisine enkapsiile edilerek, elde edilen nanoparcaciklar karakterize

edildi ve sonrasinda biyolojik aktivitesi aragtirildu.

Ulkemizde genis yayilim gdsteren, iiretim maliyeti diisiik ve hemen her kosulda
yetisebilen karayosunlarindan, smirli sayida arastirmaya konu olmus H. cupressiforme
Hedw. kurutulup toz hale getirildikten sonra ekstraktlarinin igerisinde bulunan baglica
biyoaktif kimyasallar1 belirlemek i¢in gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)
kullanildi. Yapilan analiz sonucunda ekstraktin i¢inde 18 farkli fitobilesen tespit edildi. Bu
testin sonuglarina gore H. cupressiforme Hedw. ekstraktinda agirlikli olarak bulunan ve ilk
li¢ siray1 olusturan fitobilesenin oraninin toplam bilesenin %60°1 oldugu belirlendi. % 35.94
ile en yogun olarak bulunan bilesik (3E,5E,7E)-6-Methyl-8-(2,6,6-trimethyl-1-
cyclohexenyl)-3,5,7-octatrien-2-  olarak  belilenmistir. ikinci swrada %14.16 ile
Benzenepropanoic acid, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-, methyl ester, li¢iincii sirada

ise %10.27 ile Neophytadiene, ekstrakti olusturan ikincil metabolitler arasinda en ¢ok
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gozlenen fitobilesikler olarak saptanmustir. Ekstraktin yogunlukla fenolik asitler,

flavanoidler ve terpenoidlerden meydana geldigi saptandi.

AgNP’lerin karakterizasyonunda SEM, TEM ve UV Goriliniir Alan Absobsiyon
Spektroskopisi analizleri kullanildi. SEM analiz sonuglar1 giimiis naopartikiillerinin
yuvarlak sekilde ve birbirine benzer boyutlarda oldugunu gésterdi. Tem analizleri sonucuna
gore sentezlenen glimiis nanopartikiillerinin boyutlar1 15 nm ile 60 nm arasinda degistigi ve
sekil olarak ise biiyiik cogunlugunun neredeyse tamamen kiiresel oldugunu dogruladi. UV-

Vis Spektroskopisi sonuglarina gore sentezlenen AgNP’lerin en yiiksek absorbans degeri

450 nm olarak ol¢iildii.

Elde edilen AgNP’lerin ve H. cupressiforme Hedw. ekstraktinin biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla antimikrobiyal 6zellikleri, antibiyofilm ozellikleri,

antioksidan 6zellikleri, mutajenik aktiviteleri ve DNA ile etkilesimleri incelendi.

Calismada ekstrakt ve AgNP’lerin antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon ve broth
mikrodillisyon yontemleri ile analiz edildi. Broth mikrodilisyon yontemin ile gerceklestirilen
test sonucunda ulastigimiz MIK degerlerine gore H. cupressiforme Hedw. ekstrakti patojen
mikroorganizmalarin hi¢ birisine karst inhibe etme aktivitesi gostermemistir. H.
cupressiforme Hedw. ekstrakti kullanilarak yesil sentez yontemi ile sentezlenen AgNP’ler,
MIK testi sonucuna gore test edilen bakteri suslar1 arasindan dzellikle P. vulgaris, E. faecalis
ve P. aeruginosa bakterileri iizerinde daha yiiksek inhibe etma aktivitesi gdstermistir.
AgNP’lerin antimikrobiyal etkinlikleri 3.91 MIK degeri ile P. vulgaris ve E. faecalis
bakterileri {izerinde olmustur. E. coli bakterisinide ise 31,25 MIK degeri 6l¢iilmiistiir. Test
edilen diger baz1 patojenler iizerinde AgNP’ler daha yiiksek MiK degerine ulasmis olsa da

bu sonug kontrol grubu olan ampisilinle ayn1 degerde oldugu i¢in dikkat ¢cekmektedir.

Veljic vd. (2009) tarafindan H. cupressiforme Hedw. metanol ekstrakti ile yapilan
calisma sonuglari ile bizim galismamizda kullanilan ekstrakt ile elde ettigimiz MIK degerleri
karsilastirildiginda; H. cupressiforme Hedw.’nin bakterilere karsi inhibe etme etkisinin
bizim ¢alismamizda daha az oldugu gorilmistiir. Benzer sekilde Ertiirk vd. (2015)
tarafindan H. cupressiforme Hedw. etanol ekstraktinin MiK degerleri lgiilerek yapilan testte

P. aeruginosa ve S. aureus tizerinde aktif oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismalarda elde edilen
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sonuglarla bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarin farkli olmasmin nedeni; ekstrakt
elde edilirken ¢oziicii olarak etanol ve metanol kullanilmasindan kaynaklanmis olabilecegi
gibi, kullanilan bitkinin toplandig1 bolgenin iklimi, ekolojik nisi ve diger biyotik nedenlerden

kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Son yillarda mortalite oranlarmnin azaldig1 raporlansa da (Basaran vd., 2021; Oztiirk
ve Karaca, 2016) osteomiyelit vakalarinda 6liim oran1 hala oldukga yiiksektir. Osteomiyelit
hastaliginin nedenleri arasinda S. aureus bakterisi ilk sirada yer almaktadir. Yaptigimiz test
sonuglarina gére AgNP’lerin MBK/MIK orani S. aureus bakterisinde 4 ¢ikmistir. Bununla
beraber bakteri kaynakli endokrdit hastaligina yol agan patojenler arasinda E. coli’de
bulunmaktadir ve AgNP’lerin hem bu patojen iizerinde hem de P. aeruginosa iizerinde
MBK/MIK oram 4 olarak dl¢iilmiistiir. AgNP’lerin MBK/MIK oraninin 2 ile en diisiik
oldugu patojen ise B. subtilis olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar 6zellikle tedavisinde
bakterisid yetenekleri olan antimikrobiyal ajanlara ihtiyag duyulan osteomiyelit ve
endokardit gibi hastaliklarda AgNP’lerin bakterisid etkiye sahip bir ajan olarak
kullanilabilecek potansiyel tasidigi ve bu konuda daha fazla calisma yapilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Agar disk difiizyon test sonucunda hem ekstrakt hem de AgNP tipki kontrol grubu
olan ampisilin gibi S. aureus bakterisine kars1 herhangi bir zon olusturmamistir. Ekstrakt en
yiiksek zon ¢apim1 8 mm ile E. coli ve B. subtilis bakterilerine karsi olusturmustur. P.
aeruginosa bakteri susuna kars1 7 mm zon ¢api, E. faecalis ve P. vulgaris bakterilerine kars1

6 mm zon ¢ap1 olusurmus olsa da bu sonuglar inaktif olarak degerlendirilmistir.

Diilger vd. (2005) yaptiklart ¢alismada H. cupressiforme Hedw. metanol ekstrakti B.
subtilis (14.2 mm zon ¢ap1), S. aureus (12.6 mm zon g¢ap1), E. coli (12.2 mm zon gap1) ve P.
aeruginosa (11.6 mm zon gap1) bakterileri karsisinda aktif 6zellik géstermistir. Altuner vd.
(2014), H. cupressiforme Hedw. etanol ekstrakti ile yaptiklart ¢alismada B. subtilis, E.
faecalis ve S. aureus bakerileri iizerinde zon ¢api olusturmadigini belirtmigler, E. coli
lizerinde ise bizim ¢alismamizin verdigi sonuglara yakin bir sonu¢ bularak 7 mm zon ¢ap1
olustugunu gozlemlemislerdir. Ertiirk vd. (2015) ¢alismalarinda P. aeruginosa (12 mm zon
capi), S. aureus (8.66 mm zon ¢api) Ve E. coli (10.33 mm zon gap1) bakteri suslari {izerinde

H. cupressiforme Hedw. ekstraktinin antibakteriyel aktivite gosterdigini belirtmislerdir.
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Literatiirle karsilastirlldiginda farkli cografyalardan alinan, farkli yontemler kullanilarak
hazirlanan H. cupressiforme Hedw. ekstraktlarinin ayni bakteri suslari {lizerinde farkli

sonuglar verdigi goriilmektedir.

Buna karsin Yaymtas vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, H. cupressiforme Hedw.
orneklerini bu calismada kullanilan Orneklerle ayni bolgeden toplamis ve benzer bir
yontemle ekstrakt hazirlamis olmalarina karsin; H. cupressiforme Hedw., i¢lerinde B.
subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve E. faecalis bakteri suglarininda yer aldigi toplam
yedi farkli bakteri tiirii lizerinde test etmis ve hi¢ birisinde antibakteriyel aktivite
gozlemlememistir. Bu durum H. cupressiforme Hedw. tiiriiniin sadece yetistigi bolgenin nis
ve biyoaktif yapisina gore degil, benzer cografyalarda da yillara gore degisiklik gosteren
iklim kosullarmin etkisiylede fitokimyasal yapisinda gesitli farkliliklar olusturabildigini
diisindirmektedir. Bu haliyle ¢alismamizin, gelecekte H. cuipressiforme Hedw. tiiriiniin
antibakteriyel aktivitesini degerlendirmek {izere yapilacak calismalar i¢in yol gosterici

oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda AgNP’lerin S. auresus disinda test edilen biitiin mikroorganizmalar
tizerinde antibakteriyel etkiye sahip oldugu goriilmistir. AgNP; E. coli ve B. subtilis (11
mm zon ¢api) bakterilerinde yar1 aktif antimikrobiyal etki gosterirken, P. aeruginosa (12
mm zon ¢apt1), P. vulgaris (14 mm zon capi1) ve E. faecalis (14 mm zon ¢ap1) bakterilerine

kars1 aktif olduklar1 goriilmiistiir.

Giuimiis nanopartikiillerinin antibakteriyel etkinige sahip oldugu literatiirde
gorilmektedir. Ancak nanopartikiillerin kimyasal sentezinin sonucunda ortaya ¢ikan toksik
maddeler insana ve ¢evreye zarar vermekle birlikte senztez agamasi uzun ve maliyetlidir. Bu
calismada AgNP’lerin aktif etkinlik gosterdigi S. aureus harig biitiin bakterilerde 6l¢iilen zon
cap1, kontrol grubu olan ampisiline gére daha biiyiik 6l¢iilmiistiir. H. cupressiforme Hedw.
ekstraktl kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin calismamizda kullanilan bakterilere karsi
animikrobiyal aktivite gostermesi umut vericidir. Ayrica kontrol grubu olan ampisilinden
daha iyi sonuglar vermesi ise ¢evre dostu ve diisiik maliyetli bir yontemle iiretilen

AgNP’lerin potansiyelini gostermesi bakiminda dikkat ¢ekicidir.
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Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore ekstrakt test edilen bakterilerin hig
birisinde biyofilm giderme aktivitesi gostermemistir. AgNP’ler ise P. vulgaris, P.
aeruginosa ve E. faecalis iizerinde biyofilm giderme aktivitesi gostermistir. AgNP’ler %
34.75 ile en yiiksek biyofilm giderme aktivitesini P. vulgaris bakterisi {izerinde gostermistir.
Antibiyofilm aktivite testinin sonuglart MIK testi ve agar disk difiizyon testi sonruclarini
desteklemekte ve AgNP’lerin antibakteriyel ilag olarak kullanilabilecegi gibi tibbi cihaz ve

protezlerin dezenfeksiyonu asamasinda da kullanilmaya aday oldugunu géstermektedir.

Ames/Salmonella testi ile mutajenik aktiviteleri analiz edilen ekstrakt ve
glimiignanopartikiiller S. typhimurium bakterisine ait TA98 ve TA100 suslarinin ikinde de

mutajenite gostermedi.

Gilinlimiizde  kullanilan  pek c¢ok antibiyotige karsi, hastalik  yapan
mikroorganizmalarin g¢esitli yontemlerle direng gelistirdigi bilinmektedir. Bununla beraber
hastanede yatis siirelerinin uzamasi, teshis ve tedavi asamasinda kullanilan pek ¢ok tibbi
cihaz ve protezin; ¢ok fazla sayida hastalik yapict mikrorganizmaya ev sahipligi yapan
hastane ortaminda kontamine olmasi nedeniyle, her gecen giin artan hastane kaynakli
enfeksiyonlar, onlarca kisini hastalanmasina ve zaman zaman hayatin1 kaybetmesine neden
olmaktadir. Bu durum sonucunda tedavi siireleri uzamakta ve saglik hizmetlerinde maliyet
artmaktadir. Toksik etkileri olmayan ve iiretim maliyetleri diisiik olan H. cupresssiforme
Hedw. kullanilarak yesil sentez yontemi ile elde ettigimiz AgNP’ler iizerinde yaptigimiz
testlerden antibakteriyel, antibiyofilm ve mutajenik aktivite testlerinin sonuglar1 bir biitiin
olarak degerlendirildiginde, AgNP’lerin patojen mikroorganizmalarin yok edilmesi i¢in ilag
olarak, tibbi cihaz ve protezlerin temizlenmesi asamasinda dezenfektan olarak
kullanilabilecegi ve bu islemler sonucunda mutajenik bir etkiye neden olmayacagi

goriilmektedir. Bu anlamda ¢alismamizin sonuglar1 umut vericidir.

H. cupressiforme Hedw. ve AgNP’lerin serbest radikal giderme aktiviteleri
belirlenmistir. Yapilan test sonucunda her iki 6rnekte diisiik konsantrasyonlarda yiiksek
antioksidan aktivite gostermistir. Konsantrasyon yiikseldik¢e ekstrakt, pozitif kontrol
grubuna gore daha diisiik oranla olmakla birlikte artan antioksidan aktivite gosterirken,
AgNP’lerin 100 pg/mL’den sonra serbest radikalleri inhibe etme yetenekleri azalmustir.

Literatiirde Lunic vd. (2020), Yayintas ve Demir (2019) ve Yayintas vd. (2019) tarafindan
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yapilan c¢alismalarda H. cupressiforme Hedw. tiirliniin antioksidan etkisine vurgu
yapmislardir. Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar daha 6nce yapilan calismalar1 destekler
niteliktedir. H. cupressiforme Hedw. antioksidan 06zelligi nedeniyle hem ila¢ hem de

kozmetik sektoriinde kullanilabilecek potansiyel baindirmaktadir.

Agaroz jel elektroferez yonemi ile test edilen biitiin konsantrasyonlarda glimiis
nanopartikiillerinin hem hidrolitik hem de oksidatif olarak DNA’y1 kesme yetenegi
goriilmekle beraber, lineer form goriintiisiine rastlanmadi. Ekstrakt ise; biitlin
konsantrasyonlarda DNA’y1 kesmekle beraber nanopartikiile gore daha yiiksek DNA kesme
aktivitesi gosterdi ve lineer form goriintiileride elde edildi. Bu sonuglar H. curessiforme
Hedw. iizerinde antiproliteratif etkilerin arastirtldigi Lunic vd. (2020) ve Yayintas vd. (2019)

tarafindan yapilan ¢aligmalarla ortiismektedir.

Calisma sonucunda elde ettigimiz verilere gore H. cupressiforme Hedw. kullanilarak
yesil sentez yontemi ile elde edilen AgNP’ler 6zellikle antimikrobiyal ve antibiyofilm
aktiviteleri ile 6n plana ¢ikmistir. Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda; liretim maliyetinin
diigiikligii, her kosulda tireme ve gelisme potansiyeli, bakim ve depolama igin diigiikk emek
ve diisiik maliyet ihtiyaci ile 6n plana ¢ikan, toksik ve mutajenik etkileri olmayan H.
cupressiforme Hedw. kullanilarak yesil sentez yontemi ile sentezlenen AgNP’ler; 6zellikle
direncli bakterilerin gelisimini durdurmak ve ya yok etmek icin; hastaliklarin tedavisi
asamasinda ilag, hastaliktan koruma siireglerinde ise dezenfekan olarak tibbi cihaz ve

malzemelerde kullanilma potansiyeli barindirmaktadir.

H. cupressiforme Hedw. ekstraktinin ihtiva ettigi fitobilesiklerin belirlenmesi
acisindan iilkemizde yapilmis herhangi bir ¢aligmaya tarafimizca yapilan arastirmalarda
rastlanmamustir. Calismamizda elde edilen sonuglar, H. cupressiforme Hedw. ekstraktinin
terOpatik etkileri bilinen toplam 18 fitobilesikten olustugunu gostermesi bakimindan
tilkemizde bir ilk olmasi agisindan 6nemlidir. Bununla beraber ¢alismamiz; H. cupressiforme
Hedw. 6zellikle yiiksek DNA kesme aktivitesinin ve antioksidan 6zelliklerinin goriilmesine
katkt sunmustur. Bu sonuglar H. cupressiforme Hedw. tiirliniin, ¢agimizin en énemli ve
tedavisi oldukg¢a zor olan hastaliklarindan birisi olan kanserle miicadelede yeni ve 6nemli bir
potansiyel barindirdigin1 géstermektedir. Ayrica yine viriislere karsi antiviral ajan olarak

kullanilma potansiyeli barindirdigi da disiiniilmektedir. H. cupressiforme Hedw.’ nin
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gelecekte yapilacak in vivo ve in vitro ¢alismalar sayesinde; kozmetik sektoriinde yaslanma
karsit1 kremlerde, ilag sanayisinde anitiimor ve antiviral ajanlar olarak, yine viriislere karsi

as1 olarak koruyucu saglik hizmetlerinde kullanilmaya aday oldugunu diisiinmekteyiz.
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