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Tilia tomentosa moench ci¢ceklerinin ucucu bilesenlerinin ve cesitli in
vitro biyolojik aktivitelerinin incelenmesi
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Oz

Amag: Tilia tomentosa Moench. (Malvaceae) bitkisinin ciceklerinden elde edilen n-hekzan
ekstresinin ucucu bilesenleri, toplam fenolik madde miktari, in vitro antioksidan, antimikrobiyal
ve hiicre canlilig1 aktivitelerinin arastirilmasi amac¢lanmistir. Yontem: Kurutulan bitki materyali
toz edildikten sonra, n-hekzan kullanilarak maserasyon yontemi ile ekstre hazirlanmistir. Ugucu
bilesenleri Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi (GC/MS) ile arastirilmis, toplam fenolik
madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan kapasitesi DPPH
ve ABTS radikal stipliriicii yontemleri ile in vitro olarak test edilmistir. Antimikrobiyal aktivitesi
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Escherichia coli NRLL B-3008, Staphylococcus aereus ATCC
6538, Helicobacter pylori ATCC 43504 ve Mpycobacterium smegmatis ATCC 25291
mikroorganizmalarina karsi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak arastirilmistir. In vitro hiicre
canlihgl tzerine etkisi hiicrelerin metabolik olarak aktif olma durumlarinin é&lciimi ile
belirlenmistir. Bulgular: T. tomentosa n-hekzan ekstresinin ABTS ve DPPH radikal siipiiriict
etkisi sirasiyla 1.94 ve 1.03 olarak bunmustur. Ek olarak, ekstrenin in vitro hiicre canlilig1 tizerinde
azalan dozlarda artan aktivitesi tespit edilerek en ytliksek aktivite 1 mg/mL dozunda
gozlemlenmistir.  Ekstrenin  denenen  suslardan  yalmizca  Staphylococcus  aureus
mikroorganizmasina karsi 125 ug/mL dozda etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica major ugucu
bileseni %17.7 oraninda kafur olarak tespit edilmistir. Sonug: T. tomentosa n-hekzan ekstresinin,
hiicre canlilig1 tizerinde olumlu etkiye sahip oldugu ve orta diizeyde antioksidan etkinlige sahip
oldugundan dolayi hiicre yenileyici olarak kullanilabilecegi diisiintilmektedir.
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T. tomentosa in vitro biyolojik aktiviteleri

Investigation of volatile components and various in vitro biological
activities of tilia tomentosa moench flowers

Abstract

Aim: The aim of this study was to investigate the volatile components, total phenolic content, and
in vitro antioxidant, antimicrobial and cell viability activities of Tilia tomentosa Moench.
(Malvaceae) flower n-hexane extract. Methods: The dried plant material was powdered and
extracted with n-hexane by maceration. The volatile components of the extract were investigated
by Gas Chromatography / Mass Spectroscopy (GC/MS) and the total phenolic content was
determined using the Folin-Ciocalteu method. The antioxidant capacity was tested in vitro DPPH
and ABTS radical scavenging methods. Antimicrobial activity was investigated by microdilution
method against microorganisms of Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Escherichia coli NRLL
B-3008, Staphylococcus aereus ATCC 6538, Helicobacter pylori ATCC 43504 and Mycobacterium
smegmatis ATCC 25291. The effect on cell viability in vitro was determined by measuring the
metabolic activity of the cells. Results: The ABTS and DPPH radical scavenging activity of T.
tomentosa n-hexane extract was found as 1.94 and 1.03, respectively. In addition, the increased
activity of the extract on in vitro cell viability was determined. It was observed that the extract
was effective only against Staphylococcus aureus at a dose of 125 ug/mL. The major volatile
component of the extract was camphor (17.7%). Conclusion: T. tomentosa n-hexane extract has
a positive effect on cell viability, and it has a moderate level of antioxidant activity. For these
reasons, the extract may be used as a cell regenerator.

Keywords: Cell culture, Tilia tomentosa, antimicrobial, cell regenerator, GC/MS

Giris eldesinde oncii madde), klorojenik ve p-
kumarik asitler icermektedir.8 Ayrica
ciceklerde yiizde iki katesin ve gallokatesin
tiirevleri, miisilaj agirhikh olarak
arabinogalaktanlar ¢ ve c¢cok az miktarda
ucucu yag bulunmaktadir.l® Metanol
ekstresinde ana flavonoidler olarak kersetin-
3,7-0-a-diramnosit ve kemferol-3,7-0-a-

Tilia tomentosa Moench. Malvaceae
familyasina ait bir tiirdir ve Tirkiye'de
“Gumisi Thlamur”, diinyada “Silver Linden”
olarak bilinmektedir. Tilia cinsi Turkiye'de
dort tiir, bes taksonla temsil edilmektedir.1.2
Bu tiir, 35-40 metreye kadar boylanabilen bir

agactir. Siirgiinleri ilk y1lda yesil ve tiylidir.
Tomurcuklar iki - ti¢ pula sahiptir, pullarin
dis kenarlar1 yogun kahverengi, olup, dis
kenarinda yildiz tlyleri bulunmaktadir.
Bitkinin tomurcuklar1 ve cigekleri genellikle
eczanelerde, pazarlarda ve aktarlarda
paketler halinde satilmaktadir.3 T. tomentosa
cicegi, Tirkiye’de halk arasinda oksiiriik,
grip, migren, gerginlik ve mide
rahatsizliklarinin giderilmesi i¢in kullanilir.
Yapraklarinin kullanimi, brakteli ¢iceklerinin
kullanimi kadar yaygin degildir.24567 T.
tomentosa sinonim olarak Tilia argentea Desf
ex. DC. olarak da bilinmektedir. Bitkinin
cicekleri yiiksek oranda miisilaj ve flavonoid
icerir. Ihlamur cicekleri polifenollerce zengin
olup (%1), ozellikle flavonoitler iginde
cogunlugu kersetin ve tilirevleri (rutosit,
hiperosit, kersitrin, izokersetin), kamferol
(astragalin, tilirosit) ve katesin (kafeik asit
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diramnosit bulunmaktadir.1t

Ihlamur ¢icegi ile ilgili in vitro hayvan

deneylerinde onikiparmak bagirsagi
tizerinde spazmojenik etkinin olustugu
gozlemlenmistir. Diyaforetik ve

antispazmodik 6zelliklere thlamur ¢igeginin
yapisindaki p-kumarik asit ve flavonoitlerin
sahip oldugu dusiinilmektedir. Ayrica,
thlamur ¢icegi ucucu yag1 kullanimi ile pek
cok etki gozlenmis olup, bunlardan ditiretik,
sedatif, antispazmodik etkiler bilinmektedir.
IThlamur ¢iceginin smirhh bir aralikta
antifungal  aktivite  gosterdigi  tespit
edilmistir.1213 Thlamur c¢icekleri ek olarak
kanama durdurucu, sinirleri yatistiric,
sedatif 6zelliklere de sahiptir. Odunundan
elde edilen komiri ise hazimsizlikta
kullanilmaktadir.4 Ayrica odunundan elde
edilen ekstrenin antimikrobiyal etkinligi
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bulunmaktadir.15 Bitkinin onemli
bilesenlerinden olan tilirosit ve astragalin
farelerde giiclii hepatoprotektif etki ortaya
koymakla beraber TNF-a {liretimi {izerinde
glicli  inhibitor etki goOstermistir.1617
Ciceklerinin stres iizerindeki etkisi, ylizme
performans testi kullanilarak farelerde
calisilmistir.'8 Ayrica anti-inflamatuar ve
antinosiseptif aktiviteleri ile ilgili baska
calismalar da vardir.19

Bircok kronik bozuklugun ortaya
¢ikmasinda oksidatif hasarin 6nemli bir rol
oynadigin1 gosteren Kkanitlar mevcuttur.
Ayrica, oksidatif stresin kanser, ateroskleroz,
diyabet, romatoit artrit, kardiyovaskiiler
hastaliklar, hipertansiyon, nérodejeneratif
hastaliklar ve yaslanma gibi yaklasik 200
hastalik ile iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir.2® Bu c¢alismanin esas
amaci ise, T. tomentosa giceklerinin n-hekzan
ekstresinin ucucu bilesenlerinin, toplam
fenolik madde miktarinin, antioksidan,
antimikrobiyal etkinliginin saptanmasi ve
proliferatif etkinliginin arastirilmasidir.

Yontem
Gereg

1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH),
biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), dimetil
stlfoksit (DMSO), askorbik asit, 2, 2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit
(ABTS) ve troloks Sigma'dan (Sigma-Aldrich
GmbH, Sternheim,  Almanya) temin
edilmistir. Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145, Escherichia coli NRLL B-3008,
Staphylococcus  aereus  ATCC 6538,
Helicobacter pylori ATCC 43504 ve
Mycobacterium smegmatis ATCC 25291
suslar1 ATCC firmasindan satin alinmigtir.
Primer insan dermal fibroblast hiicreleri
(ATCC® PCS-201-012™) ATCC (Amerika)
temin edilmistir. Kullanilan tiim kimyasallar
analitik kalitede tercih edilmistir.

Bitki materyali ve ekstraksiyon

T. tomentosa ¢igekleri 2018 yili Eyliil
ayinda Cavusbasi Kéyii, Beykoz, Istanbul'dan
toplanmustir. Bitki 6rnekleri teshis edilerek
Istanbul Universitesi Eczacihk Fakiiltesi
Herbaryumu'na kaldinlmistir (ISTE 115
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938). Bitki materyalleri ince toz haline
getirildikten sonra, n-hekzan ile 24 saat
siireyle ¢ kere masere edilmigtir.
Siiziildiikten ve ¢oziiciisii yogunlastirildiktan
sonra ekstre, buzdolabinda amber renkli bir
sisede saklanmistir.

Antioksidan aktivite
DPPH radikal stiplirticti aktivite

Ekstre ve standart olarak kullanilan
askorbik asitin tizerine 3.9 mL DPPH’in
metanoldeki ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Karisim 30 dakika karanlikta bekletilmis ve
absorbanslar 517 nm’de spektrofotometrede
metanole karst okunmustur. Pozitif ve
negatif kontroller paralel olarak ¢alisilmigtir.
Pozitif kontrolde ekstrenin yerine standart
(askorbik asit), negatif kontrolde ise ¢oziicii
(metanol) kullanilmistir. Deney li¢ kez
tekrarlanip ve ortalamasi alinmistir.21

ABTS radikal stiptiriicii aktivite

Ekstrenin  antioksidan aktivitesi
ikinci olarak ABTS radikal katyonu siiptiriicii
deneyi ile Re ve arkadaslarinin 1999'da
bulduklar1 yontem modifiye edilerek
Olglilmiistiir. ABTS, 7 mM ABTS sulu
¢ozeltisinin, 2.45 mM potasyum persiilfat
(K2S20g) ile reaksiyona sokulmasi ile
hazirlanmistir.  Elde  edilen  karisim
kullanilmadan once 12-16 saat boyunca
karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir.
Elde edilen yogun renkli ABTS radikal
katyonu, 734 nm’de 0.7000£0.02 absorbans
degeri vermesi icin etanol ile (pH 7.4)
seyreltilmistir. Test bilesigi, toplam hacmi 1
mL olacak sekilde ABTS cozeltisi ile (100x)
seyreltilmistir. Karisim hazirlandiktan 6
dakika sonra absorbans, spektrofotometrik
olarak 734 nm'’de 6l¢iilmiis ve inhibisyon
yluzdesi hesaplanmistir. Tim denemeler ti¢
kez uygulanmistir.22.23

Toplam fenolik madde miktar tayini

Ekstrenin toplam fenolik bilesikleri
Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak tayin
edilmistir. 5, 2, 5, 1.25 ve 0.625 mg/mL
derisimlerinde hazirlanan ekstreden 0.1’er
mL tiplere alinmis ve hacimleri 4.6 mL
olacak sekilde distile su ilave edilmistir. 0.1
mL Folin-Ciocalteu ayiraci ve 0.3 mL %2
sodyum karbonat ¢ozeltisinden ilave
edilerek, tiipler vorteks mikserde karistirilip
ve iki saat bekletildikten sonra meydana
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gelen mavi rengin absorbansi ekstrenin
yerine 0.1 mL distile su iceren kore kars1 760
nm’de Olciilmiistiir. Gallik asit ile standart
egri cizilmis olup, sonuclar mg gallik asit
ekivalani olarak ifade edilmistir.24:25

Antimikrobiyal aktivite

Ekstrenin mikroorganizmalara karsi
CLSI (Clinical & Laboratory Standarts

Institue) belirledigi standartlar
dogrultusunda minimum inhibisyon
derisimi (MIK) degerleri saptanmustir.
Standart antimikrobiyal olarak

Kloramfenikol, tetrasiklin, streptomisin,
Klaritromisin ve amikasin kullanilmistir. Bu
amagla 96 kuyucuklu steril plaklar
kullanilmistir. Ekstre icin plagin ilk siitunu
kullanilmis ve bir situn besiyeri kontroli,
diger bir siitun ise lireme kontrolii olarak
ayrilmistir.  Kullanilan bu kuyucuklarin
hepsine Mueller Hinton Broth (MHB)
besiyerinden 100’er uL eklenmistir. Ilk
kuyucuga ekstrenin baslangi¢ derisimini
iceren ¢ozeltisinden 100 uL eklenmigtir. Test
edilecek en yiiksek madde derisiminin
eklendigi ilk kuyucuktan 100 wuL alinip
maddenin ¢ift kat seri dillisyonlari
yapilmistir.

Test edilecek bakteri kolonilerinden
McFarland No: 0.5 tiirbidometrik olarak esit
olacak sekilde bakteri siispansiyonu
hazirlanmistir.  Bu  siispansiyon, 1/10
oraninda yine MHB ile seyreltilerek, son
bakteri inokulim derisimi 5x10° CFU/mL
olacak sekilde lireme kontrol kuyucugu da
dahil olmak iizere her bir kuyucuga 5 uL
eklenmistir. Daha sonra plaklarin tizeri steril
kapaklar ile kapatilmis ve 35°C’de 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan MiK degerleri gorsel
olarak degerlendirilmis ve lireme
goriilmeyen en dusiik derisimi c¢alisilan
mikroorganizma icin MIiK degeri olarak
belirlenmistir. Daha sonra iireme kontrol
reaktifi olarak hazirlanan  %0.01’lik
resazurin reaktifi her kuyucuga 20 uL olacak
sekilde pipetlenmis ve plagin dsti
kapatilarak iki saat daha 35%2°C’de
inkiibasyona  birakilmistir.  Inkiibasyon
sonrasl plaklar tekrar degerlendirilmis,
indikatér olarak iireme olan kuyucuklar
pembe, ilireme olmayan kuyucuklar mavi
renkte gézlenmistir. Mavi renkte gézlenen en
diisiik derisim test edilen mikroorganizma
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icin 0 antimikrobiyal numunenin MiK degeri
olarak belirlenmistir.26.27

Mikobakter aktivite icin Middlebrook
7H11 agara ekilen suslar aerobik kosullarda
37°C’'de 4-5 giin inkiibe edilerek gelismeleri
saglanmistir. Bir 6ze ucu kadar sus katyon
katkili Mueller Hinton Broth’a aktarilarak
bes giin daha inkiibe edilmistir. Cogalan
kiiltlrler vortekslenerek ¢okmeleri icin 30
dakika hareket ettirilmeden bekletilmistir.
Tlplin st kismindan bir miktar alinarak
baska bir tipte McFarland: 0.5 ayan
yapilmistir. Yogunlugu ayarlanmis suslardan
1:100 (h/h) seyreltme yapildiktan sonra
kuyucuklara 100’er uL eklenmistir. Bes giin
37°C’de inkiibasyondan sonra iliremenin
olmadigi en diisikk derisim MK olarak
degerlendirilmistir.282930

GC ve GC/MS analizleri

Ekstrenin  ugucu  bilesenlerinin
analizi GC ve GC/MS sistemlerinin es zamanh
analizleri ile aydinlatilmistir. GC analizi
Agilent 6890N GC sistemi ile
gerceklestirilmistir. Analizde Innowax FSC
kolon (60 m x 0.25 mm, film kalinhig1 0.25
um) ve tasiyict gaz olarak Helyum (0.8
mL/dak) kullanilmistir. GC firin sicakligi 10
dakika 60°C’de 4°C/dk artisla 220°C’ye
arttirthp 10 dakika tutulmustur ve sonra
1°C/dk artisla 240°Cye c¢ikarilmistir. FID
dedektéor sicakhign ise 300°C olarak
ayarlanmistir. Bilesiklerin rolatif oranlari
FID kromatogramdan bilgisayar yardimiyla
hesaplanmistir. GC kolonda ayrilan ugucu
bilesikler daha sonra detektor gorevi goren
kiitle spektrometrisinde her birinin tek tek
kitle spektrumlari alinarak tanimlanmaistir.

GC/MS analizi Agilent 5975 GC-MSD
sistemi  kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bilesenlerin ayrimi icin Innowax FSC kolon
(60 m x 0.25 mm, film kalinlig1 0.25 pm),
tasiyicr gaz olarak Helyum (0.8 mL/dk)
kullanilmistir. GC firin sicaklhigt 10 dakika
60°C’de 4°C/dk artisla 220°C’ye arttirihip 10
dakika tutulmustur ve sonra 1°C/dk artisla
240°C’ye cikarilmistir. Split orani1 40:1 olarak
uygulanmistir. Kiitle spektrumlar1 70 eV
enerjisiyle alinmistir. Kiitle degerleri m/z 35
ile 450 arasinda kaydedilmistir. n-Alkanlar
referans alinarak maddelerin kolondaki
tutunma indeksleri (RRI) hesaplanmistir.
Bilesenlerin analizleri "Baser Ucucu Yag

223



Bilesenleri  Kiitiiphanesi”, Wiley ve
MassFinder 3.1  Kitiiphane Tarama
Yazilimlari kullanilarak yapilmistir.31.32

Hiicre canliligi analizi
Hiicre canliligi 6I¢ctiimii

Hiicre canliligi analizleri 6ncesinde
ekstreler DMSO icerisinde ¢oziilmistiir. Stok
sollisyonu hiicre kiltiirii  besiyerinde
(DMEM) hazirlanarak filtreden gecirilmistir.
Insan primer dermal fibroblast hiicreleri %
10 FBS ve %1 penisilin/steptomisin iceren
besiyerinde, 37°C’deki %5’lik CO;
inkiibatoriinde  biyittilmistir. Canlilik
analizi i¢in hiicreler, 96 kuyulu siyah kiiltir
kaplarina (Corning) kuyu basina 3x103 hiicre
ekilerek 24 saat inkiibe edilmistir. Daha
sonra besiyeri cekilerek stok solilisyondan
biiylime besiyeri icinde hazirlanan seri
dilisyonlar (1, 2, 5, 10 mg/mL olacak
sekilde) kuyulara aktarilmistir. Her bir
derisim ig¢in tclii kuyularda calisiimistir.
Ekstre muamelesinin 48 saat ardindan,
hiicre canliligini 6lgmek {izere besiyeri
kuyulardan cekilip Cell Titer Glo Reagent
(Promega) eklenmis ve liminesan sinyali
okutularak  (SpectraMax i3x Multi-Mode
Detection  Platform)  hiicre  canlilig
hesaplanmistir. Kontrol kuyularina ekstre ile
ayni derisimde DMSO igerigi uygulanmigstir.
Tiim dozlarda DMSO esik degeri % 0.5 olacak
sekilde hiicreler muamele edilmistir.

Istatistik analiz

Istatiksel degerlendirme, Student’s t
testi uygulanarak yapilmistir.  Analiz
sonuglar1 ortalama * standart hata (S.H.)
olarak ifade edilmis ve istatistiksel anlamlilik
diizeyi baslangici olarak p<0.005 kabul
edilmigtir.

Bulgular
Ekstre hazirlanmasi

Bitki kaynakli dogal iiriinler, ilag
kesfi icin son derece 6nemli bir kaynaktir. Bu
¢alismada, T. tomentosa  bitkisinin
ciceklerinin n-hekzan ekstresi
hazirlanmistir. 100 g  kuru  bitki
materyalinden elde edilen ekstrenin verimi
%3.3 olarak bulunmustur.
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Antioksidan aktivite deneyleri

Tablo 1, T. tomentosa gigcek n-hekzan
ekstresinin DPPH.- ve ABTS- slplirme
aktivitelerini gostermektedir. T. tomentosa
ciceklerinin n-hekzan ekstresi DPPH ve ABTS
radikallerinin temizlenmesine Kkarsi orta
dereceli antioksidan aktivite gdstermistir.
Ekstrenin DPPH- ve ABTS’nin %50’sini
stpurdiigi derisim degeri (ICso) ise sirasiyla
1.944+0.04 ve 1.03+0.03 mg/mL olarak
hesaplanmistir.

Tablo 1. T. tomentosa gigeklerinin n-hekzan
ekstresinin ABTS ve DPPH radikal siipiirticii
etkisi (AA: Askorbik asit, Deneyler 3 tekrarl
olarak yapilmis ve ortalama degerleri
yazilmistir)

ICso £ S.H. (mg/mL)
Ekstre Referans
ABTS  1.94+0.03 0.015+0.001(Trolox)
DPPH 1.01+0.04 0,002+0.001 (AA)

Toplam fenolik madde miktar tayini

T. tomentosa c¢iceginin n-hekzan
ekstresinin toplam fenolik icerigi Folin-
Ciocalteu teknigi kullanilarak ol¢tilmiisttr. T.
tomentosa n-hekzan ekstresinin fenolik
icerigi  gallik asit esdegeri olarak
hesaplanmistir. Tablo 2, T. tomentosa n-
hekzan ekstresinin toplam fenolik igerigini
gostermektedir. Incelenen  ekstredeki
toplam fenolik icerik 12.33 mgGA/g'dur.

Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal aktivite calismalari
kapsaminda Tilia tirlerinin gastrointestinal
rahatsizliklarda halk arasinda kullanimi
oldugu icin gida kaynakli Gram pozitif (+)
bakteri (S. aureus), gida kaynakli iki Gram
negatif (-) bakteri (E. coli ve P. aeruginosa) ve
mide iilseri patojeni H. pylori kullanilmistir.
Ayrica st solunum yolu rahatsizliklarinda
tercih ediliyor olmasindan dolay: da yine S.
aureus ve M.  smegmatis  suslari
antimikrobiyal aktivite ¢alismalariicin tercih
edilmistir. Sonuglar Tablo 2’de gosterildigi
gibidir.
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Tablo 2. T. tomentosa n-hekzan ekstresinin antimikrobiyal aktivite sonuclar1 (ug/mL) (Deneyler 3
tekrarl olarak yapilmis ve ortalama degerleri yazilmistir)

E. coli S. aureus P. aeruginosa H.pylori M. smegmatis
n-hekzan ekstresi - 125 - - -
Kloramfenikol 8 8 >32 16 -
Tetrasiklin 16 0.25 >16 0.025 -
Streptomisin 1
Klaritromisin 64
Amikasin 0.25
Antimikrobiyal  aktivite  deneyi edilen insan fibroblast hiicre canliliginin,

sonuglarina gore ekstrenin S. aureus’a karsi
125 pg/mL bir etkinlik tespit edilmistir.
Etkinlik standart antimikrobiyaller olan
kloramfenikol ve tetrasiklinle
karsilastirildiginda orta seviyelerde
kalmakla beraber, ekstrenin c¢alismada
kullanilan diger mikroorganizmalar
lizerinde etkili olmadig1 tespit edilmistir.

GC/MS analizi

Ekstrenin fitokimyasal analizi es
zamanlh  olarak GC ve GC/MS ile
gerceklestirilmistir. Analiz sonug¢larina gore
T. tomentosa n-hekzan ekstresinin alti
bilesige karsilik gelen %58.3’1
aydinlatilmistir. T. tomentosa n-hekzan
ekstresinin ana bilesikleri kafur (%17.7),
1,8-sineol (% 10.1), verbenon (%10.9),
borneol (%10.9), a-pinen (%5.2) ve linalool
(%5.5) olarak belirlenmistir. Ekstrenin
ucucu bilesenlerinin listesi Tablo 3’te
verilmistir.

Hiicre canliligi analizi

T. tomentosa ¢icek n-hekzan
ekstresinin hiicreler tzerindeki sitotoksik
etkisini incelemek {izere primer insan
fibroblast hiicrelerinde hiicre canlilig1 analizi
yapilmistir. Bulgularimiza gore, T. tomentosa
ciceklerinin n-hekzan ekstresi ile muamele
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doza bagimhi  bir sekilde degisen
derisimlerde (1 mg/mL, 2 mg/mL ve 5
mg/mL) bagh olarak anlamh bir bi¢cimde
arttig1 gézlemlenmistir.

Bu calisma, n-hekzan ekstresinin 10
mg/mL’e kadar olan dozlarda, primer insan
fibroblast hiicreleri tizerinde sitotoksik etki
gostermedigini ortaya koymustur. Bununla
birlikte, ekstrenin 1-5 mg/mL doz aralifinda
hiicreler lizerinde istatiksel olarak anlaml
proliferatif etkilere sahiptir (Sekil 1).

Tablo 3. T. tomentosa n-hekzan ekstresinin
ucucu bilesenleri (RRI: Rélatif tutunma
zamant indisi n-alkan serisine gore
hesaplanmistir; % FID (Alev iyonlasma
dedektorii) verilerine gore hesaplanmistir.)

Bilesik %
a-Pinen 5.2
Linalool 5.5

Kafur 17.7
Verbenon 10.9
Borneol 10.9
1,8-sineol 10.1
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Sekil 1. 1-10 mg / mL Tilia tomentosa ¢igeklerinin n-hekzan ekstresi ile muamele edilen primer
insan fibroblast hiicreleri lizerinde 48 saat sonunda gozlenen hiicre canlilig1 analizi. Kontrole
(DMSO) kiyasla ekstre ile muamele edilen (1-5mg/mL araliginda) hiicrelerin canliliginda anlamli
artis gorilmektedir (p<0.005). Calisma 3 tekrarli olarak yapilmis ve ortalama degerleri

yazilmistir.

Tartisma

Gilinliimiizde tibbi bitkilerin
degerlendirilmesi hem bilimsel hem de
ekonomik acgisindan ¢ok o6nemlidir. Tibbi
bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen
tirtinler, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de cesitli hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Tibbi bitkiler,
ozellikle antioksidan molekiiller acisindan
zenginligi nedeniyle birgok calismanin odak
noktasi olmus ve dogal antioksidanlarin
arastirilmasina karsi gosterilen ilgi artmistir.
Ancak, tibbi bitkilerden elde edilen
ekstrelerin  biyolojik etkileri ve etki
mekanizmalar1 hakkindaki bilimsel veriler
hala yetersizdir.

Bu calismada, T. tomentosa
ciceklerinin n-hekzan ekstresinin toplam
fenolik icerigi, antioksidan, antimikrobiyal
ve proliferatif aktiviteleri, iyi bilinen
yontemler  kullanilarak  arastirilmistir.
Hazirlanan ekstrede ilk olarak verim
hesaplanmistir. 100 g  kuru  bitki
materyalden elde edilen ekstrenin verimi
%3.3 olarak bulunmustur. Verim ve biyolojik
aktivite sonuglar1 acisindan ekstre elde
etmek 6nemli bir adimdir ve %3.3 verim bu
acidan uygundur.
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Ekstredeki antioksidan etkinlik
tayini kapsaminda DPPH serbest radikal
siplirme kapasitesi yontemi kullanilmistir.
Referans madde olarak askorbik asit
kullanilmistir. Antioksidan aktivite deneyi
olarak ikici bir metot olarak ABTS serbest
radikal siliplirme kapasitesi yOntemi
denenmistir. Referans madde olarak da
Trolox kullanilmistir. Ekstrenin antioksidan
ABTS ve DPPH radikal siiptiriicii etkisi
sirasiyla 1.94 ve 1.03 olarak bulunmustur.
Bitki polifenolleri, antioksidan aktivite ve
baz1 kronik hastalikla iliskili oksidatif strese
bagl doku hasarini hafifletmeleri nedeniyle
insan  diyetinin son derece Onemli
bilesenleridir. Serbest radikallerin ¢cok cesitli
patolojik  bulgularda  6nemli  oldugu
bilinmektedir. Fenolik maddeler, dogal
antioksidan ajanlardir. Bu calismada yapilan
deneylerden elde edilen verilere dayanarak,
T. tomentosa ¢iceginin n-hekzan ekstresi icin
toplam fenolik icerik ve antioksidan aktivite
arasinda bir korelasyon bulunmustur.
Calismada n-hekzan ekstresinin toplam
fenolik madde miktar;, gallik asit
esdegerligine gore 12.33+0.32 mg GAE/g
ekstre olarak Dbelirlenmistir.  Fenolik
maddece zengin oldugu go6zlemlenen
ekstrelerin serbest radikalleri siipiirme
aktivitesi de yiiksek olmaktadir. Fenolik
madde ve flavonoid miktarlann ile
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antioksidan Kkapasitesi tayin yoOntemleri
arasinda da bir iliski mevcut olabilecegi gibi,
ozellikle radikal sliplirme temeline dayali
DPPH gibi metotlarin toplam fenolik madde
ve flavonoid miktarlar1 ile iliskisi de
onemlidir. Bu bulgular T. tomentosa ¢iceginin
n-hekzan ekstresinin kabul edilebilir, dogal
bir  antioksidan kaynagi oldugunu
diistindiirmektedir. Sonugclar diger
calismalarla kiyaslandiginda apolar bir
ekstre olan n-hekzan ekstresinin diger
calismalarda kullanilan polar metanol, su ve
aseton ekstreleri ile paralel sonuclar verdigi
gorilmektedir.1833

Hazirlanan ekstrenin antimikrobiyal
aktivitesi S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, H.
pylori ve M. smegmatis suslari lizerinde test
edilmigtir. Ekstrenin antimikrobiyal
aktivitesi S. aureus susuna karsi referanslara
gore karsilastirildiginda orta diizeyde (125
ug/mL) bir aktivitesinin oldugu tespit

edilmigtir. Ekstrenin S. aureus
mikroorganizmasina karsi bulunan
etkinligin Tilia tiirlerinin bogaz
enfeksiyonlarinda kullanimi ile

iliskilendirilebilecegi diistiniilmiistiir.
Ginimiizde halk sagligl acgisindan tiim
diinyada sik goriilen saglik sorunlarinin
basinda gelen bogaz enfeksiyonlarinin
tedavisine yardimci olacak bir ekstre olarak

kullanilabilecegi  diisiiniilmektedir. = Bu
etkinligini destekleyen etnobotanik
calismalarin mevcut olmasi da
antimikrobiyal etkinlik sonuglarini

desteklemektedir.>634 Ayrica bitki ilizerinde
gerceklestirilen diger antimikrobiyal aktivite
calismalarinda da S. aureus
mikroorganizmasi iizerinde ugucu yagin
etkisi gozlemlenmisken, bu calismada n-
hekzan ekstresinin etkinligi de ucucu yaga
benzer bir sekilde bulunmustur.35

Fibroblast hiicre hatlar1 iizerinde
sitotoksik etkisi arastirilan ekstrenin doza
bagli olarak hiicre ¢ogalmasini pozitif yonde
etkiledigi gozlemlenmistir. 1-5 mg/mL
derisimlerde  denenen T. tomentosa
ciceklerinin n-hekzan ekstreleri 1 mg/mL
derisimlerde en yiiksek oranda proliferatif
etki gostermistir. Bu sonuglar, halk arasinda
siklikla kullanilan bir bitki olan Gilimiisi
[hlamur ¢iceklerinin bir hiicre yenileyici ajan
olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.
Antioksidan etkinligi ve fenolik bilesenler
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acisindan da degerlendirildiginde, ekstrenin
hiicre yenileyici etkinligi icin olduk¢a umut
vaat edici oldugu diisliniilmektedir. Hiicre
hasarinin  onarilmasinda  iki  6nemli
parametre olan serbest radikaller ve hiicre
proliferasyonu yoOnilyle incelendigi
calismada in vitro yontemlerle T. tomentosa
n-hekzan ekstrelerinin etkinligi
ispatlanmistir.  Sonuglara gore saghkh
hiicreler lizerinde sitotoksisite gostermeyip
aksine belirli dozlarda hiicre proliferasyonu
arttirdig1 tespit edilmistir. Buradan yola
cikarak T. tomentosa n-hekzan ekstresinin
hem antioksidan aktivitesinden hem de
fibroblast hiicreleri Tlzerinde gosterdigi
proliferatif etkisinden dolay1 yara, yanik gibi
deri biitiinliiglinlin bozuldugu, organ hasar
nedeniyle gergeklesen organ yetmezligi
yasandigl durumlarda kullanilabilecegi
ongorilmistir.

Yazar katkilar1 : Makale hazirlanma
stirecine katkida bulunan ama yazarlik
kriterlerini karsilamayan herhangi biri
bulunmamaktadir.

Cikar catismas1 : Yapilan bu c¢alisma icin
herhangi bir ¢ikar ¢atismasi ve anlagmazlik
bulunmamaktadir.
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