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Özet
[bookmark: _Hlk145968649][bookmark: _Hlk146387045][bookmark: _Hlk145968618]Rubiacae familyasına ait çoğu türlerin çok eski dönemlere ait olduğunu bilinmektedir. Eski zamanlardan günümüze dek boyamacılıkta kullanıldığı ve bu özelliğinden kaynaklı ‘Kökboyasıgiller’ olarak anılmaktadır. Rubiacae familyasına ait olan Rubia tinctorum L. çok yıllı bir bitki türüdür. R. tinctoria türünün köklerinde 20 antrakinon türevi bulunmaktadır. Bu maddeler tekstil alanında kullanılmakla beraber (dokumacılıkta gibi), gıda, kozmetik ve ilaç endüstrilerinde de kullanım alanlarına sahiptir. Bu kullanım alanlarının yanı sıra birçok biyolojik aktivite özelliğinin de olduğu bilinmektedir. Bu çalışmada R. tinctoria türünün kimyasal ve biyolojik içeriklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. R. tinctoria türünün toplam fenolik-falavonoid ve antioksidan aktiviteleri ile enzim inhibisyon aktiviteleri incelenmiştir. R. tinctoria’nın enzim inhibisyon aktiviteleri incelendiğinde, AChE, tyrosinase, elestase ve collagenase enzimlerine karşı aktivite göstermediği, BChE ve üreaz enzimlerine karşı (sırasıyla % inhibisyon; 41,59±0,89; 6,46±0,01) orta ve düşük seviyede aktivite gösterdiği belirlenmiştir. Ayrıca, R. tinctoria türünün etanol ekstresini antioksidan aktiviteleri DPPH (IC50: 312,98±2,12 µg/mL), ABTS (IC50: 84,57±1,08 µg/mL) ve CUPRAC (A0,5: 83,98±1,09 µg/mL) olarak bulunmuştur. Bun testlere ek olarak R. tinctoria türünün etanol ekstresini toplam fonolik (30,71±0,32 μg PEs/mg) ve toplam flavonoid (22,91±0,49 μg QEs/mg) içerikleri de çalışılmıştır. Tüm bu sonuçlar değerlendirildiğinde türün etanol ekstresini biyolojik aktiviteler açısından yüksek antioksidan ve enzim inhibisyon aktivite göstermediği tespit edilmiştir.
[bookmark: _Hlk146013339]Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, enzim aktivitesi, R. tinctoria
Abstract
It is known that most species of the Rubiacae family date back to very ancient times. It has been commercially used in dyeing since ancient times and is referred to as "Radiaceae" due to this feature. Rubia tinctorum L., belonging to the Rubiacae family, is a perennial plant species. There are 20 types of anthraquinones in the roots of R. tinctoria roots. Although these substances are used in the textile field (such as in weaving), they are also suitable for use in the cosmetics, pharmaceutical and pharmaceutical industries. In addition to this scope of use, many biological activity properties are also known. This concludes the determination of the biological contents of R. tinctoria. R. tinctoria has total phenolic-phalavonoid properties and enzyme inhibition properties. Enzyme inhibition abilities of R. tinctoria were improved, it showed no activity against AChE, tyrosinase, elastase and collagenase enzymes, and moderate and moderate activity against BChE and urease enzymes (% inhibition; 41.59±0.89; 6.46±0.01, respectively). Low levels of activity were observed. Additionally, R. tinctoria unloading ethanol extract showed antioxidant activities DPPH (IC50: 312.98±2.12 µg/mL), ABTS (IC50: 84.57±1.08 µg/mL) and CUPRAC (A0.5: 83, 98±1.09 µg/mL). In addition to these tests, R. tinctoria unauthorized ethanol extract also included total phonolic (30.71±0.32 μg PEs/mg) and total flavonoid (22.91±0.49 μg QEs/mg) contents. When all these results were evaluated, it was determined that the ethanol extract of the species did not show high antioxidant and enzyme inhibition activities in terms of biological activity.
Keywords: Antioxidant activity, enzyme activity, R. tinctoria
1. GİRİŞ
Romalı yazar Plinius, köklerinin kırmızı renginden dolayı bitkiye Rubia adını kullanmıştır. Tinctorum, latince boyama kelimesinden türetilmiştir (Schweppe ve Helmut, 1993). Rubia tinctorum, Güney Avrupa, Güney Britanya ve Akdeniz ülkelerinde doğal olarak yetişen Rubiaceae familyasından çok yıllık bir bitkidir (Sharifzadeh, ve ark., 2014). Bu türün kökleri antik çağlardan beri tekstil boyamada yaygın olarak kullanılmaktadır (Clementi, Catia, ve ark., 2007). Boya bileşenleri antrakinonlar olmakla beraber Rubia tinctorum'un ana boya bileşeni olan ruberytrik asidin hidroliz ürünü olan alizarindir (Derksen, Goverdina CH, ve ark., 2002). R. tinctorum köklerinin renklendirici maddesi antrakinonlara karşılık gelen boyalara, heterosidik ve aglikon moleküllerine dayanmaktadır (Dufossé, Laurent, 2014). Başlıcaları alizarin (1,2-dihidroksiantrakinon) ve purpurindir (1,2,4-trihidroksiantrakinon), ancak psödopurprin, ksantopurprin, rubiadin ve munjistin gibi diğer antrakinonlar da çoğunlukla glikozit formlarında bulunur (Cuoco, Guillaume, ve ark., 2009). Kök boya, sitrik ve diğer bitki asitleri, tanenler, flavonoidler, pektinler, şekerler, proteinler ve yağlar gibi diğer bileşenleri içerir (Adams, Michael, ve ark., 2009; Kakoniova, Daniela, ve ark., 2009).  
Tekstil eserlerindeki boyaların ayrıntılı analizi, belirli boya türlerine göre tarihi tekstillerle ilgili önemli kültürel ve miras bilgilerini, bunun dünyada yetişmiş olabileceği bölgeyi, nasıl ve nerede boyandığını ve belki de nerede ticareti yapıldığını ortaya çıkarabilir. Bu boyaların kesin moleküler yapısını ve kimyasal reaktivitelerini anlamak, bunların tekstil lifleri gibi fiziksel substratlarla olan etkileşimleri hakkında bilgi sağlamak için önemlidir (Blackburn, RS., 2017). Rubia tinctorum yaygın olarak kök boya kökü olarak bilinir. Antik çağlardan beri endüstride, fitoterapide (Irani-Nejad, Haddad, ve ark., 2014), böbrek ve mesane taşlarının tedavisinde (Marković, Zoran S., ve ark., 2013) kullanılmaktadır. Ayrıca yüksek etkinliği sadece tıpta değil aynı zamanda asma ağacı hastalıkları gibi patojenlerin tedavisinde de görülmüştür, bitkinin kullanımı son derece çok yönlüdür (Langa-Lomba ve ark., 2021). R. tinctorum'un fitokimyasal analizi kimyasal bileşikler açısından zenginlik göstermiştir. En çok incelenenler alkaloitler, fenol, flavonoidler, antrakinonlar, kardiyak glikozitler, tanenler, kumarinler, vitaminler ve minerallerdir (Aboud, 2010). Bilindiği kadarıyla R. tinctorium bitkileri çeşitli hastalıkları tedavi etmek için kullanılmış olsa da farklı kısımlarının biyolojik aktivitelerine ilişkin sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu nedenle Houari ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada temel amaçları toprak üstü ve kök kısmı ekstraktlarının fitokimyasal kompozisyonunu karakterize etmek ve karşılaştırmak olmuştur. Fenolik içeriklerini (polifenoller, flavonoidler, tanenler) belirlemekle beraber, ayrıca biyolojik aktivitelerini (antioksidan ve antihemolitik) değerlendirmişlerdir (Houari, FZ, ve ark., 2022).
Rubia cinsi Türkiye florasında biri endemik olmak üzere beş türle temsil edilmektedir. (Davis, Peter Hadland, 1970). Türkiye’de bitkilerin tıbbi potansiyeli oldukça fazla olmasına rağmen bu alana ilişkin bilgi birikimi ve bu bitkiler üzerine yapılan çalışmalar oldukça azdır (Digrak, Metin, ve ark., 2001). R. tinctorum diüretik ve taş inhibitörü olarak kullanılır ve genotoksik aktiviteye sahiptir (Manojlovic, Nedeljko T., ve ark., 2005).
Sağlık anlamında tıbbi bitkileri kullanmak gün geçtikte artmaktadır. Bu bağlamda literatürde farklı türlerle ilgili kimyasal içerik ve biyolojik aktivite anlamında çok sayıda çalışma bulunmaktadır (Yiğitkan ve ark., 2022a; Yiğitkan ve ark., 2022b; Ertas ve Yener, 2020; Ertas ve ark., 2018; Ertas ve ark., 2021; Akdeniz ve ark., 2022).
Bu çalışmada R. tinctoria türünün kimyasal ve biyolojik içeriklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. R. tinctoria türünün toplam fenolik-falavonoid ve antioksidan aktiviteleri ile enzim inhibisyon aktiviteleri incelenmiştir.

2. DENEYSEL ÇALIŞMALAR
2.1. Bitki Materyali ve Ekstresinin Hazırlanması
Çalışılan türün toprak üstü kısımlarının etanol ekstraktını hazırlamak için, R. tinctoria türü çiçeklenme döneminde doğal olarak toplanmış ve laboratuvara getirilerek kurutulmuş ve öğütülerek homojen haline getirilmiştir. R. tinctoria türünün toprak üstü kısmından 10 g alınarak 24 saat boyunca (3 × 24 saat) 50 mL etanol ile 3 kez maserasyon yöntemiyle etanol ekstresi hazırlanmıştır.
2.2. Antioksidan ve Enzim Aktiviteleri
R. tinctoria türünün etanol ekstresinin toplam fenolik ve flavonoid içerikleri sırasıyla pirokatekol ve kersetine eşdeğer olarak hesaplanmıştır (Slinkard ve Singleton, 1977; Moreno ve ark., 2000). Çalışılan türün etanol ekstresinin antioksidan potansiyelini belirlemek için DPPH, ABTS ve CUPRAC yöntemleri kullanılarak tespit edilmiştir (Blois, 1958; Re ve ark., 1999; Apak ve ark., 2004). Ayrıca, türün etanol ekstresinin enzim inhibisyon aktiviteleri asetil ve bütiril-kolinesteraz (Ellman ve ark., 1961), üreaz (Hina ve ark., 2015), tirozinaz (Hearing ve Jimenez, 1987), elastaz (Kraunsoe ve ark., 1996) ve kollajenaz (Thring ve ve ark., 2009) inhibitör aktiviteleri belirlenmiştir (Yener, 2020).
3.	SONUÇLAR VE DEĞERLENDİRMELER
[bookmark: _Hlk146392048]R. tinctoria türünün kimyasal ve biyolojik içeriklerinin belirlenmesi amaçlanarak R. tinctoria türünün toplam fenolik-falavonoid ve antioksidan aktiviteleri ile enzim inhibisyon aktiviteleri incelenmiştir. Çizelge 3.1.’de görüldüğü gibi R. tinctoria türünün etanol ekstresini antioksidan aktiviteleri DPPH (IC50: 312,98±2,12 µg/mL), ABTS (IC50: 84,57±1,08 µg/mL) ve CUPRAC (A0,5: 83,98±1,09 µg/mL) olarak bulunmuştur. Bu testlere ek olarak Çizelge 3.1.’deki değerler incelendiğinde R. tinctoria türünün etanol ekstresini toplam fonolik (30,71±0,32 μg PEs/mg) ve toplam flavonoid (22,91±0,49 μg QEs/mg) içerikleri olarak tespit edilmiştir. 
Çizelge 3.1. R. tinctoria türünün toplam fenolik-flavonoid ve antioksidan aktiviteleri
	Örneka
	Toplam fenolik içerik
(μg PEs/mg)3
	Toplam flavonoid içerik
(μg QEs/mg)4
	Antioksidan aktivite (µg/mL)

	
	
	
	DPPH
(IC50)
	ABTS
(IC50)
	CUPRAC
(A0.5)

	R. tinctoria
	30,71±0,32
	22,91±0,49
	312,98±2,12
	84,57±1,08
	83,98±1,09

	BHT
	-
	
	49,87±0,98
	15,79±0,95
	9,17±0,45

	α-TOC
	-
	-
	13,98±0,38
	10,12±0,45
	15,87±0,57


a: Sonuçlar IC50 değerleri olarak verilmiştirve değerler 3 paralel ölçümün ortalaması ve standart sapması olarak verilmiştir.
b: Pirokatekole eşdeğer fenolik içerik (y = 0,0477(μg) + 0,0422 (r2: 0,9951)
c: Kersetine eşdeğer flavonoid içerik (y = 0,0373 (µg) + 0,0747 (r2: 0,9949)
[bookmark: _Hlk146391864]R. tinctoria’nın enzim inhibisyon aktiviteleri incelendiğinde, Çizelge 3.2.’deki sonuçlara göre AchE, tyrosinase, elestase ve collagenase enzimlerine karşı aktivite göstermediği, BchE ve üreaz enzimlerine karşı (sırasıyla % inhibisyon; 41,59±0,89; 6,46±0,01) orta ve düşük seviyede aktivite gösterdiği belirlenmiştir.
Çizelge 3.2. R. tinctoria türünün enzim ihibisyon aktiviteleri
	Örneka
	AchE
	BchE
	Urease
	Tyrosinase
	Elastase
	Collagenase

	R. tinctoria
	AD
	41,59±0,89
	6,46±0,01
	AD
	AD
	AD

	Galantaminb
	86,93±1,27
	80,92±1,58
	-
	-
	-
	-

	Tiyoüreb
	-
	-
	99,01±1,87
	-
	-
	-

	Kojik asitb
	-
	-
	-
	88,23±1,28
	-
	-

	Oleanolik asitb
	-
	-
	-
	-
	65,85±1,35
	-

	Epikateşin gallatb
	-
	-
	-
	-
	-
	90,80±1,34


a: Değerler 3 paralel ölçümün ortalaması ve standart sapması olarak verilmiştir (50 µg/mL)
b: Standart madde, AD: Aktif değil
Tüm bu sonuçlar değerlendirildiğinde türün etanol ekstresini biyolojik aktiviteler açısından yüksek antioksidan ve enzim inhibisyon aktivite göstermediği tespit edilmiştir.
4. GENEL DEĞERLENDİRME VE SONUÇLAR
Rubia tinctoria türünün kök boya kökü olarak bilinmekle beraber çeşitli hastalıkları tedavi edici özelliklerine sahip olması sağlık alanında çalışmalar için konu olmayı başarmıştır. Bu bağlamda Rubia tinctoria türünün kimyasal ve biyolojik içeriklerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Yapılan bu çalışmanın verileri ışığında biyolojik aktiviteleri; AchE, tyrosinase, elestase ve collagenase enzimlerine karşı aktivite göstermediği, BchE ve üreaz enzimlerine karşı orta ve düşük seviyede aktivite gösterdiği belirlenmiştir. Bu çalışmamızın devamında R. tinctoria türünün antioksidan aktiviteleri DPPH, ABTS ve CUPRAC yöntemleri ile belirlenmiş, toplam fonolik (ve toplam flavonoid içerikleri de tespit edilmiştir. Sonuç olarak enzim inhibisyon aktivite sergilemediği görülmüştür.
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