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Bioactivity, Traditional medicine, Today, some common chronic diseases still have no known treatment. For this reason, studies

Phytochemistry, Chronic diseases, . . .
on method and drug development for the treatment of these diseases continue. Even if
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Article information synthetic drugs are used successful in treatment, it is becoming increasingly common to
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Revised: Oct 22, 2023 This study focused on determining the antioxidant and enzyme inhibition activities of
Accepted: Oct 26, 2023 Anchusa azurea var. kurdica roots and revealing the plant's potential to be used in the
Online: Jun 03, 2024 treatment of diseases such as diabetes, Alzheimer's and cancer. Herein, antioxidant activities

of extracts obtained from root parts with different solvents were determined by free radical
scavenging activity (DPPH, ABTS), FRAP, CUPRAC, phosphomolybdate and metal
chelation activity tests. Enzyme inhibition activities were investigated for cholinesterase
(acetyl and butyryl), a-amylase, a-glucosidase and tyrosinase enzymes. In addition, the total
phenolic and flavonoid contents of the extracts were determined as well as their phenolic
compounds. In antioxidant activity tests, methanol extract generally showed higher activity
compared the others, while ethyl acetate extract was found to be more active in enzyme
inhibition. While the total phenolic content in the methanol extract was found at 22.12 mg
GAE/g extract, the flavonoid content was found at very low levels in all extracts. Quercetin
and rosmarinic acid were high amounts components in the phenolic compositions of the
extracts. According to the obtained datas, A. azurea var. kurdica root extracts showed a good
antioxidant and enzyme inhibition activities. The results showed that the plant has a high
potential to be used as raw material for drug development studies for the treatment of chronic
doi: 10.29002/asujse.1369488 diseases.

Anchusa Azurea var. Kurdica Kéklerinin Farkh Oziitlerinin Yaygin Kronik

Hastaliklarin Tedavisinde Kullanim Potansiyellerinin Belirlenmesi

Anahtar Kelimeler Ozet

E.iyo‘?kﬂ"ite’ Gelencksel tp, Giiniimiizde yaygin olarak goriilen bazi kronik hastaliklarin hala bilinen bir tedavisi yoktur.

itokimya, Kronik hastaliklar, I . . .

Dogal bilesenler Bu nedenle bu hastaliklarin tedavisi i¢in yontem ve ilag gelistirme caligmalart devam
etmektedir. Sentetik ilaglar tedavide basarili bir sekilde kullanilsa bile, baz1 yan etkileri
nedeniyle bu ilag gelistirme caligmalarinda dogal firiinlerin tercih edilmesi giderek
yayginlagsmaktadir. Bu calisma Anchusa azurea var. kurdica koklerinin antioksidan ve enzim
inhibisyon aktivitelerinin belirlenerek bitkinin diyabet, Alzheimer ve kanser gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilme potansiyelinin ortaya konulmasina odaklanmistir. Burada kok
kisimlarindan farkli ¢oziiciiler ile elde edilen Oziitlerinin antioksidan aktiviteleri Serbest
radikal giderme aktivitesi (DPPH, ABTS), FRAP, CUPRAC, fosfomolibdat ve metal
selatlama aktivite testleri ile belirlenmistir. Enzim inhibisyon aktiviteleri kolinesteraz (asetil
ve biitiril), a-amilaz, a-glukozidaz ve tirozinaz enzimleri igin arastirilmistir. Ayrica 6ziitlerin
toplam fenolik ve flavonoid igerikleri yaninda fenolik bilesimleri de belirlenmistir.
Antioksidan aktivite testlerinde genel olarak metanol oziitii digerlerine kiyasla yiiksek
aktivite gosterirken, enzim inhibisyonunda etil asetat 6ziitii daha aktif bulunmustur. Metanol
ekstraktindaki toplam fenolik igerik 22,12 mg GAE/g ekstrakt olarak bulunurken, flavonoid
icerigi tiim ekstraktlarda olduk¢a diisiik seviyelerde bulunmustur. Oziitlerin fenolik
bilesimlerinde kuersetin ve rosmarinik asit yiiksek oranda bulunan fenolik bilesenler
olmustur. Elde edilen verilere gore A. azurea var. kurdica kok oziitleri iyi diizeyde
antioksidan ve enzim inhibisyon aktivitesi gOstermistir. Sonuglar bitkinin Kkronik
hastaliklarinin tedavisine yonelik ilag gelistirme ¢alismalarinda hammadde olarak kullanim
potansiyelinin yiiksek oldugunu gdstermistir.
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1. Giris

Yirminci yiizyilin 6zellikle son dénemlerinde yayginlagan ve gliniimiizde de hiz kazanarak devam eden, geleneksel tibb1
referans alarak bitkisel kaynakli dogal biyoaktif bilesiklerin bilimsel olarak arastirilmasi bilim diinyasina bir ¢ok alan i¢in
yeni kapilar aralamigtir. Biyoaktif bilesiklerin arastirilmasi sadece tibbi kullanimlar i¢in degil ayn1 zamanda gida ve ilag
endiistrisinde de gelismelere onciiliik etmeye baslamistir. Oyle ki &zellikle ilag ve gida endiistrilerinde biitillenmis
hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), tersiyer biitilhidrokin (TBHQ) ve propil gallat (PG) gibi saglik
iizerine olumsuz etkileri oldugu diisiiniilen bir¢ok sentetik antioksidanin tercih ediliyor olmasi, saglikli yasamin yaninda
hastaliklardan azami 6l¢lide korunmak isteyen insanoglunu tiikettigi besinlere daha ¢ok dikkat etmeye duyarli hale
getirmistir [1, 2]. Son yillarda, bitkiler tarafindan tiretilen biyoaktif bilesikler tizerine yapilan ¢aligmalar, besin degerlerini
aromalar, gida katki maddeleri ve endiistriyel kullanima sahip biyokimyasallar olarak gostermistir. Bu durum insanlarin
dogala doniis bilincinin gelismesi vasitasiyla biyoaktif bilesiklerin aragtirilmasini ilgi odag haline getirmistir.

Biyoaktif bilesikler, insan viicudunda gergeklesen ve hiicrelerin enerji iiretimi esnasinda metabolik olaylarda oksijeni
kullanmas1 sonucunda olusan serbest radikallerin giderilmesi i¢in 6nemli bir aktivite gostermektedirler. Serbest radikaller
son yoriingelerinde eslenmemis bir veya daha fazla elektron bulunduran ve bu sayede proteinler, lipidler ve DNA gibi
biyolojik molekiillerle kolayca reaksiyona girebilme potansiyeline sahip olan reaktif kimyasal tiirlerdir. Biyolojik
molekiillerle etkilesime giren serbest radikaller onlar1 okside ederek cesitli hastaliklarin olusumunu tetiklemektedirler.
Serbest radikaller genellikle siiperoksit, hidroksil, hidroperoksil, singlet oksijen ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tiirleri (ROS) ve ayrica hiicresel redoks islemlerinden kaynaklanan nitrik oksit, nitrojen dioksit ve nitr6z oksit gibi reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) olarak bilinmektedirler. Bu radikaller zararli ve faydali bilesikler olarak ikili bir rol oynamaktadir.
Bu kimyasal tiirlerin hiicrelerde veya dokularda birikmesiyle oksidatif stres meydana gelmektedir [3, 4]. Oksidatif stres
kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, gastrointestinal bozukluklar ve goklu sistem etkileri ile saglik
tizerinde oldukga olumsuz etkilere sahiptir [5]. Bu noktada devreye giren antioksidan savunma sistemleri ise kompleks
bir ¢alisma mekanizmasiyla meydana gelen serbest radikalleri ve onlarin olusturdugu riskleri ortadan kaldirir veya
etkilerini en aza indirerek biyolojik molekiillerin oksidasyonunu geciktirmeye yardimci olurlar. Bu nedenle
antioksidanlar, insan sagliginin korunmasinda ve serbest radikallerin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesinde hayati bir
role sahiptir [6]. Ote yandan son dénemlerde prevalans hiz1 artan Alzheimer hastalig1 ve diyabet gibi kiiresel hastaliklarin
enzim inhibitdrlerinin kesfi ile tedavi edilmesine yonelik yapilan ¢aligmalar bir hayli 6nem kazanmustir [7, 8]. Enzim
inhibitorleri, diigiik molekiiler agirliklart ve enzimlerle anahtar kilit yapisini olusturan substratlarin yapilarina benzeyen
molekiillerdir. Bu molekiiller katalitik siirecteki basamaklara miidahale etmek kaydiyla enzimlerin katalitik etkinliklerini
engelleyebilirler [9]. Buna bagl olarak tibbi ve aromatik bitkilerin, yakit, yapi, sinyal, enzimler {izerinde uyarici ve inhibe
edici etkileri, kendi katalitik aktiviteleri, savunma ve diger organizmalarla etkilesimler dahil olmak {izere ¢esitli islevlere
sahip olan sekonder metabolitleri énem tasimaktadir [10, 11]. Cevresel stres kosullarina gore gelistirmis olduklar
sekonder metabolitlerin izole edilerek enzim inhibitor kaynagi bi¢iminde degerlendirilmesi daha giivenli ve etkili
olabilecegi diisiiniildiigii i¢in arastirilmasi 6n plana ¢ikmaktadir.

T1bbi ve aromatik bitkileri kapsayan familyalardan biri olan Boraginaceae familyasinin basta Avrupa ve Asya olmak
iizere diinya ¢apinda yaklasik 2000 tiir igerdigi tahmin edilmektedir. Aile, farmakoloji ve kozmetoloji i¢in 6nemli olan
bir bitki grubunu igerir. Bu familyaya ait olan Anchusa cinsi ise diinya ¢apinda 146 cinsi ile bilinirken 6zellikle Irak
bolgesinde 26 cins ve 193 tiir ile karsimiza ¢ikmaktadir. Kuzey Irak bolgesi ise geleneksel tedavi yontemlerinin
giinimiizde hala yaygin oldugu bdolgelerden birisidir. Bu duruma bagli olarak {ilkede oldukc¢a fazla sayida bitki
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bolgede halk hekimliginde Anchusa tiirlerinin yara iyilestirici ve idrar
soktiiriicti olarak kullanildig1 bilinmektedir [12]. Ayrica yapilan ¢alismalarla bu tiirlerin i¢erdigi rosmarinik asitin
antikanser, antidiyabetik, antiviral ve antioksidan etkilerinin de oldugu ortaya ¢ikartilmigtir [13-15]. Bu noktadan
hareketle calismamizda yine Kuzey Irak bdlgesinde yetismekte olan ve sindirim sistemi hastaliklarinin tedavisi, yara
iyilestirme ve inflamasyon 6nleme gibi faydali tibbi etkileri ile medikal amaglarla kullanilan bitkilerden biri olan Anchusa
azurea var. kurdica’min koklerinin antioksidan aktivitesi ve bazi enzimleri inhibe edebilme potansiyelinin arastirilmasi
amaclanmistir. Boylece bu ¢aligma Anchusa cinsinin bir tiirii olan Anchusa azurea var. kurdica hakkinda nutrasétik ve
farmakolojik endiistri i¢in fitokimyasal 6zellikleriyle birlikte potansiyelinin ortaya konulmasi hakkinda degerli bilgiler
saglayabilir.

2. Materyal ve Metotlar

2.1. Bitki Materyali
Caligma materyali olan A. azurea var. kurdica bitkisinin kok kisimlari bitkinin vejetasyon déneminde Kuzey Irak

bdlgesinin Halepge iline bagli Dekon kdyii civarlarindan 12.06.2017 yilinda toplanmustir.
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2.2. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi
Olgunlagsma doneminde toplanan bitkiler gdlgede kurutulmustur. Tamamen kurutulan 6rnekler blender yardimi ile

ogiitiilerek toz hale getirilmistir. Ogiitiilmiis olan drneklerden 15’er gram tartilarak balon jojelere aktarilmis ve iizerine
250’ser mL ¢oziicli (su, metanol, etil asetat) eklenerek Ultrasonic Cleaner cihazina koyulmustur (4x15). Bu islemden
sonra Ornekler iki defa tekrarlanmak kaydiyla filtre kagidindan gecirilerek siiziilmiistiir. Sulu 6rnek liyofilize edilmistir.
Diger ornekler ise 50-60 °C sicaklikta 150 rpm dénme hizinda ¢alisan Rotary Evaporator cihazi yardimiyla ¢oziiciileri
ucurulmustur ve saf 6ziitler elde edilmistir. Kurutulan 6ziitler analize kadar -20 °C’de depo edilmistir. Analiz 6ncesinde
ise bu 6ziitlerden stok soliisyonlar (2 mg/mL) hazirlanmustir.

2.3. Antioksidan Aktivite

2.3.1. Toplam fenolik icerik ve toplam flavonoid icerik
Bitki 6ziitlerinin total fenolik icerikleri bazi modifikasyonlar ile Folin-Ciocalteu yontemine gore saptanmustir [16, 17].

Ozetleyecek olursak, 1.5 mL distile su iizerine 0.5 mL %7°lik NaoCOs eklenerek karistirild: ve stok drnek ¢ozeltilerinden
0.2 mL alindi, ardindan 3 dakika beklendi. Sonrasinda Folin-Ciocalteu reaktifinden 1 mL eklendi. Standart olarak gallik
asitin farkli konsantrasyonlarindan (100, 50, 25, 12.5 pg/mL) alinmak kaydiyla ayni islemler uygulandi. Koér olarak
ornegin yerine 0.2 mL metanol koyuldu. Ardindan 25 °C 2 saat siireyle karanlik bir ortamda inkiibe edilen 6rneklerin 760
nm’de spektrofotometrede absorbanslar1 okundu. Orneklerde igerdikleri farkli fenolik oranlarina gére yesilden maviye
dogru renk degisiminin oldugu gozlendi. Ornekler iicer tekrar olacak sekilde &lgiilmiistiir. Standardin absorbans
konsantrasyon grafiginde saglanmis olan denklemden yararlanilarak 6rneklerin fenolik igerikleri Gallik asit esdegeri
(GAE) olacak sekilde saptanmustir.

Arvouet-Grand vd. [18]’ne gore spektrofotometrik olarak total flavonoid igerik belirlenmistir. Bu yontemde, 1 mL %2’lik
AICl3 1 mL 6ziit ile karistirildi. Her bir 6rnek i¢in hazirlanmis olan kor 6rneginde 1 mL metanol ve 1 mL 6ziit eklenmistir.
Rutin’in farkli konsantrasyonlarda standart olarak hazirlanan ¢ozeltileri kullanilmistir. Ornekler oda sicakliginda 10
dakika bekletildikten sonra 415 nm’de kore kars1 absorbans degerleri okunmustur. Orneklerin flavonoid icerikleri Rutin
esdegeri (RE) olarak, standardin absorbans konsantrasyon grafiginde elde edilen denklem kullanilarak belirlenmistir.

2.3.2. DPPH ve ABTS i¢in serbest radikal giderme aktivitesi
Bitki 6ziitlerinin DPPH radikalini giderme aktivitesi Sarikurkcu vd. [19]’nin metodunda bazi1 degisiklikler yapilarak

uygulanmustir. Metot i¢in ilk 6nce DPPH’1in 105 mM’lik ¢6zeltisi hazirlanmistir. Kontrol igin 1 mL DPPH ¢ozeltisi ve 1
mL metanol, kor igin ise yalnizca metanol konulmustur. Ornekler icin ise farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan 1
mL 6ziit tizerine 1 mL DPPH eklenmis oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 30 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
517 nm’de absorbanslar1 6lgiilmiistiir. Orneklerin DPPH radikali inhibe oranlar1 (%I) asagidaki formiile (1) gore
hesaplanmustir:

%I =100 x (Ao-A1) /A0 @
(Ao:Kontroliin absorbansi, A1:Oziitiin absorbansi)
Ayrica radikalin %50’sinin inhibe edildigi konsantrasyon olan ICso degerleri de ayr1 ayri her bir 6ziit igin hesaplanmustir.

ABTS katyon radikaline kars1 temizleme aktivitesi, Re vd. [20] nin yontemine gore kiigiik bir degisiklikle 6l¢iildii. Kisaca
ABTS radikal katyonu, 7 mM ABTS ¢6zeltisinin 2.45 mM potasyum persiilfat ile reaksiyona sokulmasi ve karisimin oda
sicakliginda karanlikta 12-16 saat beklemesiyle hazirlandi. Deneye baslamadan 6nce, ABTS ¢ozeltisi metanol ile 734
nm'de 0.700+0.02 absorbansa seyreltildi. ABTS soliisyonuna (2 mL) numune soliisyonu (1 mL) ilave edildi ve karistirildi.
Ornek absorbansi, oda sicakliginda 30 dakikalik bir inkiibasyondan sonra 734 nm'de okunmustur. ABTS radikal katyon
stiplirme aktivitesi, troloks esdegerleri (mg TEs/g) olarak ifade edildi.

2.3.3. Demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP) ve bakir iyonlar1 indirgeme aktivitesi (CUPRAC)
Bu yontem bitki Oziitlerinin demir iyonlarina karsi indirgeme aktivitesinin tespit edilmesi prensibine bagli olarak

gerceklestirilmistir [21]. Tk asamada 31.2 mg TPTz, 10 mL distile su ve 50 pL hidroklorik asit karisiminda ¢oziilmiistiir.
Ardindan 10 mL distile suda 32 mg FeCls ¢oziilmiistiir. Bu asamadan sonra 4.1 mL asetik aside (%80) 250 mL distile su
eklenmis olup sonrasinda 0.66 gr sodyum asetat bu ¢ozelti igerisinde tamamen ¢6ziilmiistiir. Tampon, FeCl; ve TPTz
10/1/1 oranlarinda karigtirtlmistir ve bu karigimin 2 mL’si ile 0.1 mL bitki 6ziitli karistirilip sonrasinda 30 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda érneklerin absorbans degerleri 593 nm’de okunmustur. Troloks ¢dzeltisinin farkli
konsantrasyonlar1 (25, 50, 75, 100, 150, ve 200 pg/mL) standart olarak hazirlanmigtir. Sonuglar troloks esdegeri (TE)
cinsinden verilmistir.
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Bu yontem Apak vd. [22]’den ufak modifikasyonlarla gergeklestirilmistir. Yontem i¢in amonyum asetat, neocuproine ve
CuCl; ¢ozeltilerinin her birinden 1°er mL almmustir. Uzerine ise farkli konsantrasyonlardaki bitki dziitleri ve standart
BHA ve BHT’den 0.5 mL eklenmistir. Sonrasinda her bir tiipe 1’er mL distile su eklenmistir. Son olarak karanlik bir
ortamda, oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 450 nm’de kore kars1 absorbans degerleri okunmustur. Sonuglar
troloks esdegeri (TE) cinsinden verilmistir.

2.3.4. Toplam antioksidan kapasite (PBD)
Fosfomolibdenum metodunda Cakmak vd., [23]’ne gore uygulanarak total antioksidan kapasitenin belirlenmistir. Test

icin 4 mM amonyum molibdat, 28 mM sodyum fosfat ve 6 M siilfiirik asit ¢ozeltileri karigtirilarak reagent ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Sonrasinda reagent ¢ozeltisinden 3 mL alinarak {izerine farkli konsantrasyonlardaki (0.0625-1 mg/mL)
askorbik asit ¢ozeltileri ve 0.1 mL 6ziit eklenmistir. Kor 6rneginde ise 0.3 mL metanol eklenmistir. Daha sonra tiipler 90
dakika ve 95 °C’de inkiibe edildikten sonra 695 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Sonuglar troloks esdegeri (TE)
cinsinden verilmistir.

2.3.5. Metal selatlama aktivitesi (MCA)
Tez kapsaminda degerlendirilen A. azurea var. kurdica oziitlerinin metal selatlama yetenekleri ferrozin metodu ile

belirlendi. Bitkisel 6ziitler ile FeCl, reaksiyona tabii tutularak ortamdaki demir (II) varlig1 ferrozin kullanilarak belirlendi.
Deney sonucunda absorbanslar 562 nm’de 6l¢iildii. Ayn1 igslemler EDTA i¢inde yapildi ve sonuglar EDTA es deger (mg
EDTA/q) olarak verildi [24].

2.4. Enzim Inhibisyon Testleri

2.4.1. Kolinesteraz inhibisyonu
Ellman metodu kullanilarak kolinesteraz (ChE) inhibitor aktivitesi olciilmiistiir [25]. Ornek ¢ozeltisi (50 pL),

asetilkolinesteraz (veya biitirilkolinesteraz) ¢ozeltisi (25 pL) ve DTNB (125 pL) Tris-HCI tamponu (pH 8.0) igerisinde
karistirilmistir. Daha sonra 96 kuyucuklu mikroplate igerisinde 25 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon
biitirilkolin klorid veya asetilkolin iyodinin eklenmesiyle baslatilmistir. Benzer bigimde her bir 6ziit i¢in kor, enzim
bulundurmayan bir tiip olarak hazirlanmistir. Ornek ve kor absorbans degerleri 405 nm’de 10 dakika ve 25 °C’de
inkiibasyondan sonra okunmustur. Kolinesteraz inhibitor aktivitesi galantamine esdegeri (GALAE) olarak verilmistir.

2.4.2. Alfa-amilaz inhibisyonu

a-amilaz enzimi i¢in inhibisyon aktivitesi Caraway-Somogyi iyodin/potasyum iyodid (IKI) yontemi ile yapilmistir [26].
Ormnek ¢ozeltileri (50 pL), fosfat tamponu (pH 6.9, 6 mM sodyum klorid) ve (25 pL) o-amilaz ¢ozeltisi 96 kuyucuklu
mikroplate icerisinde karistirilmistir. Karisim 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. On inkiibasyonun ardindan nisasta
cozeltisi (50 pL, %0.05) eklendiginde reaksiyon baslatilmistir. Benzer olarak enzim bulundurmayan kor ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Reaksiyon karigimi 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir ve reaksiyon HCI (25 pL, 1 M) eklendiginde
durdurulmustur. Bunun ardindan iyodin-potasyum iyodid ¢ozeltisi (100 uL) eklenmistir. Ornek ve kér absorbans degerleri
630 nm’de okundu. a-amilaz inhibitor etkinligi sonuglari akarboz esdegeri (ACAE) olarak verilmistir.

2.4.3. Alfa-glukozidaz inhibisyonu
Test Palanisamy vd. [27]’nin yontemine uygulanarak inhibisiyon aktiviteleri belirlenmistir. Ornek ¢ozeltisi (50 pL), a-

glukozidaz ¢ozeltisi (50 pL), glutatyon (50 uL), PNPG (50 uL) ve fosfat tamponu (pH 6.8) ¢ozeltisi 96 kuyucuklu
mikroplate icerisinde karistirilmis ve 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Kor 6rnedi enzim i¢ermeyecek sekilde
hazirlanmigtir. Sodyum karbonat (50 puL, 0.2 M) eklenerek reaksiyon durdurulmus ve kor absorbans degerleri 400 nm’de
okunmustur. Inhibisyon aktivitesi akarboz esdegeri (ACAE) seklinde verilmistir.

2.4.4. Tirozinaz inhibisyonu
Tirozinaz enzimi igin inhibisyon aktivitesi L-DOPA’nin substrat olarak kullanildigi dopachrome yontemi ile

gerceklestirilmistir [28]. Ornek ¢ozeltisi (25 uL), fosfat tamponu (100 pL, pH 6.8) ve tirozinaz ¢ozeltisi (40 pL) ile 96
kuyucuklu mikroplate igerisinde karistirilmis ardindan 25 °C’de 15 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Reaksiyon
baslatilmasi ortama L-DOPA (40 pL) eklenmesiyle gergeklestirilmistir. Ayni islemler igerisinde enzim bulundurmayan
kor ¢ozeltisi hazirlanarak gergeklestirilmistir. Absorbans degerleri 25 °C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmis ardindan
maksimum absorbansa sahip oldugu 492 nm’de okunmustur. Inhibitdr aktivitesi sonuglar1 kojik asite esdeger (KAE)
olarak verilmistir.
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2.5. Fenolik Bilesim
Farkli ekstraktlarin fenolik bilesim analizi, Caponio vd. [29] tarafindan agiklanan yontem de yapilan kiigiik

modifikasyonlarla elde edildi. Analiz C18 kolonu ve diyot dizisi dedektorii DAD ile donatilmig bir HP Agilent marka
1200 Infinity Series modeli HPLC cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Hareketli faz, (A) su ve (B) metanol i¢inde %3
asetik asit (v/v) kullanildi. Enjeksiyon hacimleri 10 uL idi ve ekstrakt konsantrasyonlar1 2 mg/mL idi. Eluatlar 278 nm'de
saptandi. Test edilen 6rnekler metanol i¢inde hazirlandi. Eliisyon gradyani kullanildi ve takip orani su sekildedir: %93 A-
%7 B (0.1 dk), %72 A-%28 B (20 dk), %75 A-%25 B (8 dk), %70 A- %30 B (7dk); ve 15 dakika boyunca ayni gradyan
%67 A-%33 B (10 dakika), %58 A-%42 B (2 dakika), %50 A-%50 B (8 dakika), %30 A-%70 B idi (3 dk), %20 A-%80
B (2 dk) ve %100 B galismanin son 5 dakikasi boyunca kullanildi (Abdulgadir et al. 2018). Ayrica kullanilan standartlar
3-Hidroksi Benzoik Asit, 4- Hidroksi Benzoik Asit, Benzoik Asit, Katesin Hidrat, Klorojenik Asit, Kafeik Asit,
Epikatesin, Gallik Asit, Hesperidin, P-Kumarik Asit, Kuersetin, Rosmarinik Asit, Sinapik Asit, Siringik Asit, t-Sinamik
Asit ve t-Ferulik Asit. Bu ¢alismada, (ppm=mg/kg-mg/L) olarak ifade edilen her bir bilesik her bir 6ziit i¢in incelenmistir.

3. Arastirma Bulgular1 ve Tartisma

3.1 Antioksidan aktivite
Calismamizda A. azurea var. kurdica tiiriniin toprak alt1 kisimlarindan hazirlanan etilasetat, metanol ve su 6ziitlerinin

antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in toplam fenolik (TPC) ve toplam flavonoid (TFC) igerikleri basta olmak tizere
DPPH ve ABTS serbest radikal siipiirme aktivitesi, FRAP ve CUPRAC iyon indirgeme giicii, toplam antioksidan kapasite
(PBD), Metal selatlama aktivitesi (MCA) gibi bazi yaygin antioksidan aktivite testleri uygulanmistir (Tablo 1 ve Sekil
1).

Tablo 1. A. azurea var. kurdica kok oziitlerinin antioksidan aktiviteleri.

Coziiciiler DPPH ABTS CUPRAC FRAP MCA PBD
(mg TEs/g)  (mg TEs/g) (mg TEs/g) (mg TEs/g)  (mg/ EDTA/g) (mmol TEs/qg)
Etil asetat  30.89+1.06* 55.37+3.78*  69.94+2.91*  43.83+065* 16.60+1.48* 1.59+0.09*
Metanol 55.01+0.28  87.89+0.89 68.15+2.32 65.63+0.34 6.40+0.56 1.704+0.11
Su 22.94+0.98  58.714+2.32 29.29+2.20 27.30+0.82 21.81+£0.43 1.3740.01

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma.TE; troloks esdegeri.

Antioksidan Aktivite

100
80
60

40 I I
20
. o _
(mg TEs/g) (mg TEs/g) (mg TEs/g) (mg TEs/g) | (mg/ EDTA/g) (mmol TEs/g)
DPPH ABTS CUPRAC FRAP MCA PBD

m Etil asetat = Metanol = Su
Sekil 1. A. azurea var. kurdica kok Oziitlerinin antioksidan aktiviteleri.

3.1.1 Toplam fenolik icerik ve toplam flavonoid icerik (TPC ve TFC)
Fenolik icerik Folin-Ciocalteu reaktifi ile gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden hesaplanmistir. Flavonoid igerik Rutin

esdegeri (RE) cinsinden hesaplanmistir. Uygulanan testlerin sonucunda toplam fenolik igerik igin sonuglar sirasiyla
metanol dziiti igin 22.12+0.42 mg GAE/g, etil asetat dziitl i¢in 16.20+0.60 mg GAE/g ve su dziitii i¢in 9.51+0.11 mg
GAE/g olarak tespit edilmistir. Toplam Flavonoid icerik ise sonuglar sirasiyla metanol 6ziitii i¢in 0.98+0.04 RE/g, su
Oziitii igin 0.84+0.34 RE/g ve etil asetat Oziitii igin 0.68+0.58 RE/g olarak hesaplanmugtir (Tablo 2 ve Sekil 2)

Tablo 2. A. azurea var. kurdica kok oziitlerinin toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri.

Oziit Toplam Fenolik Igerik (TPC) Toplam flavonoid igerik (TFC)
mg GAE/g 6ziit RE/g 6ziit

Etil Asetat 16.20+0.60* 0.68+0.58*

Metanol 22.12+0.42 0.98+0.04

Su 9.51+0.11 0.84+0.34
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*Ug paralel analizin ortalamasi+standart sapma. GAE; gallik asit esdegeri, RE; rutin esdegeri.

TPC, TFC
25
20
15
: .
Etil Asetat Metanol Su
B Toplam Fenolik icerigi toplam flavonoid icerigi

Sekil 2. A. azurea var. kurdica kok 6ziitlerinin toplam fenolik ve toplam flavonoid igerikleri.

Sabih Ozer vd. [30] yapmis olduklari bir calisgmada Boraginaceae familyasina ait olan Alkanna tinctoria subsp. tinctoria
tiirtinden hazirlamis olduklar1 doért farkli o6ziitiin toplam fenolik ve toplam flavonoid igeriklerini belirlemislerdir.
Caligmanin sonucunda toplam fenolik igerik i¢in en yiiksek aktiviteyi 110.46+0.31 pg GAEs/mg ile su 6ziitiinde tespit
ederlerken toplam flavonoid igerik icinse en yiiksek aktiviteyi 24.81+0.36 pg QEs/mg ile metanol oziitiinde tespit
etmislerdir. Alali vd. [31] yaptiklar1 ¢calismada Boraginaceae familyasindan Anchusa cinsine ait olan Anchusa italica
Retz. ve Anchusa strigosa Banks & Sol. tiirlerinin su ve metanolik &ziitlerinin total fenolik igerigini belirlemislerdir.
Calismanin sonucunda Anchusa italica Retz. i¢in sonuglar sirasiyla metanol 6ziitii igin 16.2 mg GE/g ve su 6ziitii i¢in
12.3 mg GE/g olarak bulunmustur. Anchusa strigosa Banks & Sol. i¢in ise sonuglar sirasiyla su 6ziitii igin 10.5 mg GE/g
ve metanol 06ziitii i¢in 6.1 mg GE/g olarak bulunmustur. Bir diger ¢alismada Gharib ve Godarzee [32] Anchusa arvensis
tiiriiniin etanol ve su Oziitlerinin toplam fenolik igerigi ve toplam flavonoid igerigini belirlemiglerdir. Caligmanin
sonucunda toplam fenolik igerik i¢in etanol 6ziitiini 35.54+0.57 mg GAE/g ve su 6ziitlinii 28.15+2.40 mg GAE/g olarak
tespit etmislerdir. Toplam flavonoid igerigi ise etanol oziitii i¢in 29.13+1.05 mg QE/g ve su oziitii igin 21.74+1.80 mg
QE/g olarak tespit etmiglerdir.

3.1.2. DPPH ve ABTS radikalleri giderme aktivitesi
DPPH ve ABTS testleri, radikal yakalama aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilan iki yontemdir. DPPH yonteminde

radikal en zayif antioksidanlarla bile etkilesime girebildigi icin yontemi avantajli bir hale getirmektedir. Ote yandan hem
DPPH hem de ABTS yontemlerinde radikaller lipofilik ve hidrofilik antioksidanlarla etkilesime girebildigi i¢in bu
yontemlerin uygulanmast 6nemlidir [33, 34]. DPPH ve ABTS serbest radikal giderme aktiviteleri troloks esdegeri (TE)
cinsinden hesaplanmistir. A. azurea var. kurdica tiiriiniin kok kisimlarinin DPPH ve ABTS serbest radikal giderme
aktivitesi testlerinde en iyi sonuglar sirasiyla DPPH testi i¢in metanol 6ziitiinde 55.01+£0.28 mg TE/g olarak hesaplanmis
ve ABTS testi i¢in metanol 6ziitiinde 87.89+0.89 mg TE/g olarak hesaplanmustir (Tablo 1 ve Sekil 1).

Sarikurkcu vd. [35] yapmus olduklar1 bir ¢alismada Anchusa undulata L. subsp. hybrida (Ten.) Coutinho tiiriiniin metanol
Oziitliniin DPPH ve ABTS serbest radikal giderme aktivitesini ¢alismislardir. Caligmanin sonucunda DPPH igin radikal
yakalama aktivitesini 2.086 + 0.102 mmol TE/g ve ABTS ig¢in radikal yakalama aktivitesini 0.112 + 0.002 mmol TE/g
olarak tespit etmislerdir. Bir diger ¢alismada Tufa vd. [36] Boraginaceae familyasina ait olan Alkanna sfikasiana tiiriiniin
toprak iistli ve kdk kisimlarindan hazirlamig olduklar: farkli 6ziitlerin DPPH ve ABTS serbest radikal giderme aktivitesini
test etmislerdir. Calismanin sonucunda DPPH i¢in en yiiksek sonucu 96.00+0.32 mg TE/g, ABTS i¢in ise en yiiksek
sonucu 441.97+9.33 mg TE/g olarak bulmuglardir. Zengin vd. [37] yapmus olduklar1 bir ¢aligmada Boraginaceae
familyasina ait olan Moltkia aurea ve Moltkia coerulea tiirlerinin metanolik 6ziitlerinin DPPH ve ABTS serbest radikal
yakalama aktiviteleri arastirilmigtir. Calismanin sonucunda Moltkia aurea tiiriinden hazirlanan 6ziit igin DPPH
aktivitesini 54.33+0.92 mg TE/g, ABTS aktivitesini ise 184.88+8.73 mg TE/g olarak tespit etmislerdir. Moltkia coerulea
tirtinden hazirlanan 6ziit icin ise DPPH aktivitesini 18.81+0.97 mg TE/g, ABTS aktivitesini ise 44.32+4.63 mg TE/g
olarak tespit etmislerdir. Trifan vd. [38] Anchusa ochroleuca M. Bieb. tiiriiniin kok kisimlarindan hazirlamis olduklar
diklorometan, metanol ve etanol 6ziitlerinin DPPH ve ABTS radikal giderme aktivitelerini incelemislerdir. Caligmanin
sonucunda bitkinin kdk kismindan hazirlanan 6ziitlerden DPPH testi igin en yiliksek sonucu 216.98+3.58 mg TE/g ile
etanol oziitli, ABTS testi igin ise yine en yiiksek sonucu 311.97+6.85 mg TE/g olarak etanol 6ziitliniin verdigini tespit
etmiglerdir. Marini vd. [39] Boraginaceae familyasinin Cordia cinsine ait olan Cordia bicolor, Cordia
megalantha ve Cordia dentata tiirlerinin metanolik oziitlerinin DPPH ve ABTS serbest radikal yakalama aktivitelerini
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belirlemiglerdir. Calismanin sonucunda DPPH serbest radikal yakalama aktivitesinde sirasiyla en yiiksek sonucu
gosterenleri 195.68+0.30 mg TE/g ile Cordia megalantha, 166.83+1.5 mg TE/g ile Cordia bicolor ve 101.42+2.13 mg
TE/g ile Cordia dentata olarak tespit etmislerdir. ABTS serbest radikal yakalama aktivitesinde ise sirasiyla en yiiksek
sonucu verenleri 476.78+1.26 mg TE/g ile Cordia megalantha, 268.70 +£10.6 mg TE/g ile Cordia bicolor ve 152.45+1.06
mg TE/g ile Cordia dentata olarak tespit etmislerdir.

3.1.3. iyon indirgeme aktivitesi (FRAP ve CUPRAC)
Elektron transferine bagli olan bu iki yontemden CUPRAC ta nétr bir pH’da neokuproin (Nc)’in bakir (II) ile birlikte

olusturdugu renkli bakir (IT) neokuproin kompleksi bakir (I) neokuproin selatina indirgenerek 450 nm’de maksimum
absorbans vermesi 6zelligi antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilmaktadir [40]. CUPRAC metodu fizyolojik
pH’da aktif olmasi nedeniyle diger elektron transferi yontemlerinden istiindiir [41]. FRAP’ta ise asidik ortamda,
antioksidanlarin varliginda ferrictripyridyltriazine kompleksi Fe*®’den Fe*?’ye indirgenmesiyle renkli kompleksler olusur
ve bu durum ¢6zelti 595 nm’de absorbansda artiga neden olur [42]. Caligmamizda A. azurea var. kurdica tiirtiniin kok
kisimlarindan hazirlanmis olan ti¢ farkli 6ziitiin FRAP ve CUPRAC iyon indirgeme kapasiteleri belirlenmistir. Sonuglar
troloks esdegeri cinsinden verilmistir. Uygulanan testlerin sonucunda CUPRAC testi i¢in en iyi sonuglar sirastyla etil
asetat (69.94+2.91 mg TE/g), metanol (68.15+2.32 mg TE/g) ve su 6ziitii (29.29+2.20 mg TE/g) iken FRAP testi i¢in en
iyi sonuglar metanol (65.63+0.34 mg TE/g), etil asetat (43.83+065 mg TE/g) ve su 6ziitii (27.30+0.82 mg TE/g) seklinde
tespit edilmistir (Tablo 1 ve Sekil 1).

Loizzo vd. [43] yaptiklart bir ¢alismada Anchusa azurea Mill. tiiriiniin etanol dziitinin FRAP iyon indirgeme giictini
arastirmiglardir. Caligmanin sonucunda etanol Oziitiiniin iyon indirgeme giiciini 26.1+3.8 puM Fe(ll)/g olarak
hesaplamiglardir. Menghini vd. [44] Boraginaceae familyasina ait bir tiir olan Cynoglossum creticum tiirliniin ¢igek,
yaprak ve kok kisimlarinin etanol/su ekstraktlarini hazirlamislar ve FRAP iyon indirgeme giiclinii test etmislerdir.
Caligmanin sonucunda yaprak kisminda 149.88+0.68 mg TE/g olarak en yiiksek sonucu, ardindan 64.70 + 1.86 mg TE/g
ile ¢igek Oziitiinii ve son olarak kok oziitinden 43.91+0.89 mg TE/g olarak FRAP iyon indirgeme giiciinii tespit
etmiglerdir. Varvouni vd. [45] ise yine Boraginaceae familyasina ait olan Symphytum anatolicum ve Cynoglottis barrelieri
tiirlerinin toprak stii kisimlarindan hazirlamis olduklari metanol 6ziitlerinin CUPRAC iyon indirgeme aktivitelerini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda Symphytum anatolicum tiirii igin CUPRAC iyon indirgeme aktivitesini 182+8 mg
TE/g, Cynoglottis barrelieri tiirii i¢in ise CUPRAC iyon indirgeme aktivitesini 407+5 mg TE/g olarak tespit etmislerdir.
Bir diger ¢alismada ise Boga vd. [46] Boraginaceae familyasinin bir {iyesi olan Trachystemon orientale tiiriinden farkli
konsantrasyonlarda diklorometan, etanol ve su 6ziitlerini hazirlayarak bitkinin CUPRAC iyon indirgeme aktivitesini test
etmeyi hedeflemislerdir. Calismanin sonucunda diklorometan &ziitii ig¢in en iyi sonucu 100 pg/mL konsantrasyonda
0.718 £ 0.0195 tespit etmislerdir. Etanol 6ziitii i¢in en iyi sonucu yine 100 pg/mL konsantrasyonda 1.48+0.0735 olarak
tespit etmiglerdir. Son olarak su 6ziitiinde ise en iyi sonucu yine 100 pg/mL konsantrasyonda 0.108+0.0031 olarak tespit
etmislerdir.

3.1.4. Toplam antioksidan kapasite (PBD)
Toplam antioksidan kapasite fosfomolibdat tesi ile 6l¢ililmiistiir. Fosfomolibdat testi bir indirgeyici ajan (antioksidan)

varliginda molibden (VI)’nin molibden (V)’e indirgenmesi ve yesil bir fosfomolibdat (V) kompleksi olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Test, bir elektron transfer mekanizmasi igermektedir. Fenoller ve flavonoidler dahil bir ¢ok dogal {iriin
bu testle tespit edilebilir [47]. Calismamizda A. azurea var. kurdica tiiriiniin kok kisimlarindan hazirlanmis olan {i¢ farkli
Oziitlin toplam antioksidan kapasitesi belirlenmistir. Sonuglar troloks es degeri cinsinden hesaplanmistir. Calismanin
sonucuna gore en iyi aktivite gosteren 1.70+0.11 mmol TE/g olarak metanol 6ziitii olmustur (Tablo 1. ve Sekil 1) .

Zengin vd. [48] Boraginaceae familyasina ait bir tiir olan Cerinthe minor subsp. auriculata’nin toprak istii kisimlarindan
hazirlamig olduklar1 farkli 6ziitlerle toplam antioksidan kapasitesiyi aragtirmiglardir. Caligmanin sonucunda metanol
Oziitiiniin 1.40+0.08 mmol TE/g, etil asetat 6ziiti 1.07+0.06 mmol TE/g ve su oziiti 0.97+0.03 mmol TE/g olarak
hesaplanmistir. Abdel-Aleem vd. [49] Boraginaceae familyasinin bir liyesi olan Cordia myxa L. tiiriiniin yaprak
kisimlarindan hazirladiklar: farkli fraksiyonlara fosfomolibdat testini uygulamislardir. Calismanin sonucunda en yiiksek
antioksidan kapasiteyi etil asetat fraksiyonunda (103.40+0.05 mg AAE/g) tespit etmislerdir. Boskovic vd. [50] yaptiklar
¢alismada Anchusa officinalis tiirtiniin toprak {stii kisimlarindan hazirladiklar 6ziitlerle total antioksidan kapasiteyi tespit
etmeye calismiglardir. Calismanin sonucunda etanol 6ziitiiniin 90.26+0.99 pg AA/g olarak en yiiksek sonucu verdigini
bildirmiglerdir.

3.1.5. Metal selatlama aktivitesi (MCA)
Canli sistemlerde esansiyel bir mikro mineral olarak bilinen demir; oksijenin kirmizi kan hiicreleri vasitasiyla taginimu,

kullanimi ve depolanmasi ile redoks potansiyelleri gibi ¢esitli biyolojik islevde rol almaktadir [51]. Asir1 demir
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yiiklenmesi, protein oksidasyonunu, karaciger fibrozunun ve lipid peroksidasyonunun baslamasini igeren reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumunu arttirir [52]. Antioksidanlarin metal baglama yapan fonksiyonel gruplari nedeniyle etkili bir
Fe baglama yetenegine sahip olduklar1 tespit edilmistir [53]. Metal selatlama genel olarak en ¢ok tercih edilen ve yaygin
bir antioksidan yontem olarak kabul edilmektedir. Bu bilgiler 1s1g1inda ¢alismamizda A. azurea var. kurdica tiiriiniin kok
kisimlarindan hazirlanan farkli 6ziitlerin metal selatlama aktivitesi tespit edilmistir. Calismanin sonucunda 21.814+0.43
mg TE/g olarak su 6ziitii en yiiksek aktiviteyi gosterirken onu 16.60+1.48 mg TE/g ile etil asetat 6ziitii ve 6.40+0.56 mg
TE/g ile metanol &ziitii takip etmistir. Sonuglar Tablo 1. ve Sekil 1.’de verilmistir.

Taskin ve Bitis [54] yapmus olduklar1 bir ¢alismada Anchusa undulata subsp. hybrida tiiriiniin toprak tstti kisimlarinin
etanolik Oziitiinii hazirlayarak metal selatlama aktivitesini tespit etmek istemiglerdir. Caligmanin sonucunda metal
selatlama aktivitesini 2.82+0.06 mM EDTAE/g olarak tespit etmislerdir. Ozntamar-Pouloglou vd. [55] yapmis olduklar
bir caligmada Boraginaceae familyasimin bir {iyesi olan Heliotropium procumbens tiirinden hazirlamis olduklart
metanolik ve sulu Oziitlerin metal gelatlama aktivitesini tespit etmislerdir. Calismanin sonucunda sulu 6ziitiin metal
selatlama aktivitesini 13.97+0.06 mg EDTAE/g olarak hesaplamislardir. Metanolik 6ziitiin metal gelatlama aktivitesini
ise 11.76+1.12 mg EDTAE/g olarak tespit etmislerdir. Zengin vd. [56] yapmus olduklar1 bir ¢alismada Boraginaceae
familyasina ait olan Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb. tiiriiniin toprak istii kisimlarindan hazirlamis olduklari
metanolik 6ziitiin metal selatlama kabiliyetini 17.60+0.61 mg EDTAE/g olarak tespit etmislerdir.

3.2. Enzim inhbisyonu
Enzim inhibit6r teorisi hiperpigmentasyon, Alzheimer hastaligi ve diyabet hastaligi da dahil olmak iizere kiiresel saglik

sorunlarinin tedavisi i¢in en 6nde gelen stratejilerden bir tanesidir. Bu nedenle, enzim inhibitdrii olarak yeni kaynaklarin
kesfi i¢in yapilan arastirmalar bilimsel alanda son dénemlerde oldukea fazla ilgi gekmektedir. Bu baglamda ¢alismamizda
Anchusa azurea var. kurdica tirlinin kok kisimlarindan hazirlanmis olan etilasetat, metanol ve su oOziitlerinin
Asetilkolinesteraz (AChE), Biitirilkolinesteraz (BChE), tirozinaz, a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe edebilme
potansiyelleri arastirilmistir (Tablo 3 ve Sekil 3).

Tablo 3. A. azurea var. kurdica kok 6ziitlerinin enzim inhibisyon aktiviteleri.

Oziit AChE BChE Tirozinaz a-Amilaz a-Glukozidaz
inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu
(mg GALAEs/lg  (mg GALAEs/g (mg KAEs/g (mmol ACAEs/g (mmol ACAEs/g
oziitii) oziitii) oziitii) oziitii) oziitii)
Etil asetat 2.85+0.25* 5.43+0.34* 41.37+£0.58* 0.41+0.09* 0.11+0.01*
Metanol 2.17+0.15 1.60+0.04 40.82+0.69 0.27+0.00 0.02+0.00
Su 0.50+0.09 na 12.124+0.31 0.56+0.01 1.30+0.02

*Ug paralel analizin ortalamasitstandart sapma. AChE; asetilkolinesteraz, BChE; biitirilkolinesteraz, GALAE; galantamin esdegeri,
KAE; kojik asit esdegeri, ACAE; akarboz esdegeri.

Enzim Inhibisyonu

5
R— ] -
(mg ACEs/g oziiti) (mg GALEs/g o6ziitl)) (mg KAEs/g 6ziitii) (mmol ACEs/g 6ziitii) (mmol ACEs/g 6ziitii)

AChE Inhibisyonu = BChE Inhibisyonu Tirozinaz Inhibisyonu a-Amilaz Inhibisyonu a-Glukosidaz
Inhibisyonu

m Etil asetat m Metanol = Su

Sekil 3. A. azurea var. kurdica kok 6ziitlerinin enzim inhibisyon aktiviteleri.

3.2.1. Kolinesteraz inhibisyonu (asetilkolinesteraz ve biitirilkolinesteraz)
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Asetilkolinesteraz (AChE), merkezi ve gevresel sinir sistemlerinde ¢ok sayida yolakta norotransmitter olarak gorev yapan
asetilkolinin (ACh) hizli bir sekilde hidrolizi ile uyari olugsmasinin engellenmesinde etkilidir. Alzheimer ise farkli
fizyolojik siireclerde, ACh iireten ve kullanan hiicrelere zarar verir veya onlar1 yok eder, boylece diger hiicrelere mesaj
iletmek i¢in mevcut miktar1 azaltir. AChE aktivitesini inhibe eden kolinesteraz inhibitorii ilaglar, yikim hizini azaltarak
ACh seviyesini korur. Boylelikle, 6n beyin bolgelerinde kolinerjik sinir iletimini arttirirlar ve isleyen beyin hiicrelerinin
kaybini telafi ederler [57]. Butirilkolinesteraz (BChE) ise, viicuttaki esterlerin hidrolizini katalize eden bir serin
hidrolazdir. Butirilkolinesterazin genis bir substrat kapsamu ve daha disiik asetilkolin katalitik etkinligi
vardir. Butirilkolinesteraz iizerine yapilan ilk c¢aligmalar, enzimin inhibisyonunun beyin asetilkolin diizeylerinin
artmasina yol agtigin1 gostermistir. BChE, devam eden AD'de dengeleyici bir enzim olarak ¢ok dnemli bir rol oynar
[58]. BChE'nin anormal B-amiloid (AP) birikimi ile yiiksek oranda korele oldugu gosterilmistir. Cesitli ¢alismalar, BChE
inhibisyonunun ilerlemis AD'nin tedavisi i¢in potansiyel bir strateji oldugunu O6ne siirmistiir [59]. Bu bilgiler
dogrultusunda Alzheimer hastaliginin tedavisi kapsaminda bu enzimleri inhibe edebilecek dogal inhibitdrlerin
arastirilmas1 onemlidir. Calismamuzda Anchusa azurea var. kurdica tiiriinden hazirlanmis olan ii¢ farkli Oziitiin
asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) inhibisyon yetenekleri tespit edilmistir. AChE inhibisyonu i¢in
en yiiksek aktiviteyi 2.85+0.25 mg GALAE/g ile etilasetat 6ziitli gosterirken BChE inhibisyonu i¢in en yiiksek aktiviteyi
yine 5.43+0.34 mg GALAE/g ile etilasetat 6ziitii gostermistir (Tablo 3 ve Sekil 3).

Gholamhoseinian vd. [60] yaptiklar1 bir ¢alismada Boraginaceae familyasindan Cordia mixa tiiriiniin meyvelerinden
hazirlamis olduklar1 metanol &ziitiiniin AChE inhibisyonunu arastirmislardir ve ¢calismanin sonucunda metanol 6ziitiiniin
AChE inhibisyonunu %9 olarak tespit etmislerdir. Imran vd. [61] yaptiklar1 bir ¢alismada Nonea micrantha tiiriinden
hazirlamis olduklar1 farkli fraksiyonlarin farkli konsantrasyonlarda ki AChE ve BChE % inhibisyonlarini arastirmiglardir.
Calismanin sonucunda AChE inhibisyonu i¢in en yiiksek aktiviteyi 1000 ug/mL konsantrasyonda %75.51 +0.73 ile
hekzan fraksiyonunda tespit etmislerdir. BChE inhibisyonu i¢in ise en aktif konsantrasyon olan 1000 pg/mlL’da %83.49
+ 0.27 ile ham saponin fraksiyonunda tespit etmiglerdir. Istifli [62] yaptig1 bir ¢aligmada Boraginaceae familyasindan
olan Onosma trachytricha tiiriiniin toprak istii kisimlarinin metanol 6ziitiiniin AChE ve BChE enzimlerini inhibe
edebilme potansiyelini arastirmigtir. Caligmanin sonucunda metanol O6ziitiiniin AChE ve BChE enzimlerini inhibe
edebilme potansiyelleri sirasiyla 2.21 mg GALAE/g ve 0.58 mg GALAE/g olarak tespit etmistir.

3.2.2. Tirozinaz inhibisyonu
Melanin pigmenti cildin zararli etkilere karsi etkili bir savunma sistemini temsil etmektedir. Fakat anormal melanin

pigmentasyonu ve melanomda da rol oynar. Bu sebeple, cilt bozukluklarinin arastirilmasina yonelik ¢esitli yaklagimlar
gelistirilmigtir. Bu yaklasimlarin 6nde gelenlerinden biri melanin biyosentezinin ilk iki adiminda kilit rol oynayan
tirozinaz enzimi ve hiperpigmentasyon bozukluklarinda depigmente edici ajan olarak giderek 6nemli hale gelen tirozinaz
inhibitorlerinin arastirilmasidir. Bu agidan giivenilir ve yeni inhibitdrlerin tespiti i¢in testin yapilmasi 6nem tasimaktadir
[63]. Yapmus oldugumuz ¢alismada Anchusa azurea var. kurdica bitkisinin farkli ¢oziiciiler igerisinde hazirlanmisg
oOziitlerinin tirozinaz inhibisyonu arastirilmis ve veriler kojik asit esdegeri olarak hesaplanmistir. Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde sirasiyla etilasetat Oziitiinlin tirozinaz inhibisyonu 41.37+0.58 mg KAE/g, metanol 6ziitiiniin
tirozinaz inhibisyonu 40.82+0.69 mg KAE/g ve su 6ziitiiniin tirozinaz inhibisyonu 12.12+0.31 mg KAE/g olarak tespit
edilmigtir (Tablo 3 ve Sekil 3).

Kaplan [64] yapmis oldugu bir ¢alismada Boraginaceae familyasindan Moltkia coerulea tiirtiniin yaprak ve ¢igek
kisimlarinin sulu ve metanolik oziitlerinin tirozinaz inhibisyonunu arastirmistir. Calismanin sonucunda yaprak
kisimlarindan hazirlanan 6ziitlerin tirozinaz inhibisyonu sulu 6ziit i¢in 0.860+0.00 mmol KAE/g, metanol 6ziitii i¢in ise
0.761+£0.00 mmol KAE/g olarak hesaplanmistir. Bitkinin ¢i¢ek kisimlarindan hazirlanan ziitlerin tirozinaz inhibisyonu
ise metanol 6ziitii igin 0.610+0.04 mmol KAE/g iken sulu 6ziit igin 0.480+0.01 mmol KAE/g olarak hesaplanmistir.
Yapilan bir diger caligmada Sarikurkcu vd. [65] Boraginaceae familyasindan olan Onosma ambigens tiiriiniin toprak istii
kisimlarindan hazirladiklar: farkli 6zitlerin (su, etilasetat, ve metanol) tirozinaz enzimini inhibe edebilme potansiyellerini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda tirozinaz inhibisyonu agisindan sonuglar1 sirastyla metanol 6ziitii i¢in 95.67 mg
KAEs/g, su 0ziitii i¢in 71.19 mg KAEs/g ve etilasetat 0ziitii i¢in 60.99 mg KAEs/g olarak tespit etmislerdir.

3.2.3. Diyabet ile iliskili enzimlerin inhibisyonu (a-amilaz ve a-glukozidaz)

Tip 2 diyabet hastaliginda postprandiyal hiperglisemiyi kontrol altina almanin terapétik yaklagimlarindan biri, diyetteki
karbohidratlarin sindiriminin engellenmesidir. Pankreatik o-amilaz, sindirim sisteminde nisasta gibi diyetteki
karbohidratlar1 basit monosakaritlere pargalayan anahtar bir enzimdir. Bunlar ayrica a-glukosidazlar tarafindan glikoza
pargalanir ve emildiginde kan dolagimina girer. Bu nedenle, a-amilaz ve a-glikosidaz enzimlerinin inhibe edilmesi,
karbohidrat sindirimini baskilayabilir, glikoz alimini geciktirebilir ve sonug olarak kan sekeri seviyelerini azaltabilir [66].
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Bu agidan degerlendirildiginde a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe edebilecek inhibitdrlerin kesfi 6nem arz
etmektedir. Bu kapsamda c¢alismamizda A. azurea var. kurdica tirinden hazirlanmig olan farkli oziitlerin glukoz
metabolizmasinda rol alan enzimler olan a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe edebilme yetenekleri tespit
edilmigtir. Caligmanin sonucunda a-amilaz enzim inhibisyonu i¢in bulgular sirasiyla su oziitii igin 0.56+0.01 mmol
ACAE/g, etilasetat 6ziitli i¢in 0.41+0.09 mmol ACAE/g ve metanol 6ziitii igin 0.27+0.00 mmol ACAE/g diizeyindedir.
Oziitlerin a-glukozidaz enzim inhibisyonu ile ilgili yapilan calismalarin sonucunda su &ziitii 1.30+0.02 mmol ACAE/g,
etilasetat 6ziitii 0.11+0.01 mmol ACAE/g ve metanol 6ziitii 0.02+0.00 mmol ACAE/g diizeyinde inhibisyon aktivitesi
gostermislerdir (Tablo 3 ve Sekil 3).

Saravanakumar vd. [67] Onosma isaurica ve Onosma bracteosa tiirlerinin toprak {istii kisimlarindan hazirlamis olduklar
metanol Oziitiiniin a-amilaz inhibisyon yetenegini aragtirmislar ve c¢aligmanin sonucunda O. isaurica i¢in a-amilaz
inhibisyonunu 130.19 + 13.86 mg ACEs/g ve O. bracteosa i¢in a-amilaz inhibisyonunu 396.02 + 6.58 mg ACEs/g olarak
tespit etmislerdir. Katani¢ Stankovi¢ vd. [68] Onosma sericea ve Onosma stenoloba tiirlerinin toprak iistii kisimlarindan
hazirlamig olduklart metanolik oziitlerin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe edebilme Kkabiliyetlerini
arastirmuglardir. Calismanin sonucunda O. sericea tiirli i¢in a-amilaz inhibisyonunu 1.26 + 0.07 mmol ACAE/g ve ise a-
glukozidaz enzim inhibisyonunu 33.38 + 6.44 mmol ACAE/g olarak bildirmislerdir. O. stenoloba tiirii i¢in ise a-amilaz
inhibisyonunu 0.89 + 0.02 mmol ACAE/g ve a-glukozidaz enzim inhibisyonunu 43.74 + 0.16 mmol ACAE/g olarak
bildirmiglerdir. Varvouni vd. [69] Anchusa aucheri tiirii Toprak istii kisimlar1 tizerinde ile yiriittiikkleri ¢alismada
hazirlamig olduklar1 metanol Ozitiiniin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe edebilme potansiyelini
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda ise a-glukozidaz enzim inhibisyonunu 3.66+0.13 mmol ACAE/g ve a-amilaz
inhibisyonunu 0.54+0.03 mmol ACAE/g olarak tespit etmislerdir.

3.3. Fenolik bilesikler

A. azurea var. kurdica tiriinden hazirlanan etilasetat, metanol ve su Oziitlerinde bulunan fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlari, kalibrasyon egrilerinden hesaplandi ve ppm 6ziit olarak ifade edildi (Tablo 4). Elde edilen sonuglara
gore A. azurea var. kurdica'nin etilasetat ekstraktinda kuersetin 5.922 ppm ile en iyi sonucu vermistir. Bu sonucu 3.740
ppm ile Hesperidin, ve 3.367 ppm ile Rosmarinik asit izledi. Metanol 6ziitiinde en yiiksek sonuglar sirasiyla; 33.057 ppm
ile Kafeik asit, 9.017 ppm ile kuersetin ve 4.224 ppm ile rosmarinik asit olarak tespit edilmistir. Su 6ziitiinden elde edilen
sonuglar ise sirasiyla; kuersetin 6.271 ppm, epikatesin 2.705 ppm ve rosmarinik asit 1.723 ppm olarak tespit edilmistir.

Tablo 4. A. azurea var. kurdica tiirtiniin kok kisimlarinin fenolik bilesim analizi.

Fenolik Bilesik* AREA. ARM. ARW.
(ppm) (ppm) (ppm)
3-Hidroksi Benzoik Asit N.D. 1.633 N.D.
4- Hidroksi Benzoik Asit N.D. N.D. 0.489
Benzoik Asit N.D. N.D. N.D.
Katesin Hidrat N.D. N.D. N.D.
Klorojenik Asit N.D. 24.785 N.D.
Kafeik Asit 2.180 33.057 0.982
Epikatesin 3.009 N.D. 2.705
Gallik Asit N.D. N.D. 0.671
Hesperidin 3.740 N.D. N.D.
P-Kumarik Asit N.D. 1.237 0.422
Kuersetin 5.922 9.017 6.271
Rosmarinik Asit 3.367 4.224 1.723
Sinnapik Asit 0.181 2.687 N.D.
Siringik Asit 0.945 N.D. 0.929
t-Sinnamik Asit 0.460 0.914 0.301
t-Ferulik Asit N.D. 1.846 N.D.

* 1,5, 10, 20, 50, 70, 100 ppm konsantrasyonlarda saf standart ¢ozeltileri okutularak kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. ¥*N.D.=Not
Detected; RT=Retention Time. ***ppm=mg/kg-mg/L. A.R.E.A: A. azurea var. kurdica kok etilasetat oziiti; A.R.M.: A. azurea var.
kurdica kok metanol 6ziitii; A.R.W.: A. azurea var. kurdica kok su 6ziitii.

Sowa vd. [70] yapmis olduklar1 bir ¢alismada Boraginaceae familyasindan Symphytum officinale tiirtiniin kok
kisimlarindan hazirlamis olduklar1 etanol/su ve su oziitlerinin HPLC yontemiyle kimyasal igerigini belirlemeye
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calismiglardir. Caligmanin sonucunda su 6ziitii igin 100 pg/mL konsantrasyonda 10.99 pg/mL allantoin olarak tespit
etmislerdir. Etanol/su 6ziitii icin ise 100 pg/mL konsantrasyonda 10.14 pg/mL allantoin olarak tespit etmislerdir. Paun
vd. [71] yaptiklart bir ¢alismada Anchusa officinalis tiiriinden hazirlamig olduklar1 6ziitlerin kimyasal bilesenlerini
belirlemek amaciyla HPLC-MS yontemini kullanmiglardir. Calismanin sonucunda luteolin ve klorojenik asit
bilesiklerinin en iyi sonuglar1 verdigini tespit etmislerdir.

4. Sonug
Caligma halk arasinda geleneksel tipta gesitli amaglarla kullanilan A. azurea var. kurdica bitkisinin sahip oldugu bilesenler

ve biyolojik aktiviteler dolayisiyla kronik hastaliklarda kullanilabilme potansiyeline sahip oldugunu gdstermistir.
Ozellikle tirozinaz enzimine kars1 gostermis oldugu yiiksek inhibisyon &zelligi bitkinin deri hastaliklarimin tedavisinde
onemli bir etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bitkinin kokleri yetistigi alanlardaki bolge halki tarafindan sebze
olarak da tiiketilmektedir. Sonug olarak bitki kdklerinin farkli dziitleri 6nemli diizeyde faydali bilesenlere ve biyolojik
aktivitelere sahiptir. Bu durum g6z oniine alindiginda bitkinin koklerinin farmakoloji endiistrisi i¢in iyi bir hammadde
kaynagi olabilecegi degerlendirilmektedir.
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