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oz
Amag: Bu arastirmada visne meyvesinin (Prunus cerasus L.) Greaz, kimotripsin ve tripsin inhibe edici aktivitesinin tespiti amaglanmistir.
Yontem: 2024 yili Temmuz ve 2025 Ocak aylari arasinda gergeklestirilen bu galismada Ankara’nin Cubuk ilgesinden toplanan visne
meyvelerinden %80 etanol ekstresi hazirlanmis ve hazirlanan ekstre sirasiyla n-hekzan, kloroform, etil asetat ve n-biitanol ile
fraksiyonlanmistir. Daha sonra elde edilen ekstre ve fraksiyonlarin in vitro lreaz, kimotripsin ve tripsin inhibe edici aktiviteleri
belirlenmistir. Ayrica etanol ekstresi ve en kuvvetli aktivitenin gozlendigi etil asetat fraksiyonunun fenolik igerigi YPSK (Yuksek
Performansli Sivi Kromatografisi) ile analiz edilmistir.
Bulgular: Etil asetat, n-bitanol ve kalan su fraksiyonlari tripsin enzimini %95’ten yiksek oranlarda inhibe etmistir. Yine benzer sekilde
en kuvvetli kimotripsin ve lireaz inhibe edici aktivite etil asetat fraksiyonunda gozlemlenmistir (sirasiyla %84,07 ve %42,36 inhibisyon).
YPSK analizi ile etanol ekstresinin sirasiyla %0,1082 ve %0,0512 oranlarinda; etilasetat fraksiyonunun ise sirasiyla %0,165 ve %0,079
oraninda klorojenik asit ve rutin igerdigi tespit edilmistir.
Sonug: Visne meyvesinden elde edilen %80 etanol ekstresi ve farkli fraksiyonlarin lireaz, kimotripsin ve tripsin enzimlerine karsi
inhibitor etkileri ilk kez degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, 6zellikle etil asetat fraksiyonunun bu enzimler tzerinde yuksek inhibe
edici aktivite gosterdigini ortaya koymustur. YPSK analizi hem etanol ekstresinde hem de etil asetat fraksiyonunda klorojenik asit ve
rutin gibi fenolik bilesiklerin bulundugunu ve bu bilesiklerin inhibisyon aktivitesine katki saglayabilecegini gostermistir. Bu dogrultuda,
visne meyvesinin Ulser, obezite ve pankreatit gibi inflamatuvar hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavisinde kullanilabilecek dogal lreaz
ve serin proteaz inhibitori adaylari arasinda degerlendirilebilecegi disliniImustar.

Anahtar Kelimeler: Kimotripsin, Klorojenik asit, Prunus cerasus, Rutin, Tripsin, Ureaz

ABSTRACT
Aim: The aim of this study was to determine urease, chymotrypsin, and trypsin inhibitory activity of sour cherry.
Method: In this study, which was conducted between July 2024 and January 2025, 80% ethanol extract was prepared from sour cherry
fruits collected from Cubuk district (Ankara), and fractionated with n-hexane, chloroform, ethyl acetate, and n-butanol. Then, urease,
chymotrypsin, and trypsin inhibitory activities of extracts and fractions were determined. Additionally, phenolic content of ethanol
extract and ethyl acetate fraction, the strongest activity was observed, were analyzed by HPLC.
Results: Ethyl acetate, n-butanol, and remaining water fractions inhibited trypsin enzyme by more than 95%. Similarly, the strongest
chymotrypsin and urease inhibitory activity was observed in ethyl acetate fraction (%84,07 and 42,36% inhibition, respectively). HPLC
analysis revealed that ethanol extract contained 0,1082% and 0,0512% chlorogenic acid and rutin, respectively, while ethyl acetate
fraction contained 0,165% and 0,079% chlorogenic acid and rutin, respectively.
Conclusion: The inhibitory effects of ethanol extract and different fractions obtained from sour cherry fruit against urease,
chymotrypsin, and trypsin were evaluated for the first time. The findings revealed that especially ethyl acetate fraction showed high
inhibitory activity on these enzymes. HPLC analysis shows that chlorogenic acid and rutin are present in ethanol extract and ethyl
acetate fraction, and these compounds may contribute to inhibitory activity. Accordingly, it was thought that sour cherry fruit could
be evaluated among natural urease and serine protease inhibitor candidates that can be used in prevention or treatment of ulcers,
obesity, and inflammatory diseases such as pancreatitis.

Keywords: Chlorogenic acid, Chymotrypsin, Prunus cerasus, Rutin, Trypsin, Urease

*Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Lokman Hekim Tip Tarihi ve Folklorik Tip Dergisi 2025;15(3):1010-1020
DOI: 10.31020/mutftd.1655052

e-ISSN: 1309-8004

Gelis Tarihi — Received: 11.03.2025; Kabul Tarihi- Accepted: 18.07.2025

iletisim- Correspondence Author: Tugba Giinbatan <tugbagunbatan@gazi.edu.tr>

Bu derginin igerigi Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License kapsaminda lisanslanmistir.

1010



Visne Meyvesinin Enzimler Uzerine Etkisi — Aydin ve Ark. Lokman Hekim Dergisi- Lokman Hekim Journal 2025;15(3):1010-1020

Giris

Visne meyvesi (Prunus cerasus L., Rosaceae) polifenol bakimindan oldukga zengindir. Antosiyaninler, flavan-
3-oller [(+)-katesin, (-)-epikatesin] ve hidroksisinnamik asitler visne meyvesinde bulunan ¢ ana fenolik
gruptur. Kirazdan daha yiksek oranda prosiyanidin, flavonol glikozit ve flavanol icermektedir. Esas olarak
siyanidin-3-glukozilrutinozit bulunmakla birlikte siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinosit, siyanidin-3-
soforozit, peonidin-3-glikozit, malvinidin-3-glikozit, delfinidin-3-glikozit, pelargonidin-3-glikozit, siyanidin-3-
arabinozilrutinozit, siyanidin-3-gentiobiozit ve peonidin-3-rutinozit visnede bulunan diger antosiyaninlerdir.
Rutin, kersetin-3-glukozit-diramnozit, kersetin-3-galaktozit, isoramnetin-3-O-rutinozit-7-ramnozit, kersetin-
3-glukozit, kersetin-3-rutinozit, kemferol-3-rutinozit ve izoramnetin-3-rutinozit blylk oranda bulunan
flavonollerdir; hidroksisinnamik asit tirevleri olarak neoklorojenik asit, klorojenik asit, kafeoilkinik asit ve p-
kumaroilkinik asit tasimaktadir. Polifenolik bilesiklerin yani sira, seliiloz, pektin ve lignin gibi karbonhidratlar,
C vitamini ve potasyum agisindan da zengin bir igerige sahip olmasi, visne meyvesini besin degeri agisindan
da 6nemli kilmaktadir.*

Rawling ve arkadaslari tarafindan tasarlanan MEROPS peptidaz veri tabanina gore proteazlar katalitik
mekanizmaya dayali olarak klanlara ve ortak ataya dayal ailelere ayrilmaktadir.? Bilinen tim proteolitik
enzimlerin lgcte birinden fazlasi, 13 klan ve 40 aile altinda toplanan serin proteazlardir (EC 3.4.21). Bu enzim
ailesinin adi, bir agil-enzim ara maddesi olusturmak Uzere substrat peptit baginin karbonil kismina niikleofilik
atak yapan enzim aktif bolgesindeki serin amino asidinden kaynaklanmaktadir. Serin proteazlar birgok viral
genom dahil olmak tzere hiicresel yasamin tiim alemlerinde bulunur.? Bu proteaz sinifi, sindirim enzimlerini
(tripsin ve kimotripsin), l6kosit proteazlari, pithtilasma, fibrinoliz ve kompleman aktivasyonunda rol oynayan
bircok enzimi icermektedir. Fonksiyonlari ¢cok genistir ve bunlardan bazilari protein metabolizmasi, sindirim,
kan pihtilasmasi, apoptoz, gelisim ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, déllenme gibi olduk¢a dnemlidir.*
Serin proteazlar (notrofil elastaz, proteinaz 3, ve katepsin G gibi) aktive edilmis lokositlerden ve mast
hicrelerinden salinma veya pihtilasma kaskadi yoluyla olusturulmalari nedeniyle inflamatuar yanitin dnemli
bir bilesenidir. Sitokin ve kemokin tretimini dizenleyerek bagisiklik sisteminin modulatorleri olarak gorev
yaparlar. IL (interl6kin)-32'nin proinflamatuar aktivitesini indikler, T hiicrelerinde IFN (interferon)-y Uretimini
ve antijene spesifik humoral tepkileri uyarirlar. Ek olarak, membrana baglanmis olan TNF (timo&r nekroze
edici faktor)-a'yl ayirarak bu sitokinin aktivite seviyesinin artmasina yol acarlar. Ayrica, IL-1 ve IL-18
zimojenlerini aktif formlarina donistiriirler. Monositlerden IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin salinmasini indikleyip
IL-33'lin olgun formunu Uretir ve aktivitesini diizenlerler.> Ayni zamanda vaskiiler homeostazis ve doku
yenilenmesi izerinde de rolleri bulunmaktadir.® Bu nedenle, serin proteazlarin aktivitesinin inhibisyonu veya
modiilasyonu, inflamatuar hastaliklarin tedavisi icin potansiyel bir strateji olarak kabul edilebilmektedir. Ote
yandan, serin proteazlar (kimotrpsin, tripsin, notrofil elastaz gibi) protein sindiriminde de anahtar rol
oynamalari nedeniyle inhibisyonlari, diyabet, obezite gibi metabolik hastaliklarin tedavisinde de faydali
sonuglar verebilmektedir. Yapilan arastirmalar serin proteazin tip 2 diyabette 6nemli bir rol oynayabilecegini
ve tip 2 diyabetin klinik olarak 6nlenmesi igin serin proteazi hedef alan terapotik bir stratejinin gelistirilecegini
gostermistir.” Farkli hayvan modellerinde serin proteazlardan biri olan tripsinin inhibisyonu yoluyla tokluktan
bagimsiz kilo kaybinin saglanabildigini gdsteren calismalar da vardir.®2 Serin proteazlarin, kronik obstriiktif
akciger hastaligi, akut akciger hasari, pulmoner fibrozis, Wegener graniilomatozu ve kistik fibrozis dahil olmak
Uzere cesitli akut ve kronik akciger hastaliklari, pankreatit, pankreas/kolorektal kanserler, Alzheimer gibi
dnemli hastaliklarin patogenezine katkida bulundugu da disiiniilmektedir.® Onemli serin proteazlardan olan
tripsin ve kimotripsin inhibitérleri klinik kullanima da sahiptir. insan idrarindan saflastirilan Ulinastatin®
spesifik olmayan ve kunitz tipi Griner proteaz inhibitéridir ve kimotripsin, tripsin, plazmin, notrofil elastaz
gibi cesitli serin proteazlari baskilayabilmektedir. inflamatuar faktérlerin salinmasini engellemede, radikalleri
ortadan kaldirmada, mikro dolasimi ve doku perfiizyonunu iyilestirmede ve endotel yaralanmalari
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hafifletmede etkinligi gosterilmistir. Ulinastatin klinik olarak akut pankreatit, akut dolasim yetmezligi ve
iskemi-reperflizyon hasarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak yan etkileri olabilen ve intravendz yoldan
uygulanabilen bir Grindir. Bu nedenle daha ucuz, yan etkisi olmayan veya ¢ok daha az olan, oral yoldan
kullanilabilecek tripsin/kimotripsin inhibitorlerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Cesitli mikroorganizma ve bitkilerde bulunabilen (ireaz enzimi Ureyi karbondioksit ve amonyaga
parcalamaktadir.’® Bu enzim gastrit, peptik tlser ile iliskili oldugu bilinen ve tip-1 kanserojen olarak ilan edilen
Helicobacter pylori’'nin (H. Pylori) mide dokusunda yasamasi ve kolonizasyonu icin hayati bir role sahiptir.!
Gunlimiuzde tedavide cesitli antibiyotik kombinasyonlari kullanilarak eradike edilmeye calissa da bakterinin
bu antibiyotiklere gelistirdigi diren¢ dnemli bir sorun teskil etmektedir. Dolayisiyla lreaz inhibisyonu H.
pylori'nin neden oldugu peptik tlserlerin tedavisine yonelik yeni ilag adayi bilesiklerin kesfi icin arastirilan etki
mekanizmalarindan bir tanesi olmustur. Bununla birlikte Ureaz Yersinia enterocolitica, Proteus mirabilis ve
Staphylococcus saprophyticus gibi bazi patojen bakteri suslari tarafindan da Uretilen bir enzimdir.??
Fosforodiamidatlar, hidroksamik asit tlrevleri ve imidazoller gibi mevcut Ureaz inhibitorleri bulunmakla
birlikte heniiz klinik kullanima gecen sadece bir bilesik (asetohidroksamik asit) vardir.!® Asetohidroksamik asit
Ozellikle lireaz enzimine sahip bakterilerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarinda kullaniimaktadir.
Anlasilacagi lizere ucuz ve yan etkisi olmayan Ureaz inhibitorlerinin kesfi idrar yolu enfeksiyonu, idrar yolunda
meydana gelen taslarin tedavisi ve yeni antililserojenik ilaglarin arastirilmasinda son derece 6nemlidir.

Yaptigimiz literatir taramasinda visne meyvelerinin mide agrisi gibi sindirim sorunlarinda kullanildig
gorlilmis ve daha once Ureaz, tripsin, kimotripsin enzimlerini inhibe edici etkisinin arastirildig bir calisma
bulunamamustir.}® Dolayisiyla bu calisma ile visne meyvelerinin yukarida saghk agisindan énemleri vurgulanan
enzimler Uzerindeki etkisinin incelenmesi ve halk arasindaki kullanimlarinda bu enzimler Gizerindeki etkisinin
roll olup olmadiginin belirlenmesi amacglanmistir.

Gereg ve yontem
Kimyasallar

n-Bitanol (Fluka), kloroform (isolab), etanol (96% Tekkim), etilasetat (Carlo Erba), n-hekzan (Lab-Scan), Jack
bean Ureaz (Tip-Ill toz, 15.000-50.000 tinite/g kati, Sigma-Aldrich), Gire (ACS, Reag. Ph Eur., Merck), EDTA
(susuz, kristal BioReagent, hiicre kiiltlirQi igin uygun, Sigma-Aldrich), lityum klorit (ACS reagent 299%, Sigma-
Aldrich), fenol (ACS Reag. Ph Eur, GR for analysis, Merck), sodyum nitroprussit dihidrat (purrum p.a. 298,0%,
Fluka), sodyum hipoklorit (%6-14 aktif klorit, Merck), tiyolre (Reagent Plus® > 99,0%, Sigma-Aldrich),
kimotripsin (Tip Il, sigir pankreasi kaynakli, Sigma-Aldrich), tripsin (Tip-l, Sigir pankreasi kaynakli, Sigma-
Aldrich), Tris-HCI (Sigma-Aldrich), N-stiksinil fenilalanin-p-nitroanilit (Sigma-Aldrich), fenilmetansilfonil florit
(Sigma-Aldrich), HCl (Merck), a-N-benzoil-D,L-arjinin-p-nitroanilit (Bostonchem), klorojenik asit (C3878,
SigmaAldrich), kafeik asit (C0625, Sigma-Aldrich), ferulik asit (PHR1791, Sigma-Aldrich), rosmarinik asit
(536954, Sigma-Aldrich), luteolin (L9283, Sigma-Aldrich), luteolin-7-glukozit (49968, Sigma-Aldrich), kemferol
(K0133, Sigma-Aldrich), apigenin (10798, Sigma-Aldrich), rutin (R5143, Sigma-Aldrich) ve kersetin (Q0125,
Sigma-Aldrich).

Bitki Materyali

Visne meyveleri Ankara’nin Cubuk ilcesinden [Yukari Cavundur Mahallesi, 40° 23' 53,5” N/ 33° 05' 29,8" E]
6.7.2024 tarihinde toplanmis ve kullanilana kadar -80°C’de saklanmistir (Ocak 2025). Ayni zamanda
meyvelerin toplandigi agactan da herbaryum &rnegi hazirlanmis, Dr. Tugba GUNBATAN tarafindan tayin
edildikten sonra Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na kaldirilmistir (GUEF 3932).
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Ekstraksiyon ve Fraksiyonlama

-80°C’'de saklanan meyvelerin buzu 2-8°C'de bir gece bekletilerek ¢ozilmustir. 320 g cekirdekleri ayiklanan
meyve mutfak robotunda plre haline getirilmis ve tzerine 500 mL %80 etanol eklenmistir. 48 saat sonunda
hazirlanan ekstre sliziilmis ve 45°C’yi gegmeyen sicaklikta evapore edilerek kurutulmustur.

Yukarida bahsedildigi gibi hazirlanan ekstreden 1,5 g alinmis ve 20 mL %90’lik metanolde ¢6ziildikten sonra
20 mL n-hekzan ile ayirma hunisinde 5 kez ekstre edilmistir. n-Hekzan ile ekstraksiyon sonrasinda metanol
fazi ugurulmus ve bakiye 20 mL distile suda ¢ozlilmistiir. Sulu ¢dzelti sirasiyla kloroform (20 mL, 5 kez), etil
asetat (20 mL, 5 kez) ve n-biitanol (20 mL, 10 kez) ile ekstre edilmistir. Her fraksiyon disik basing altinda
kurutulmustur, kalan sulu faz ise liyofilize edilmistir.

Ureaz Inhibe Edici Aktivite Tayini

Ureaz aktivitesi, indofenol yéntemi kullanilarak amonyak tiretiminin élctilmesi ile tespit edilmistir.’> Referans
inhibitor olarak tiyoire kullaniimistir. Deneyler (i¢ tekrar olacak sekilde yapilmistir. Yari maksimum inhibisyon
konsantrasyonu (ICso) degerleri GraphPad Prism 6 yazilimi kullanilarak hesaplanmustir.

Kimotripsin Inhibe Edici Aktivite Tayini

a-Kimotripsin inhibe edici aktivite Siddiqui ve ark. (2017) tarafindan gelistirilen yontemde bazi degisiklikler
yapilarak belirlenmistir.2>” Referans inhibitér olarak fenilmetansulfonil florit (FMSF) kullanilmistir. Deneyler
li¢ tekrar olacak sekilde yapilmistir. ICso degerleri GraphPad Prism 6 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.

Tripsin Inhibe Edici Aktivite Tayini

Tripsin inhibe edici aktivite Yoshii ve ark. (2018) tarafindan gelistirilen yontemde bazi degisiklikler yapilarak
belirlenmistir.t”-18 Referans inhibitdr olarak FMSF kullanilmistir. Deneyler iic tekrar olacak sekilde yapilmistir.
ICso degerleri GraphPad Prism 6 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir.

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) Analizleri

Visne meyvelerinden hazirlanan %80 etanol ekstresi ve etilasetat fraksiyonunun igerigi belirli fenolik asitler
(klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit ve rosmarinik asit) ve flavonoidler (luteolin, luteolin-7-glukozit,
kemferol, apigenin, rutin ve kersetin) acgisindan Agilent 1260 Serisi YPSK sistemi kullanilarak analiz edilmistir.
Tanimlanan bilesiklerin miktarlari da belirlenmistir. Analizde ACE 5u C18 (150x4,60 mm) kolon ve fotodiyot
dizisi dedektor (PDA) UV/VIS (200-400 nm) kullanilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL; akis hizi 1 mL/dakika olarak
ayarlanmigstir. Analiz esnasinda A ve B ¢oziicllerinden (HPLC grade, %99,9, Sigma-Aldrich) olusan mobil fazlar,
Tablo 1'de belirtildigi gibi bir gradyan sistem ile uygulanmistir: ¢ézlicl A: %0,1 trifloroasetik asit:su, ¢ozlicl B:
%0,1 trifloroasetik asit: asetonitril.*

Tablo 1. YPSK analizinde uygulanan gradyan sistemi

Siire (dakika) Coziicii A (%) Coziicii B (%)
0 85 15
20 80 20
30 75 25
38 70 30
40 85 15
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Bulgular

Visne meyvelerinden elde edilen %80 etanol ekstresinin ve etanol ekstresinden hareketle hazirlanan
fraksiyonlarin miktarlari ve ylizde verimleri asagida Tablo 2’de verilmistir. Hazirlanan ekstre ve fraksiyonlarin
in vitro Ureaz, kimotripsin ve tripsin inhibe edici aktiviteleri belirlenmis ve asagida Tablo 3’de sunulmustur.
Tablo 3’den de anlasilacagl sadece etil asetat fraksiyonunda 6nemli derecede lreaz inhibe edici aktivite
(%42,36 inhibisyon) gézlenmistir. Yine benzer sekilde etil asetat fraksiyonu kuvvetli kimotripsin inhibe edici
aktivite gostermis (%84,07 inhibisyon), onu %35,05’lik inhibe edici aktivite ile n-hekzan fraksiyonu takip
etmistir. Tripsin inhibe edici aktivite test sonuglarina bakildiginda ise etil asetat, n-bitanol ve kalan su
fraksiyonlarinin %95’den yiiksek oranlarda inhibisyon sagladigi anlasiimaktadir.

Tablo 2. Visne meyvesinden hazirlanan ekstre ve fraksiyonlarin miktarlari ve ylzde verimleri

TG Gl Ekstre/fraksiyon Yﬁz'de
miktari (mg) verim

%80 etanol ekstresi 43650,2 13,64*
n-Hekzan fraksiyonu 24,0 1,6 **
Kloroform fraksiyonu 37,4 2,49 **
Etilasetat fraksiyonu 46,8 3,12%*
n-Butanol fraksiyonu 523,3 34,88**
Kalan su fraksiyonu 853,1 56,87**

* g ekstre/g drog
** g fraksiyon/g kuru ekstre

Tablo 3. Visne meyvesinden hazirlanan ekstre ve fraksiyonlarin in vitro enzim inhibe edici aktivitesi

Ekstre/fraksiyon Ureaz? Kimotripsin? Tripsin?
%80 etanol ekstresi - 19,79 + 0,88 10,32 +0,21
n-Hekzan fraksiyonu 2,22 +1,28 35,05 +0,62 3,55+0,70
Kloroform fraksiyonu 2,35+0,31 25,37 +£1,02 16,12 + 0,36
Etilasetat fraksiyonu 42,36+ 0,99 84,07 £ 0,66 99,36+ 0,47
(ICso: 40,52 £ 0,57 pg/mL) (1Cs0: 14,91 + 0,37 pg/mL)

n-Butanol fraksiyonu 6,77 £ 0,64 26,43 £ 0,49 98,17+ 0,23

(ICso: 123,4 + 1,05 pg/mL)
Kalan su fraksiyonu 15,54 + 0,86 4,70 + 0,94 97,16 £ 0,31

(ICs0: 128,06 + 0,45 pg/mL)
Tiyotre 89,92 + 0,46P - -

(ICso: 136,09 + 1,74 uM)

FMSF - 99,69 + 0,15¢ 99,55 +0,19¢

(ICs0: 10,84 + 0,29 uM) (ICs0: 143,11 £ 0,68 uM)
3200 pg/mL konsantrasyondaki % inhibisyon + ortalamanin standart hatasi (n=3).

50 ug/mL konsantrasyondaki % inhibisyon + ortalamanin standart hatasi (n=3).
€40 pg/mL konsantrasyondaki % inhibisyon * ortalamanin standart hatasi (n=3).

9160 pg/mL konsantrasyondaki % inhibisyon * ortalamanin standart hatasi (n=3).

Etanol ekstresinin ve her li¢ enzimde de kuvvetli aktivite gosteren etilasetat fraksiyonunun fenolik asit ve
flavonoid igerigini belirlemek icin YPSK analizi yapilmistir. Oncelikle, standart fenolik asit ve flavonoid
karisiminin YPSK kromatogrami elde edilmistir (Sekil 1). Standartlarin ardindan etanol ekstresinin ve
etilasetat fraksiyonunun YPSK kromatogrami alinmistir. Kromatogramlar, hem etanol ekstresinin hem de
etilasetat fraksiyonunun klorojenik asit ve rutin icerdigini ortaya koymustur (Sekil 2-3). Standartlarla
hazirlanan kalibrasyon egrilerinden hareketle ekstre ve fraksiyondaki klorojenik asit ve rutin oranlari da
belirlenmistir. Tablo 4'te gorilebilecegi gibi, etanol ekstresi sirasiyla %0,1082 ve %0,0512 oranlarinda
klorojenik asit ve rutin igerirken; etilasetat fraksiyonu ise sirasiyla %0,165 ve %0,079 oraninda igcermektedir.
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Sekil 1. Standart karisimin YPSK kromatogrami. alikonma stireleri (RT): 3,046: Klorojenik asit; 4,264: Kafeik asit; 8,028: Ferulik asit;
9,419: Rutin; 10,508: Luteolin-7-glukozit; 17,460: Rosmarinik asit; 27,85: Kersetin; 28,087: Luteolin; 35,263: Apigenin; 36,02: Kemferol
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Sekil 2. Etanol ekstesinin 330 nm’deki YPSK kromatogrami (3,046: Klorojenik asit; 9,419: Rutin)
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Sekil 3. Etil asetat fraksiyonunun 330 nm’deki YPSK kromatogrami (3,046: Klorojenik asit; 9,419: Rutin)

Tablo 4. Bilesiklerin ekstre ve fraksiyondaki ylizde miktarlari

Bilesik Etanol ekstresi (%) Etilasetat fraksiyonu (%)

Klorojenik asit 0,1082 0,165

Rutin 0,0512 0,079
Tartigsma

Bu ¢alismada, visne meyvesinden hazirlanan %80 etanol ekstresinin ve farkl polariteye sahip ¢oziciler (n-
hekzan, kloroform, etil asetat, n-biitanol ve su) ile elde edilen fraksiyonlarin, {i¢ farkli enzim (lireaz, tripsin ve
kimotripsin) Gzerindeki inhibitér etkileri arastirilmistir. Bulgular, fraksiyonlamada kullanilan ¢o6ziicilerin
polaritesine bagl olarak elde edilen fraksiyonlarin enzim inhibisyon potansiyelinin anlamli derecede
degistigini ortaya koymustur. Elde edilen verilere gore, yalnizca etil asetat fraksiyonu hem lreaz hem de
kimotripsin enzimlerini inhibe etmistir (sirasiyla %42,36 ve %84,07 inhibisyon). Bu durum, orta polariteye
sahip etil asetatin, fenolik bilesikler (6zellikle flavonoidler, antosiyaninler, fenolik asit tiirevleri) gibi biyoaktif
metabolitleri etkili bicimde ekstre etmesine baglanabilir. Bu bilesiklerin enzim aktif bolgeleriyle hidrojen
baglari veya m—m etkilesimleri gibi mekanizmalarla baglanarak inhibisyonu sagladigi bilinmektedir.?%?? Ote
yandan, tripsin enzimi, etil asetat disinda n-bitanol ve su fraksiyonlari tarafindan da inhibe edilmistir. Bu
bulgu, tripsin enziminin daha polar bilesiklere (6rnegin suda ¢oziinir fenolikler ve flavonoid glikozitleri) karsi
duyarliligina isaret etmektedir. Blitanol ve su, yiiksek polariteleri sayesinde bu tir hidrofilik bilesikleri ekstre
etme kapasitesine sahiptir. ilging bicimde, hekzan ve kloroform fraksiyonlari calisilan enzimler {zerinde
belirgin inhibisyon gdstermemistir. Bilindigi Gzere bu c¢ozlciler, genellikle lipofilik metabolitleri (6rnegin
steroller, terpenoidler, bazi yag asitleri) ekstre ederler. Bu tip bilesiklerin, genellikle protein/enzim etkilesim
kapasitelerinin sinirli olmasi nedeniyle enzim inhibisyonuna katkilarinin disiik oldugu distiniilmektedir.

Yaptigimiz literatlir taramasinda visne meyvesinin lireaz inhibe edici aktivitesinin incelendigi bir arastirmaya
rastlanilmamistir. Ancak yakin tarihli bir calismada meyvelerinden hazirlanan etilasetat ekstresinin farelerde
mide mukozasini HCI/EtOH ile indiiklenen mide lezyonlarina karsi 6nemli 6l¢iide (p<0,05) korudugu, karragen
ile indiklenen pati 6demi yontemi ile 6nemli anti-inflamatuar ve antinosiseptif potansiyele sahip oldugu
tespit edilmistir.?® Visne antosiyaninlerinin sicanlarda iltihap kaynakh agri davranisi tGzerindeki etkinligini
karragen ve freund adjuvani ile indiiklenen 6dem, radyant isi ve von Frey problarina karsi pati gekme esigi
testleri ile OlcUlmistlr. Visne antosiyaninlerinin inflamasyon kaynakh termal hiperaljeziyi, mekanik
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hiperaljeziyi ve pence 6demini azalttigl belirlenmistir. Termal hiperaljezinin baskilanmasi doza bagimli olup
vishe antosiyaninleri en yiiksek dozda (400 mg/kg) indometazine (5 mg/kg) yakin etki sergilemistir.?* He ve
ark. erkek sicanlarda visne antosiyaninlerinin freund adjuvaniile indiklenen artrit Gizerindeki anti-inflamatuar
ve anti-oksidatif etkilerini arastirmistir. 40 mg/kg dozda antosiyanin uygulamasi TNF-a, prostaglandin E2 ve
malondialdehit seviyelerini dnemli 6l¢clide azaltmis; toplam antioksidan kapasite ve sliperoksit dismutaz
seviyelerinde ise artisa neden olmustur.? Bir klinik arastirmada maraton kosucularina kosudan 5 giin énce,
kosu glinii ve kosudan sonraki 48 saatte visne suyu veya plasebo verilmistir. Kas hasari belirtegleri (kreatin
kinaz, laktat dehidrogenaz, kas agrisi ve izometrik gii¢), inflamasyon belirtegleri (IL-6, C-reaktif protein ve trik
asit), toplam antioksidan durumu ve oksidatif stres (tiyobarbitirik asit reaktif tirleri ve protein karbonilleri)
yaristan 6nce ve sonra incelenmistir. Visne suyu grubunda iltihabin azaldigi (IL-6 i¢in p<0,001; C-reaktif
protein icin p<0,01; dUrik asit icin p<0,05) gorilmustir. Toplam antioksidan durumu visne suyu grubunda
plasebo grubundan vyaklasik %10 daha fazla oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 48 saat sonrasinda
tiyobarbittirik asit reaktif tirlerinin visne suyu grubunda plasebo grubundan daha disiik oldugu
gbzlemlenmistir (p<0,05).%¢

Carson calismasinda; visnenin ndropatik agri lizerindeki etkilerini agril alt ekstremite periferik néropatisi olan
12 hasta Uzerinde arastirmigtir. Katiimcilara iki hafta boyunca her giin yaklasik 240 mL %100 visne suyu
verilmigtir. Calisma sonunda katilimcilarin yarisindan fazlasinda maksimum agrida %50 veya daha fazla
azalma oldugu belirlenmistir.?” Biro ve ark. visne ekstresinin lipopolisakkarit kaynakli endotelyal inflamasyon
Gzerindeki etkilerini insan gobek kordonu endotel hiicreleri (HUVEC) lizerinde arastirmistir. Bu arastirmanin
sonuglari; visne ekstresinin, TNF-a, IL-6 ve doku plazminojen aktivatorii seviyelerini azaltip, sitokin ve
kemokin salinimini baskilayarak HUVEC hiicrelerindeki inflamasyonu azaltabildigini gostermistir. Ayni
¢alismada visne ekstresinin tromboksan A2 ve prostasiklin Gzerindeki etkisi de incelenmistir. Visne ekstresi
prostasiklin seviyelerini dnemli 6lclide azaltmis, ancak tromboksan A2’yi etkilememistir. Bununla birlikte
hidrojen peroksit kaynakl reaktif oksijen tirleri seviyelerini azaltarak ve glutatyon peroksidaz seviyelerini
artirarak oksidatif stresi de azaltmistir.%®

ApcMn farelerde (adenomatdz polipozis koli iliskili coklu intestinal neoplazi gériilen fareler) visnenin ve
bilesenlerinin kanser riskini azaltmadaki rolini degerlendirilmistir. Fareler 5 farkli grup altinda
degerlendirilmistir: 1) 200 g/kg dondurularak kurutulmus cekirdeksiz visne iceren kontrol diyeti, 2) kontrol
diyeti + 800 mg/L antosiyanin, 3) kontrol diyeti + 200 mg/L siyanidin, 4) kontrol diyeti 5) kontrol diyeti+ 200
mg/L sulindak. Bu ¢alismanin sonuglari; Ug test diyetinden herhangi birine atanan farelerin, kontrol veya
sulindak grubundaki farelere gore 6nemli 6lclide daha az ve daha kiigiik hacimli ¢ekal timor tasidigini, ancak
kolon tlmori sayisi ve hacminin tedaviden 6nemli Olglide etkilenmedigini ortaya koymustur. Ayrica
antosiyaninler ve siyanidin kolorektal kanser hiicre hatlari olan HT 29 (ICso degerleri sirasiyla sirasiyla 780 uM
ve 63 uM) ve HCT 116 hiicre hatlarinin (ICso degerleri sirasiyla sirasiyla 285 uM ve 85 uM) cogalmasini da
azaltmistir.?® Martin ve Wooden (2012) calismalarinda; farkh konsantrasyondaki visne suyunun meme
adenokarsinomu MCF-7 hiicrelerinde apoptozis ve hiicre ¢ogalmasi tzerindeki etkilerini incelemislerdir. Bu
¢alismanin sonuglarinda; %10'dan daha ylksek konsantrasyonlarda mitojenez ve hiicre ¢ogalmasinin,
muhtemelen nekroz nedeniyle azaldigi, %10'dan daha dusik konsantrasyonlarda ise hiicre ¢ogalmasinin
kontrol grubundan farkh olmadigi belirlenmistir. Apoptozis %3 ve %10 konsantrasyonlarinda sirasiyla %34 ve
%44 oraninda artmistir.3° Ogur ve ark. (2014) arastirmalarinda; vigsne etanol ekstresinin MCF-7 ve fare meme
tiimora hiicresi (4T1) hatlarinda antikanser etkisini arastirmistir. Calismanin sonucunda, visne ekstresinin 50
pg/mL konsantrasyonda MCF-7 hiicrelerinde hiicre blyumesini %37; 4T1 hicrelerinde ise %48 oraninda
engelledigi tespit edilmistir. 100 pg/mL konsantrasyonda ise her iki hiicre hattinda da hiicre ¢ogalmasini
%50'nin tizerinde engellemistir.3!

Randomize, plasebo kontrolli bir klinik arastirmada, kilolu ve obez katilimcilarda visne suyunun serum (rik

asit, inflamasyon belirtecleri ve kardiyovaskiler hastalik risk faktorleri (izerindeki etkisi test edilmistir. On
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katilimciya 4 hafta boyunca giinde yaklasik 240 mL %100 visne suyu veya plasebo verilmistir (iki icecek
kullanimi arasinda iki hafta ara verilmistir). Normourisemik olmalarina ragmen katiimcilarin %70'inde visne
suyu tiketiminden sonra serum Urik asit seviyelerinde azalma gézlemlenmis; %20'sinde hafif artis gdzlenirken
%10'unda ise degismeden kalmistir. Kronik inflamasyonun bir gostergesi olan eritrosit sedimantasyon hiz
visne suyu uygulamasiyla plaseboya kiyasla 6nemli 6lciide (p<0,05) azalmistir. Ayrica, inflamasyon belirtecleri
olan TNF-a ve monosit kemotaktik protein seviyelerinde de belirgin azalmalar gézlemlenmistir.3?

Visnenin kan basinc lzerindeki etkileri de bazi ¢alismalarda arastirilmistir. Ornegin, diyabetli kadinlarla
yapilan bir calismada, 40 g/gtinliik visne konsantresi (720 mg/gln antosiyanin) ile 6 haftalik takviyenin hem
sistolik hem de diyastolik basinci 6nemli dlciide azalttigi tespit edilmistir.3® Bir diger calismada ise erken
hipertansiyonu olan on bes erkege (sistolik kan basinci 2130 mm Hg ve/veya diyastolik kan basinci 280 mm
Hg) 60 mL konsantre visne suyu veya plasebo verilmistir. Baslangictaki ve visne suyu tliketimden 1, 2, 3, 5 ve
8 saat sonraki mikrovaskiler reaktivite, arteriyel sertlik, kan basinci degerlendirilmistir. Visne suyu
tiketiminden sonraki 3 saatlik sirecte sistolik kan basincinin 6nemli o6l¢lide azaldigi (p<0,05)
gézlemlenmistir.3*

Yaptigimiz YPSK analizlerinde, visne meyvelerinden hazirlanan hem etanol ekstresi hem de etilasetat
fraksiyonunun klorojenik asit icerdigi gortilmustir. Nabil-Adam ve ark., molekiiler modelleme ¢alismalarinda
klorojenik asidin tripsini dnemli dlciide inhibe ettigini tespit etmistir.?’ Karacelik ise, klorojenik asidin tireaz
enzimine -7,3 kcal/mol’lik bir baglanma afinitesi gésterdigini belirtmistir.>> Baska bir molekiiler modelleme
calismasinda ise Ureazla -6,7 kcal/mol’lik baglanma enerjisi ile etkilestigi belirlenmistir.?! Bir in vitro
calismada ise H. pylori ireazini 12,89 pg/mL ICso degeri ile inhibe ettigi anlasilmigtir.®

Calisilan ekstre ve fraksiyon tespit edilen bir diger bilesik olan rutinin de daha 6nce tripsin inhibe edici
aktivitesi degerlendirilmistir. Raza ve Shahwar arastirmalarinda; rutinin tripsini 0,016 mM ICso degeriyle non-
kompetitif sekilde inhibe ettigi sonucuna varmistir.3” Bilesigin lreaz enzimi lzerindeki aktivitesi de daha
dnceki bir calismada incelenmis ve 0,61 uM ICso degeriile potent inhibe edici aktivite gosterdigi anlagiimistir.??
Ancak Dong ve ark. (2024) ise H. pylori Greazini 66,08ug/mL ICso degeri ile inhibe ettigini belirtmistir.3® Farkli
molekiler modelle ¢alismasinda ise rutinin Ureaz enzimine -6,2 ve -7,6 kcal/mol’lik baglanma afinitesi
gosterdigi tespit edilmistir.2®> YPSK ve enzim inhibe edici aktivite test sonuglari birlikte degerlendirildiginde,
klorojenik asit ve rutin miktari ile Ureaz ve tripsin inhibe edici aktivitesi arasinda bir paralellik
gozlemlenmektedir. Dolayisiyla klorojenik asit ve rutinin gozlenen tripsin ve lGrreaz inhibe edici aktivitesinden
sorumlu bilesiklerden biri olabilecegi akla gelmektedir.

Calismamizda ozellikle etil asetat fraksiyonu ile gdzlenen kuvvetli kimotripsin ve tripsin inhibe edici aktivite
ele alindiginda, visnenin yukarida bahsedilen antiinflamatuvar, sitotoksik ve antihipertansif etkilerine
kimotripsin/tripsin inhibe edici aktivitesinin katki saglayabilecegi akla gelmektedir. Dolayisiyla yapilacak daha
ileri biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama, yapi-aktivite, molekiler modelleme, in vivo ve klinik deneylerle
inflamayon, kanser, yliksek tansiyon ve obezite gibi durumlarda kullanilabilecek ilag aday adaylr molekdllerinin
gelistirilmesi mimkiin olabilecektir. Ayrica daha 6nceki bir arastirmada belirlenen gastroprotektif aktivite ve
bu calismada tespit ettigimiz 6nemli derecedeki lreaz inhibe edici aktivite degerlendirildiginde bitkinin H.
pylori pozitif lilser tedavisinde de umut vaat edici oldugu diistiniilmektedir.

Cikar Catismasi Beyani
Yazarlar bu makale icin gercek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.
Arastirmaci Katki Orani Beyani

Tugba Aydin: Fikir, veri toplama ve isleme, analiz ve yorum, kaynak taramasi, makale yazimi
Tugba Glinbatan: Fikir, tasarim, danismanlik, veri toplama ve isleme, analiz ve yorum, kaynak taramasi,
makale yazimi, elestirel inceleme, kaynak saglama
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