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Morin'in Karbonik Anhidraz, Asetilkolinesteraz ve a-glikozidaz Enzimleri Uzerindeki
Inhibisyon Etkileri

Ciineyt CAGLAYAN""

OZET: Biyoaktif flavonoidler, insan igin bircok biyolojik faydalar saglayan gidadaki en 6nemli
fitokimyasallar olarak kabul edilir. Antioksidan, anti-bakteriyel, anti-kolinerjik, anti-diyabetik, anti-
mutajenik ve anti-enflamatuar 6zellikler gibi bir¢ok farmakolojik aktiviteye sahiptirler. Flavonoidlerin
bir {iyesi olan morin, niikleik asitler, enzimler ve proteinler ile etkilesime girerek bir¢ok terapotik
ozellik sergiler. Bu ¢alismada, dogal fenolik bir bilesik olarak morin, insan karbonik anhidraz (CA)
izoformlari 1 ve II (CA I ve II), asetilkolinesteraz (AChE) ve a-glikozidaz enzimlerine karsi inhibe
edici etkiler gostermistir. Bu fenolik bilesik, CA 1, CA II, AChE ve a-glikozidaz enzimlerinin
inhibisyonu i¢in test edildi ve sirasiyla CA Tigin 31.89 +9.07 nM, CA Il i¢in 49.25 £+ 12.85 nM, AChE
icin 184.67 + 30.37 nM ve a-glikozidaz i¢in 16.99 + 4.40 nM Ki degerleri ile etkili inhibisyon
profilleri gosterdi.

Anahtar kelimeler: Karbonik anhidraz, asetilkolin esteraz, a-glikozidaz, morin, enzim inhibisyonu

Inhibition Effects of Morin on Carbonic Anhydrase, Acetylcholinesterase and a-glycosidase
Enzymes

ABSTRACT: Bioactive flavonoids are considered to be the most important phytochemicals in food
that provide many biological benefits for human beings. They have many pharmacological activities
that include antioxidant, anti-bacterial, anti-cholinergic, anti-diabetic, anti-mutagenic and anti-
inflammatory properties. Morin, a member of flavonoids, exhibit many therapeutic properties by
interacting with nucleic acids, enzymes and protein. In this study, morin as natural a phenolic
compound showed inhibitory effects against human carbonic anhydrase (CA) isoforms I and 1l (CA |
and I1), acetylcholinesterase (AChE) and a-glycosidase enzymes. This phenolic compound was tested
for the inhibition of CA I, CA IlI, AChE, and a-glycosidase enzymes and demonstrated efficient
inhibition profiles with Ki value of 31.89 + 9.07 nM for CA 1, 49.25 + 12.85 nM for CA 11, 184.67 +
30.37 nM for AChE, and 16.99 + 4.40 nM for a-glycosidase, respectively.
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GIRIS

Karbonik anhidraz (CA; E.C.4.2.1.1) biitiin
organizmalarda bulunan ve ¢inko (Zn®") iyonu
ihtiva eden bir metaloenzimdir. CA enzimi
karbondioksit (CO,) wve suyun (H,0) geri
doniistimlii hidratasyonunu, bikarbonat (HCOj3')
ve bir protona (H") Katalizler (Caglayan ve
Gulcin, 2018; Taslimi ve ark., 2019).

CA
CO, + H,0 © H,C0; & HCO3 + H*

CA enzimi karboksilasyon tepkimeleri disinda
pH diizenleme, kemik gelisimi, viicut sivisinin
dengelenmesi, kalsifikasyon, lipogenez, iire
dongiisli, bikarbonat sentezi ve diger pek cok
fizyolojik olaylarda 6nemli roller oynamaktadir
(Taslimi ve ark., 2018a; Tiirkan ve ark., 2018a).
CA izoenzimleri a-, B-, y-, 0-, (-, n- ve 0-CAs
olmak iizere bagimsiz yedi farkli gen ailesi
tarafindan kodlanir (Taslimi ve ark., 2017). a-
CA izoformlar1 lokalizasyonlarinda ve doku
dagilimlarinda 6nemli Olclide farklilik gdsterir.
Omurgalilarda, protozoalarda, alglerde, yesil
bitkilerin sitoplazmasinda ve bazi bakterilerde
bulunurlar.  a@-CA  enziminin bes tanesi
sitoplazmik (CA 1, 11, 111, VII ve XIII), iki tanesi
mitokondriyal (CA VA, VB), bir tanesi salgisal
(CA VI), dort tanesi membrana bagli (CA 1V,
IX, XII ve XIV) ve li¢ tanesi nonkatalitik (VIII,
X, XI) olmak iizere 16 tane izoenzimi vardir
(Gulgin ve ark., 2017; Taslimi ve ark., 2018b).
Ozellikle, son 60 yildir CA inhibitorleri
antiglokom, ditiretik ve antiepileptik tedavileri
igin klinik olarak kullanilmaktadir (Caglayan ve
ark., 2018a).

Alzheimer, norodejeneratif bir hastalik
olup ozellikle yasli insanlarda sik goriilen
demansin nedenidir. Alzheimer hastalarinda
biligsel yeteneklerde iyilesmenin olabilmesi igin,
asetilkolinesteraz  (AChE) enzim aktivitesinin
inhibitor bilesiklerle bloke edilmesi gerekir
(Gulg¢in ve ark., 2017). Asetilkolin, biligsel
islevlerin diizenlenmesinde rol oynayan en
onemli norotransmiter maddelerden biridir.

Asetilkolinesteraz (AChE; E.C.3.1.1.7) enzimi,
beyin dokusunda asetilkolinin kolin ve asetat
haline biyotransformasyonunu  gerceklestirir
(Kuzu ve ark., 2018). Kolinesteraz inhibitorleri
Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde
kullanilan ilag¢lardir,
inhibe edilmesiyle, ndrotransmitterlerin Sinaptik

¢iinkii kolinesterazlarin

seviyesinin artmasina neden olurlar. Bu yiizden
dogal bitki kaynaklarindan izole edilen
antioksidan bilesiklerin kolinesterazlar1 inhibe
etmesi biiyilk onem arz etmektedir (Tiirkan ve
ark., 2018b).

Bagirsak hiicrelerinin fircams1 ylizeyinde
bulunan a-glikozidaz (E.C.3.2.1.20) enzimi
karbonhidrat sindiriminin kilit bir enzimidir. Bu
enzim tip 2 diabetes mellitus hastaliginda
meydana gelen postprandiyal hipergliseminin
modiilasyonu i¢in terapdtik bir hedef olarak
kabul edilmistir (Xu ve ark., 2014). Akarboz ve
vogliboz gibi ticari a-glikozidaz inhibitorleri,
diyabetin tedavisi i¢in kullanilmaktadir, ancak
bagirsakta sindirilmemis karbonhidrat
birikimine, siskinlik ve karin agris1 gibi olumsuz
yan etkilere neden olmaktadir (Zhang ve ark.,
2011). Ogzellikle, bitkilerde bulunan fenolik
bilesiklerin a-glikozidazin inhibisyonunda rol
oynadig1 tespit edilmistir (McDougall ve ark.,
2005).

Biyolojik  sistemlerdeki  antioksidanlar
olarak rol oynayan flavonoidler, bircok meyve,
sebze ve baharat tiirlerinde bulunan dogal
fenolik bilesiklerdir (Kandemir ve ark., 2017a;
Koksal ve ark., 2017). Bazi epidemiyolojik
calismalar, flavonoidlerin antioksidan (Eldutar
ve ark., 2017), anti-enflamatuar (Benzer ve ark.,
2018), anti-diyabetik (Kandemir ve ark., 2017b),
anti-otofajik (Caglayan ve ark., 2018b) ve anti-

apoptotik  (Kaygusuzoglu ve ark.,, 2018)
ozellikler gosterdigini  kanitlamistir.  Morin
(3,5,7,2', 4'-pentahidroksiflavon), ilk olarak

beyaz dut (Morus alba L) dallarindan izole
edilen bir biyoflavonoiddir. Bu sar1 kristal
polifenolik bilesik, badem, incir, cay, kirmizi
sarap, cesitli meyve ve sebzelerde bulunur
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(Olonode ve ark., 2019). Morin’in en O6nemli
avantaji, yiksek doz kullanimlarinda bile
toksisitesinin ¢ok az olmasidir. Yapilan bazi in
vivo ve in vitro c¢alismalarda morin’in
antioksidan, antienflamatuar, antidiyabetik,
antiapoptotik, ve anti-proliferatif etki gosterdigi
bildirilmistir (Gopal, 2013; Kim ve ark., 2010;
Kuzu ve ark., 2018).

Sekil 1. Morin’in kimyasal yapist
Bu calismada, dogal fenolik bir bilesik
CA-ll, AChE ve a-

glikozidaz enzim aktiviteleri lizerindeki in vitro
inhibisyon etkileri incelenmistir.

olan morin’in CA-I,

MATERYAL VE METOT

Kullamilan kimyasal maddeler ve cihazlar

Deneyde kullanilan AChE, a-glikozidaz,
morin  hidrat, p-nitrofenilasetat, asetilkolin
iyodit, 5,5'-dithio-bis(2-nitro-benzoic), p-
nitrofenil-D-glikopiranosid ve diger kimyasallar
Sigma-Aldrich (St Louis, MO) sirketinden temin
edildi. Tim kinetik c¢alismalar UV-1800
Shimadzu marka spektrofotometre ile (Kyoto,
Japan) gerceklestirilmistir.

CA izoenzim saflastirma ve inhibisyon
calismasi

Bu boliimde, sefaroz-4B-L-tirozin
stilfanilamid afinite kromatografisi ile insan
kanindan CA-l ve CA-Il  izoenzimleri
saflagtirilarak elde edildi. Deneyde kullanilan
insan kani Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma Hastanesi, Kan Merkezi’'nden taze
olarak temin edildi. Alinan kan Orneklerinin
eritrosit  hiicreleri  kullanildi. Elde edilen
eritrositler, hacimlerinin yaklagik 5 kati1 kadar
buzlu su ile hemoliz edildikten sonra 4°C’de

13.000 rpm’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust
kisimda kalan silipernatant kullanilmak iizere
alindi ve katt Tris ile pH 8.7’ye ayarlanarak
sefaroz-4B-L-tirozin stilfanilamid afinite
kromatografi kolonuna tatbik edildi ve kolon 400
ml 25 mM Tris-HCI /22 mM Na,SO,4 (pH: 8,7)
cozeltisi ile yikandi. Bu sekilde CA enzimi
kolona tutunmasi saglanip diger safsizliklarin
uzaklastirilmast saglandi. Sonra 1 M NaCl / 25
mM Na,HPO, (pH:6.3) tamponu tatbik edilerek
CA-I enzimi daha sonra 0.1 M NaCH3;COO /0.5
M NaClO, (pH:5.6) ¢ozeltisi kolona tatbik edilip
CA-II enzimi eliie edildi. Peristaltik pompa
yardimiyla eliiatlar 3’er ml halinde tiiplere alind1
ve 280 bakildi.
Absorbans degerlerinin yiiksek oldugu tiipler
toplanarak diyaliz torbasi icinde yaklasik 3-4
saat 0.05 M Tris-SO4 (pH:7.4) tamponuyla
yikand1 (Huyut ve ark., 2017). Yikama iglemi
bittikten sonra enzim safliginin kontrolii i¢in
sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel
elektroforez (SDS-PAGE) teknigi kullanildiktan
sonra CA izoenzimleri deney igin kullanildi
(Laemmli, 1970).

Insan eritrositlerinden saflastirilan CA-1 ve
CA-II aktiviteleri
morin’in inhibisyon etkileri in vitro sartlarda
esteraz metodu ile belirlendi. Bu metodun
prensibi CA enzim varlifinda substrat olarak
kullanilan p-nitrofenilasetatin 348 nm’de p-
nitrofenol veya p-nitrofenolata hidroliz olmasi
esasina dayanir (Verpoorte ve ark., 1967).
Inhibisyon ¢alismas1 igin  sabit  substrat
konsantrasyonunda morin’in bes farkli inhibitor
konsantrasyonu kullanilarak enzimin aktivitesini
yartya diisliren inhibitér konsantrasyonu (ICsp)
degerleri % Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek
belirlendi. Daha sonra CA-1 ve CA-lI
izoenzimleri i¢in {i¢ farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda V-[S] degerleri belirlenerek
her bir inhibitdr i¢in ayr1 ayr1 1/V-[1/S] degerleri
hesaplanip, Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek
Ki degerleri ve inhibisyon tipleri hesaplandi
(Lineweaver ve Burk, 1934).

nm’deki absorbanslarina

izoenzimlerinin lUzerine
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0
Il
OZN@O-C-CHg +HPO

p-Nitrofenil asetat

CA
— OZN@OH + CH,COOH

p-Nitrofenol

Sekil 2. p-Nitrofenilasetatin p-nitrofenole doniisiimiinii saglayan enzimatik reaksiyon

AChE enzim aktivitesi tayini ve inhibisyon

DTNB arasindaki reaksiyonun sonucunda olusan

calismasi 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin verdigi sari rengin
AChE,  asetiltiyokolinin  asetat  ve yogunlugunun, 412 nm dalga boyunda
tiyokoline parcalanmasi reaksiyonunu spektrofotometrik Ol¢iilmesi esasina dayanur.
katalizleyen bir enzimdir. AChE aktivitesi, AChE enzim aktivitesi Ellman metoduna gore
tiyokolin ile  5,5'-dithio-bis(2-nitro-benzoic) olgiildii (Ellman ve ark., 1961).
o 0
)k IL*— AChE )k + IL+_
0" N\~ | > o HO™ N\ |
Asetilkolin Asetat Kolin
Sekil 3. Asetilkolinin asetat ve koline dontistimiinii saglayan enzimatik reaksiyon
a-glikozidaz enzim aktivitesi tayini ve aktivitelerini inhibe etmeleri biiylik Oonem arz
inhibisyon ¢alismasi etmektedir. Bir¢ok dogal ve sentetik madde,
Substrat olarak p-nitrofenil-D- enzim  aktivitelerini  degistirerek  diisiik

glikopiranosid kullanilan a-glikozidaz enzim
aktivitesi Tao ve arkadaslarinin prosediiriine
gore spektrofotometrik yontemle 405 nm’de
gerceklestirildi (Tao ve ark., 2013). CA-I ve CA-
I izoenzimleri ve AChE enzimi ig¢in kullanilan
inhibisyon c¢aligmalart  a-glikozidaz —enzimi
icinde kullanildi.

BULGULAR VE TARTISMA

CA izoenzimleri glokoma, epilepsi ve bazi
timor cesitleri gibi birtakim rahatsizliklarin
tedavisi veya Onlenmesi icin tasarlanan
farmakolojik ajanlarin ilging hedeflerdir. Bu
nedenle dogal ve viicuda herhangi bir yan etkisi
olmayan dogal fenolik bilesiklerin CA enzim

konsantrasyonlarda bile canli metabolizmasini
etkileyebilir (Giilgin ve ark., 2016). Fenol,
katekol, rezorsinol, hidrokinon, pirogallol ve
kuersetin gibi bazi antioksidan fenolik ve
polifenolik bilesiklerin CA-I ve CA-Il izoenzim
aktivitelerini inhibe edici 6zellikleri daha once
incelenmistir (Topal ve Gilgin, 2014). Ayrica
daha oOnce yaptigimiz bir calismada krisin,
karvakrol, hesperidin, naringin ve zingeron gibi
aktif dogal fenolik bilesiklerin CA-l izoenzim
aktivitesi lizerine Ki sabiti degerleri 3.70 nM —
79.66 nM araliginda, CA-Il izoenzim aktivitesi
iizerine Ki sabiti degerleri 2.98 nM — 84.88 nM
araliginda inhibisyon etkisi gostermistir (Taslimi
ve ark., 2017).
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Yapilan ¢alismada dogal bir fenolik bilesik
olan morin’in CA-1 ve CA-Il izoenzim
aktiviteleri lizerine inhibisyon etkileri incelenmis
olup sonuglar nM seviyede tespit edilmistir.
Enzimlerin sonuglar1 ve inhibisyon tipleri sekil 4

degeri 43.31 nM ve Ki sabiti 31.89 + 9.07 nM
araliginda iken, CA-1l izoenziminin 1Csy degeri
63.00 nM ve Ki sabiti 49.25 + 12.85 nM
araliginda oldugu c¢izelge 1’de gosterildigi gibi
belirlenmistir.

ve 5 gosterilmistir. CA-l izoenziminin ICs
100
A R*=09882 B
80 1
$ 0 :
E E
z g
g 40 2
< ¢
20 1 ]
[]' T T T T T T 1 I_% T
0 0 2 0 40 20 60 10 ] 0 1 4 §
Morin (1M) V/[§] (mM)!

Sekil 4. Morin’in CA-I izoenzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi A) ICsq grafigi B) K; grafigi
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Sekil 5. Morin’in CA-II izoenzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi A) ICs, grafigi B) K; grafigi
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Cizelge 1. Morin’in CA-l ve CA-II izoenzimleri iizerinde inhibisyon etkisini gosteren 1Csy degeri ve K; sabitleri

Morin’in inhibisyon etkisi I1Cs0 (NM) Ki (nM) Inhibisyon tipi
CA-1 43.31 31.89 £9.07 Yarismasiz
CA-II 63.00 49.25+12.85 Yarismasiz

AChE inhibitorleri, hem periferik sinir
sisteminde hem de merkezi sinir sisteminde bir
norotransmitter ~ olarak  fonksiyon  goéren
asetilkolinin normal pargalanmasini engelleyen
ilaglar olarak bilinirler (Topal ve ark., 2017). Bu
ilaglarin en Onemli kullanim alanlar1 genelde,
Alzheimer hastalarinda demans tedavisi i¢indir.
Yapilan bazi ¢aligmalarda bu inhibitor ilaglarin
Alzheimer hastalig1 olan insanlarin
beyinlerindeki asetilkolin miktari1 azalttig1

kaydedilmistir. Ozellikle, galantamin ve takrin

gibi dogal bitkilerden izole edilen AChE
inhibitdrleri Alzheimer hastaliginin
farmakoterapotik tedavilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Taslimi ve ark., 2017). Bu
yiizden yapilan ¢alismada dogal bir madde olan
morin’in  AChE aktivitesi
inhibisyon etkileri incelenmis ve nM seviyede
inhibisyon goézlenmistir. AChE enziminin ICsg
degeri 173.25 nM ve Ki sabiti 184.67 + 30.37
nM araliginda oldugu sekil 6 ve ¢izelge 2’de

enzim uzerine

belirlenmistir.

A 100

8

R2=10.9939

60

40

Aktivite (%)

1% (oo L dada -t

0 30 60 %0 120 150 180 210 240 270
Morin (uM)

5 1 3 7 1l
V/[§] (mM)1

Sekil 6. Morin’in AChE enzim aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi A) ICsq grafigi B) K; grafigi

Ince bagirsagin  firgams:  kenarlarinda
bulunan a-glikozidaz enzimleri, karbonhidrat
molekiillerinin katalizinden sorumludur.
Insanlarda a-glikozidazin inhibe edilmesi, tip-2
diyabette hiperglisemiyi kontrol etmenin etkili
bir yolu olabilecegi diisiiniilmektedir (Aksu ve
ark., 2018). a-glikozidaz inhibitorleri
karbonhidrat sindirimini geciktirebilir ve genel
karbonhidrat  sindirim  siiresini
yemekten sonra yiiksek kan sekeri miktarlarini
yardimc1  olabilir.  a-glikozidaz

arasinda miglitol, vogliboz ve

uzatarak

azaltmaya
inhibitorleri

akarboz klinik c¢alismalarda tip-2 diyabetes
mellius icin birinci basamak tedaviler olarak
bilinirler. Ayrica, inhibitdrleri
obezite ve lizozomal depolanma hastaliklarinda
terapotik  potansiyele sahip olduklar1 rapor
edilmigtir (Aktas ve ark.,, 2019). Mevcut
calismada morin’in a-glikozidaz enzim aktivitesi
iizerine inhibisyon etkileri nM seviyede
gozlenmistir. a-glikozidaz enziminin 1Csy degeri
26.65 nM ve Ki sabiti 16.99 + 4.40 nM
araliginda oldugu sekil 7 ve c¢izelge 2’de
belirlenmistir.

a-glikozidaz
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Sekil 7. Morin’in a-glikozidaz enzim aktivitesi ilizerine inhibisyon etkisi A) ICsq grafigi B) K; grafigi

Cizelge 2. Morin’in AChE ve a-glikozidaz enzimleri iizerinde inhibisyon etkisini gosteren 1Csy degeri ve K;

sabitleri
Morin’in inhibisyon etkisi 1Cs0 (NM) Ki(nM) Inhibisyon tipi
AChE 173.25 184.67 £ 30.37 Yarismal
a-glikozidaz 26.65 16.99 £4.40 Yarigmali

SONUC

Dogal fenolik bir bilesik olan morin’in
AChE, a-glikozidaz, CA 1 ve Il enzimleri
tizerine inhibisyon etkileri incelenmis olup, bu
enzimlere karst nanomolar inhibisyon oldugunu
tespit edilmistir. Ayrica, morinin antidiyabetik,
antikolinerjik ~ ve  antiepileptik  ozellikler
gosterebilecegi soyleyebilmek ig¢in ileri diizey
calismalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.
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