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Humik asit, toprak, kémdr, turba, bircok
yuksek nehirler, distrofik géller ve okyanus suyunun
ana organik bilesenleri olan himik maddelerin
temel bir bilesenidir. Oli organik maddelerin
biyodegradasyonu ile Uretilir. Himik maddeler,
polifenoller, polikarboksilik asitler, karbonil gruplari
ve peroksitler gibi kimya i¢in ana gruplart icerir.
Karboksilat ve fenolat gruplarinin varhgr hiimik
asitlere Fe2+, Fe3+, Mg2+ ve Ca2+ gibi iyonlarla
kompleks olusturma yetenedgi verir .

AChE olarak da bilinen asetilkolinesteraz
(AChE, EC3.1.1.7), nérotransmiter asetilkolini
hidrolize eden bir hidrolazdir. AChE, esas olarak,
aktivitesinin sinaptik iletimi sonlandirmaya hizmet
ettigi néromuskuler kavsaklarda ve kolinerjik beyin
sinapslarinda bulunur. Kolinerjik néronlarin
aktivitesinde azalma, Alzheimer hastaliginin iyi
bilinen bir 6zelligidir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri,
asetilko hattinin (ACh) parcalanma hizini azaltmak,
bdylece beyindeki ACh konsantrasyonunu artirmak
ve kolinerjik néronlarin 8limudndn neden oldugu
ACh kaybiyla mucadele etmek icin kullanilir. Dogal
bilesikler Alz heimer hastaligi i¢in cok dnemlidir.
Humik maddeler baslica dogal biyo-polielektrolittir
ve kimya i¢in dnemli gruplari icerir.

Bu calismada himik asidin asetilkolinesteraz
(AChE) ve butirilkolinesteraz (BChE, EC3.1.1.8)
enzimleri Uzerindeki etkisi arastirildi.

AChE ve BChE inhibisyon ¢alismalari Ellman yéntemine

gore yapildi. Himik asit icin IC50 ve Ki degerleri
hesaplanmistir. Bu degerler sirasiyla AChE igin 0,474 ve

0,181 nM, BChE i¢in 20,83 ve 0,208 nM bulundu. inhibisyon
tipi kompetitif olarak belirlendi.
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GIRiS

Son zamanlarda, dogal bilesikler, ¢cok yonlu
saghgi gelistirici etkilerinden dolayr 6nemli bilimsel
ve kamu ilgisini cekmistir. Dogal bilesikler bircok
hastalik i¢in ¢ok énemlidir.

Dogal bilesikler dogada, pek ¢ok bitkide, sebzede

ve yenilebilir meyvelerde bulunabilir. Himik
maddeler baslica dogal biyo-polielektrolittir ve
polifenoller, polikarboksilik asitler, karbonil

gruplari ve peroksitler gibi kimya i¢in ana gruplari
icerir. Topraktaki organik maddeler baslica iki
kisimdir. Bunlar insancil maddeler ve insancil
olmayan maddelerdir. Humin olmayan maddeler,
bitki ve hayvan organizmalarinin kalintilarindan olusur.
Humin maddeleri, kahverengi renkli, direngli polimer
malzemelerin cogunu kapsar. Bunlar yeniden olusan
maddelerdir ve ¢6zUnuUrluklerine gore temel olarak
fulvik asit, himik asit veya humin olarak siniflandirilirlar.
HUmik maddeler cok gesitli fonksiyonel gruplar
icerir [1]. C6zinmus himik maddeler genellikle su
ekosistemlerindeki ¢6zinmus organik karbonun
yuzde 50-80'ini icerir [2]. HUmik asitler, gesitli
fonksiyonel gruplara sahip, oksitlenmis organik
maddelerin heterojen karisimlarnidir (Sekil 1).

SEKIL 1
Humik asidin kimyasal yapisi
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SEKIL 2

Donepezil

Asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz inhibitorleri i¢in standart bilesikler kullanildi.

Humik asitlerin ortalama molekuler agirhiginin 2 ila
5 KDa arasinda degistigi bildirilmektedir. Himik asidin
molekil agirhgr elde edilen kaynaga gore birkag ylz bin
(2-300 KDa) olabilir.
Schnitzer ve Khan humik asitli maddeler vermenin bitkiler
Uzerinde olumlu etkisi oldugunu belirlemisglerdir. himik
maddelerin bitkilere verilmesi. Himik asidin bitkilerin
gelisimini dogrudan veya dolayli olarak etkiledigini
bildirmislerdir [3]. Humik asit, topragin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri Gzerinde olumlu bir etkiye sahiptir. Himik
asitlerin yararliigi uzun yillardir tartisiimaktadir [4]. Son
zamanlarda tarim kultirtune verdigi blyuk énem nedeniyle
bircok endustride kullaniimaktadir. Himik asitler toprakta
bulunan civa, kursun, kadmiyum ve diger zararl agir
metallerin bitkiler tarafindan alinmasini engeller [5].
Humik asitler metal iyonlari ile kompleksler olusturarak
topragin mikro besinler agisindan zenginlesmesini saglar
[6].

hastaliklar ve bunamanin en yaygin seklidir.

AD, hafiza bozuklugu, bilissel islev bozuklugu ile
karakterize kronik bir nérolojik hastaliktir [7].

AD ilk olarak AlIman néropatolog Alois Alzheimer
tarafindan tanimlanmistir [8], ancak AH'nin patogenezi
1906'dan beri tam olarak aydinlatilamamistir ve bu
konudaki arastirmalar hizla devam etmektedir. AD,
AChE'nin inhibisyonu yoluyla asetilkolin seviyesini eski

haline getiren farmasétiklerin kullanimiyla tedavi edilebilir.

Asetilkolinesteraz (AChE, EC3.1.1.7), nérotransmitter
asetilkolinin (ACh) hizli hidrolizini katalize ederek kolinerjik
iletimde anahtar rol oynayan bir hidrolazdir. Kolin
esterlerini yikan 6zel bir karboksilik ester hidrolazdir [7].
AChE beyinde ve kirmizi kan hucrelerinde yiksek
konsantrasyonlarda bulunur [9]. Sinir sistemi icin gerekli
bir enzimdir ve bir¢ok néromuskuler hastaligin tedavisinde
kullanilir ve AH tedauvisi icin calisilmistir [7,10,11].
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Organofosfor ve karbamat turevleri gibi AChE katalitik
aktivitesi icin en iyi inhibitorler olarak bilinirler [12].

AChE ve BChE inhibitorleri olarak Takrin, Rivastigmin,
Galantamin ve Donepezil gibi ilaglar kullaniimaktadir

(Sekil 2). Bu ilaglar ciddi sorunlara neden olabilir. Bu
nedenle, AD'nin tedavisi icin yeni etkili dogal tGrtnlerin
gelistirilmesi ve kullanilmasi istenmektedir [7]. Bu
calismada, tip ve ilag endustrisinde yaygin olarak kullanilan
AChE'nin inhibisyon profilindeki potansiyeli tespit ediyoruz.

DENEYSEL

Antikolinesteraz ve Butirilkolinesteraz inhibisyon
Testleri. AChE veya BChE inhibisyon deneyleri, daha 6nce
[14,15] aciklanan Ellman yontemine [13] gbre
gergeklestirilmistir. Reaksiyonlarin substratlari olarak
asetil tiyokolin iyodur ve butiriltiokolin iyodur (ATChl/
BTChI) kullanildi.

AChE/BChE aktivitelerinin 6l¢imu icin 5,5-
Dithiobis(2-nitrobenzioc) asit (DTNB) kullanildi. Kisa
tampon (0.1 M, pH 8 (hiimik asit) solisyonlari (0.09 U/mL)
karistirilarak 25 °C'de 15 dakika inkibe edildi [16].
Ardindan alt ATChI/BTChI ilave edilerek reaksiyonlar
baslatildi, 14 mM ¢ozelti).

Her iki substratin hidrolizi, 5-tiyo-2-nitrobenzoat Urininin
olusumuyla 6lculdu.

Sirasiyla AChE veya BChE hidrolizi ile salinan DTNB ve
ATChI/BTChI'nin reaksiyonuyla olusan renkli bir anyon. 10
dakika sonra sogurma 412 nm'de 6l¢tldi (Bechman
Coulter DU 730, UV Spektrofotometre). yuzdesi
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ATChI/BTChI inhibisyonlari, asagidaki denklem kullanilarak
hesaplandi:
Inhibisyon (%) S/AC] x 100

AS, numune ¢dzeltisinin Absorbansidir.
ve AC, kontrol solisyonunun Absorbansidir.

Enzim aktivitesi (%)-[HUmik asit] grafikleri cizildi ve
uygun diltsyonlardan sonra %50 AChE veya BChE inhibisyonu
gosteren himik asidin yari maksimal inhibitér konsantrasyonu
(IC50) degerleri hesaplandi [17-19]. Himik asit igin ise Ki
degerleri hem AChE hem de BChE igin belirlenmistir. Ki,

Humik asidin AChE/BChE'ye baglanma afinite sabiti olarak
tanimlanir. Ki degerlerini belirlemek icin her hiimik asit tg
farkli konsantrasyonda test edilmistir [20]. Lineweaver Burk
egrileri daha 6nce tarif edildigi gibi ayrintili olarak gizilmistir
[21,22]. Engelleyici etkilerin agiklamalari icin, arastirmacilar
genellikle bir IC50 degeri kullandilar; ancak Ki sabiti daha
uygun bir parametredir. Ki degerleri Lineweaver-Burk
grafiklerinden hesaplandi. Bu calismada himik asidin hem
IC50 hem de Ki parametreleri hesaplanmistir [23,24].

SONUCLAR VE TARTISMA

Humik asitler, bitki ve hayvan kalintilarinin ayrismasiyla
Uretilen polikondens molekullerdir. Bitkiler dusuk molekuler
agirlikl humik asitler kullanir.

Bu maddelerin hucre zari gegirgenligini arttirdigi ve hormon
benzeri aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [25]. Himik
asitler sadece tarim alaninda degil, cevre teknolojileri, sondaj
teknolojileri, tutkal, boya, matbaa murekkepleri gibi kimyasal
teknolojilerde de kullaniimaktadir. Ayrica humik asit, 6zellikle
AIDS, bronsit, grip, mide rahatsizliklari, bobrek taslarinin
tikanmasi, hemoroid olusumu, cilt kanseri, kan pihtilastiricilari,
kansizlk ve asiri uyku gibi sorunlarin ¢ézimuinde 6nemli bir
yer tutar [26].

AChE beyinde ve eritrositlerde yiksek konsantrasyonlarda
bulunur ve sinir sistemi icin gok 6nemli bir enzimdir. AChE
inhibitorleri, cesitli n6romuskuler hastaliklarin tedavisinde ve
AD tedavisinde kullanilmaktadir [27]. AChE, ACh'nin asetat ve
koline hidrolizini katalize eden, bdylece kolinerjik
nérotransmisyonu duzenleyen metabolik bir serin hidrolazdir.
Bu nedenle, azalmis kolinerjik aktivitenin oldugu AD gibi
bozukluklarda, azalmis ACh seviyelerine atfedilen
semptomlarin bazilarini tedavi etmek icin AChE inhibisyonu
kullanilmistir [28,29]. AChE inhibitérleri (AChEI'ler) birgok
alanda kullanilmaktadir. AChEI'ler dogal olarak zehirler ve
zehirler olarak ortaya ¢ikar. Bocek dldurtcu olarak kullanilirlar
ve ayrica
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AD ve Parkinson gibi bazi hastaliklarin néropsikiyatrik
semptomlarinin tedavisi iin ilag.

AChETI'ler dncelikle demansin énemli biligsel semptomlarini
tedavi etmek igin kullanilir [30-32]. Ayni sekilde bu ilaglarin
gastrointestinal rahatsizliklar ve hepa totoksisite gibi
istenmeyen yan etkileri vardir [33,34]. Ayrica, AChEI'ler
sizofreni hastalarinda kognitif bozukluklari tedavi etmek icin
kullanilir [35,36]. Ek olarak, AChEI'ler, dalgali kas zayifligi ve
yorgunluguna yol agan néromuskdler bir hastalik olan
miyastenia gravis'in tedavisinde siklikla kullanilmaktadir [37].
AD tedavisi igin etkili AChE inhibitorleri kullanilabilir. AD'yi
tedavi etmeye yonelik Tacrine, Rivastig mine, Donepezil ve
Galantamine dahil olmak tzere piyasada su anda mevcut olan
ilaglarin cogu AChE inhibitorleridir [38]. Bununla birlikte,
AD'nin ilerlemesi sirasinda, BChE aktivitesi artarken beyin
AChE seviyeleri duser, bu da ACh hidrolizinin BChE katalizi
yoluyla daha buyuk él¢tide gergeklesebilecegini dustndurur.
Bu baglamda, BChE'nin oldukca segici inhibisyonunun, ACh
seviyelerini ylkseltmede ve bilisi gelistirmede énemli oldugu
bildirilmistir [39]. Bazi himik asitlerin AChE/BChE aktivitelerine
karsi inhibisyon etkileri spektrofotometrik Ellman yéntemine
gore olculda [13].

AChI/BChI, reaksiyonlarin substratlari olarak kullanildi.
Bu yontem, AChE/BChE enzimi AChI/BChl'yi tiyokolin ve

asetat/butirata hidrolize ettiginde salinan tiyokolin miktarina
dayanir.

Tiokolin GriinG, 412 nm dalga boyunda saptanabilen sari bir
bilesik (5-Tiyo-2-nitrobenzoat) anyonu tretmek icin DTNB ile
reaksiyona girer [40].

GCalismamizda énemli ve anlamli sonuglara ulastik.
Tablo 1 ve Sekil 3 ve 4'te gérilebilecedi gibi, hiimik asit AChE
ve BChE'yi etkili bir sekilde inhibe etmistir. IC50 igin gerekli
hamik asit konsantrasyonu AChE icin sirasiyla 0,474 nM (r2:
0,9843) ve BChE i¢in 0,181 nM (r2 : 0,9531) olarak bulundu
(Sekil 3A ve 4A). Bu kantitatif 6lcu, belirli bir AChE ve BChE'yi
yari yariya inhibe etmek icin belirli bir hiimik asidin ne
kadarinin gerekli oldugunu gésterir. Ote yandan, Lineweaver-
Burk grafiginden elde edilen inhibisyon sabitleri (Ki) , AChE
icin 0,208+0,024 ve BChE i¢in 0,112+0,094 nM olarak
hesaplanmistir (Sekil 3B ve 4B, Tablo 1) [41,42].

TABLO 1
HlUmik asidin asetil kolinesteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz
Uzerindeki inhibisyon profilleri
(BChE) enzimleri

kinetik IC50 2
R Anahtar (nM)
parametreler  (nMm)
AChE 0,474 0,9843 0,208+0,024 BChE 0,181 0,9531

0,112+0,094
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FIGUR 3.

A. Farkli himik asit konsantrasyonlarinin asetilkolinesteraz (AChE) Gzerindeki etkileri.
B. Humik asidin asetilkolinesteraz (AChE) icin Ki degerinin Lineweaver-Burk cizimleri ile belirlenmesi

A

SEKIL 4.

A. Farkli himik asit konsantrasyonlarinin butirilkolinesteraz (BChE) Gizerindeki etkileri.
B. Butirilkolinesteraz (BChE) i¢in hiimik asidin Ki degerinin Lineweaver-Burk grafikleriyle belirlenmesi

Sonuglarimiz, hafif ila orta derecede AD ve diger
cesitli hafiza bozukluklarinin tedavisinde kullanilan
donepezil hidroklorur ile karsilastirildi ve 55.0 nM'lik IC50
degeri ile AChE inhibisyon aktivitesini dislrdugu gésterildi
[43]. Ayrica, AD tedauvisi icin onaylanan ilk merkezi etkili
kolinesteraz inhibitéru olan Takrine, Ki degerleri 5.70+1.09
nM olan standart AChE olarak kullanildi. AChE igin diger bir
standart inhibitér olan galantaminin Ki degerinin 253.0 nM

oldugu bildirilmistir [17].

HlUmik asidin ise sirasiyla 0,181 nM (r2: 0,9531) ve 0,112
nM IC50 ve Ki degerleri ile BChE'yi gui¢li bir sekilde inhibe
ettigi bulundu (Tablo 1). Takrin ise standart AChE ve BChE

inhibitorleri olarak kullanilmis ve BChE icin Ki degeri
209.21415.02 nM olmustur. Bu kolinerjik enzim karaciger,

bagirsak, kalp, akciger ve bdbrekte daha yiksek aktiviteye
sahiptir. AChE ve BChE, %65 amino asit dizisi homolojisini
paylasir ve benzer 6zelliklere sahiptir.
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insan kromozomlari Gzerinde farkl genlerin Grtnleri
olmasina ragmen molekiler formlar ve aktif bélgeler.

Her iki kolinesteraz da merkezi ve periferik sinir sisteminde
ACh'yi hidrolize ederek kolinerjik neu rotransmisyona katilr.
Ayrica, AD gelisiminde énemli bir rol oynarlar [44]. AD,
bunamaya neden olan ilerleyici hafiza kaybuyla iligkili
merkezi sinir sisteminin nérodejeneratif bir hastaligidir.
Kademeli ACh kaybinin, 6zellikle AD'nin ilerlemesinde
hafizayl bozdugu gosterilmistir [45]. Artmis AChE
reaktivitesinin AD'deki norofibriler yumaklar patolojisi ile
yakindan iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica, AChE
inhibitorlerinin senil demans veya AD gibi ACh eksikligi ile
karakterize nérodejeneratif hastaligin tedavisi icin umut
verici terapétik ilaglar oldugu dustnulmektedir [14].

FEB
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Onceki calismalar géz 6niine alindiginda, AChE ve
BChE, genis bir bilesik yelpazesi tarafindan inhibe edildi. Son
zamanlarda yapilan bazi ¢alismalar, AChE icin 68.48-97.19 nM
ve BChE icin 104.70-214.15 nM araligindaki Ki degerleri ile
AChE ve BChE'nin yeni tetrahidropirimidin-5-karboksilatlar
tarafindan cok etkili bir sekilde inhibe edildigini gostermistir
[45]. Baska bir calismada, Scozzafava ve ark. bir fenol tiri
olan aromatik organik bir bilesik olan hidrokinonun AChE'ye
karsi 1.22 nM Ki degerine sahip oldugunu gdstermistir [46].
Ayrica AChE, 33.04 ila 131.68 nM araligindaki Ki degerleri ile
bazi fenolik silfonamidler tarafindan etkili bir sekilde inhibe
edilmistir [10]. Yakin zamanda yapilan bir calismada baz
karbamatlar, sirasiyla 4.94-7.66 ve 0.209-0.291 nM araligindaki
Ki degerleri ile her iki kolinerjik enzimi de inhibe etmistir [47].
0.42-1.11 nM gibi distk nanomolar aralikta Ki degerlerine
sahip olan isatin Mannich bazlari i¢in bazi benzer sonuglar
g6zlenmistir [48].

Tersine, tetralin yapi iskelesini iceren bazi yeni sulfamidler
ve sulfonamidlerin Ki degerleri 56.7-{7] arasinda olan
mikromolar inhibisyon oldugu gésterilmistir. Bu ¢alismada
tip ve ilag endUstrisinde yaygin olarak kullanilan AChE ve
BChE'nin potansiyel inhibisyon profilini ve mekanizmasini
belirledik. AD tedavisi icin en iyi birincil farmakolojik
stratejilerden birinin, AChEI'lerin kullanimiyla beyindeki
sinapslarda ACh'nin ayrisma hizini azaltarak kolinerjik
nérotransmisyonun iyilestirilmesi oldugu iyi bilinmektedir
[49,50].

SONUCLAR

Humik asit, AChE ve BChE'ye karsi benzersiz inhibisyon
profilleri gostermistir. Bu calismada himik asit icin na
nomolar Ki ve IC50 degerleri g6zlenmistir. Himik asit, daha
fazla AChE ve BChE'nin tanimlanmasinda dogal biyo-
polielektrolit himik asidin potansiyel kullanimina agikca isaret
etmektedir. Humik asit, iyi bir inhibitér veya hafif ila orta
dereceli AD ve diger gesitli hafiza bozukluklarinin tedavisi
olabilir.
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