
AChE  ve  BChE  inhibisyon  çalışmaları  Ellman  yöntemine  
göre  yapıldı.  Hümik  asit  için  IC50  ve  Ki  değerleri  
hesaplanmıştır.  Bu  değerler  sırasıyla  AChE  için  0,474  ve  
0,181  nM,  BChE  için  20,83  ve  0,208  nM  bulundu.  İnhibisyon  
tipi  kompetitif  olarak  belirlendi.

Doğal  bileşikler  doğada,  pek  çok  bitkide,  sebzede  
ve  yenilebilir  meyvelerde  bulunabilir.  Hümik  
maddeler  başlıca  doğal  biyo-polielektrolittir  ve  
polifenoller,  polikarboksilik  asitler,  karbonil  
grupları  ve  peroksitler  gibi  kimya  için  ana  grupları  
içerir.  Topraktaki  organik  maddeler  başlıca  iki  
kısımdır.  Bunlar  insancıl  maddeler  ve  insancıl  
olmayan  maddelerdir.  Humin  olmayan  maddeler,  
bitki  ve  hayvan  organizmalarının  kalıntılarından  oluşur.

ŞEKİL  1

Hülya  Akıncıoğlu1,*,  İlhami  Gülçin2,3  Salih  H  Alwasel3

Humin  maddeleri,  kahverengi  renkli,  dirençli  polimer  
malzemelerin  çoğunu  kapsar.  Bunlar  yeniden  oluşan  
maddelerdir  ve  çözünürlüklerine  göre  temel  olarak  
fulvik  asit,  hümik  asit  veya  humin  olarak  sınıflandırılırlar.

Hümik  asidin  kimyasal  yapısı

AChE  olarak  da  bilinen  asetilkolinesteraz  
(AChE,  EC3.1.1.7),  nörotransmiter  asetilkolini  
hidrolize  eden  bir  hidrolazdır.  AChE,  esas  olarak,  
aktivitesinin  sinaptik  iletimi  sonlandırmaya  hizmet  
ettiği  nöromüsküler  kavşaklarda  ve  kolinerjik  beyin  
sinapslarında  bulunur.  Kolinerjik  nöronların  
aktivitesinde  azalma,  Alzheimer  hastalığının  iyi  
bilinen  bir  özelliğidir.  Asetilkolinesteraz  inhibitörleri,  
asetilko  hattının  (ACh)  parçalanma  hızını  azaltmak,  
böylece  beyindeki  ACh  konsantrasyonunu  artırmak  
ve  kolinerjik  nöronların  ölümünün  neden  olduğu  
ACh  kaybıyla  mücadele  etmek  için  kullanılır.  Doğal  
bileşikler  Alz  heimer  hastalığı  için  çok  önemlidir.  
Humik  maddeler  başlıca  doğal  biyo-polielektrolittir  
ve  kimya  için  önemli  grupları  içerir.

ÖZ

Hümik  maddeler  çok  çeşitli  fonksiyonel  gruplar  
içerir  [1].  Çözünmüş  hümik  maddeler  genellikle  su  
ekosistemlerindeki  çözünmüş  organik  karbonun  
yüzde  50-80'ini  içerir  [2].  Hümik  asitler,  çeşitli  
fonksiyonel  gruplara  sahip,  oksitlenmiş  organik  
maddelerin  heterojen  karışımlarıdır  (Şekil  1).

Bu  çalışmada  hümik  asidin  asetilkolinesteraz  
(AChE)  ve  bütirilkolinesteraz  (BChE,  EC3.1.1.8)  
enzimleri  üzerindeki  etkisi  araştırıldı.

Son  zamanlarda,  doğal  bileşikler,  çok  yönlü  
sağlığı  geliştirici  etkilerinden  dolayı  önemli  bilimsel  
ve  kamu  ilgisini  çekmiştir.  Doğal  bileşikler  birçok  
hastalık  için  çok  önemlidir.
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Hümik  asit,  toprak,  kömür,  turba,  birçok  
yüksek  nehirler,  distrofik  göller  ve  okyanus  suyunun  
ana  organik  bileşenleri  olan  hümik  maddelerin  
temel  bir  bileşenidir.  Ölü  organik  maddelerin  
biyodegradasyonu  ile  üretilir.  Hümik  maddeler,  
polifenoller,  polikarboksilik  asitler,  karbonil  grupları  
ve  peroksitler  gibi  kimya  için  ana  grupları  içerir.  
Karboksilat  ve  fenolat  gruplarının  varlığı  hümik  
asitlere  Fe2+,  Fe3+,  Mg2+  ve  Ca2+  gibi  iyonlarla  
kompleks  oluşturma  yeteneği  verir .
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AChE  ve  BChE  inhibitörleri  olarak  Takrin,  Rivastigmin,  
Galantamin  ve  Donepezil  gibi  ilaçlar  kullanılmaktadır  
(Şekil  2).  Bu  ilaçlar  ciddi  sorunlara  neden  olabilir.  Bu  
nedenle,  AD'nin  tedavisi  için  yeni  etkili  doğal  ürünlerin  
geliştirilmesi  ve  kullanılması  istenmektedir  [7].  Bu  
çalışmada,  tıp  ve  ilaç  endüstrisinde  yaygın  olarak  kullanılan  
AChE'nin  inhibisyon  profilindeki  potansiyeli  tespit  ediyoruz.

ŞEKİL  2

Her  iki  substratın  hidrolizi,  5-tiyo-2-nitrobenzoat  ürününün  
oluşumuyla  ölçüldü.

Asetilkolinesteraz  (AChE,  EC3.1.1.7),  nörotransmitter  
asetilkolinin  (ACh)  hızlı  hidrolizini  katalize  ederek  kolinerjik  
iletimde  anahtar  rol  oynayan  bir  hidrolazdır.  Kolin  
esterlerini  yıkan  özel  bir  karboksilik  ester  hidrolazdır  [7].  
AChE  beyinde  ve  kırmızı  kan  hücrelerinde  yüksek  
konsantrasyonlarda  bulunur  [9].  Sinir  sistemi  için  gerekli  
bir  enzimdir  ve  birçok  nöromüsküler  hastalığın  tedavisinde  
kullanılır  ve  AH  tedavisi  için  çalışılmıştır  [7,10,11].

AChE/BChE  aktivitelerinin  ölçümü  için  5,5-
Dithiobis(2-nitrobenzioc)  asit  (DTNB)  kullanıldı.  Kısa  
tampon  (0.1  M,  pH  8  (hümik  asit)  solüsyonları  (0.09  U/mL)  
karıştırılarak  25  °C'de  15  dakika  inkübe  edildi  [16].  
Ardından  alt  ATChI/BTChI  ilave  edilerek  reaksiyonlar  
başlatıldı,  14  mM  çözelti).

hastalıklar  ve  bunamanın  en  yaygın  şeklidir.

Hümik  asitlerin  ortalama  moleküler  ağırlığının  2  ila  
5  KDa  arasında  değiştiği  bildirilmektedir.  Hümik  asidin  
molekül  ağırlığı  elde  edilen  kaynağa  göre  birkaç  yüz  bin  
(2-300  KDa)  olabilir.

Sırasıyla  AChE  veya  BChE  hidrolizi  ile  salınan  DTNB  ve  
ATChI/BTChI'nin  reaksiyonuyla  oluşan  renkli  bir  anyon.  10  
dakika  sonra  soğurma  412  nm'de  ölçüldü  (Bechman  
Coulter  DU  730,  UV  Spektrofotometre).  yüzdesi

Asetilkolinesteraz  ve  butirilkolinesteraz  inhibitörleri  için  standart  bileşikler  kullanıldı.

Organofosfor  ve  karbamat  türevleri  gibi  AChE  katalitik  
aktivitesi  için  en  iyi  inhibitörler  olarak  bilinirler  [12].

AD  ilk  olarak  Alman  nöropatolog  Alois  Alzheimer  
tarafından  tanımlanmıştır  [8],  ancak  AH'nin  patogenezi  
1906'dan  beri  tam  olarak  aydınlatılamamıştır  ve  bu  
konudaki  araştırmalar  hızla  devam  etmektedir.  AD,  
AChE'nin  inhibisyonu  yoluyla  asetilkolin  seviyesini  eski  
haline  getiren  farmasötiklerin  kullanımıyla  tedavi  edilebilir.

AD,  hafıza  bozukluğu,  bilişsel  işlev  bozukluğu  ile  
karakterize  kronik  bir  nörolojik  hastalıktır  [7].

Schnitzer  ve  Khan  humik  asitli  maddeler  vermenin  bitkiler  
üzerinde  olumlu  etkisi  olduğunu  belirlemişlerdir.  hümik  
maddelerin  bitkilere  verilmesi.  Hümik  asidin  bitkilerin  
gelişimini  doğrudan  veya  dolaylı  olarak  etkilediğini  
bildirmişlerdir  [3].  Humik  asit,  toprağın  fiziksel  ve  kimyasal  
özellikleri  üzerinde  olumlu  bir  etkiye  sahiptir.  Hümik  
asitlerin  yararlılığı  uzun  yıllardır  tartışılmaktadır  [4].  Son  
zamanlarda  tarım  kültürüne  verdiği  büyük  önem  nedeniyle  
birçok  endüstride  kullanılmaktadır.  Hümik  asitler  toprakta  
bulunan  cıva,  kurşun,  kadmiyum  ve  diğer  zararlı  ağır  
metallerin  bitkiler  tarafından  alınmasını  engeller  [5].  
Hümik  asitler  metal  iyonları  ile  kompleksler  oluşturarak  
toprağın  mikro  besinler  açısından  zenginleşmesini  sağlar  
[6].

Antikolinesteraz  ve  Butirilkolinesteraz  İnhibisyon  
Testleri.  AChE  veya  BChE  inhibisyon  deneyleri,  daha  önce  
[14,15]  açıklanan  Ellman  yöntemine  [13]  göre  
gerçekleştirilmiştir.  Reaksiyonların  substratları  olarak  
asetil  tiyokolin  iyodür  ve  butiriltiokolin  iyodür  (ATChI/
BTChI)  kullanıldı.
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Tiokolin  ürünü,  412  nm  dalga  boyunda  saptanabilen  sarı  bir  
bileşik  (5-Tiyo-2-nitrobenzoat)  anyonu  üretmek  için  DTNB  ile  
reaksiyona  girer  [40].

ATChI/BTChI  inhibisyonları,  aşağıdaki  denklem  kullanılarak  
hesaplandı:

AS ,  numune  çözeltisinin  Absorbansıdır.

Bu  maddelerin  hücre  zarı  geçirgenliğini  arttırdığı  ve  hormon  
benzeri  aktiviteye  sahip  olduğu  belirlenmiştir  [25].  Hümik  
asitler  sadece  tarım  alanında  değil,  çevre  teknolojileri,  sondaj  
teknolojileri,  tutkal,  boya,  matbaa  mürekkepleri  gibi  kimyasal  
teknolojilerde  de  kullanılmaktadır.  Ayrıca  humik  asit,  özellikle  
AIDS,  bronşit,  grip,  mide  rahatsızlıkları,  böbrek  taşlarının  
tıkanması,  hemoroid  oluşumu,  cilt  kanseri,  kan  pıhtılaştırıcıları,  
kansızlık  ve  aşırı  uyku  gibi  sorunların  çözümünde  önemli  bir  
yer  tutar  [26].

Hümik  asidin  asetil  kolinesteraz  (AChE)  ve  butirilkolinesteraz  
üzerindeki  inhibisyon  profilleri

S/AC]  ×  100

(BChE)  enzimleri

IC50  
(nM)

AChEI'ler  öncelikle  demansın  önemli  bilişsel  semptomlarını  
tedavi  etmek  için  kullanılır  [30-32].  Aynı  şekilde  bu  ilaçların  
gastrointestinal  rahatsızlıklar  ve  hepa  totoksisite  gibi  
istenmeyen  yan  etkileri  vardır  [33,34].  Ayrıca,  AChEI'ler  
şizofreni  hastalarında  kognitif  bozuklukları  tedavi  etmek  için  
kullanılır  [35,36].  Ek  olarak,  AChEI'ler,  dalgalı  kas  zayıflığı  ve  
yorgunluğuna  yol  açan  nöromüsküler  bir  hastalık  olan  
miyastenia  gravis'in  tedavisinde  sıklıkla  kullanılmaktadır  [37].  
AD  tedavisi  için  etkili  AChE  inhibitörleri  kullanılabilir.  AD'yi  
tedavi  etmeye  yönelik  Tacrine,  Rivastig  mine,  Donepezil  ve  
Galantamine  dahil  olmak  üzere  piyasada  şu  anda  mevcut  olan  
ilaçların  çoğu  AChE  inhibitörleridir  [38].  Bununla  birlikte,  
AD'nin  ilerlemesi  sırasında,  BChE  aktivitesi  artarken  beyin  
AChE  seviyeleri  düşer,  bu  da  ACh  hidrolizinin  BChE  katalizi  
yoluyla  daha  büyük  ölçüde  gerçekleşebileceğini  düşündürür.  
Bu  bağlamda,  BChE'nin  oldukça  seçici  inhibisyonunun,  ACh  
seviyelerini  yükseltmede  ve  bilişi  geliştirmede  önemli  olduğu  
bildirilmiştir  [39].  Bazı  hümik  asitlerin  AChE/BChE  aktivitelerine  
karşı  inhibisyon  etkileri  spektrofotometrik  Ellman  yöntemine  
göre  ölçüldü  [13].

Enzim  aktivitesi  (%)-[Hümik  asit]  grafikleri  çizildi  ve  
uygun  dilüsyonlardan  sonra  %50  AChE  veya  BChE  inhibisyonu  
gösteren  hümik  asidin  yarı  maksimal  inhibitör  konsantrasyonu  
(IC50)  değerleri  hesaplandı  [17-19].  Hümik  asit  için  ise  Ki  
değerleri  hem  AChE  hem  de  BChE  için  belirlenmiştir.  Ki,  
Humik  asidin  AChE/BChE'ye  bağlanma  afinite  sabiti  olarak  

tanımlanır.  Ki  değerlerini  belirlemek  için  her  hümik  asit  üç  
farklı  konsantrasyonda  test  edilmiştir  [20].  Lineweaver  Burk  
eğrileri  daha  önce  tarif  edildiği  gibi  ayrıntılı  olarak  çizilmiştir  
[21,22].  Engelleyici  etkilerin  açıklamaları  için,  araştırmacılar  
genellikle  bir  IC50  değeri  kullandılar;  ancak  Ki  sabiti  daha  
uygun  bir  parametredir.  Ki  değerleri  Lineweaver-Burk  
grafiklerinden  hesaplandı.  Bu  çalışmada  hümik  asidin  hem  
IC50  hem  de  Ki  parametreleri  hesaplanmıştır  [23,24].

ve  AC ,  kontrol  solüsyonunun  Absorbansıdır.

AD  ve  Parkinson  gibi  bazı  hastalıkların  nöropsikiyatrik  
semptomlarının  tedavisi  için  ilaç.

kinetik  
parametreler

Bu  yöntem,  AChE/BChE  enzimi  AChI/BChI'yi  tiyokolin  ve  

asetat/bütirata  hidrolize  ettiğinde  salınan  tiyokolin  miktarına  
dayanır.Humik  asitler,  bitki  ve  hayvan  kalıntılarının  ayrışmasıyla  

üretilen  polikondens  moleküllerdir.  Bitkiler  düşük  moleküler  
ağırlıklı  hümik  asitler  kullanır.

SONUÇLAR  VE  TARTIŞMA
AChI/BChI,  reaksiyonların  substratları  olarak  kullanıldı.

İnhibisyon  (%)

TABLO  1

AChE  0,474  0,9843  0,208±0,024  BChE  0,181  0,9531  
0,112±0,094

AChE  beyinde  ve  eritrositlerde  yüksek  konsantrasyonlarda  
bulunur  ve  sinir  sistemi  için  çok  önemli  bir  enzimdir.  AChE  
inhibitörleri,  çeşitli  nöromüsküler  hastalıkların  tedavisinde  ve  
AD  tedavisinde  kullanılmaktadır  [27].  AChE,  ACh'nin  asetat  ve  
koline  hidrolizini  katalize  eden,  böylece  kolinerjik  
nörotransmisyonu  düzenleyen  metabolik  bir  serin  hidrolazdır.  
Bu  nedenle,  azalmış  kolinerjik  aktivitenin  olduğu  AD  gibi  
bozukluklarda,  azalmış  ACh  seviyelerine  atfedilen  
semptomların  bazılarını  tedavi  etmek  için  AChE  inhibisyonu  
kullanılmıştır  [28,29].  AChE  inhibitörleri  (AChEI'ler)  birçok  
alanda  kullanılmaktadır.  AChEI'ler  doğal  olarak  zehirler  ve  
zehirler  olarak  ortaya  çıkar.  Böcek  öldürücü  olarak  kullanılırlar  
ve  ayrıca

Çalışmamızda  önemli  ve  anlamlı  sonuçlara  ulaştık.  
Tablo  1  ve  Şekil  3  ve  4'te  görülebileceği  gibi,  hümik  asit  AChE  
ve  BChE'yi  etkili  bir  şekilde  inhibe  etmiştir.  IC50  için  gerekli  
hümik  asit  konsantrasyonu  AChE  için  sırasıyla  0,474  nM  ( r2 :  

0,9843)  ve  BChE  için  0,181  nM  (r2 :  0,9531)  olarak  bulundu  
(Şekil  3A  ve  4A).  Bu  kantitatif  ölçü,  belirli  bir  AChE  ve  BChE'yi  
yarı  yarıya  inhibe  etmek  için  belirli  bir  hümik  asidin  ne  
kadarının  gerekli  olduğunu  gösterir.  Öte  yandan,  Lineweaver-
Burk  grafiğinden  elde  edilen  inhibisyon  sabitleri  (Ki) ,  AChE  
için  0,208±0,024  ve  BChE  için  0,112±0,094  nM  olarak  
hesaplanmıştır  (Şekil  3B  ve  4B,  Tablo  1)  [41,42].
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Hümik  asidin  ise  sırasıyla  0,181  nM  (r2 :  0,9531)  ve  0,112  
nM  IC50  ve  Ki  değerleri  ile  BChE'yi  güçlü  bir  şekilde  inhibe  
ettiği  bulundu  (Tablo  1).  Takrin  ise  standart  AChE  ve  BChE  
inhibitörleri  olarak  kullanılmış  ve  BChE  için  Ki  değeri  
209.21±15.02  nM  olmuştur.  Bu  kolinerjik  enzim  karaciğer,  
bağırsak,  kalp,  akciğer  ve  böbrekte  daha  yüksek  aktiviteye  
sahiptir.  AChE  ve  BChE,  %65  amino  asit  dizisi  homolojisini  
paylaşır  ve  benzer  özelliklere  sahiptir.

Sonuçlarımız,  hafif  ila  orta  derecede  AD  ve  diğer  
çeşitli  hafıza  bozukluklarının  tedavisinde  kullanılan  
donepezil  hidroklorür  ile  karşılaştırıldı  ve  55.0  nM'lik  IC50  
değeri  ile  AChE  inhibisyon  aktivitesini  düşürdüğü  gösterildi  
[43].  Ayrıca,  AD  tedavisi  için  onaylanan  ilk  merkezi  etkili  
kolinesteraz  inhibitörü  olan  Takrine,  Ki  değerleri  5.70±1.09  
nM  olan  standart  AChE  olarak  kullanıldı.  AChE  için  diğer  bir  
standart  inhibitör  olan  galantaminin  Ki  değerinin  253.0  nM  
olduğu  bildirilmiştir  [17].
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B.  Butirilkolinesteraz  (BChE)  için  hümik  asidin  Ki  değerinin  Lineweaver-Burk  grafikleriyle  belirlenmesi

A

B.  Hümik  asidin  asetilkolinesteraz  (AChE)  için  Ki  değerinin  Lineweaver-Burk  çizimleri  ile  belirlenmesi

Her  iki  kolinesteraz  da  merkezi  ve  periferik  sinir  sisteminde  
ACh'yi  hidrolize  ederek  kolinerjik  neu  rotransmisyona  katılır.  
Ayrıca,  AD  gelişiminde  önemli  bir  rol  oynarlar  [44].  AD,  
bunamaya  neden  olan  ilerleyici  hafıza  kaybıyla  ilişkili  
merkezi  sinir  sisteminin  nörodejeneratif  bir  hastalığıdır.  
Kademeli  ACh  kaybının,  özellikle  AD'nin  ilerlemesinde  
hafızayı  bozduğu  gösterilmiştir  [45].  Artmış  AChE  
reaktivitesinin  AD'deki  nörofibriler  yumaklar  patolojisi  ile  
yakından  ilişkili  olduğu  gösterilmiştir.  Ayrıca,  AChE  
inhibitörlerinin  senil  demans  veya  AD  gibi  ACh  eksikliği  ile  
karakterize  nörodejeneratif  hastalığın  tedavisi  için  umut  
verici  terapötik  ilaçlar  olduğu  düşünülmektedir  [14].

A.  Farklı  hümik  asit  konsantrasyonlarının  butirilkolinesteraz  (BChE)  üzerindeki  etkileri.

insan  kromozomları  üzerinde  farklı  genlerin  ürünleri  
olmasına  rağmen  moleküler  formlar  ve  aktif  bölgeler.

A.  Farklı  hümik  asit  konsantrasyonlarının  asetilkolinesteraz  (AChE)  üzerindeki  etkileri.
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