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Humus Ekstraktinin Farelerde Trypanosoma brucei Enfeksiyonuna Karsi Koruyucu Etkisi
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OZ. Humik maddeler, humustaki organik maddenin ayrismasi sirasinda olusur ve organik madde ve mikroorganizmalarin bulundugu bircok dogal ortamda
bulunur. Humus ekstraktinin farelere agizdan uygulanmasi, iki alt tir olan Trypanosoma brucei brucei ve T. brucei gambiense tarafindan deneysel
miicadeleye karsi basarili bir sekilde etkili koruma sagladi . ©liim orani, ad libitum icme suyunda 21 giin boyunca %3 humus &ziiti alan farelerde en cok
azaldi . Humus uygulanan farelerden alinan dalak hicreleri, L1210 fare I6semi hedef hiicrelerine karsi belirgin, spesifik olmayan sitotoksik aktivite sergiledi.
Ayrica, dalak huicreleri, Concanavalin A ile in vitro uyarildiklarinda, normal kontrollerdeki hiicrelere gére 6nemli 6l¢iide daha yuksek miktarlarda Interferon-

y Uretmistir . Bu sonuglar, humus ekstraktinin farelere uygulanmasinin Trypanosoma enfeksiyonuna karsi etkili direnci indikledigini acikca géstermektedir.

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin guglendirilmesi, tripanozomiyazise karsi konak savunmasinda yer alabilir.
ANAHTAR KELIMELER: hiimik madde, Interferon-y, lenfosit aktivasyonu, koruma, Trypanosoma brucei.

Trypanosoma brucei, sidirlarda Nagana'nin ve insanlarda Afrika
uyku hastaligina neden olan bir ajandir. Cece sinegi [14] tarafindan
bulagsan ve Sahra alti Afrika'da dagitilan bir kan akisi hemoflagellat
protozoa parazitidir. Etkilenen hayvanlar, 6limle sonuglanan halsizlik,
siddetli anemi ve kaseksiye maruz kalir [4, 19]. Uzun yillar siren
cabalara ragmen, tripanozomlarin antijenik varyasyonlari nedeniyle
etkili profilaktik asilar gelistirilememistir.

Konagin bagisiklik sisteminden kagmak icin varyant yizey
glikoproteinlerini degistirirler [2-4, 19]. Ayrica, kitlesel gbzetim
kampanyalarina ragmen, vektorler tamamen ortadan kaldinlmamistir
ve insektisitlere karsi direncin kazanilmasi endise vericidir [14]. Afrika
tripa nosomiyazini tedavi etmek icin kullanilan ilaglar da iliskili konak
toksisitesi nedeniyle kisitlamalara sahiptir. Bu nedenle, tripanozomlara
karsi konak direncini etkili bir sekilde indlkleyebilen yeni dogal ve
sentetik bilesikler aramaya deger.

Hamik maddeler, humustaki organik maddenin ayrismasi
sirasinda olusur. Organik materyallerin ve mikroorganizmalarin
mevcut oldugu veya mevcut oldugu bircok dogal ortamda
bulunabilirler [24]. Kimyasal bilesimleri, yapilari ve fonksiyonel
gruplari kdkenlerine, yaslarina ve nemlendirme isleminin kosullarina
(nem, havalandirma, sicaklik, mineral mikro ortam vb.) gére
degisebilir. Humus, turba, sapropel ve mumya gibi dogal nemlendirme
urdnleri, tip pratiginde cesitli uygulamalara sahip farmakolojik
ajanlar gelistirmek icin kullanilmistir [23, 25]. Bu ajanlar, lokal
antiinflamatuar ve analjezik 6zelliklere sahip olduklari icin
antiinflamatuar ajanlar olarak basariyla kullanilmaktadir [7, 16, 21].
Kémdar tirevli humik asit ve fulvik asitin kullaniimasi
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antimikrobiyaller de arastirilmistir [20] ve oksihumatin [22] ve
sentetik humik asit analoglarinin [18] anti-HIV aktivitesi bildirilmistir.
Bununla birlikte, hayvan hastaliklarinin tedavisinde hiimik maddelerin
potansiyeli pek arastiriilmamistir. Buna goére, bu ¢alisma humus
ekstraktinin farelerde T. brucei enfeksiyonuna karsi koruyucu etkisini
arastirmak icin yapiimistir . Muhtemel koruma mekanizmasini
belirlemek icin konakgi bagisiklik sisteminin spesifik olmayan
aktivasyonu da arastirildi.

MALZEMELER VE YONTEMLER

Humus 6zu: Agik kahverengimsi iki atomlu toprak (humus), Aino-
machi, Nagasaki Eyaleti, Kyushu, Japonya'da 5 ila 10 m derinlikte yer
altinda toplandi. Humus ekstrakti, su kullanilarak humustan
hazirlanmistir [8]. Humusa 6 hacim klorsuz su (v/w) ilave edildi;
karisim 30 glin boyunca her giin calkalandi ve ardindan 4 ay boyunca
25 ila 28°C'de beklemeye birakildi. Nihai sipernatan toplandi ve bir
membran filtre (gézenek boyutu: 25 m) kullanilarak stzaldi. Ortaya

¢ikan humus ekstrakti pH 2.8'e sahiptir ve Al, Ca, Mg, Na ve Si dahil
olmak Uzete cesitli mineraller icerir.

Ekstrakt 1,500 ppm sulfat iceriyordu. Bu ekstraktta kulturlenebilir
bakteri bulunmadi. Kiiglik miktarlarda protein ve karbonhidrat vardi

(toplam agirhgin %0,7'si).

Farelerin humus ekstrakti ile tedavisi: Her iki cinsiyetten sekiz
haftalik kendilenmis BALB/c fareleri gruplara ayrildi ve farkl
araliklarla klorsuz musluk suyunda ¢éziinmus %1-6 humus ekstrakti
ad libitum ile uygulandi.

Ylksek konsantrasyonda humus ekstrakti (%10'a kadar) uygulanan
farelerde olagandisi bir icme davranisi gézlenmedi.
Kontrol farelerine humus ekstrakti icermeyen su verildi.

T. brucei ile meydan okuma: T. brucei brucei susu ILtat 1.4 ve Dr.
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Uluslararasi Salgin Hastaliklarin Onlenmesi, Veterinerlik Bilimi
Kursu, Biyoloji ve Cevre Bilimleri Enstitiisti, Osaka ili Universitesi.
T. brucei stogu, virtlansi korumak i¢in deneyden énce tripanozom
iceren periferal kanin intraperitoneal asilanmasiyla farelerde iki
kez gegirildi. Tehdit iin, her fare intraperitoneal olarak T.
brucei'nin kan dolagimi formunun 101/0.1 ml'si ile agilandi. Birinci
deneyde, icme suyunda 21 giin boyunca %3'lik humus ekstrakti
verilen fareler, T. brucei gambiense ile tehdit edildi. ikinci
denemede humus ekstraktinin koruyucu etkisi ile uygulama suresi
(0, 5, 10 veya 21 glin) arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla T.
brucei brucei kullanilarak yikleme testleri yapiimistir. Humus
ekstraktinin koruyucu etkisi ile konsantrasyon (ytklemeden 21

glin 6nce uygulanan %1, 2, 3, 4 veya 6) arasindaki iliskiyi incelemek
icin T. brucei brucei kullanilarak zorlama testleri de yapildi (l¢tnca
deney ). Tripanozom asilamasindan sonra 20 giin boyunca humus
ekstrakti uygulandi. Tim fareler, hayatta kalmalarini belirlemek
i¢in 20 glin boyunca gézlemlendi.

Deney, Osaka ili Universite Hayvan Bakimi ve Kullanimi Komitesinin
yonergelerine gore yapildi.

Dalak hucresi sitotoksisite testi: Dalak hicreleri ayrildi ve
sitotoksisite analizi i¢in kullanildi. Dalaklar, antibiyotik iceren Hanks
Dengeli Tuz Cozeltisi (HBSS, pH 7.4; Nissui Pharmaceutical Co.,
Tokyo, Japonya) icinde kicuk parcalar halinde kesildi. Daha sonra
hicreler paslanmaz celik aglardan gecirilerek tek hucreli
suspansiyonlar hazirlandi. 4°C'de 5 dakika 400 x g'de
santrifijlemeden sonra elde edilen hicre peletleri, kirmizi kan
hicrelerini pargalamak igin 0.15 M Tris-HCl tamponunda (pH 7.6)
¢6zUImus %0.75 amonyum klorur icinde karistirildi. 60 saniye lizis
tamponu ile muameleden sonra hicreler iki kez HBSS ile yikandi.
Tripan mavisi boya diglama testi ile belirlenen hiicre canliligi,
%90'dan fazlaydi.

Dalak hticrelerinin L1210 fare lenfositik I6semi hatti hiicrelerine
karsi spesifik olmayan sitotoksik aktivitesi, ticari bir kit (Cytotox 96
Non-Radioactive Assay, Promega, Madison, Wis., ABD) kullanilarak
incelenmistir. L1210 hedef hiicreleri, %10 fetal sigir serumu ve
antibiyotikler iceren RPMI 1640'ta (pH 7.4; Nissui Pharmaceutical
Co.) 37°C'de yetistirildi. Daha sonra 5 x 105 hicre/ml'lik bir
konsantrasyonda RPMI 1640 icinde stispanse edildiler . Efektor
htcrelerin (0.1 mi) ve hedef hiicrelerin (0.1 mi) her bir alikotu ,
20'lik efektor hicre-hedef hiicre oranlarinda (E:T) 96 oyuklu U
tabanl mikroplakalara (Iwaki, Tokyo, Japonya) yerlestirildi. 10, 5 ve
2.5, dort kopya halinde. Plakalar, 4 saat boyunca 37x'de inkiibe
edildi. RPMI 1640 ayrica laktat dehidrojenaz (LD) saliniminin
6lgulmesi icin kontrol hedef hiicrelerine eklendi. Maksimum LD
salinimini belirlemek icin kontrol kultirleri, Greticinin protokollne
uygun olarak 10 | 10x lizis soltsyonu ile muamele edildi.
Mikroplakalarin sqag@fﬂj&wm%@qrgwgﬂﬁ,@gj@@ﬂﬁmﬁoo X Q),
mikroplakalara (Iwaki) aktarildi. Her kuyucuga 50 1 substrat
sollisyonu eklendikten 30 dakika sonra 50 rheittemeobksyeaksiyon
durduruldu.
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tion. Her kuyucugun optik yogunlugu (OD), 492 nm dalga boyunda

bir mikroplaka okuyucu (Model 680, Bio Lad., Tokyo, Japonya)

kullanilarak 6lculdu. Spesifik sitotoksisite ylzdesi daha sonra

asagidaki formul kullanilarak hesaplandi: Spesifik sitotoksisite
yuzdesi =

OD test 6rnegi - OD efektdr kontroll - OD hedef kontroliix100

OD maksimum yayin - OD hedef kontrolu

Sitokin Uretimi: RPMI 1640 iinde slispanse edilen dalak
hucreleri, gesitli konsantrasyonlarda Concanavalin A (Con A)
varhiginda 37°C'de 24 oyuklu plastik plakalarda (5 x 105 hiicre/ 0.5
ml her oyukta, Iwaki) yetistirildi. ; Elas tin Products Co., Owensville,
Mo, ABD) veya Con A olmadan. Kultir supernatan sivilarindaki
interferon (IFN)-y, IL-12 ve IL 6 konsantrasyonlari ticari bir ELISA
kitleri (Biosource Immunoassay) kullanilarak 6l¢tldu. , BioSource
International, Camarillo, CA, ABD).

SONUCLAR

T. brucei yiklemesine kargi humus ekstrakti uygulamasinin
koruyucu etkisi: Birinci deneyde, icme suyunda 21 glin boyunca
%3 humus ekstrakti verilen fareler, T. brucei gambiense ile tehdit
edildi . Tum kontrol fareleri, yiklemeden sonraki 7 glin i¢cinde 6ldu
(bkz. Sekil 1A), humusla tedavi edilen farelerin %67'si hayatta kaldi
( x2 testine gore kontrol farelerine kiyasla P <0.01, her grupta n=6).
ikinci deneyde, humus ekstraktinin koruyucu etkisi ile uygulama
suresi (0 ila 21 guin) arasindaki iligkiyi incelemek icin T. brucei brucei
kullanilarak yikleme testleri yapildi. Sekil 1B, humus ekstraktinin
farelere uygulanmasinin da etkili korumayi indkledigini
goOstermektedir. Kontrol grubunu olusturan tedavi edilmemis 12
farenin timd, yiklemeden sonraki 10 glin iginde 6ldi. Buna
karsilik, yiklemeden 10 giin 6nce veya 21 glin 6nce %3 humus
6zt alan farelerin hayatta kalma oranlari sirasiyla %40 (P<0.05,
n=5) ve 20 glin sonra %52 (P<0.01, n=21) olmustur. meydan okuma.
Bununla birlikte, ekstrakti 5 glin énce (n=5) veya mucadele ile ayni
glnde (n=6) alan farelerin hicbiri hayatta kalmadi (anlamli degil).
Uclincii deneyde, humus ekstraktinin koruyucu etkisi ile ekstraktin
konsantrasyonu (%0 ila 6) arasindaki iligkiyi incelemek icin T. brucei
brucei kullanilarak yukleme testleri yapildi. Sekil 1C, koruyucu
etkinin sudaki humus 6zitinin konsantrasyonuna bagh oldugunu
gostermektedir; en yuksek koruma 21 giin boyunca %3 ekstrakt
alan farelerde saglandi (P<0.01, n=21) ve %4 ekstrakt alan farelerin
hayatta kalma orani da 6nemli 6l¢iide daha ylksekti (P<0.05, n=11).
kontrol fareleri (n=13).

Dalak hticrelerinin sitotoksik aktivitesi: L1210 hedef hiicrelerine

karsi humus uygulanmis farelerden alinan dalak hiicrelerinin

spesifik olmayan sitotoksik aktivitelerini élctik (Sekil 2). Dalak

hucreleri, tedavi edilmemis kontrollere gére 20 (P<0.05) ve 10

(P<0.05) E:T oranlarinda 6nemli élctide daha ylksek sitotoksisite sergiledi .
Dalak hicreleri tarafindan sitokin Gretimi:
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Sekil 1. T. brucei'nin iki alt tlru ile tehdit edilen farelerin hayatta kalmasi. (A)

Humus ekstrakti, T. brucei gambiense ile micadeleden 6nceicme &
suyunda (; %3, n=6) veya ekstrakt icermg@yen suda (, n=6) 21 gin
boyunca agizdan uygulandi . (B) %3 humus 6zutinan 21 (, n=21), 10 (,
n=5), 5 (, n=5) veya 0 (, n=6) glin®tekrayguiangmyrbitrbeDfaceiels (,
ni12) deney siresi boyunca humus ekstrakti almadi. (C) Farelerin hayggta
kalmasi ayrica %1 (n=15), %2 (n=10), %3 (n=21), %4 (n=11), %6 (n=)
uygulanarak incelenmistir. 15) veya T. brucei brucei ile miicadeleden 21
gun 6nce humus ekstrakti olmadan (n=13) . Bu deneylerde, hayatta
kalmalarini belirlemek icin tim fareler 20 giin boyunca g6zlemlendi. Bu
testlerdeki sagkalim orani kontrol farelerininkiyle istatistiksel olarak
karsilastirildi (**; P<0.01, *; x2 testi ile tahmin edilen P<0.05).
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21 guin boyunca %3 humus 6zutl alan fareler, Con Aiile
uyarildi. Sekil 3, kaltar supernatanindaki IFN y, IL-12 ve
IL-6 konsantrasyonlarini géstermektedir. IFN-y tretimi,
kultire eklenen Con A dozuna baglydi (Sekil 3A). Dalak
hucreleri 6nemli l¢tide daha yuksek Uretti

fareler %3 humus ekstrakti ile nceden tedavi edildiginde
IFN-y miktari ( islenmemis farelere kiyasla 5 ve 2.5 g/ml
nmCon A konsantrasyonunda P <0.05). IL-12 ve IL-6, dalak
hicrelerinin Con A ile uyarilmasindan sonra kaltur
sivilarinda da saptandi (Sekil 3B ve 3C); dnemli bir fark yok
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Sekil 2. Humus ile tedavi edilmis farelerden (21 glin boyunca %3) dalak hiicrelerinin L1210 hedef
hucrelerine karsi spesifik olmayan sitotoksik aktiviteleri. Testler, 20, 10, 5 ve 2.5 E:T oranlarinda dért
kez (ortalama % + SE) tekrar edildi. Sitotoksik aktivite, humusla tedavi edilen farelerde, tedavi
edilmeyen kontrollere gére 6nemli élctide daha yiksekti (*; Student t-testine gére P<0.05 ).
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Sekil 3. 21 gin boyunca %3 humus ekstrakti verilen farelerin dalak hucrelerinin sitokin Gretimi.
Hdicreler in vitro olarak 5.0 veya 2.5 g/ml veya Con A olmadan uyarildi. KilttiiFipéandtahmd@ki
ve IL-6 (C) konsantrasyonu ELISA ile 6l¢lldi ve humusla tedavi edilen fareler () ve tedavi
edilmeyen fareler () arasinda her grupta istatistiksel olarak karsilastirildi (*; Student t-testine
gore P<0.05). Sonuglar, 6 fareden Mle edilen ortalama konsamasyon + SE olarak
gosterilmistir.

Humusla tedavi edilen fare grubu ile tedavi edilmeyen grup arasindaki TARTISMA
bu akraba akrabalarin konsantrasyonunda farkliliklar gézlendi.

Sonuglarimiz, humus ekstraktinin uygulanmasinin, fareleri T.
brucei'nin her iki alt turiyle deneysel miicadeleye karsi korudugunu,
6lum oraninin azalmasiyla gésterildigi gibi agikca gostermektedir.
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(Sek. 1). T. brucei gambiense ve T. brucei brucei ile miicadeleden
sonra, 21 gun boyunca %3'luk humus ekstrakti ile 6nceden
tedavi edildiginde farelerin sirasiyla %67'si ve %52'si hayatta
kaldi. Ekstraktin etkisi agikti, ¢inki tedavi edilmeyen kontrol
farelerinin timda, yuklemeden sonraki 10 gin icinde 61du. Sekil
1C'de gosterilen sonuglar, 6zitun farelere uygulanmasi icin en
uygun kosulun mevcut oldugunu gdstermektedir. Bu nedenle,
baliklarin tlser hastaliginda ( Aeromonas salmonicida'nin neden
oldugu) deneysel enfeksiyonlarda [9] ve farelerde anti-timor
etkisinde [8] benzer fenomen gozlemledigimiz icin, ekstraktin
optimal konsantrasyonunu ve uygulama suresini belirlemek
gereklidir. ].

Humus ekstraktinin T. brucei enfeksiyonuna karsi koruma
mekanizmasi net degildir, ancak dogustan gelen bagisiklik
tepkilerinin koruma saglamasi muhtemeldir. Koruma
mekanizmasini arastirmak icin, humus 6zitinan, fare [6semi
hedef hiicrelerine karsi spesifik olmayan hiicre sitotoksisitesi ve
humus 6zu alan farelerden alinan dalak hucrelerinin sitokin
Uretimi Gzerindeki arttirici etkisini test ettik. Schep etkin ve ark.
[17], uzun sureli nemlendirme ile olusturulan yari sert siyah bir
recine olan muminin, fare peritoneal makrofajlarinda reaktif
Jispjenitiidafoseleittikafisit dmetltimidintahdngve biidimmistir.
Baska bir rapor, turba bazli bir mistahzarin mitojenler tarafindan
uyarilan fare timositlerinin proliferatif kapasitesini arttirdigini ve
hidrokortizonun immun baskilayici etkisini 6nledigini bulmustur
[13]. Bu gozlemler, himik maddelerin konakgi bagisiklik tepkilerini
spesifik olmayan bir sekilde arttirdigini géstermektedir.

Bu raporlarla uyumlu olarak, mevcut sonuclar humus
ekstraktinin farelere uygulanmasindan sonra dalak hucrelerinde
sitotoksik aktivitenin induklendigini gostermistir. Sitotoksisite,
E:T oranina baghdir ve aktivite, kontrol farelerindekinden énemli
6lctide daha yiiksekti (Sekil 2). On verilerimiz, dalak hiicreleri bir
NK hucre populasyonuna ve lenfositler ve makrofajlar iceren
diger hucrelere, antikor etiketli manyetik boncuklar
(yayinlanmamis) kullanilarak ayrildiginda, lenfosit agisindan
zengin bir huicre populasyonunda sitotoksisitenin gézlendigini
gosterdi. Farelerin humus ekstrakti ile tedavisinden sonra,
ayrilmis hiicre populasyonlarinin Trypanosoma'ya karsi sitotoksik
aktivitesini netlestirmek 6nemlidir .

Konak-parazit etkilesimlerindeki erken olaylar, bagisikhk
tepkilerinin modelini yonlendirmede ¢ok énemlidir. Enfeksiyon
aninda konak, tripanozomlarin vaskiler bélgelerden temizlenmesi
icin 6nemli olan B hucresi aktivasyonu ile yanit verir. T. brucei'ye
karsi ilk konak tepkisi , dogustan gelen bagisiklik sisteminin
aktivasyonuna bagli olan bir tip 1 bagisiklik tepkisi (yani IFN-y) ile
iliskili inflamatuar mediatérin erken salinmasi ile de karakterize
edilir [5]. Mevcut sonuglar, humus ekstrakti alan farelerin dalak
hiicrelerinde Con A ile uyarilan IFN-y Gretiminin énemli dlglide
arttigini ortaya koyar (Sekil 3), bu da IFN-y'ye bagh bagisikhk
tepkisinin arttigina isaret eder. T. brucei'ye karsi direng , enfekte
olmus hayvanlarin enfeksiyonun erken bir asamasinda IFN-y
Uretme yetenegi ile iliskilidir, cinku T lenfositleri veya NK hucresi
aktivasyonu gibi Th1 hicre tepkileri, IFN-y Uretimi ile iliskilidir.
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Trypanosoma enfeksiyonu [1, 6, 12].

Con A'nin dalak hicreleri tarafindan IFN-y Gretimi (izerindeki
artiricl etkisinin aksine, IL-12 ve IL-6 icin belirgin bir uyari
go6zlenmedi (Sekil 3). IL-12, enfeksiyonlar sirasinda IFN-y
Uretiminin glcla bir uyaricisi oldugundan, IL-12, bagisiklik
yanitinin baslatiimasinda ve Th2 yanitinin Thl tipine gegisinde yer
alir [10]. Ote yandan, IL-12'den bagimsiz IFN-y Uretilebilir, bu da
T. brucei [1] ve Trypano soma cruzi enfeksiyonuna [11] karsi
direncle sonugclanir. Hizli IFN-y Uretimi, Trypanosoma
enfeksiyonuna karsi direngte kritik olabilir .

Humus ekstraktinin farelerde nakledilebilir L1210 [6semi [8]
Gzerindeki in vivo anti-timor etkisini ve sazanda Ulser hastaligina
karsi spesifik olmayan direncin indiklenmesini daha énce
bildirmistik [9]. Humus tedavisini takiben anti-timor ve anti-
mikrobiyal tepkide yer alan ayrinti mekanizmalar ve maddeler
(6nemli bitki turleri ve dejenereleri, hiicre duvari bilesenleri veya
lipopolisak karitler gibi bakteri bilesenleri, vb. humusta mevcuttu)
belirsizligini koruyor, bu nedenle daha fazla arastirma yapilmasi
gerekiyor. Humus ekstresi ile bu hayvanlarda dogustan gelen
bagisiklik tepkilerinin nasil indiklendigini belirlemek icin gereklidir.

HUmik maddelerle [15, 21] dlgulebilir hicbir yan etki

go6zlenmemistir, cinkd bunlar cogunlukla karboksilik asitler ve
siradan fizyolojik metabolitlerdir. Humik maddeler ve/veya humus
ekstrakti bu nedenle hayvan yemlerinde immuino-gtglendirici
maddeler olarak kullanilabilir. Humustaki biyolojik olarak aktif
bilesenlerin ayrilmasina yonelik analizler su anda devam
etmektedir.
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