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Yazar(lar) 2019

(ret Himik sular (HW), hiimik asitler iceren, diinya ¢apinda
benzersiz, derin yer alti, koyu kahverengi sulardir ve
antiinflamatuar dahil olmak Gizere ¢ ok sayida terapdtik aktivite
sunarlar. Bu ¢calis mada, Polonya'daki kaynaktan HW kullaniyoruz.
Diyabet bir salgin haline gelmis tir ve kardiyovaskuler hastaliklar
icin bir risk faktd ridur. Diyabette hiperglisemi, endotele zarar
vermekten sorumludur ve vaskiler astarin ylzeyindeki
enflamasyonu arttirir. Diyabetteki inflamatuar sireg, 6 rnedn
timaor nekroz faktd ru alfa (TNFa) ve interlé kin 6 (IL-6) gibi
endotel hicreleri tarafindan inflamatuar sitokinlerin salgilanmasi
ve hiicre proliferasyonunun azalmasi ile ilis kilidir. Calis mada,
kontrolstiz diyabet kos ullarini taklit eden kiltir ortaminda 30
mM/L glikoz ilavesiyle endotel huicre kilttrleri (HUVEC hatti —
insan g6 bek damari endotel huicreleri) kullandik. Kaltar ortamina
uygun hacimde HW eklenmesi, TNFa ve IL-6 gibi inflamatuar
sitokinlerde 6 nemli azalma sadayarak inflamasyonun azalmasina

neden olur ve ayrica hiicre proliferasyonunun artmasina neden
olur. Géruluyor ki, olumsuz etkileri
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Vaskdler endotelyal huicrelerdeki hiperglisemi hiimik su
eklenerek duzeltilebilir. I n vitro testlerin yukaridaki umut
verici sonuglari, diyabette endotel disfonksiyon
bozukluklarinin destekleyici tedavisinde hiimik suyun olasi
kullanimina bir firsat sunmaktadir. Bununla birlikte, bu konu
daha fazla klinik aras tirma gerektirir.

Anahtar kelimeler Humik su Endotel hiicreleri
HUVEC Hiperglisemi I Itihabi

Girig

Humik sular (HW), Avrupa'da sadece birkag tlkede

bulunan, himik asitler i¢eren, yerin derinliklerinde,

koyu kahverengi sularda diinya ¢apinda benzersizdir.

Polonya'da, Miyosen'in su tas 1yan katmanlarindan (en

eski Neo gen D6 nemi) gelen HW, Poznan' yakinlarindaki

Wielkopol kayak Voyvodalignda meydana gelir ve burada
Bra,czewo'daki bir kaynak da dahil olmak tzere 16

kaynak tanimlanmis ve incelenmis tir. Himik sular do&! bir 6 ztittui
onlara belirli bir renk veren hiimik maddeler (esas

olarak humik ve hymatomelanik asitler). Bu asitler,

amino asitler, s ekerler, peptitler ve di@r alifatik

biles enlerden olus an aromatik bir ¢ekirdekten

olus an polimerlerdir. Nemlendirme adi verilen bir

is lem sirasinda olus an, bitki ké kenli organik

maddenin ayris ma Urlnleridir (Latour ve ark. 2015).

HUmik asitlerin ¢ ok sayida biyolojik ve terapdtik etkisi vardir (Ve
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Rensburg'da 2015; Rupiasih ve Pandit 2008; Kloecking ve Helbig
2005). HW'nin biyokimyasal ve bakteriyolojik analizleri, bu sularin
orijinal olarak kimyasal ve bakteriyolojik olarak saf, fiziksel ve
kimyasal olarak kararli oldu@nu ve i¢me suyu olarak

kullanilabilecedni go stermis tir (Latour ve ark. 2015).

Diyabet bir salgin haline geldi ve DSOtarafindan 2030 yilina
kadar diinya ¢apinda yedinci 6 nde gelen &1Um nedeni olacag
tahmin ediliyor. Tedavideki 6 nemli ilerlemelere ragnen, iyi metabolik
kontrol durumu tam olarak saganamadigndan, bu hastahdn
komplikasyonlari hala 6 nemli bir klinik sorun olmaya devam ediyor.
diyabetik hastalarda vaskuler endoteldeki patolojik degs ikliklere
bad komplikasyonlarin gelis mesine kars 1 korur. Diyabetin
komplikasyonlari arasinda en & nemlisi buylk damarlarin (makroan
jiyopati) ve kug Gk damarlarin (mikroanjiyopati) hasar gé rmesidir,
¢Unku bu degs iklikleri endotel fonksiyon ve yapi bozukluklari
bas latir. I nsan viicudundaki en bilyiik endokrin bezi olarak giderek
daha sik g rilen damar endoteli, hiicresel bozukluklari ve klinik
etkileri birles tiren 6 nemli bir unsurdur. Hipergliseminin kendisi
endotel hicrelerinin aktivasyonunu ve uyarilmasini etkileyerek bu
hicrelerin sadadig multifaktd riyel dengenin bozulmasina yol agar
(Schalkwijk ve Stehouwer 2005). Hiperglisemik kos ullar altinda,
reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) as ir1 Uretimi, endotelyumda patolojik
deds ikliklerin gelis mesinde anahtar fakté rlerden biridir; endotel,
proliferasyondaki deds ikliklerle karakterize edilir ve apoptoz sireci

yodunlas Ir.

Endotelyal patolojiye, timdr nekroz faktd rii —TNFa— veya
interld kin 6 (IL-6) gibi inflamatuar surecle ilgili endotel disfonksiyon

belirtegleri olarak adlandirilan faktérlerin as iri Gretimi es lik eder.

(Pedersen 2007).
Calis mada, kultar ortamina 30 mMY/L glikoz ilavesiyle endotel

hicrelerinin kultirlerini kullandik. Benzer kultur yé ntemleri,

daha 6 nce hiperglisemik durumlari deneysel olarak arag tirmak
icin kullaniliyordu (Go'ralczyk ve ark. 2016).

Malzemeler ve y6 ntemler

Bydgoszcz'daki Nico laus Copernicus Universitesi, Collegium
Medicum Biyoetik Komisyonu'nun onayi alindi. Referans numarasi:
KB/ 135/2009.
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Insan g6 bek damari endotel hiicreleri (HUVEC) izolasyonu ve
kaltara

Endotel hiicreleri (HUVEC ¢izgisi), kollajenaz kullanilarak enzim
yo ntemiyle insan gé bek damarlarindan elde edildi (Jaffe ve ark.
1973). Hucreler, %20 fetal sigr serumu (FBS), 100 U/mL penisilin
(Gibco Urtnleri) ve bayume faktd rleri 50 ug/mL endotelyal hiicre
blyidme takviyesi (ECGS-Corning Inc. ABD) ve heparin ile takviye

edilmis M199 ortaminda kulturlendi.

Hucreler 37 C de nemlendirilmis ortamda inkibe edildi.

%5 CO2 iceren atmosfer. I ki ila d6 rt pasajdan ve hiicrelerin 6
oyuklu kultir plakalarinda tohumlanmasindan sonra uygun deney
gergekles tirildi. Deney, (ic bagmsiz hiicre izolasyonu ile U¢ kez

tekrarlandi.

Hiperglisemik durumu taklit etmek igin kilttr ortamina 30 mM/
L glukoz eklendi. Glikoz eklemenin amaci, diyabetik hastalarin kan

damarlarinda kars 1las ilabilenlere benzer kos ullar yaratmakti.

hastalar. Calis ma grubu 2 ve 4'te %1'ini elde etmek i¢in uygun
hacimde himik su ilave edildi.

Kaltar ortaminda ¢ 6 zelti.

Calis mamizda Bra,czewo'daki bir kaynaktan gelen hiimik suyu
kullandik ve orijinal olarak bakteriyolojik olarak saf, fiziksel ve
kimyasal olarak kararli, 192,2 mg/dm3 humik asit i¢eren bikarbonat-

klortr-sodyum suyudur (Latour ve ark. 2015) . su igerig

Tablo 1 Humik sudaki katyonlarin, anyonlarin ve spesifik terapé tik
biles iklerin icerid

Parametre Konsantrasyon (mg/dm3)
Goktan? 406.5
Ca2? 27.1
Mg2? 91
Cl- 407.7
HCO3- 520.8
SO4- \1.0
K? 6.14
Fe2?/3? 2.15
F- 1.41
J- 0.09
H2si03 14.2
himik asitler 192.2

mineralizasyon 1395.2
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katyonlar, anyonlar ve spesifik terapotik biles ikler Tablo
1'de sunulmaktadir.

GCalis ma dort grupta gergekles tirildi (Tablo 2): grup 1
— kultdr ortaminda glikoz yok, hiimik su yok (kontrol
grubu); grup 2—glikoz yok, huimik su eklendi; grup 3 —
kultdr ortamina glikoz eklendi, hiimik su yok; ve grup 4 -
kaltdr ortamina glikoz, himik su eklendi.

Tripan mavisi boyasi kullanilarak hiicre sayimi

Endotel hiicre sayisinin de@rlendirilmesi icin her kuyucu@n
dibindeki hiicreler tripsin kullanilarak toplandi ve
hemasitometre ile sayildi. Bu yo ntem, Basso ve di@rleri
tarafindan agiklanan yé nteme gdre tripan mavisi boyasi
kullanir. (2013). Tripsinize edilmis hucre suspansiyonu,

es it hacimde %0.4 tripan mavisi ile karis tirildi. Soliisyonun
on mikrolitresi hemasitometreye alindi ve ters is 1k
mikroskobu (Nikon Eclipse TE2000-S) ile incelendi. Hlcre
canlilig, tripan mavisi dis lama testi ile belirlendi ve tim
deney gruplarinda [%95] idi.

TNFa ve IL-6'nin 6I¢UmU ve analizi

Deneyin sonunda, kiltir plakalarinin her bir kuyusundan
s artlandirnlmis ortam toplandi ve -86°C'de donduruldu.
Cozuldukten sonra, sipernatandaki TNFa ve IL-6
konsantrasyonu, Ureticinin talimatlarina gé re ELISA testi
(Diaclon) ile 6l¢ulda. . Parametrelerin sonuglari

kaltar plakalarinin her bir oyu@indan siipernatandaki

konsantrasyon, her uygun oyuktaki hiicre sayisina gére
analiz edildi.

1statistiksel degrlendirme

I statistiksel analiz, Statistica 13.1 (Dell Inc.) kullanilarak
yapildi. Parametrik analiz (hticre sayisi) i¢in t-Student testi,
TNFa ve IL-6 kars ilas tirmalari i¢in Mann-Whitney
nonparametrik testi kullanildi. I statistiksel anlamlilik P\ 0.05
olarak tanimlandi. Sonuglar ortalama (M) * standart sapma
(SD) veya medyan (Me) ve ¢eyrekler arasi aralik (IQR) olarak
sunulur.

Sonuglar

Calis mada elde edilen sonuclar Tablo 2'de sunulmus tur.
HUVEC sayisi grup 2'de (humuslu su) daha yuksek, kontrol
grubunda biraz daha dus Uktu.

En dus Uk sayi hiperglisemik kos ullarda kultire edilen
grup 3'te gozlenirken, glikoz ve humik su ile grup 4'te hicre
sayisi kontrol grubu ile benzer duzeye ulas ti. 30 mM/L
glukoz kos ullarinda endotel hiicrelerinden olus an grup
3'e kiyasla grup 4'te 6 nemli 6I¢ ide daha yuksek endotel
hlcresi miktari kaydedildi ve grup 3'e go re fark istatistiksel
olarak anlamliydi (P = 0.004).

Tablo 2 Hucre kultlrt aras tirma gruplarinda test edilen parametrelerin sonuglari

1 Grup 2 Grup 3 Grup Kontrol grubu ?%1 HW ?30

4 Grup?

mM/L glikoz 30 mM/L glikoz ? %1 HW

Hucre sayisi (N 9 105 hiicre)
M 4.2 4.4 34 4.2 0,0040*
SD 0.6 0.8 0.9 0.9

TNFa (pg/105 hiicre)
Ben mi 1.6 1.9 25 1.7 0,0489*
IQR 1.3-2.0 1.4-2.8 1,5-3,6 0,9-2,3

IL-6 (pg/105 hiicre)
Benmi 41.7 43.8 56.2 39.9 0,0229*
IQR 35,0-47,8 37,5-60,5 39,8-75,8 28,4-54,5

HW himik su, M ortalama, SD standart sapma, Me medyan, IQR ¢eyrekler arasi aralik

*P de@ri—grup 3'e kars 14, grup 1'e kars 1 2—istatistiksel olarak anlamli dedl
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Grup 3'te kultlr ortamina glukoz ilave edildikten sonra TNFa

ve IL-6 konsantrasyonu artti. Glukozlu kaltar ortamina himik
su eklenmesi grup 4'te TNFa ve IL-6 seviyesinin kontrole benzer
seviyeye dus mesine neden oldu. humik su ile grup ve grup.
TNFa (P = 0.0489) ve IL-6 (P = 0.0229) icin grup 3 ve 4 arasindaki
farklar istatistiksel olarak anlamliydi.

Tartis ma

Organik mineral peloidlerin i¢cerdid himik asitler, enflamatuar
etiyoloji ile ilgili bir¢ ok hastalign tedavisinde uzun suredir

bas ariyla kullanilmasina ragnen, hicresel diuzeyde biyolojik
etkileri hakkindaki bilgiler oldukga sinirlidir.

Calis malarin ¢od himik asit iceren trinlerin yerel
uygulamalariyla ilgilidir (Vysokogorskii ve ark. 2009).

HUmik maddelerin anti-enflamatuar ¢ zelliklerinin

kars ilas tirlmasindaki ek bir sinirlama, farkli enlemlerde do&l
olarak bulunan birg ok kaynaktan ve ayrica kimyasal bir
sentezden gelen ¢es itli formlardaki himik asitlerin ¢es itli
ekstraktlarinin kullaniimasidir (Wolina 2009; Snyman) . ve
dig@rleri 2002). Bu ¢alis manin amaci, Bra,czewo'daki bir
kaynaktan gelen humik suyun, suyun istenmeyen etkilerine
kars 1 koymak icin kullanilabilecek etkili bir ajan olarak etkilerini
belirlemekti.

bas latilan inflamatuar siregte hiperglisemi.

HW uygulamasinin tartis masiz avantaji, atmosferik ve
antropolojik faktd rlerin herhangi bir etkisi olmadan, su
kaynaklarinin yer altinda bulunmasindan kaynaklanan orijinal
bakteriyolojik saflig ve kimyasal ve fiziksel kararhligdir (Latour
ve ark. 2015).

Kardiyovaskuler risk yuki ortadan kaldiriimadigndan

yodun glisemik kontrol ile, hiicresel mekanizmaya dayali
terapotik stratejiler oldukga arzu edilir.
Endotel hiicrelerinin in vitro kulturleri, mikrogevre ve digr
hicrelerle etkiles im olmamasi, fiziksel kuvvetlerin olmamasi
(kayma gerilimi) gibi sinirlamalarina ragnen, ¢alis malar icin
guvenilir modeller gibi gé rinmektedir (Kvietes ve Granger
1997).

Bu ¢alis mada kultirde elde edilen endotel hiicre sayisi
glikoz ilave edilen grupta yani diyabette endotel ortamini taklit

eden kos ullarda daha dus Uktu. Himik su ilavesi, sayisinda
artis a neden olmus tur.

hicrelerde elde edilenle kars 1las tirilabilir bir sayiya
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kontrol grubu, damarlarda normal olarak ¢alis an endotele
benzer (Tablo 2). Bu nedenle, hipergliseminin endotel huicreleri
Uzerindeki olumsuz etkilerinin hiimik su ilavesiyle
dizeltilebilecedne dair kanitlar elde ettik. Himik maddeler,
zarlarla ilis kili iyon kanallarinin aktivitesini module eder ve
hipergliseminin olumsuz etkilerine ragnen, endotel hiicrelerinin
normal proliferasyonunun geri kazaniimasina katkida
bulunabilir. Ayni kultir modelinde LLLT'nin endotel hiicreleri
Uzerindeki etkilerine ilis kin ¢alis mada elde edilen sonuglar,
HW kullanimiyla elde edilen sonuglarla kars 1las tirildignda,
himik suyun avantajlarini ve ¢alis i1lan parametrelerin
normalizasyonu Uzerinde olumlu bir etki gd stermis tir.

Yiksek glikoz seviyeleri, endotel hiicrelerinin normal
oksidasyon-reduksiyon reaksiyonunu bozarak oksidatif strese
neden olur (Baynes 1991). Himik su oksitleyici-indirgeyici
O zelliklere sahiptir ve oksitleyiciler veya indirgeyiciler olarak
hareket edebilir, yani reaktif oksijen tirlerini bagdamanin yani
sira Uretme yetenegne de sahiptirler. Himik maddelerin
oksidasyonu ve indirgenmesi geri ddnts Umld, tekrarlanabilir
bir surectir. Bu 6 zellikler, ¢alis mada yapay olarak
olus turulmus hiperglisemik duruma ragnen endotel
hucrelerinin normal ¢o@lmasini ag iklayabilir.

Hipergliseminin, bu hiicrelerden salinan enflamatuar
surecin belirteglerinin artan seviyeleri ile ifade edilen endotel
disfonksiyonundan sorumlu birincil faktér oldud
diis Gnilmektedir. I nter 16kin 6 (IL-6) ve TNFa (timér nekroz
fakté ra), enflamasyonda yer alan endotel hiicreleri tarafindan

salgilanan ¢ok is levli sitokinlerin tipik 6 rnekleridir.

Hiperglisemik kos ullarda TNFa ve IL-6 salgilanmasinin arttig
bir¢ok calis mada gézlemlenmis tir (Liu ve ark. 2013; Wang

ve ark. 2012). Hiperglisemi, MAPK (mitojenle aktive olan protein
kinazlar), NF-jB (nikleer faktor jB) ve STAT3 (ROS ve oksidatife
badi olarak transkripsiyonun sinyal transduserleri ve
aktivatdrleri) ile ilis kili anahtar sinyal yollarini aktive ederek
proinflamatuar sitokinlerin ve buytime faktd rlerinin Gretimini
indUkler. stres) (Sweet ve ark. 2009). Bunun nedeni, TNFa'nin
mitokondriyal redoks reaksiyonunun modifikasyonu tzerindeki
etkisidir.

solunum zinciri (Mariappan ve ark. 2007; Suematsu ve ark.
2003).

Bireysel ¢calis ma gruplarinda endotelyal hiicreler
tarafindan salgilanan inflamatuar sureg belirteglerinin
seviyelerinin analizi, himik suyun hipergliseminin neden oldud
enflamasyonun azaltilmasinda yararli bir etkiye sahip oldud@nu
g6 stermektedir. Himik su ilavesi
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kaltar ortami, sadece glukoza maruz birakilan hiicrelerle

kars ilag tinldignda azalmis TNFa ve IL-6 salgilanmasiyla
sonuglandi (Tablo 2). Van Rensburg ve Naude (2009) himik
madde i¢eren preparatlarin in vitro kos ullar altinda inflamasyonla
ilis kili sitokinlerin salinimini engelledigni de g6 stermis lerdir.
Benzer

sonuglar Junec ve ark. (2009), in vitro kos ullar altinda né trofil
testlerinde [ 200 ug/mL konsantrasyonlarda himik asit iceren
mustahzarlar kullanmis tir. Gie yandan, Chen ve ark. (2002),
himik maddelerin in vitro TNFa gibi proinflamatuar sitokinlerin
salinimini uyardidni, ancak yalnizca eksojen lipopolisakkaritlerin
varhignda uyardidni belirtti. Bu, bu hiimik maddelerin altinda

iltihaba neden olmadig anlamina gelir.

normal kos ullarda (kontrol grubunda HW ilavesiyle TNFa ve IL-6
sekresyonunda hafif bir artis ) ve en biyuk faydalar, HW'nin
oksijen metabolizmasinda eksiklik olan patolojik durumlarda

kullanilmasindan elde edilir.

Spilioti ve ark. (2017) , ¢es itli kaplica merkezlerinde kullanilan
himik asit igceren ¢amur sargilarinin tedavi edici 6 zelliklerini
inceledi. Huicresel diizeyde enflamatuvar faktérlerin
salgilanmasinda 6 nemli azalma gézlenmis tir. Humik suyun bir
"tamponlama etkisi" vardir, bu da onlarin ROS Uretip
badayabildikleri anlamina gelir. Bu, himik maddelerin do&l
antioksidan olarak blyuk bir potansiyele sahip oldud gorus U ile
uyumludur. Bu duizenleyici sistemin, hiimik suyun insan viicudu

Gzerindeki yararli etkisi i¢cin 6 nemli oldud@ina inaniimaktadir.

diyabetik hastalarda endotel. Kultirlenmis endotel hiicreleri,
HW'nin faydali etkisini tanimlamak i¢in in vivo ¢alis malara faydal
bir ektir. Himik su per os'unun olasi terapé tik kullanimi, daha
ileri temel ¢alis malari, ardindan hayvan modellerini ve

nihayetinde klinik deneyleri gerektirir.

Sonuglar

1. Kaltar canhhdni azaltan hipergliseminin endotel hiicreleri
Gzerindeki etkileri himik su ilavesiyle dizeltilebilir. HW'nin
yararl etkileri, dogu sayida endotel hiicresini eski haline
getirerek ve neden oldud inflamatuar siire¢ yod@nluginu
(IL-6 ve TNFa seviyelerine dayali olarak) azaltarak ifade edilir.

kaltar ortaminda yuksek glikoz konsantrasyonlari.

2. Humik su damar endotezini etkilemez

laboratuvar kos ullarinda dogulanan lium.

Acik Eris im Bu makale Creative Commons Atif 4.0 Uluslararasi
Lisansinin (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

kos ullari altinda dagtilmaktadir; orijinal yazar(lar)a ve kayna@
uygun krediyi verin, Creative Commons lisansina bir baganti
sadayin ve degs iklik yapilip yapiimadigni belirtin.
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