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HUMIK ASIDIN ANTI-FUNGAL AJAN OLARAK KULLANIMI

Bu call s ma, Afs in-Elbistan gyttjasi ndan uretilen htiimik asitler ile anti-fungal bir Grtin Uretme
Uzerinedir. Bu ¢ali s ma, iltihaplanmani n veya viral enfeksiyonlari n tedavisine deginmektedir.
HUmik maddeler dogada her yerde bulunabilen ¢evredeki bitki ve hayvan kali nti lari ni n
bozulmasi ndan ortaya ¢i kmaktadi r(MacCarthe ve digerleri, 1990). Bu maddeler pH'I n bir
fonksiyonu olarak sudaki ¢6 zinurlige dayanarak himik asit, fulvik asit ve humin olarak

ki si mlara ayn labilir. Fulvik asit, tim pH kos ullari nda suda ¢6zlinen fraksiyonudur. Agi rh k

baki mi ndan daha dus uktir ve himik asitlerden daha dis Uk renk yogunluguna sahiptir.

Hamik maddeler genelde akarsu suyundaki ¢6zinmus organik karbon konsantrasyonlari ni n
%50'sini olus turur, bunlari n %90 ila %95'i fulvik asittir. Himik asitler topraklarda fulvik

asitlere gére daha fazla bulunurken (Stevenson, 1982) fulvik asitlerin hiumik asitlerden suda

9-10 kat daha fazla miktardadi r (Malcolm, 1985). Humik asitler as ag dakilerin tedavisinde

bas ari ylakullani Imi s t1 r:

(i) nsanlardaki hiperasitlik ve diger gastrik rahatsi zli kla (Reichert, 1966, Gramsch,
1961)

(ii) iltihaplar (Salz 1974, Motohisa ve digerleri, 1974)

(iii) kansi zli k ve hiperkolesterolemi (Soloveyva and Lotosh 1984)

(iv) Von Willebrand (kanama) hastali g1 (Lopez-Fernandez et al., 1992)

Insani ve hayvansal hastali klari n tedavisinde hiimik asitin olasi uygulanmasi s imdiye kadar
degis ik hastali klar Uzerinde aras t1 ri Imi s t1 r. Wang ve ark. (1996) himik asitler ve aktif oksijen
serbest radikalleri arasi ndaki etkiles imiincelemis ve turba himik asitlerinin hem stperoksit

hem de hidroksil radikalini temizleyebildigini tespit etmis lerdir. Ayri ca, fulvik asitlerin si ¢an

ince bag rsad ndan mutajenlerin emilimini klorlu suda bulunan ytksek derecede bir

mutajenik olan furanonu in vitro si ¢an bagd rsak kesesi sistemi kullanarak 6 nledigi

gosterilmis tir (Clark ve Chipman, 1995).
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Birles ik Devletler Patentleri No. 4,999,202 ve 5,204,368 aktif muhteviyat olarak bir hiimik
asit, tuzu veya turevi igeren bakteriyel ve bakteriyostatik ¢ zelliklere sahip kompozisyonlar

a¢1 klamaktadi r. Bu biles imler, dezenfektanlar olarak faydali olarak tani mlanmaktadi r.

Bu cali s mami za gore, aktif biles en olarak himik asit, tuz, veya turev iceren farmasotik bir

kompozisyon saglanmi s ti r.

Farmasé tik kompozisyon kis iye lokal uygulama i¢in saglanabilir. Topikal uygulama
durumunda, biles im, bir ¢6zelti, macun, merhem, toz veya topikal uygulama igin uygun

herhangi bir bas ka formda saglanabilir. Hasta bir insan ya da bir hayvan da olabilir.

Ayri ca, ¢all s mami za g6re, humik asit, tuzu veya turevinin, kandida gibi fungal

enfeksiyonlari n tedavisinde kullani mi saglanabilir.

Humik asit tercihen ABD patenti 4,912,256'da tarif edilen tipte bir 1 slak ko mir oksidasyon

yénteminden turetilen bir humik asittir.

Bergh ve ark. (1997) himik asit icinde ¢ogunlukla karboksilik asitler olan yaklas 1 k 50 farkh
biles ik tespit etmis tir. Biles ikler, cogunlukla si radan fizyolojik metabolitlerdir, Grin

kari s 1 mi nda herhangi bir toksik biles ik bulgusu yoktur.

Hamik asitin tipik fonksiyonel grup analizi ag adi da verilmektedir:

Toplam asit gruplar :11,5-15,5meq/g
Karboksilik gruplar :2,3-3,7 meq/g
Fenolik gruplar :8,5-12,5meq/g

Cali s mami zsonucu olus an formulde, insana veya hayvana topik uygulamada himik asit

solusyonda kutlesel olarak %25-60'u ihtiva eder.
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HUMIK ASITIN INMUN FONKSIYONLARININ IN VITRO ETKI LER]

Himik asidin insan nétrofilleri tarafi ndan saglanan oksidanlari n Uretimi Gzerindeki etkileri

insan nétrofilleri, himik asit (12.5 ve 25 pg/ml'de) ile 37°C'de 15 dakika siireyle muamele
edilmis tir. Hucreler, PMA (forbol miristat asetat) (20 ng/ml) ile uyari Imi s ve superoksit
Uretimi, ferrisitokrom C'nin (1 mM) stiperoksit-inhibe edilebilir rediksiyonunun 6 I¢tlmesi ile
tespit edilmis tir. Test edilen her iki konsantrasyonda superoksit Uretiminde belirgin bir
inhibisyon g6 zlenmis tir (Tablo 1).

TABLO 1

HUmik asidin PMA ile aktive edilen né trofil siperoksit Gretimi Gzerine etkileri

Tedavi nmoles superoksit/106

notrofiller /10 min*

Kontrol 0,072

Uyari m (+PMA)

Kontrol 67.2
+hiumik asit (12.5 pg /ml) 59
(25 pg/ml) 43

* iki verinin ortalamasi

TABLO 2

Hamik asidin stperoksit temizleme faaliyetleri

25 ug/ml. nmoles stperoksit
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Kontrol 55.95

Hamik Asit 41.25

* iki verinin ortalamasi

HUmik asidin stperoksit temizleme aktiviteleri (25 pg/ml'de), hipoksantin (1 mM) / ksantin
oksidaz (100 mM/ml) enzimatik sistemi kullani larak belirlenmis tir. Himik asit stiperoksit

temizleme etkisi Tablo 2'de g6 rilmektedir.

Himik asidin kari s 1 k bir lenfosit kiltdruntn proliferatif yani ti  Gzerindeki etkileri

Deney ajani  seri seyreltmelerinin varli g ve yoklugunda iki farkli dondrin lenfositlerini birlikte
7 glin boyunca kilturleyerek gercekles tirilmis tir. Himik asit, doza bagli olarak hiicre

blylmesini engellemis tir (S ekil 1).
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S ekil1. Konsantrasyona gdre hucre buylimesi

HUmik asidin insan lenfositleri tarafi ndan interlo kin 2 (IL-2) tGretimi Gzerine etkileri

Fitohemaglutinin (PHA) uyari Imi s insan lenfosit kulturleri hiimik asit ile 2 glin siireyle 60, 80
ve 100 pg/ml'de is leme tabi tutulduktan sonra hicreler santrifuj edilmis ve stpernatan, bir

Biotrak TM insan interld kin 2 ELISA sistemi kullani larak IL-2 seviyeleri i¢in denenmis tir
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(Amersham International Plc, Buckinghamshire, ingiltere).

HUmik asit, test edilen U¢ konsantrasyonda uyari Imi s lenfositlerin IL-2 Gretiminde istatistiksel

olarak 6 nemli bir dis Us e neden olmus tur (S ekil 2).

500,

T 4004
k-
&
& 300
g
€
o 200.
c
o
(8]
e
= 100

0.

Control 60 BO 100
Drug concentration (ugimil)

S ekil2. Tlaga gdre IL2 konsantrasyonu

HUMIK ASITIN ANTI-I NFLAMATUAR BILES iMI OLARAK IN VIVO DEGRLENDI RI LMESI

2,4-dinitro-1-fluorobenzen (DNFB) duyarli farelerde humik asit (topikal olarak uygulanan

%4.5 ve %9 krem) etkileri, 50 BALB C dis i fareler (6-7 haftali k) yontemine g6re

degerlendirilmis tir (Rheins ve arkadas lari , 1987). Fareler DNFB'nin t1 ras I kari n bdlgesine
uygulanmasi ile duyarli hale getirilmis , 5 gruba bélinmus ve 6 giin sonra sag kulaktan
verilmis tir. Her bir gruptaki farelerin iltihapli kulaklari , as agi daki kremlerden biri, yani
kontrol kremi, %4,5 hiimik asit, %9 himik asit, %15 diklofenak sodyum (Voltaren Emulgel®)

ve %0.1 betametazon (Betnovate®) ile iki gin boyunca topik olarak muamele edilmis tir.

Kulak kali nli @ , uygulamadan 6 nce saat dlcer ile 6lculmus , 24 ve 48 saat sonra belirlenmis tir.

Do rt tedavi de her iki glinde iltihaplanmada belirgin bir azalmaya neden olmus tur (S ekil 3).

Bu sonuglar, is lem sonlandi ktan ve etkilenen kulaklar parafin mumuna yerles tirildikten
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sonra mikroskopik olarak teyit edilmis tir.
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S ekil3. Himik asitin (HA) diger ilaglarla kulak iyiles mesinde ki yaslamasi

T ki hiimik asit kremiyle iki glinlik tedavi si rasi nda herhangi bir toksisite belirtisi

g6zlemlenmemis tir.

Ayni

¢ali s tt rmadan sonrakiardi s 1 k glnlerde érneklenen farkh

serilerden farkh sirulerle elde

edilen humik asityr g nlari ndan turetilen kremler arasi ndaki muhtemel degis imiincelemek

icin bir deney de gergekles tirilmis tir. Bucali s mada, grup bas 1 na 5 fare olmak Uzere 7 grup

kullant Imi s t1 r. Birinci gruba kontrol kremi, dider 6 gruba ise yukari da tarif edilen 6 farkli

%9

hamik asit krem grubu uygulanmi s ti r.Yine, himik asit kremleri ile muamele edilen iki giin

boyunca herhangi bir toksisite belirtisi g6 zlemlenmemis tir. Qhceki deneydeki gibi benzer

sonuglar elde edilmis tir. Himik asit, bir kez daha, bu modelde iltihaplanmani n istatistiksel

olarak 6 nemli bir inhibisyonuna neden olmus tur. Farkli

himik asit kremleri ile elde edilen

sonuglar Uzerinde varyans analiziyapi Imi s ti r. Birinci giinde P degeri 0.131, ikinci gin

bir fark olmami s t1 .

0.771'dir. Bu nedenle, test edilen ces itli numuneler arasi nda anlamh

Bir aras t1 rma da hayvanlar Gzerinde yapi Imi s t1 r.Aras ti rmaya on klinik vaka uygulanmi s ti r.Bu

aras ti rmaya yurutebilmek icin hayvanlari n cildi Gzerinde s u hastali klar olus turulmus tur:
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sivilce, eritema (cilt iltihabi ), pruritis (kas 1 nt1 ) ve piyogenesis (irin). Lezyonlar tedavi 6 ncesi

hafif veya s iddetli olarak si ni flandi ri Imi s ti r.Aras ti rmasi rasi nda bas ka hicbir tedaviye izin
verilmemis tir. Hayvan sahiplere %9 himik asit kremi verilmis ve etkilenen bélgelere gunde iki

kez krem uygulanmasi talimati verilmis tir. Bu tedavi yedi giin devam etmis tir. Tedavi

bas lamasi ndan sonra hayvan sahiplerinden tam olarak yedi gin sonra dé nmeleri istenmis ve
olgular klinik, biyopsi ve fotograflarla yeniden degerlendirilmis tir. Bundan sonra tarif edilen
histopatolojik incelemeden goé rulebilecedi gibi, incelenen 10 hastani n hepsinde patolojik

olarak oldugu kadar klinik olarak da azalan inflamasyon gé zlemlenmis tir. Olgulari n hi¢birinde

yan etki gé rilmemis tir. Cogu durumda, lezyonlari n ¢6zunurligunun tam oldugu ve

tekrarlamadi g kaydedilmis tir. Yalni zca kronik ve uzun suredir devam eden bir vakada

ko pedin hala genis ¢apta kas 1 ni yor olmasi nedeniyle sahibi 3 giin sonra geri dénmus tur. Daha

sonra ki sa etkili bir kortizon uygulanmi s ve kd pek olumlu tepki vermis tir.

Alerjik dermatit ve egzama lezyonlari na sahip klinik olgular Tablo 3'de g6 sterildigi gibi farkli

hayvan turlerinde tespit edildmis tir.

TABLO 3
Klinik bilgiler
Lab no Tedavi grubu Tarler
3973 A1 Kontrol Ev kedisi
3973 A2 Tedavi Ev kedisi
3973 B1 Kontrol K6 pek (Bull Mastiff)
3973 B2 Tedavi Ko pek (Bull Mastiff)
3973 C1 Kontrol K6 pek (Bull dog)
3973 C2 Tedavi Ko pek (Bull dog)
4991 A1 Kontrol Ko pek (Dalmation)
4991 A2 Tedavi K6 pek (Dalmation)
4991 B1 Kontrol K6 pek (Maltese)
4991 B2 Tedavi K& pek (Maltese)
4991 C1 Kontrol K6 pek (St. Bernard)
4991 C2 Tedavi Ko pek (St. Bernard)
4991 D1 Kontrol K6 pek (Maltese)
4991 D2 Tedavi K& pek (Maltese)

Kontrol lezyonlari ni n (tedavi 6 ncesi) yaklas 1 k 3 mm'lik biyopsi toplanmi s , formalinde
sabitlenmis ve tedaviden 6 nceki biyopsinin alani na olabildigince yaki n biopsilerle takip

edilmis tir. Formalin ile sabitlenmis cilt biyopsileri, histolojik aras ti rmalar i¢in kullani lan
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standart rutin yé ntemlere gére is lenmis , parafin mumu igine gé milmus ve her biri 6 pm'lik
dilimler hazi rlanmi s t1 r. Tim dilim Haemotoxillin ve Eozin boyama y6 ntemi kullani larak

renklendirilmis tir.

Histopatolojik bulgular

Histopatolojik bulgular Tablo 4'te g sterilmis tir. Kontrol numuneleri, bas langi ¢ta Tablo 4'te
gosterildigi gibi derecelendirilen morfolojik lezyonlaricinaras ti ri Imi s ti r. Tedavi edilen
lezyonlari n biyopsileri benzer s ekilde degerlendirilmis tir. Her vakada, her bir lezyonun orijinal
kontrol lezyonuyla kars 1 las t1 i labilecegi aki Ida tutulmali di r; ¢inki 0 zel etiyoloji ve morfolojik

dedis iklikler her bir vakada farkh I k gdstermis tir.

Bu sonuclar sadece histopatolojik gd zlemler olarak yorumlanmali di r. Bu sonuglar, tedavi

edilen lezyonlari n klinik g6 zlemlerine ek olarak sunulmus tur. Genel olarak ve yukari da

bahsedilen si ni rlamalari g6z 6 ninde bulundurarak tedavi edilen lezyonlarda iyiles me ve
iltihaplanma azalmi s gibi gérinmektedir. Yizey (si §) eksudatif dermatit (akut iltihaplanma)

her vakada iyiles meyi hi zlandi rmi s ti r. Hiperplastik epidermis (akantoz), kronik bir durumdur
ve bu nedenle tedavi sonrasi nda ¢ok az degis iklik gd sterir. Dermal inflamasyon derecesi,

tedavi edilen lezyonlardan biri harig, orijinal tedavi edilmemis lezyonlarlakars 1 las tt n Idi g nda

daazalmi st r.



Machine Translated by Google

TABLO 4

Histopatholojik bulgular: Klinik denemeler

Vaka 3973 A1: Kontrol yara

Vaka 3973 A2: Tedavi edilmis yara

Yizey eksudatif dermatit (3+)

Ulseratif (3+)

Dermal iltihap (2+)

Yizey eksudatif dermatit (-)
Useratif (-)
Dermal iltihap (1+)

Vaka 3973 B1: Kontrol yara

Vaka 3973 B2: Tedavi edilmis yara

Hiperplastik epitel (3+)
Hiperpigmentasyon (2+)

Dermal iltihap (3+)

Hiperplastik epitelya (-)
Hiperpigmentasyon (1+)

Vaka 3973 C1: Kontrol yara

Vaka 3973 C2: Tedavi edilmis yara

imY Liliil VA RY

LA T
Ylzey eksudatif (3+) Hiperplastik
epidermis(3+) Dermal iltihap (3+)

Yizey eksudatif (-)
Hiperplastik epidermis (3+) Dermal
iltihap (1 +)

Vaka 4991A1: Kontrol yara

Vaka 4991A2: Tedavi edilmis yara

Ulserasyon ve eksudasyon (2+)
Epidermal hiperplastik (2+)
Dermaliltihap (2+)

Ulserasyon ve eksudasyon (-)
Hiperplastik epidermis (1+) Dermal

iltihap (1 +)

Vaka 4991 B1: Kontrol yara

Vaka 4991 B2: Tedavi edilmis yara

Yizey eksudasyon (2+)
Hiperplastik epidermis (2+)
Dermaliltihap (2+)

Ylizey eksudasyon (-) Hiperplastik
epidermis (2+)

Dermal iltihap (2+)

Vaka 4991 C1: Kontrol yara

Vaka 4991 C2: Tedavi edilmis lezyon

Yizey eksudatif dermatit (3+)
Ulserasyon ¢I ban (2+)
Epidermal hiperplastik (2+)
Dermal iltihap (3+)

Yiizey eksudatif dermatit (-)
Ulserasyon ¢1 ban (-)
Epidermal hiperplastik (3+)
Dermal iltihap (1+)

Derleme 4991 D1: Kontrol yara

Vaka 4991 D2: Tedavi edilmis yara

Epidermal hiperplastik (3+)
Dermaliltihap (3+)

Epidermal hiperplastik (3+)
Dermal iltihap (1+)

- yok, 1+ hafif, 2+ orta, 3+ s iddetli
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DENEYSEL HAYVANLARDA ZEHIRLILIK CALIS MALARI

Humik asitin gtvenligini ve ¢ok diis Uk toksisitesini ispatlamaya yarayan akut ve kronik

toksisite ¢ali s malari

defeatenyapi Imi s ti r. Himik asit soltsyonu (%25.4 konsantre) ve himik

asit krem (5,33'U icerecek s ekilde formule edilmis ) akut oral ve dermal toksisite cali s malari ,

akut dermal ve g6z tahris ¢ali s malar , cilt hassaslas tt rmacali $ malari ve subkronik oral ve

dermal toksisite ¢cali s malari

Ozetlenmis tir.

degerlendirilmis tir. Aras ti rmalari nsonuclari Tablo 5 ve 6'da

TABLO 5

%25,4 Himik asit zehirlilik gali s malari

Cali s mano

Cali s maTura

Sonuglar

1388

S ¢anlarda akut oral toksisite

LD50 degeri > 3380 mg/kg LD50

1389

S ¢anlarda akut dermal toksisite

dederi > 5712 mg/kg Tahris siz

1390

Akut dermal tahris

Tahris siz Zayr fcilt

1391

Akut g6z iritasyonu

hassaslas ti r ¢ Testedilen en

20
1392

Cilt hassaslag ti rmasi

yiiksek doz 1000 mg/kg/ gin. Gam

1520

S ¢anlarda subkronik oral toksisite (90 gunlik

call $ ma)

ya da hasta hayvan yok. Kan kimyasi nda hafif
dedis iklikler ve vicut kitlelerinde hafif azalmalar

mevcut.

1530

S ¢anlarda subkronik dermal toksisite (90 glnlik

¢ali s ma)

TABLO 6

Test edilen en ylksek doz 1000 mg/kg / glin (etken
maddenin). Qim ya da hasta hayvan yok. Kan
kimyasi nda hafif degis iklikler ve viicut kitlelerinde

hafif azalmalar mevcut.

%5,33 Humik asit zehirlilik cali s malar

Cali s mano

Cali s maTuru

Sonuglar

1393

S ¢anlarda akut oral toksisite

LD50 degeri > 4147 mg/kg LD50

1394

Si ¢anlarda akut dermal toksisite

degeri > 8599 mg/kg Hafif tahris

1395

Tavs anlarda akut dermal iritasyon

1396

Tavs anlarda akut g6z iritasyonu Tahris siz Kobaylard

a deri

1397

hassasiyeti Hafif cilt hassasli @ Si ¢anlarda subkror]

ik iugiséte (90 Test edilen

1512

en yilksek doz 1000 mg/kg/ giin. Giim ya da hasta hayy

an yok. gunliuk ¢ali s ma)

Uygulamada kan kimyasi nda hafif
degis iklikler ve lokal tahris .
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Veriler, akut dermal veya oral maruz kalma testleri si rasi nda higbir Grandn 6 g Glebilir

toksisite Uretmedigini g0 stermektedir. Her iki maddeyle yapi lan alt-kronik oral ve dermal

toksisite cali $ malari si rasi nda ¢ok yuksek dozlar kullani Imi s ti r. Hayvanlara hiimik asit 1000
mg/kg /gun etkin doz ile verilmis tir. SI ¢anlara %5,33'lik himik asit krem 1.0 mg/kg /gun

dozunda 90 glin uygulanmi s ti r. Anormal klinik bulgular gérilememis ve hi¢bir hayvan

cali s mada 6Imemis tir. Test maddesini alan hayvanlardaki klinik patolojide ve vicut

kitlelerinde meydana gelen degis iklikler nispeten ki Uk olmus tur.

UrGin Formuli

Hamik asit %50

CAY %10
Etil alkol %40
Formuldeki maddeler bir mikserde 1 saat boyuncakart s tt ri h r.
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