i1 BIOR¥ B asf? KOS hPEg/10.1101/2021.08.11.456012; bu strim 12 Agustos 2021'de yayl nlandi . Bu 6n baski ni n (akran degerlendirmesi
Macmné’dﬁréﬁstara |qggyggan a?ian)telif hakki sahibi yazar/finansérdir. Tum haklari  Sakli di r. izinsiz yeniden kullani ma izin veriimez.

Zn ve Se'yi komplekslestiren humik maddeler
tarafi ndan SARS uzerindeki inhibitor etkilerin in vitro tayini
CoV-2 virus replikasyonu

Bernadett Palyi1* , Zoltan Kis1,2*, polett Hajdrik3 , Noémi Kovécs3,4, Daniel S. Veres3 , Krisztian Szigetiz, Imre
kemanci 3, Tibor Kovacs5 | Ralf Bergmann3,6, Mathé Domokos3,5,7 **

Soyut

HUmik maddeler iyi bilinen insan besin takviyesi maddeleridir ve hayvan yemi katki maddeleri olarak da performans arti ri ¢ 6nemli
roller oynarlar. Onlarcayr Idi r hiimik maddelerin iceriginin de farkli virtslere karsi glcla antiviral etkiler tagi di i

kani tlanmi sti r. Burada, bir besin takviyesi malzemesi olarak amaclanan askorbik asit, Se- ve Zn2+ iyonlari iceren himik bir
maddenin antiviral aktivitesi, bir VeroE6 hicre hatti nda SARS-CoV-2 virlisti B1.1.7 Endise Varyanti 'na ("Alfa Varyanti ") karsi

arasti ri Imi st r..Sonuglar, bu kombinasyonun amaclanan aktif bilesenlerinin ¢cok dustk bir konsantrasyon arali g1 nda énemli bir
in vitro antiviral etkiye sahip oldugunu gdstermektedir. Verilen kompozisyondaki hiimik maddeler, C vitamini ve Zn/Se iyonlari ni n

pikomolar konsantrasyon arali klari bile uygulanan SARS-CoV-2 virUs inhibisyon testinde ytzde elli viral replikasyon inhibisyonu elde
etmek icin yeterliydi.
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toprakta mikroplar tarafi ndanayri sti ri lan ¢irumus bitkilerden

kaynaklani r. Himik maddeler alkali ortamda ¢6zlnur, suda
ki smen ¢6zlnur ve asidik ortamda ¢6zinmez. Himik maddelerin

1. Girig

HUmik maddeler (HS), himatomelanik asit, hiimik asitler (HA),

tam bilesimi, kokenlerine ve ekstraksiyon teknolojisinin tlrine
fulvik asit (FA), ulmik asit ve eser minerallerden olusan insan besin 3 Y )

gore farkh I k gdsterebilir. En 6nemli bilesenlerinden biri olan
FA, polifenolik molekdiler yapi si sayesinde suda ¢6zUnur (Sekil
1). Su molekdilleri elektronik yapi si ni nétr formda bile stabilize
eder (Alvarez-Puebla et

takviyesi malzemelerinin yaygi n olarak bilinen temel bilesenleridir.
Ormanlarda ve turbada buytik miktarda H2S Uretilir. H2S her yerde
bulunur ve H2S dogadaki en buylk karbon kaynaklari ndan biridir.
HS
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al., 2006). Fulvik asit (FA), alti n ylzeylerde ve muhtemelen toprak Maddeler Toplulugu (IHSS) (Chon ve digerleri, 2013; Chin ve digerleri,
mikro yapi lari nda da pH 5'te kuigUk agregatlar olusturur. 1994). Diger 6nemlive iyi cali i Imi s bilesen olan HA, cok daha az
Bu agregalar, ylzey destekli Raman spektroskopi élciimlerine (SERS) ¢6zunuarltge sahip, daha bulyuk ve daha karmasi k bir yapi ya sahiptir.
gore elektrostatik kuvvetlerin neden oldugu pH 8'de fraktal benzeri bir ~ HA'ni n molekiler agi rli g , numunelerin kaynagi na bagh
yapi olusturur (Alvarez-Puebla ve digerleri, 2004). FA'ni n ortalama olarak 3160 ila 26400 Da arasi nda degismektedir (Asakawa ve
molar kitlesi, kokenine oldukga bagli di r. Yerel FA genellikle farkli digerleri, 2008). Yap! salyapi tasi olan FA ve HA arasi nda
molekdillerin bir kart st mi di r(Lieke ve digerleri, 2021). Dogal molekiler agi rh kfarkli I klari ni naksine anlamli  bir fark
FA'ni n (6rn. Suwanee Nehri'nden kaynaklanan) molekiler agr rli g1 , saptanmami sti r (Schellekens ve digerleri, 2017; Stevenson, 1994;
literatur ve Uluslararasi  Humik Sutton ve Sposito, 2005; Nebbioso ve Piccolo, 2013).
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Sekil 1. HS'nin kiiglk, karakteristik bir parcasi ni n 3 boyutlu molekiler yapi si . Bu grafik, molekdiler yapi lari ni  NMRve IR
cali smalari nadayali olarak rastgele olusturan dogal himik maddelerin tipik yapi sal 6gelerini ve baglari ni igerir (Lag ve digerleri, 2008).
Gri, karbon; beyaz, hidrojen; mavi, nitrojen; ki rmi z1 , oksijen atomlari . (Grafikler ChemDraw Ultra ve Chem3D yazi I mi tarafi ndan olusturulmustur.)

H2S insan sagh @1 nda binlercey Idi rkullani Imaktadi r. Macaristan (Béres ve digerleri, 1957; Béres ve digerleri, 1958). Cinti p
Hiamik maddeler Hint Ayurveda ti bbi nda ¢ok eski zamanlardan beri  literatird, yaklagi k 3000 y1 Idan beri Geleneksel Cin T bbi nda
"shilajit" (Ghosal ve digerleri, 1991; Ghosal ve digerleri, 1995; Pant ve onemli bir terapétik si ni f olusturdugundan, hiimik maddelerin

digerleri, 2012; Mishra ve digerleri, 2019) olarak iyi bilinen ilaclardi r. terapotik uygulamasi yla da doludur. Himik maddeler o zamandan
antik caglardan kalma Avrupa camur ve balneoterapisinde oldugu gibi  beri klinik olarak denendi ve ¢cok say1 da faydal 6zellik

(Kumar Gautam ve digerleri, 2021). Shilajit esas olarak FA, HA ve iz kazandi rdi g1 bulundu, 6rnegin insan viicudunu kan

mineraller icerir. Cok say da ¢ali sma, antiinflamatuar, antioksidan, pt hti lagmasi na veya fibrinolize karsi koruyabilir ve iyonlasti ri ¢
antimutajenik, antiviral, agi r metal selatlayr ¢ , antitimér, radyasyonun etkilerini azaltabilir (KI6cking ve Bjérn, 2005).
proapoptotik ve fotokoruyucu 6zelliklere sahip oldugunu géstermektedir

(Pant ve ark., 2012). Modern Bati  klinik ti bbi nda terapétik ajanlar Humik asitler (HA), iyi bir antioksidan aktiviteye ve serbest radikal
olarak hiimik maddeler hakki ndaki ilk resmi bilimsel raporlar supurucl yetenege sahiptir (de Melo ve digerleri, 2016).

1957'dedir.


https://doi.org/10.1101/2021.08.11.456012

Machin& Trafistated ) Gue

ayan) telif hakki

B Pélyi ve digerleri

@/10.1101/2021.08.1 1.456012; bu stiriim 12 Agustos 2021'de yayr nlandi . Bu én baski ni n (akran degerlendirmesi
sahibi yazar/finansérdur. Tum haklari

Sakli di r.Izinsiz yeniden kullani ma izin verilmez.

Humik maddelerin ¢ok az yan etkisi var gibi gériinmektedir (hatta
yalni zca 6zel olarak engellenmis beslenme kosullari nda olanlar)
ve gi da ve yem takviyesi olarak uygulanabilirler (Murbach ve
digerleri, 2020). Ayri ca hiimik maddeler, 6rnegin bitki besinleri

2020). Elliyt I
karsi

aski n bir stiredir himik maddelerin insan viruslerine
tartt smasi zyuksek aktivitesi hakki ndaki tarihsel kayi tlar
ve bilimsel bilgiler g6z 6ntine ali ndi g1 nda, yazarlar ticari olarak

temin edilebilen bir besin takviyesi maddesinin olasi antiviral

olarak genis bir tari msal ve cevresel kullani ma sahiptir (Mosa ve digeréktiv2@30)i arasti rmaya ¢ali sti lar. Arastt 1 lan himik maddelerin

Gunumuzde himik madde sadece bir insan besin takviyesi olmayi p,
antibiyotik performans artti ri c lari nyerini alarak bile hayvani n
bldyume performansi ni

vesagh g ni iyilestirmekicin cok

sayl dayem katki maddesinin temelini olusturmaktadi r (Szabo ve
ark., 2017). Himik maddelerin ayri ca domuzlarda (Molnar, 2021)
veya si ¢anlarda (Li ve digerleri, 2011) gastrointestinal Glser tGzerinde
etkileri vardi r.HA midede ulserin ytuzeyinde koruyucu bir film

olur (Molnar, 2021).

Fulvik asit (FA) probiyotiklerle birlestiginde fosfor ve metallerin

olusturarak hicre yenilenmesine yardi mci

sindirilebilirligini arti r1 r. Ayri ca, ikna edici derecede ¢ok sayl da
domuz uzerinde yurutulen bir cali smada bagr g1 ki k kabiliyetini
arti rmi sti r (Kunavue ve Lien, 2012). Besin takviyeleri olarak himik
maddelerin mikro element ve eser element homeostazi Uzerinde
cok sayr dayararli etkisivardi r, 6rnegin bir si ¢an modelinde

kani tlandi §i gibi demir ve manganez homeostazi (Szabo ve
digerleri, 2017) ve ayri ca baki r ve ¢cinko homeostazi
digerleri, 2018). Bazi

noroprotektif etkilere sahip oldugu bulunmustur, érnegin antosiyanin

(Hullar ve
HS bilesiklerinin hayvan ¢ali smalari nda
iceren alti n-FA kaph nanopartiklller farelerde Alzheimer hastali g
belirtilerini 6nleyebilir (Kim ve digerleri, 2017). FA'lar sadece tau
proteinlerinin birlesimini azaltmakla kalmaz, ayni  zamanda orijinal
tau katlanma durumunu da geri kazandi i r (Cornejo ve digerleri,

2011). Bazi yeniraporlar, cok sayr da humik asit bilesiginin, érnegin

fulvik asitin (Gnananath ve digerleri, 2020), aktif farmasoétik bilesenlerin

(API'ler)ilagdagr tt mi ni arti rmak igin farmasétik kullani migin
umut vaat eden adaylar oldugu sonucuna varmi st r (Jacob ve
digerleri, 2019). Himik maddelerin sagli k tzerinde yalni zca ek
etkileri yoktur, ayni zamanda bazi terapétik potansiyelleri de

vardi r (Schepetkin ve digerleri, 2002). Fulvik asit, kronik enflamatuar
hastali klarda ve diyabette klinik olarak yararli  bir etkiye sahiptir

(Winkler ve Ghosh, 2018). Tam HS fraksiyonu ayri ca kani tlanmi s

farkli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT gqPCR) bazh

dilusyonlart kullani larak in vitro kantitatif gercek zamanli
viral replikasyon
inhibisyon testi uygulandi .

Bu malzemede turba ekstrakti HS, Zn2+ iyonlari , Se-iyonlari
ve askorbik asit ile zenginlestirilmistir. Cok sayl da arasti rma hem
askorbik asit (Larenas-Linnemann ve digerleri, 2020; Grant ve digerleri,
2020), selenyum iyonu (Bae ve Kim, 2020; He ve digerleri, 2021) hem
de ¢inko iyonlart ni n (Larenas-Linnemann ve digerleri ) oldugunu
dogrulami sti r.., 2020; Quiles ve ark., 2020; te Velthuis ve ark.,
2010) tek tek antiinflamatuar etkiye sahiptir ve COVID 19
enfeksiyonlari ni nsemptomlari ni azaltabilir. H2S, metal
iyonlart ni
1982; Kretzschmar ve Christl, 2001; Bertoli ve digerleri, 2016),

aromatik molekiller ve gruplar, 6rnegin piren veya Zn2+ iyonlari ,

selatlar olarak etkili bir sekilde baglar (Saar ve Weber,

H2S makromolekulleri iceren Se- iyonlar ve askorbik asit ile islev
gorebilir yiksek ytzey/kitle oranlari  sayesinde ilag molekullerinin
antiviral aktivitesini arti rabilen (Chen ve Liang, 2020) nanopargaci k

benzeri bir koloidal davrani s (Jones ve Bryan, 1998).
2. Malzemeler ve Yéntemler

Test Makalesi (TA), ticari olarak Ureticisinden (ZnSeC Humicin,
Humic2000 Ltd, Budapeste, Macaristan) toz veya ¢ozelti halinde temin
edilebilen ve ticari olarak yazarlar tarafi ndan temin edilen bir besin
takviyesi temel bilegenidir.

Sati n alma isleminden sonra, satt nal nan TAbagi msi z bir
ticari test laboratuvari na (Balint Analitika Ltd.

Budapeste) Codex Alimentarius Hungaricus'ta (Macar G da Kitabr )
belirtildigi gibi standartlastt 1 Imi s, kalite glivenceli ve sertifikal
analitik test yontemleri kullani larak icerik konsantrasyonlari ni n
belirlenmesi icin. Diger tim in vitro sitopatojenite ve antiviral aktivite

anti-enflamatuar aktiviteye sahiptir (Vucskits ve digerleri, 2010a; Vucskitst\?étclﬁéiéﬁ@ﬁ%%ﬂ,”ﬂ/saﬁvh/g%&f?gsﬂIY'B)I gj_usal Biyogavenlik

HS, onlarcayr Idi r antiviral ajanlar olarak bilinmektedir. Ki sa
bir stire once, "Secomet V" markali himik maddeler ve bitki 6zlerine
dayali bir icecegin, 6rnegin anti-HIV, anti-poksvirus ve anti-SARS
aktiviteleri gibi genis spektral antiviral 6zelliklere sahip oldugu rapor
edildi (Kotwal ve digerleri, 2005). Coxsackie virlisi A9 (Klécking ve
Sprossig, 1972), Herpes Simplex virtsu Tip I (Helbig ve digerleri,
1997), influenza virtisit A/AWSN/1933 (H1N1) (Lu ve digerleri, 2002)
veya Insan Immiin Yetmezlik virtisi-1 (HIV-1)-pozitif hastalarda
bagi s kh kuyarn c lan
2003) ve kene kaynakli

digerleri., 2019). Cok yaki n tarihli, yiksek kaliteli bir cali sma,

olan hiimik maddeler (Jooné ve digerleri,
ensefalit virlisi enfeksiyonu (TBEV) (Orlov ve
himik maddeler bilesiklerinin HIV-1'e karsi  yuksek antiviral aktiviteye
sahip oldugunu bulmustur (Zhernov ve digerleri, 2021). Himik
maddeler, koronaviral hastali klari n profilaksisinde ve tedavisinde
faydali etkiler saglayabildikleri icin prebiyotikler olarak da kabul

edilebilirler (Tiwari ve ark.,

Laboratuvari nda (Budapeste, Macaristan) yapi Idi .

2.1. Seyreltmelerin hazi rlanmasi

TA solisyonu, herhangi bir gériinur opalesans veya sedimantasyon
icermeyen koyu kahverengi, su ki vami nda birsi vi , imalatg
tarafi ndan hazi rlandi . Tim nihai partikul tutarsi zh klart ni
ortadan kaldi rmak icin 1300 rpm'de 5 dakika daha santrifijlendi. TA
soliisyonu orijinal olarak 100 mL dami t1 Imi s suda ¢6zilmus 10g
ZnSeC-Humisin tozu iceriyordu. Daha sonra stpernatan, 0.22 um'lik
bir membran filtreden steril olarak filtrelendi. Daha sonra,
Dulbecco'nun Modifiye Eagle Medium (DMEM, Gibco/ThermoFisher,
CA, ABD) hiicre kaltiri ortami
seyreltilmis bir stok hazi rlandi ; bu stok, enfekte olmayan bir VeroE6

kullani larak bu stizintiden on kat

hicresi Gzerindeki nihai sitopatojenik etkileri incelemek icin de
uygulandi .
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kaltur. Antiviral testte test edilecek diger numuneler de DMEM ile
seyreltildi. TUm numune dilusyonlar , bu filtrelenmis 1:10
seyreltilmis stok maddeden hazi rlandi .

Bu sekilde ayri ca test edilen nihai seyreltmeler 100 kat, 500
kat, 1000 kat, 2000 kat, 5000 kat ve 7000 kat olmustur.

2.2. Hucre kaltara

VeroE6 huicre ¢izgisi (ATCC® CRL-1586™), 50 U/ml penisilin ve 5
ile takviye edilmis %10 m/m Fetal Si §1 r Serumu (FBS, Gibco/
ThermoFisher, CA, ABD) ilavesiyle DMEM hdicre kiltird ortami nda
tutuldu. ul/mL streptomisin. Bununla birlikte, hiicrelerin plakalara
tohumlanmasi ndan sonraki ¢ali smalar, agi  Uretimi i¢in FBS'siz
hlcre ortami nda da gergeklestirildi (VP-SFM, Gibco/ThermoFisher,
CA, ABD).

ilk olarak, stok soltisyonunun in vitro sitopatojenitesi, bilyyen,
enfekte olmami s VeroE6 hiicreleri ile bir plakani n her bir
kuyusuna 200 ul TA stok sollsyonu eklenerek ve ardi ndan 48 saat
boyunca inklbasyonla test edildi. Farkli  TA dillsyonlari basi na
in vitro etki testleri i¢in, her TA dilisyonu, in vitro viral replikasyon
tahlilinde enfekte olmus hiicrelerle 48 saat sureyle inkibe edildi .
2x105 hicre/oyuk VeroE6 hiicreleri, 96 oyuklu kiltir plakalari nda
blyutildi ve TA'ni n listelenen gesitli nihai seyreltileri plaka
oyuklari na eklendi (bkz. 2.1).

2.3.Invitro viral replikasyon testi

Ocak 2021'de Macar numunelerinden izole edilen Ulusal
Biyoguvenlik Laboratuvari nda -80°C'de donmus halde stoklanan
SARS-CoV-2 virtsu B1.1.7 Endise Varyanti  ("Alpha VOC"), VeroE6
hucrelerinde kilturlendi ve alikuotlara béltind, tahliller icin
kullani Idi .

Bundan dnce plak olusturan birim (PFU) ve %50 Doku Kulttru
Enfektif Doz (TCID50) miktarlari  belirlenmis ve karsi I k gelen
miktarlar belirtildigi gibi ayr1 Imi st r.

2.4. SARS-CoV-2 replikasyonunun inhibisyonu testi

Viral replikasyonu saptamak igin, TA dilisyonlari ni n
varli g1 nda 48 saat kiltirlenmis VeroE6 hucrelerinin
stpernatanlari ni inceledik. Test, qRT-PCR ve QuantiNova Probe
RT-PCR kiti (Qiagen, Dusseldorf, Almanya) ve LightCycler 480 Real-
Time PCR Sistemi (Roche, Basel, isvicre) kullani larak yapi Idi .
RNA ekstraksiyonu, Ureticinin talimatlari na gdre Roche High Pure
Viral RNA Kiti (Roche, Basel, isvicre) kullani larak yapi Idi .
Potansiyel PCR inhibitorlerini uzaklasti rmak igin bir PerkinElmer
Chemagic (PerkinElmer, ABD) otomatik ekstraksiyon aletiyle ek bir

yI kama asamasi da(yr kama tamponu ile) dahil edildi.

Daha sonra SARS'I n N-(nUkleoprotein) genini hedefledik.
Roche Lightcycler 480 RNA Master ile CoV-2 virUs(
Primerlerle birlikte Hidroliz Problari  (Roche Basel, isvicre)

Lightcycler 2.0 (Roche) platformu kullani larak kurum iginde
gelistirilmistir. RNA virlisu tespiti i¢in primerler, daha 6nce Avrupa
Yiksek Patojenik Ajanlar Arasti rma Altyapi si (ERINHA)

araci i g1 ylave onunla isbirligi icinde Biyoguvenlik Laboratuvari
(BSL-3'te) tarafi ndan dogrulanmi sti .

Deneyde VeroE6 hiicreleri, bir tek tabaka olusana kadar 96
oyuklu plaka kullani larak inkibe edildi. Test edilecek TA
dilisyonlari ni n her biri aski ya ali ndi (30 saniye vortekslendi)
ve ardi ndan hemen pipetlendi. 100 TCID50'ye karsi I k gelen
SARS-CoV-2 virlis hacmini iceren ¢ozeltiye ayni 200 ul TA hacmi
(tum seyreltmeler boyunca), virlis 6nleme/antiviral yeteneklerini
saptamak icin eklendi (asagi ya baki n).

Sitotoksisite deneyi icin bir spektrofotometre (Omni hiicre
adezyon1 si k spektrometresi, Cytosmart, Hollanda) kullani Idi .
96 oyuklu hicre kultird platformunun tim oyuklari nda tek
tabakalarla kaplanan yulzey ve seffaf ylzey (virUs tarafi ndan
oldurulen hicrelerin yoklugunda ortaya ¢1 kan plaklar) yizde
orani belirlendi.

Tim testler Gg kopya halinde yapi Idi . Bunlardan, viral
inhibisyonun nispi parametreleri, TA icermeyen enfekte, islenmemis
bir hiicre kiltaridndeki viral etkiye ki yasla hesaplandi .

2.4.1. Test protokoli

Farkli deney gruplari
enfeksiyonunun etkilerini belirlemek icin herhangi bir TA ile tedavi
edilmemis bir pozitif kontroldi. TA dilisyonlari ni ninhibe edici
etkisi, bu grubun sonucuyla karsi lasti n Idi .

Hucre kontrol grubu, sadece kultir aktivitelerinin virisstiz
hucreler Gzerindeki etkisinin 6lculdigu bir negatif kontroldd; grup
ayri ca TA'lardan muafti .

Kuyulara eklenen her TA dilusyonu ile dillisyon test gruplari
olusturuldu ve asagi daki gibi virls ile inkibe edildi.

Oncelikle etken maddeler 1:1 hacim orani nda 100 TCID50 SARS-
CoV-2 viriss stispansiyonu ile kari sti i Idi . fkinci enfeksiyon
asamas! , TA'ni nseyreltmeleriyle 1:1 hacim orani nda

kari sti n lan 100 TCID50 (0.1 enfeksiyon ¢oklugu, MOI) SARS-
CoV-2 virls stispansiyonu uygulandi , bu kari g1 m hiicre
kaltarine kondu ve daha sonra 37 °C'de %5 CO2 atmosferinde FBS
olmadan 2 saat inkibe edildi.

uygulandi : "virs kontrol" grubu, virts

Enfeksiyon asamasi ndan sonra, enfeksiy6z virus iceren
kari s m otomatik pipetile uzaklasti ri Idi . Bundan hemen
sonra, VP-SFM ortami ni n 1:1 kari st mi ve TA'ni n uygun
DMEM ortami seyreltmesi esit 200 mikrolitre hacimlerde hiicre
kulturlerine ilave edildi. Bu aktif madde ile islenmis ortam ile
inkUbasyon 48 saat sirmustur.

48 saat sonra TA iceren virUs iceren ortam hucrelerden
¢t kari Idi .G kari lan viral stipernatan, 16.000 g'de
ultrasantrifiijlendi ve stipernatan ayri ca viral RNA icerigi icin
Slculdu:
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Supernatan, daha 6nce bahsedildigi gibi N-geni igin viral RNA
icerigini belirlemek tzere PCR deneyine tabi tutuldu.
Supernatan RNA icerikleri, gen kopya say! lari igin élculdi ve
inhibe edici etkiyi hesaplamak igin tedavi edilmemis, inhibe
edilmemis SARS-CoV-2 ile enfekte olmus huicre kultirlerinde dlgulen

kopya sayl si ylakars lasti rn Idi .

2.4.2 Sonuglari n matematiksel analizi

Hem inhibitor TA hem de islenmemis virts kontrol oyuklari icin
Uclt kopyalarda elde edilen viral N-geni kopya say! lari  girdi
verileri olarak kullani Id1 . Matematiksel veri analizinin amaci ,
viral N-gen kopya say! lart ni nvirls kontrolinin %50'sine
distigu inhibitor seyreltme seviyesini belirlemekti (%50 inhibitor
seyreltme, Seyreltme50). Ardi ndan, bu seyreltme degeri, %50
inhibitdér "dozunu" hesaplamak igin temel teskil eder: her bilesen

icin molar konsantrasyon (ID50)

Kopya sayi lari , kendi sirket ici gelistirdigimiz algoritmay1 ve
Octave matematiksel ortami ndakiyazi i mi kullanan bir
sigmoidal egri icin girdiydi.

Sigmoidal fonksiyon su sekilde genellestirildi (Denklem 1)

=1 ()
burada

M, maksimum viral kopya sayr si di r(eklenen TA'ni n sonsuz
seyreltilmesinde, yani plaka kuyulari ni nyalni zca ¢ok kiigiik TA
icerigiyle) a, M'nin %50'sinde TA'ni n seyreltme degeridir

(Dilisyon50) b, ara urtnin tirevidir bulagsma.

Daha sonra e@ri uyumunu karakterize ettik ve a parametresinin

degerini ve bunun %95 given arali g1 ni hesapladi k. ID50
degerlerinin elde edilmesine yonelik bir bagka adi m olarak, aktif
bilesen molar konsantrasyonlari , bilinen bilesim, oyuk basi na
uygulanan hacim ve bilesenlerin molar kitleleri kullani larak elde
edilen Dilution50 degerinden belirlendi . Bu, TA inhibe edici etkisinin,

farkli baska molekdllerin veya ekstraktlari n diger in vitro
inhibisyon sonuglari yla karsi lasti ri Imasi naizin verir.

3. Sonuglar ve tartt sma

Viral replikasyon inhibisyon tahlilimizde iki ana bulgu rapor
edilmistir. SARS-CoV-2 virtsu B1.1.7 VOC, enfektif ajan olarak
kullant Idi (b6lim 2.3).

(1) VeroE6 hicreleri Gzerinde test edilen TA dilisyonlari ni n
higbirinde niteliksel veya niceliksel sitotoksisite gézlenmedi.

(2) Doza bagh bir inhibisyon gésterildi.

Deney icin kullani lan ticari kaynakli “ZnSeC-Humicin” besin
takviyesi maddesinin aktif bilesenleri ve konsantrasyonlari Tablo
1'de 6zetlenmistir. Orijinal H2S bilesenleri (%65,9 m/m FA ve %0,5
m/m HA), insanda 6nerilen giinlik ali m degerlerine gore ylksek
C vitamini konsantrasyonu (yaklasi k 40 g/100g) ve daha disuk
metal iyonlari konsantrasyonu (60900 mg/kg Ginko-iyon ve 23.2
mg/kg Selenyum iyonu).

Tablo 1

Test edilen “ZnSeC-Humisin” toz besin takviyesi malzemesinin
icerikleri.

Performans
ozellikleri
) Konsantrasyon Daha diistk élclim
Bilegen st nior belirsizligi
slgiim larly,
son zamanlarda R%
Nem C %8,5 m/m %0,01 m/m £10,0
Vitamini 39,6 g/100 g 0,0001 g/100 g £10.0

HUumik

asit %0,5 m/m %0,1 m/m +£10,0

Fulvik asit %65,9 m/m %0,1 m/m £10,0 Zn2+

60900 mg/kg 0,5 mg/kg +10,0 23,2 mg/
kg 0,01 mg/kg £10,0

Se-

Elde edilen dilusyon degeri ve diger inhibisyon egrisi

ozellikler Tablo 2'de sunulmaktadi r.

Tablo 2.
Test Maddesinin SARS-CoV-2 Alfa VOC'ye karsi

ozellikleri

inhibisyon egrisinin

%95'te Parametre Uyum Degeri Guven arali g1

M 7,23x104 __ (51,52x 104 , 94,95x104) __

a 1739,98 (621,80, 2858,00)
4.84x10- _ _

b 3 (-14,12x10-3 , 23,80 x 10-3)
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Sekil 2. Vero F6 hicre kulturtnde ilgili SARS-CoV-2 virtsu B1.1.7 varyant

karsi lasti ri Idi g1 nda humik maddelerin inhibe edici etkisi.

Test sonuglari , Zn-Se-askorbik asit (ZnSeC-Humisin) ile
birlestirilen himik maddelerin géruntste SARS-COV-2 virls
replikasyonu Gzerinde 6nemli bir engelleyici etki sergiledigini
go6stermektedir (Sekil 2.) Bir sigmoidal egri (ki rmi zi
taki labilir test edilen Himik Madde malzemesinin ortalama inhibe

surekli cizgi)

edici doz (ID50) degerinin belirlenmesi icin G¢li kopya numarasi
veri noktalari na (mavi kareler) . Sekil 2, sigmoidal fonksiyonun

yari logaritmik 6l¢ekli donisimuanu gostermektedir. ZnSeC-Humicin
stok sollsyonunun Seyreltme50 degerinin 2000 (1740) kat

seyreltmeye yaki n oldugu gorulmustar.

Tablo 3.

("Alfa VOC") icin Zn-Se-askorbik asit kompleksi (ZnSeCHS) ile

ID50 degerinde seyreltmede ZnSeC-Humisin bilesenlerinin molar
konsantrasyonlari genellikle 10-9 M (pM) konsantrasyon
arali g ndadi r.Tozun 6lgilen bagr | nemi %8.5 m/m idi,
dolay! si yla veriler tablodaki kuru agi rli ga gére dizeltildi. Cok
dusuk, 70,80 pikomol/L konsantrasyonu FA ve benzer sekilde yine
cok dusuk, femtomolar (49,00-409,00 fM) HA konsantrasyonu,
610,00 pM askorbik asit, 251,00 pM Zn2+ ve 7,28 pM Se- kopya
sayl si niyari yaindirebilir ilgili SARS-CoV-2 virtsu B1.1.7
varyanti ni n (“Alfa VOC") (Tablo 3.)

Uygulanan 200 mikrolitre hacimlerde dlcilen, gézlemlenen ID50 etkisi 1740 kat seyreltme icin hesaplanan API miktarlari

Aktif flag

ID50'de oyuk basi na hesaplanan molar

. API miktari  (mgs) Molar kitle, Da
Bilesen (API) Adi konsantrasyon , pM 70.8
Fulvik Asitler, Turba Menseli 0,1137 2310
Askorbik asit 0,0747 176.12 610
Humik Asitler, Turba Menseli 0.0009 3160-26400 0,049-0,409
cinko(++) iyonlani 0,0114 65,38 251
Selenyum(-) iyonlari 0,0004 78,97 7.28

4. Sonuglar

Bu kavram kani ti
Zn/Se bazl bir besin takviyesi olan Test Makalesinin SARS-CoV-2
enfeksiyonu ve replikasyonu tzerinde 6lculebilir, doza bagi mh

¢ali smasi , turba 6zu himik maddeler ve

ve
saglam in vitro inhibitor etkilere sahip oldugunu géstermektedir.
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