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Hümik  maddeler  iyi  bilinen  insan  besin  takviyesi  maddeleridir  ve  hayvan  yemi  katkı  maddeleri  olarak  da  performans  artırıcı  önemli  
roller  oynarlar.  Onlarca  yıldır  hümik  maddelerin  içeriğinin  de  farklı  virüslere  karşı  güçlü  antiviral  etkiler  taşıdığı  
kanıtlanmıştır.  Burada,  bir  besin  takviyesi  malzemesi  olarak  amaçlanan  askorbik  asit,  Se-  ve  Zn2+  iyonları  içeren  hümik  bir  
maddenin  antiviral  aktivitesi,  bir  VeroE6  hücre  hattında  SARS-CoV-2  virüsü  B1.1.7  Endişe  Varyantı'na  ("Alfa  Varyantı")  karşı  
araştırılmıştır. .  Sonuçlar,  bu  kombinasyonun  amaçlanan  aktif  bileşenlerinin  çok  düşük  bir  konsantrasyon  aralığında  önemli  bir  
in  vitro  antiviral  etkiye  sahip  olduğunu  göstermektedir.  Verilen  kompozisyondaki  hümik  maddeler,  C  vitamini  ve  Zn/Se  iyonlarının  
pikomolar  konsantrasyon  aralıkları  bile  uygulanan  SARS-CoV-2  virüs  inhibisyon  testinde  yüzde  elli  viral  replikasyon  inhibisyonu  elde  
etmek  için  yeterliydi.

*PB  ve  ZK  eşit  katkıda  bulundu
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toprakta  mikroplar  tarafından  ayrıştırılan  çürümüş  bitkilerden  
kaynaklanır.  Hümik  maddeler  alkali  ortamda  çözünür,  suda  
kısmen  çözünür  ve  asidik  ortamda  çözünmez.  Hümik  maddelerin  
tam  bileşimi,  kökenlerine  ve  ekstraksiyon  teknolojisinin  türüne  
göre  farklılık  gösterebilir.  En  önemli  bileşenlerinden  biri  olan  
FA,  polifenolik  moleküler  yapısı  sayesinde  suda  çözünür  (Şekil  
1).  Su  molekülleri  elektronik  yapısını  nötr  formda  bile  stabilize  
eder  (Alvarez-Puebla  et

5  Radyokimya  ve  Radyoekoloji  Enstitüsü,  Pannonia  Üniversitesi,  Veszprém,  Macaristan

1  Ulusal  Biyogüvenlik  Laboratuvarı,  Ulusal  Halk  Sağlığı  Merkezi,  Budapeşte,  Macaristan

Hümik  maddeler  (HS),  himatomelanik  asit,  hümik  asitler  (HA),  
fulvik  asit  (FA),  ulmik  asit  ve  eser  minerallerden  oluşan  insan  besin  
takviyesi  malzemelerinin  yaygın  olarak  bilinen  temel  bileşenleridir.  
Ormanlarda  ve  turbada  büyük  miktarda  H2S  üretilir.  H2S  her  yerde  
bulunur  ve  H2S  doğadaki  en  büyük  karbon  kaynaklarından  biridir.  
HS
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Maddeler  Topluluğu  (IHSS)  (Chon  ve  diğerleri,  2013;  Chin  ve  diğerleri,  
1994).  Diğer  önemli  ve  iyi  çalışılmış  bileşen  olan  HA,  çok  daha  az  
çözünürlüğe  sahip,  daha  büyük  ve  daha  karmaşık  bir  yapıya  sahiptir.  
HA'nın  moleküler  ağırlığı,  numunelerin  kaynağına  bağlı  
olarak  3160  ila  26400  Da  arasında  değişmektedir  (Asakawa  ve  
diğerleri,  2008).  Yapısal  yapı  taşı  olan  FA  ve  HA  arasında  
moleküler  ağırlık  farklılıklarının  aksine  anlamlı  bir  fark  
saptanmamıştır  (Schellekens  ve  diğerleri,  2017;  Stevenson,  1994;  
Sutton  ve  Sposito,  2005;  Nebbioso  ve  Piccolo,  2013).

al.,  2006).  Fulvik  asit  (FA),  altın  yüzeylerde  ve  muhtemelen  toprak  
mikro  yapılarında  da  pH  5'te  küçük  agregatlar  oluşturur.

H2S  insan  sağlığında  binlerce  yıldır  kullanılmaktadır.  
Hümik  maddeler  Hint  Ayurveda  tıbbında  çok  eski  zamanlardan  beri  
"shilajit" (Ghosal  ve  diğerleri,  1991;  Ghosal  ve  diğerleri,  1995;  Pant  ve  
diğerleri,  2012;  Mishra  ve  diğerleri,  2019)  olarak  iyi  bilinen  ilaçlardır.  
antik  çağlardan  kalma  Avrupa  çamur  ve  balneoterapisinde  olduğu  gibi  
(Kumar  Gautam  ve  diğerleri,  2021).  Shilajit  esas  olarak  FA,  HA  ve  iz  
mineraller  içerir.  Çok  sayıda  çalışma,  antiinflamatuar,  antioksidan,  
antimutajenik,  antiviral,  ağır  metal  şelatlayıcı,  antitümör,  
proapoptotik  ve  fotokoruyucu  özelliklere  sahip  olduğunu  göstermektedir  
(Pant  ve  ark.,  2012).  Modern  Batı  klinik  tıbbında  terapötik  ajanlar  
olarak  hümik  maddeler  hakkındaki  ilk  resmi  bilimsel  raporlar  
1957'dedir.

Macaristan  (Béres  ve  diğerleri,  1957;  Béres  ve  diğerleri,  1958).  Çin  tıp  
literatürü,  yaklaşık  3000  yıldan  beri  Geleneksel  Çin  Tıbbında  
önemli  bir  terapötik  sınıf  oluşturduğundan,  hümik  maddelerin  
terapötik  uygulamasıyla  da  doludur.  Hümik  maddeler  o  zamandan  
beri  klinik  olarak  denendi  ve  çok  sayıda  faydalı  özellik  
kazandırdığı  bulundu,  örneğin  insan  vücudunu  kan  
pıhtılaşmasına  veya  fibrinolize  karşı  koruyabilir  ve  iyonlaştırıcı  
radyasyonun  etkilerini  azaltabilir  (Klöcking  ve  Björn,  2005).

Şekil  1.  HS'nin  küçük,  karakteristik  bir  parçasının  3  boyutlu  moleküler  yapısı.  Bu  grafik,  moleküler  yapılarını  NMR  ve  IR  
çalışmalarına  dayalı  olarak  rastgele  oluşturan  doğal  hümik  maddelerin  tipik  yapısal  öğelerini  ve  bağlarını  içerir  (Lag  ve  diğerleri,  2008).  
Gri,  karbon;  beyaz,  hidrojen;  mavi,  nitrojen;  kırmızı,  oksijen  atomları.  (Grafikler  ChemDraw  Ultra  ve  Chem3D  yazılımı  tarafından  oluşturulmuştur.)

Bu  agregalar,  yüzey  destekli  Raman  spektroskopi  ölçümlerine  (SERS)  
göre  elektrostatik  kuvvetlerin  neden  olduğu  pH  8'de  fraktal  benzeri  bir  
yapı  oluşturur  (Alvarez-Puebla  ve  diğerleri,  2004).  FA'nın  ortalama  
molar  kütlesi,  kökenine  oldukça  bağlıdır.  Yerel  FA  genellikle  farklı  
moleküllerin  bir  karışımıdır  (Lieke  ve  diğerleri,  2021).  Doğal  
FA'nın  (örn.  Suwanee  Nehri'nden  kaynaklanan)  moleküler  ağırlığı,  
literatür  ve  Uluslararası  Humik

Hümik  asitler  (HA),  iyi  bir  antioksidan  aktiviteye  ve  serbest  radikal  
süpürücü  yeteneğe  sahiptir  (de  Melo  ve  diğerleri,  2016).
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2.  Malzemeler  ve  Yöntemler

2.1.  Seyreltmelerin  hazırlanması

B  Pályi  ve  diğerleri

Budapeşte)  Codex  Alimentarius  Hungaricus'ta  (Macar  Gıda  Kitabı)  
belirtildiği  gibi  standartlaştırılmış,  kalite  güvenceli  ve  sertifikalı  
analitik  test  yöntemleri  kullanılarak  içerik  konsantrasyonlarının  
belirlenmesi  için.  Diğer  tüm  in  vitro  sitopatojenite  ve  antiviral  aktivite  
testleri,  Biyogüvenlik  Seviyesi  3  (BSL-3)  Ulusal  Biyogüvenlik  
Laboratuvarında  (Budapeşte,  Macaristan)  yapıldı.

Bu  malzemede  turba  ekstraktı  HS,  Zn2+  iyonları,  Se-  iyonları  
ve  askorbik  asit  ile  zenginleştirilmiştir.  Çok  sayıda  araştırma  hem  

askorbik  asit  (Larenas-Linnemann  ve  diğerleri,  2020;  Grant  ve  diğerleri,  
2020),  selenyum  iyonu  (Bae  ve  Kim,  2020;  He  ve  diğerleri,  2021)  hem  
de  çinko  iyonlarının  (Larenas-Linnemann  ve  diğerleri )  olduğunu  
doğrulamıştır. .,  2020;  Quiles  ve  ark.,  2020;  te  Velthuis  ve  ark.,  
2010)  tek  tek  antiinflamatuar  etkiye  sahiptir  ve  COVID  19  
enfeksiyonlarının  semptomlarını  azaltabilir.  H2S,  metal  
iyonlarını  şelatlar  olarak  etkili  bir  şekilde  bağlar  (Saar  ve  Weber,  
1982;  Kretzschmar  ve  Christl,  2001;  Bertoli  ve  diğerleri,  2016),  
aromatik  moleküller  ve  gruplar,  örneğin  piren  veya  Zn2+  iyonları,  
H2S  makromolekülleri  içeren  Se-  iyonlar  ve  askorbik  asit  ile  işlev  
görebilir  yüksek  yüzey/kütle  oranları  sayesinde  ilaç  moleküllerinin  
antiviral  aktivitesini  artırabilen  (Chen  ve  Liang,  2020)  nanoparçacık  
benzeri  bir  koloidal  davranış  (Jones  ve  Bryan,  1998).

Satın  alma  işleminden  sonra,  satın  alınan  TA  bağımsız  bir  
ticari  test  laboratuvarına  (Balint  Analitika  Ltd.

2020).  Elli  yılı  aşkın  bir  süredir  hümik  maddelerin  insan  virüslerine  
karşı  tartışmasız  yüksek  aktivitesi  hakkındaki  tarihsel  kayıtlar  
ve  bilimsel  bilgiler  göz  önüne  alındığında,  yazarlar  ticari  olarak  
temin  edilebilen  bir  besin  takviyesi  maddesinin  olası  antiviral  
aktivitesini  araştırmaya  çalıştılar.  Araştırılan  hümik  maddelerin  
farklı  dilüsyonları  kullanılarak  in  vitro  kantitatif  gerçek  zamanlı  
Polimeraz  Zincir  Reaksiyonu  (RT  qPCR)  bazlı  viral  replikasyon  
inhibisyon  testi  uygulandı.

Test  Makalesi  (TA),  ticari  olarak  üreticisinden  (ZnSeC  Humicin,  
Humic2000  Ltd,  Budapeşte,  Macaristan)  toz  veya  çözelti  halinde  temin  
edilebilen  ve  ticari  olarak  yazarlar  tarafından  temin  edilen  bir  besin  
takviyesi  temel  bileşenidir.

TA  solüsyonu,  herhangi  bir  görünür  opalesans  veya  sedimantasyon  
içermeyen  koyu  kahverengi,  su  kıvamında  bir  sıvı,  imalatçı  
tarafından  hazırlandı.  Tüm  nihai  partikül  tutarsızlıklarını  
ortadan  kaldırmak  için  1300  rpm'de  5  dakika  daha  santrifüjlendi.  TA  
solüsyonu  orijinal  olarak  100  mL  damıtılmış  suda  çözülmüş  10g  
ZnSeC-Humisin  tozu  içeriyordu.  Daha  sonra  süpernatan,  0.22  um'lik  
bir  membran  filtreden  steril  olarak  filtrelendi.  Daha  sonra,  
Dulbecco'nun  Modifiye  Eagle  Medium  (DMEM,  Gibco/ThermoFisher,  
CA,  ABD)  hücre  kültürü  ortamı  kullanılarak  bu  süzüntüden  on  kat  
seyreltilmiş  bir  stok  hazırlandı;  bu  stok,  enfekte  olmayan  bir  VeroE6  
hücresi  üzerindeki  nihai  sitopatojenik  etkileri  incelemek  için  de  
uygulandı.

Günümüzde  hümik  madde  sadece  bir  insan  besin  takviyesi  olmayıp,  
antibiyotik  performans  arttırıcıların  yerini  alarak  bile  hayvanın  
büyüme  performansını  ve  sağlığını  iyileştirmek  için  çok  
sayıda  yem  katkı  maddesinin  temelini  oluşturmaktadır  (Szabo  ve  
ark.,  2017).  Hümik  maddelerin  ayrıca  domuzlarda  (Molnar,  2021)  
veya  sıçanlarda  (Li  ve  diğerleri,  2011)  gastrointestinal  ülser  üzerinde  
etkileri  vardır .  HA  midede  ülserin  yüzeyinde  koruyucu  bir  film  
oluşturarak  hücre  yenilenmesine  yardımcı  olur  (Molnar,  2021).  
Fulvik  asit  (FA)  probiyotiklerle  birleştiğinde  fosfor  ve  metallerin  
sindirilebilirliğini  artırır.  Ayrıca,  ikna  edici  derecede  çok  sayıda  
domuz  üzerinde  yürütülen  bir  çalışmada  bağışıklık  kabiliyetini  
artırmıştır  (Kunavue  ve  Lien,  2012).  Besin  takviyeleri  olarak  hümik  
maddelerin  mikro  element  ve  eser  element  homeostazı  üzerinde  
çok  sayıda  yararlı  etkisi  vardır,  örneğin  bir  sıçan  modelinde  
kanıtlandığı  gibi  demir  ve  manganez  homeostazı  (Szabo  ve  
diğerleri,  2017)  ve  ayrıca  bakır  ve  çinko  homeostazı  (Hullar  ve  
diğerleri,  2018).  Bazı  HS  bileşiklerinin  hayvan  çalışmalarında  
nöroprotektif  etkilere  sahip  olduğu  bulunmuştur,  örneğin  antosiyanin  
içeren  altın-FA  kaplı  nanopartiküller  farelerde  Alzheimer  hastalığı  
belirtilerini  önleyebilir  (Kim  ve  diğerleri,  2017).  FA'lar  sadece  tau  
proteinlerinin  birleşimini  azaltmakla  kalmaz,  aynı  zamanda  orijinal  
tau  katlanma  durumunu  da  geri  kazandırır  (Cornejo  ve  diğerleri,  
2011).  Bazı  yeni  raporlar,  çok  sayıda  hümik  asit  bileşiğinin,  örneğin  
fulvik  asitin  (Gnananath  ve  diğerleri,  2020),  aktif  farmasötik  bileşenlerin  
(API'ler)  ilaç  dağıtımını  artırmak  için  farmasötik  kullanım  için  
umut  vaat  eden  adaylar  olduğu  sonucuna  varmıştır  (Jacob  ve  
diğerleri,  2019).  Hümik  maddelerin  sağlık  üzerinde  yalnızca  ek  
etkileri  yoktur,  aynı  zamanda  bazı  terapötik  potansiyelleri  de  
vardır  (Schepetkin  ve  diğerleri,  2002).  Fulvik  asit,  kronik  enflamatuar  
hastalıklarda  ve  diyabette  klinik  olarak  yararlı  bir  etkiye  sahiptir  
(Winkler  ve  Ghosh,  2018).  Tam  HS  fraksiyonu  ayrıca  kanıtlanmış  
anti-enflamatuar  aktiviteye  sahiptir  (Vucskits  ve  diğerleri,  2010a;  Vucskits  ve  diğerleri,  2010b;  Van  Rensburg,  2015).

HS,  onlarca  yıldır  antiviral  ajanlar  olarak  bilinmektedir.  Kısa  
bir  süre  önce,  "Secomet  V"  markalı  hümik  maddeler  ve  bitki  özlerine  
dayalı  bir  içeceğin,  örneğin  anti-HIV,  anti-poksvirüs  ve  anti-SARS  
aktiviteleri  gibi  geniş  spektral  antiviral  özelliklere  sahip  olduğu  rapor  
edildi  (Kotwal  ve  diğerleri,  2005).  Coxsackie  virüsü  A9  (Klöcking  ve  
Sprössig,  1972),  Herpes  Simplex  virüsü  Tip  I  (Helbig  ve  diğerleri,  
1997),  İnfluenza  virüsü  A/WSN/1933  (H1N1)  (Lu  ve  diğerleri,  2002)  
veya  İnsan  İmmün  Yetmezlik  virüsü-1  (HIV-1)-pozitif  hastalarda  
bağışıklık  uyarıcıları  olan  hümik  maddeler  (Jooné  ve  diğerleri,  
2003)  ve  kene  kaynaklı  ensefalit  virüsü  enfeksiyonu  (TBEV)  (Orlov  ve  
diğerleri. ,  2019).  Çok  yakın  tarihli,  yüksek  kaliteli  bir  çalışma,  
hümik  maddeler  bileşiklerinin  HIV-1'e  karşı  yüksek  antiviral  aktiviteye  
sahip  olduğunu  bulmuştur  (Zhernov  ve  diğerleri,  2021).  Hümik  
maddeler,  koronaviral  hastalıkların  profilaksisinde  ve  tedavisinde  
faydalı  etkiler  sağlayabildikleri  için  prebiyotikler  olarak  da  kabul  
edilebilirler  (Tiwari  ve  ark.,

Hümik  maddelerin  çok  az  yan  etkisi  var  gibi  görünmektedir  (hatta  
yalnızca  özel  olarak  engellenmiş  beslenme  koşullarında  olanlar)  
ve  gıda  ve  yem  takviyesi  olarak  uygulanabilirler  (Murbach  ve  
diğerleri,  2020).  Ayrıca  hümik  maddeler,  örneğin  bitki  besinleri  
olarak  geniş  bir  tarımsal  ve  çevresel  kullanıma  sahiptir  (Mosa  ve  diğerleri,  2020).

3

bioRxiv  ön  baskı  doi:  https://doi.org/10.1101/2021.08.11.456012;  bu  sürüm  12  Ağustos  2021'de  yayınlandı.  Bu  ön  baskının  (akran  değerlendirmesi  
tarafından  onaylanmayan)  telif  hakkı  sahibi  yazar/finansördür.  Tüm  hakları  Saklıdır.  İzinsiz  yeniden  kullanıma  izin  verilmez.Machine Translated by Google

https://doi.org/10.1101/2021.08.11.456012


2.3.  In  vitro  viral  replikasyon  testi

2.2.  Hücre  kültürü
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2.4.  SARS-CoV-2  replikasyonunun  inhibisyonu  testi

4

kültür.  Antiviral  testte  test  edilecek  diğer  numuneler  de  DMEM  ile  
seyreltildi.  Tüm  numune  dilüsyonları,  bu  filtrelenmiş  1:10  
seyreltilmiş  stok  maddeden  hazırlandı.

Öncelikle  etken  maddeler  1:1  hacim  oranında  100  TCID50  SARS-
CoV-2  virüs  süspansiyonu  ile  karıştırıldı.  İkinci  enfeksiyon  
aşaması ,  TA'nın  seyreltmeleriyle  1:1  hacim  oranında  
karıştırılan  100  TCID50  (0.1  enfeksiyon  çokluğu,  MOI)  SARS-
CoV-2  virüs  süspansiyonu  uygulandı,  bu  karışım  hücre  
kültürüne  kondu  ve  daha  sonra  37  °C'de  %5  CO2  atmosferinde  FBS  
olmadan  2  saat  inkübe  edildi.

Bundan  önce  plak  oluşturan  birim  (PFU)  ve  %50  Doku  Kültürü  
Enfektif  Doz  (TCID50)  miktarları  belirlenmiş  ve  karşılık  gelen  
miktarlar  belirtildiği  gibi  ayrılmıştır.

İlk  olarak,  stok  solüsyonunun  in  vitro  sitopatojenitesi ,  büyüyen,  
enfekte  olmamış  VeroE6  hücreleri  ile  bir  plakanın  her  bir  
kuyusuna  200  ul  TA  stok  solüsyonu  eklenerek  ve  ardından  48  saat  
boyunca  inkübasyonla  test  edildi.  Farklı  TA  dilüsyonları  başına  
in  vitro  etki  testleri  için,  her  TA  dilüsyonu,  in  vitro  viral  replikasyon  
tahlilinde  enfekte  olmuş  hücrelerle  48  saat  süreyle  inkübe  edildi .  
2x105  hücre/oyuk  VeroE6  hücreleri,  96  oyuklu  kültür  plakalarında  
büyütüldü  ve  TA'nın  listelenen  çeşitli  nihai  seyreltileri  plaka  
oyuklarına  eklendi  (bkz.  2.1).

VeroE6  hücre  çizgisi  (ATCC®  CRL-1586™),  50  U/ml  penisilin  ve  5  
ile  takviye  edilmiş  %10  m/m  Fetal  Sığır  Serumu  (FBS,  Gibco/
ThermoFisher,  CA,  ABD)  ilavesiyle  DMEM  hücre  kültürü  ortamında  
tutuldu.  ul/mL  streptomisin.  Bununla  birlikte,  hücrelerin  plakalara  
tohumlanmasından  sonraki  çalışmalar,  aşı  üretimi  için  FBS'siz  
hücre  ortamında  da  gerçekleştirildi  (VP-SFM,  Gibco/ThermoFisher,  
CA,  ABD).

Ocak  2021'de  Macar  numunelerinden  izole  edilen  Ulusal  
Biyogüvenlik  Laboratuvarında  -80°C'de  donmuş  halde  stoklanan  
SARS-CoV-2  virüsü  B1.1.7  Endişe  Varyantı  ("Alpha  VOC"),  VeroE6  
hücrelerinde  kültürlendi  ve  alikuotlara  bölündü,  tahliller  için  
kullanıldı.

Primerlerle  birlikte  Hidroliz  Probları  (Roche  Basel,  İsviçre)

Sitotoksisite  deneyi  için  bir  spektrofotometre  (Omni  hücre  
adezyon  ışık  spektrometresi,  Cytosmart,  Hollanda)  kullanıldı.  
96  oyuklu  hücre  kültürü  platformunun  tüm  oyuklarında  tek  
tabakalarla  kaplanan  yüzey  ve  şeffaf  yüzey  (virüs  tarafından  
öldürülen  hücrelerin  yokluğunda  ortaya  çıkan  plaklar)  yüzde  
oranı  belirlendi.

Roche  Lightcycler  480  RNA  Master  ile  CoV-2  virüsü

Deneyde  VeroE6  hücreleri,  bir  tek  tabaka  oluşana  kadar  96  
oyuklu  plaka  kullanılarak  inkübe  edildi.  Test  edilecek  TA  
dilüsyonlarının  her  biri  askıya  alındı  (30  saniye  vortekslendi)  
ve  ardından  hemen  pipetlendi.  100  TCID50'ye  karşılık  gelen  
SARS-CoV-2  virüs  hacmini  içeren  çözeltiye  aynı  200  ul  TA  hacmi  
(tüm  seyreltmeler  boyunca),  virüs  önleme/antiviral  yeteneklerini  
saptamak  için  eklendi  (aşağıya  bakın).

Kuyulara  eklenen  her  TA  dilüsyonu  ile  dilüsyon  test  grupları  
oluşturuldu  ve  aşağıdaki  gibi  virüs  ile  inkübe  edildi.

Daha  sonra  SARS'ın  N-(nükleoprotein)  genini  hedefledik.

Lightcycler  2.0  (Roche)  platformu  kullanılarak  kurum  içinde  
geliştirilmiştir.  RNA  virüsü  tespiti  için  primerler,  daha  önce  Avrupa  
Yüksek  Patojenik  Ajanlar  Araştırma  Altyapısı  (ERINHA)  
aracılığıyla  ve  onunla  işbirliği  içinde  Biyogüvenlik  Laboratuvarı  
(BSL-3'te)  tarafından  doğrulanmıştır.

Hücre  kontrol  grubu,  sadece  kültür  aktivitelerinin  virüssüz  
hücreler  üzerindeki  etkisinin  ölçüldüğü  bir  negatif  kontroldü;  grup  
ayrıca  TA'lardan  muaftı.

2.4.1.  Test  protokolü

48  saat  sonra  TA  içeren  virüs  içeren  ortam  hücrelerden  
çıkarıldı.  Çıkarılan  viral  süpernatan,  16.000  g'de  

ultrasantrifüjlendi  ve  süpernatan  ayrıca  viral  RNA  içeriği  için  
ölçüldü:

Viral  replikasyonu  saptamak  için,  TA  dilüsyonlarının  
varlığında  48  saat  kültürlenmiş  VeroE6  hücrelerinin  
süpernatanlarını  inceledik.  Test,  qRT-PCR  ve  QuantiNova  Probe  
RT-PCR  kiti  (Qiagen,  Düsseldorf,  Almanya)  ve  LightCycler  480  Real-
Time  PCR  Sistemi  (Roche,  Basel,  İsviçre)  kullanılarak  yapıldı.  
RNA  ekstraksiyonu,  üreticinin  talimatlarına  göre  Roche  High  Pure  
Viral  RNA  Kiti  (Roche,  Basel,  İsviçre)  kullanılarak  yapıldı.  
Potansiyel  PCR  inhibitörlerini  uzaklaştırmak  için  bir  PerkinElmer  
Chemagic  (PerkinElmer,  ABD)  otomatik  ekstraksiyon  aletiyle  ek  bir  
yıkama  aşaması  da  (yıkama  tamponu  ile)  dahil  edildi.

Bu  şekilde  ayrıca  test  edilen  nihai  seyreltmeler  100  kat,  500  
kat,  1000  kat,  2000  kat,  5000  kat  ve  7000  kat  olmuştur.

Farklı  deney  grupları  uygulandı:  "virüs  kontrol"  grubu,  virüs  
enfeksiyonunun  etkilerini  belirlemek  için  herhangi  bir  TA  ile  tedavi  
edilmemiş  bir  pozitif  kontroldü.  TA  dilüsyonlarının  inhibe  edici  
etkisi,  bu  grubun  sonucuyla  karşılaştırıldı.

Tüm  testler  üç  kopya  halinde  yapıldı.  Bunlardan,  viral  
inhibisyonun  nispi  parametreleri,  TA  içermeyen  enfekte,  işlenmemiş  
bir  hücre  kültüründeki  viral  etkiye  kıyasla  hesaplandı.

Enfeksiyon  aşamasından  sonra,  enfeksiyöz  virüs  içeren  
karışım  otomatik  pipet  ile  uzaklaştırıldı.  Bundan  hemen  
sonra,  VP-SFM  ortamının  1:1  karışımı  ve  TA'nın  uygun  
DMEM  ortamı  seyreltmesi  eşit  200  mikrolitre  hacimlerde  hücre  
kültürlerine  ilave  edildi.  Bu  aktif  madde  ile  işlenmiş  ortam  ile  
inkübasyon  48  saat  sürmüştür.
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3.  Sonuçlar  ve  tartışma

sınırı

burada  

M ,  maksimum  viral  kopya  sayısıdır  (eklenen  TA'nın  sonsuz  
seyreltilmesinde,  yani  plaka  kuyularının  yalnızca  çok  küçük  TA  
içeriğiyle)  a ,  M'nin  %50'sinde  TA'nın  seyreltme  değeridir  

(Dilüsyon50)  b ,  ara  ürünün  türevidir  bulaşma.

%95'te  Parametre  Uyum  Değeri  Güven  aralığı

Kopya  sayıları,  kendi  şirket  içi  geliştirdiğimiz  algoritmayı  ve  
Octave  matematiksel  ortamındaki  yazılımı  kullanan  bir  
sigmoidal  eğri  için  girdiydi.

(1)  VeroE6  hücreleri  üzerinde  test  edilen  TA  dilüsyonlarının  
hiçbirinde  niteliksel  veya  niceliksel  sitotoksisite  gözlenmedi.

1739,98

23,80  x  10-3 )

Tablo  1  

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

ölçüm

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

Süpernatan,  daha  önce  bahsedildiği  gibi  N-geni  için  viral  RNA  
içeriğini  belirlemek  üzere  PCR  deneyine  tabi  tutuldu.

larly,

Performans  
özellikleri

son  zamanlarda

Deney  için  kullanılan  ticari  kaynaklı  “ZnSeC-Humicin”  besin  
takviyesi  maddesinin  aktif  bileşenleri  ve  konsantrasyonları  Tablo  
1'de  özetlenmiştir.  Orijinal  H2S  bileşenleri  (%65,9  m/m  FA  ve  %0,5  
m/m  HA),  insanda  önerilen  günlük  alım  değerlerine  göre  yüksek  
C  vitamini  konsantrasyonu  (yaklaşık  40  g/100g)  ve  daha  düşük  
metal  iyonları  konsantrasyonu  (60900  mg/kg  Çinko-iyon  ve  23.2  
mg/kg  Selenyum  iyonu).

Konsantrasyon

±10.0

60900  mg/kg  0,5  mg/kg  ±10,0  23,2  mg/
kg  0,01  mg/kg  ±10,0

Tablo  2.

4.84x10-  _  _

Sigmoidal  fonksiyon  şu  şekilde  genelleştirildi  (Denklem  1)

Elde  edilen  dilüsyon  değeri  ve  diğer  inhibisyon  eğrisi

94,95x104 )  _  _

Hem  inhibitör  TA  hem  de  işlenmemiş  virüs  kontrol  oyukları  için  
üçlü  kopyalarda  elde  edilen  viral  N-geni  kopya  sayıları  girdi  
verileri  olarak  kullanıldı.  Matematiksel  veri  analizinin  amacı,  
viral  N-gen  kopya  sayılarının  virüs  kontrolünün  %50'sine  
düştüğü  inhibitör  seyreltme  seviyesini  belirlemekti  (%50  inhibitör  
seyreltme,  Seyreltme50).  Ardından,  bu  seyreltme  değeri,  %50  
inhibitör  "dozunu"  hesaplamak  için  temel  teşkil  eder:  her  bileşen  

için  molar  konsantrasyon  (ID50)
Daha  düşük

( )  =  1  +  *+(,*-)

Test  Maddesinin  SARS-CoV-2  Alfa  VOC'ye  karşı  inhibisyon  eğrisinin  

özellikleri

Daha  sonra  eğri  uyumunu  karakterize  ettik  ve  a  parametresinin  

değerini  ve  bunun  %95  güven  aralığını  hesapladık.  ID50  
değerlerinin  elde  edilmesine  yönelik  bir  başka  adım  olarak,  aktif  
bileşen  molar  konsantrasyonları ,  bilinen  bileşim,  oyuk  başına  
uygulanan  hacim  ve  bileşenlerin  molar  kütleleri  kullanılarak  elde  
edilen  Dilution50  değerinden  belirlendi .  Bu,  TA  inhibe  edici  etkisinin,  
farklı  başka  moleküllerin  veya  ekstraktların  diğer  in  vitro  
inhibisyon  sonuçlarıyla  karşılaştırılmasına  izin  verir.

7,23x104  _  _

(-14,12  x  10-3

2.4.2  Sonuçların  matematiksel  analizi

Bileşen
ölçüm  
belirsizliği

%8,5  m/m  %0,01  m/m  ±10,0

(51,52x  104  

(621,80,  2858,00)

(2)  Doza  bağlı  bir  inhibisyon  gösterildi.

Viral  replikasyon  inhibisyon  tahlilimizde  iki  ana  bulgu  rapor  
edilmiştir.  SARS-CoV-2  virüsü  B1.1.7  VOC,  enfektif  ajan  olarak  
kullanıldı  (bölüm  2.3).

özellikler  Tablo  2'de  sunulmaktadır.

,

Süpernatan  RNA  içerikleri,  gen  kopya  sayıları  için  ölçüldü  ve  
inhibe  edici  etkiyi  hesaplamak  için  tedavi  edilmemiş,  inhibe  
edilmemiş  SARS-CoV-2  ile  enfekte  olmuş  hücre  kültürlerinde  ölçülen  
kopya  sayısıyla  karşılaştırıldı.

R%

Nem  C  
Vitamini  39,6  g/100  g  0,0001  g/100  g  

Hümik  
asit  %0,5  m/m  %0,1  m/m  ±10,0

b

M

a

3

,

5
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2  

saat

4.  Sonuçlar

=0,5829

Test  sonuçları,  Zn-Se-askorbik  asit  (ZnSeC-Humisin)  ile  
birleştirilen  hümik  maddelerin  görünüşte  SARS-COV-2  virüs  
replikasyonu  üzerinde  önemli  bir  engelleyici  etki  sergilediğini  
göstermektedir  (Şekil  2.)  Bir  sigmoidal  eğri  (kırmızı  sürekli  çizgi)  
takılabilir  test  edilen  Hümik  Madde  malzemesinin  ortalama  inhibe  
edici  doz  (ID50)  değerinin  belirlenmesi  için  üçlü  kopya  numarası  
veri  noktalarına  (mavi  kareler) .  Şekil  2,  sigmoidal  fonksiyonun  
yarı  logaritmik  ölçekli  dönüşümünü  göstermektedir.  ZnSeC-Humicin  
stok  solüsyonunun  Seyreltme50  değerinin  2000  (1740)  kat  

seyreltmeye  yakın  olduğu  görülmüştür.

Humik  Asitler,  Turba  Menşeli

176.12

Şekil  2.  Vero  F6  hücre  kültüründe  ilgili  SARS-CoV-2  virüsü  B1.1.7  varyantı  ("Alfa  VOC")  için  Zn-Se-askorbik  asit  kompleksi  (ZnSeCHS)  ile  
karşılaştırıldığında  hümik  maddelerin  inhibe  edici  etkisi.

Askorbik  asit

Molar  kütle,  Da

2310

Bu  kavram  kanıtı  çalışması,  turba  özü  hümik  maddeler  ve  
Zn/Se  bazlı  bir  besin  takviyesi  olan  Test  Makalesinin  SARS-CoV-2  
enfeksiyonu  ve  replikasyonu  üzerinde  ölçülebilir,  doza  bağımlı  ve  
sağlam  in  vitro  inhibitör  etkilere  sahip  olduğunu  göstermektedir.

Fulvik  Asitler,  Turba  Menşeli
Bileşen  (API)  Adı

0.0009
251  
7.28

ID50'de  oyuk  başına  hesaplanan  molar  
konsantrasyon ,  pM  70.8

0,0747

65,38  
78,97

Aktif  İlaç

0,1137

0,049-0,409
0,0114  
0,0004

Uygulanan  200  mikrolitre  hacimlerde  ölçülen,  gözlemlenen  ID50  etkisi  1740  kat  seyreltme  için  hesaplanan  API  miktarları .

Selenyum(-)  iyonları

API  miktarı  (mgs)

610

Tablo  3.

ID50  değerinde  seyreltmede  ZnSeC-Humisin  bileşenlerinin  molar  
konsantrasyonları  genellikle  10-9  M  (pM)  konsantrasyon  
aralığındadır.  Tozun  ölçülen  bağıl  nemi  %8.5  m/m  idi,  
dolayısıyla  veriler  tablodaki  kuru  ağırlığa  göre  düzeltildi.  Çok  
düşük,  70,80  pikomol/L  konsantrasyonu  FA  ve  benzer  şekilde  yine  
çok  düşük,  femtomolar  (49,00-409,00  fM)  HA  konsantrasyonu,  
610,00  pM  askorbik  asit,  251,00  pM  Zn2+  ve  7,28  pM  Se-  kopya  
sayısını  yarıya  indirebilir  ilgili  SARS-CoV-2  virüsü  B1.1.7  
varyantının  (“Alfa  VOC”)  (Tablo  3.)

çinko(++)  iyonları

3160-26400
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