
AÇIK

MariavittoriaVerrillo1,3*,  Melania  Parisi2,3,  Davide  Savy1 ,  Giuseppina  Caiazzo2
Sara  Cacciapuoti2 ,Roberta  DiCaprio2 ,

www.nature.com/scientificreports

Gabriella  Fabbrocini2,3  &
Alessandro  Piccolo1,3*

,
MariaAntonietta  Luciano2 ,

1(2022)  12:2152

Cilt:(0123456789)

Bilimsel  Raporlar  | |  https://doi.org/10.1038/s41598-022-06251-2

.

Hava  kirliliğine  uzun  süreli  maruz  kalma  cilt  ile  ilgili  bazı  enflamatuvar  süreçlerin  gelişimi  ile  ilişkilendirilmiştir.  
Modern  tıbbın  amacı,  çevresel  ve  ekonomik  sürdürülebilirliği  iyileştirmek  için  doğal  kaynaklardan  elde  edilen  
anti-inflamatuar  etkiye  sahip  yeni  ürünlerin  geliştirilmesidir.  Bu  çalışmada,  linyit  (HA-LIG)  ve  kompost  haline  
getirilmiş  enginar  atıklarından  (HA-CYN)  iki  farklı  hümik  asit  (HA)  izole  edilmiş  ve  kızılötesi  spektrometri,  
NMR  spektroskopisi,  termokemoliz-GC/MS  ve  yüksek  performanslı  boyut  ile  karakterize  edilmiştir.  -dışlama  
kromatografisi  (HPSEC),  antifamatuar  aktiviteleri  HaCaT  hücreleri  üzerinde  değerlendirilirken.  HA-LIG'de  apolar  
alifatik  ve  aromatik  bileşenlerin  baskınlığını  gösteren  spektroskopik  sonuçlar,  HA-CYN'de  ise  polisakkaritlerin  
ve  polifenolik  lignin  kalıntılarının  varlığını  ortaya  çıkardı.  Urban  Dust  ile  ön  işleme  tabi  tutulmuş  
insan  keratinositi  üzerindeki  HA  uygulaması,  aromatik,  fenolik  ve  lignin  bileşenlerinin  içeriğinden  dolayı  hümik  
maddenin  koruyucu  bir  etkisi  olduğunu  düşündüren  genel  bir  canlılık  artışı  ortaya  çıkardı.

Tersine,  IL-6  ve  IL-1β  sitokinlerinin  gen  ekspresyonu,  HA-LIG  uygulamasından  sonra  önemli  bir  düşüş  
gösterdi,  dolayısıyla  HA-CYN'den  daha  büyük  bir  antifamatuar  güç  sergiledi.  HA  koruyucu  hidrofobik  
bileşenlerin,  uygulanabilir  konformasyonel  düzenlemelerin  ve  biyoaktif  moleküllerin  içeriğinin  özel  
kombinasyonu,  hümik  maddenin  dermatolojide  çevresel  tahriş  edici  maddelerden  cilt  koruyucuları  ve  
antifamatuar  maddeler  olarak  yenilikçi  bir  şekilde  uygulanabilirliğini  ortaya  koymaktadır.

Son  zamanlarda,  büyük  epidemiyolojik  çalışmalar,  hava  kaynaklı  kirliliğe  maruz  kalmanın  solunum  ve  
kardiyovasküler  morbiditeyi  artırdığını  belirledi4,5 .  Ayrıca,  uzun  süreli  hava  kirliliğine  maruz  kalma,  belirli  
kanserlerin  gelişimi  ile  ilişkilendirilmiştir  ve  yaşlanma  da  dahil  olmak  üzere  ciltle  ilgili  bazı  süreçleri  etkileyebilir  ve  
sedef  hastalığı,  akne  ve  atopik  dermatitin  klinik  belirtilerini  artırabilir .  insan  vücudunun  dış  etkenlere  karşı  ilk  bariyeri  ve  sürekli  olarak  çevrede  bulunan  
zararlı  bileşiklere  maruz  kalması7  PM,  en  yaygın  olarak  PM2.5  ve  PM10),  gaz  halindeki  kirletici  karıncalar,  
(karbon  monoksit,  nitrik  oksitler,  kükürt  oksit,  ozon,  ağır  metaller)  ve  katı  yakıt  tüketimi  olarak  iç  mekan  

kirleticileri8 .  Hava  kirliliğini  cilt  hastalıklarıyla  ilişkilendiren  moleküler  mekanizmalar  henüz  tam  olarak  
anlaşılamamış  olsa  da

.

Son  on  yıllarda,  küresel  hava  kalitesi,  biyokütle  yakma,  endüstriyel  operasyonlar  ve  araç  emisyonları1  gibi  insan  
faaliyetlerinin  doğrudan  bir  etkisi  olarak  giderek  artan  bir  düşüş  göstermiştir .  Dünya  Sağlık  Örgütü  (WHO),  sanayileşmiş  ülkelerdeki  tüm  nedenlere  bağlı  
ölümlerin  %10'undan  fazlasını  temsil  eden  3,7  milyon  ölüme  hava  kirliliğinin  karıştığını  tahmin  etti2  ve  
böylece  hava  kirliliğini  dünyanın  en  büyük  çevresel  sağlık  riski3  haline  getirdi .
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Anlaşıldığı  üzere,  birkaç  in  vivo  çalışma,  bu  durumların9  ortak  bir  faktörü  olarak  enflamatuvar  durumun  
ortaya  çıkışını  ve  önemini  vurgulamıştır .  Özellikle,  infam  masome  adı  verilen  bir  multiprotein  kompleksinin  aktivasyonunun,  proin  famatuar  sitokinlerin  
olgunlaşmasını  teşvik  ederek  inflamatuvar  yanıtları  tetiklediği  varsayılmıştır10.  Bu  nedenle,  derideki  
enflamatuvar  belirteçlerin  olası  inhibisyonu,  hava  kirliliğinin  toksik  etkilerine  karşı  mükemmel  bir  savunmayı  
temsil  edebilir11.  Günümüzde  modern  tıbbın  amaçlarından  biri,  geleneksel  tedavileri  tamamlayıcı  hale  gelen  
yenilikçi  etkili  tedavilerin  çevresel  ve  ekonomik  sürdürülebilirliğini  iyileştirmek  için  doğal  kaynaklardan  elde  edilen  
anti-inflamatuar  aktivitelere  sahip  yeni  ürünlerin  geliştirilmesidir12.

Bu  bileşenler,  jeo-organik  çökeltilerin  birikme  süreçleri  sırasında  doğal  bileşiklerin  gelişmiş  yapısal  
modifikasyonundan  kaynaklanmaktadır27.

Kızılötesi  spektroskopi.  HA-LIG  ve  HA-CYN'nin  ATR  spektrumları,  O–H  ve  N–H  gerilme  titreşimlerine  atanan  
3200–3400  cm–1  aralığında  yetersiz  tanısal  geniş  bantlar  gösterdi  (Şekil  1).  Her  iki  HA  numunesi,  uzun  zincirli  
alkil  bileşiklerinde23  CH2  ve  CH3  gruplarının  simetrik  ve  asimetrik  gerilme  titreşimiyle  ilişkili  2850  ve  2920  
cm-1'deki  omuzlarla  karakterize  edildi .  İki  HA  arasındaki  ana  kızılötesi  farklar,  daha  küçük  dalga  sayılarında  
gösterildi  (Şekil  1).  HA-LIG  spektrumunda  1565  cm-1'deki  belirgin  pik,  aromatik  yapılardaki  halka  titreşimleriyle  
ilişkiliyken,  1372  ve  1217  cm-1'lik  daha  az  yoğun  sinyal  şu  anda  eterlerin  ve  fenolik  bileşiklerin  C–O  bükülmesine  
atanmıştır24.  HA-CYN  spektrumunda,  yaklaşık  1635  cm-1'deki  keskin  geniş  bant,  hem  alkanoik  asitlerin  
karboksilat  gruplarının  C=O  gerilme  titreşimlerini  hem  de  konjuge  ve  konjuge  olmayan  çift  C=C  bağlarının  
titreşimlerini  içerebilir23,25.  1450  ve  1220  cm-1'deki  küçük  sinyaller ,  sırasıyla  alkil  zincirleri  ve  fenolik  bileşenlerdeki  
C–H  ve  C–O  gruplarının  bükülmesinden  kaynaklanır.  Son  olarak,  yeşil  komposttan  elde  edilen  HA-CYN'ye  
karbonhidrat  türevlerinin  geniş  bir  şekilde  dahil  edilmesi,  piranosid  halkalarındaki  alkol  fonksiyonlarındaki  C-O  
gerilmeleri  nedeniyle  1013  cm-1  civarındaki  yoğun  bant  ile  belirtilmiştir25.

HA-CYN'nin  pirogramı  esas  olarak  lignin  parçalarının  ester  ve  eter  türevlerinden  ve  doğrusal  ve  dallı  
zincirli  yağ  asitlerinden,  ardından  biyopolyesterler,  karbonhidrat  türevleri  ve  N-içeren  bileşiklerden  oluşuyordu  
(Tablo  S2).  En  bol  bulunan  lignin  monomerleri,  hem  di-  hem  de  tri-metoksinin  oksitlenmiş  ürünleriydi.

Favonoidler  ve  polifenol  türevleri  gibi  birçok  doğal  madde,  enflamasyonun  neden  olduğu  hasar  üzerinde  
iyileştirici  bir  rol  oynarken13-15,  steroidal  olmayan  antifamatuar  ajanların  kullanımı,  yan  kontrolsüz  bir  
reaksiyonu  teşvik  edebilir  ve  kardiyovasküler  hastalık  kadar  gastrointestinal  toksisite  riskini  de  artırabilir16.  Bu  
nedenle,  inflamasyon  süreçlerinin  sonuçlarını  azaltmak  ve  hafifletmek  için  yenilikçi  ürünlerin  araştırılmasına  
artan  bir  önem  verilmektedir.  Bu  bağlamda,  hümik  asitler  (HA)  gibi  doğal  organik  türevler,  kabul  edilen  antiviral,  
antimikrobiyal,  profbrinolitik,  antifamatuar  ve  östrojenik  aktiviteler17,18  nedeniyle  tıp  ve  veterinerlik  bilimi  gibi  
farklı  farmasötik  alanlarda  çeşitli  uygulamalar  bulmuştur.  Ayrıca,  bu  biyoaktif  moleküller,  tarımsal  atıklardan  
elde  edilen  yeşil  kompost  gibi  geri  dönüştürülmüş  biyokütlelerden  kolayca  izole  edilebilir,  böylece  döngüsel  ekonomi  
çerçevesinde  geri  dönüştürülmüş  biyokütlelerin  değeri  artar18,19.  Fülvik  asitler  gibi  bazı  hümik  maddeler,  dermatit  
ve  sedef  hastalığı,  romatoid  artrit  ve  egzamanın  topikal  tedavisinde  kullanılmıştır20,21.  Bazı  bilimsel  
kanıtlar,  hümik  maddelerin  uygulanması  ile  bir  süperoksit  dismutaz  mekanizmasının  aktivasyonu  yoluyla  
sitokinlerin  salınması  veya  hasarlı  bölgelerdeki  hücrelerin  göçü  ve  yapışması  arasında  bir  ilişki  göstermiş  
olsa  da,  doğal  yapı-aktivite  ilişkisi  net  bir  şekilde  açıklanamamıştır22 .

Sıralı  Pyr‑TMAH‑GC–MS.  HA-LIG  pirogramı,  neredeyse  yalnızca  alkil  ve  aromatik  apolar  bileşenlerle  karakterize  
edilen,  jeokimyasal  kökenli  tipik  bir  hümik  asit  profili  ortaya  çıkardı  (Şekil  S1)26.  Spektrumun  ilk  bölümünde  
tanımlanan  ana  aromatik  moleküller,  benzen,  toluen,  m-  ve  p-ksilen,  stiren,  naftalin  ve  alkil-naftalin,  fenolik  
yapılar,  lignin  bileşikleri  ve  benzoik  asitlerle  ilişkiliydi.

Bu  çalışmanın  amacı,  HaCaT  hücrelerinin  atmosferik  partiküler  maddeye  maruz  kalmasını  takiben,  linyit  
ve  kompost  haline  getirilmiş  enginar  atıklarından  ekstrakte  edilen  iki  farklı  hümik  asitin  antifamatuar  efektörler  
olarak  değerlendirilmesidir.  Hümik  malzemelerin  moleküler  özellikleri,  biyoaktif  bileşenler  hakkında  fikir  edinmek  
ve  potansiyel  dermatolojik  uygulamalarının  moleküler  temellerini  kapsamlı  bir  şekilde  anlamak  için  ayrıntılı  
olarak  analiz  edildi.

Daha  uzun  tutma  sürelerindeki  tepe  noktaları,  alkanoik  asitlerin  uzun  alkil  zincirlerine  ve  alkan/alken  çiftlerine  
atanmıştır  (Tablo  S1).  HA-LIG  verileri,  şu  anda  seçici  olarak  korunan  apolar  fraksiyonların  termal  bozunma  
ürünlerine  atfedilen  uzun  alkil  zincirleri  ve  aromatik  kısımlar  ile  ana  hidrofobik  özelliklerini  ortaya  çıkardı.

Tablo  1.  HA-LIG  ve  HA-CYN'nin  element  bileşimi  (%).  Atom  oranı

Sonuçlar  ve  tartışma  HA‑LIG  
ve  HA‑CYN'deki  element  içeriği.  Hümik  asitlerin  temel  bileşimi,  jeokimyasal  olarak  türetilmiş  HA-LIG'de  önemli  
ölçüde  daha  büyük  bir  C  içeriği  (%56)  ortaya  koyarken,  C/N  oranı,  nitrojen  içeren  bileşiklerin  (örn:  peptidler)  HA-
CYN'ye  tercihli  dahil  edilmesini  vurguladı.  (Tablo  1).  Te  H/C  değerleri,  sırasıyla  HA-LIG  ve  HA-CYN'de  tercihen  
aromatik  ve  alifatik  olan  apolar  bileşenlerin  her  iki  HA'da  da  yaygın  olarak  korunduğunu  gösterdi  (Tablo  1).
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13C‑CPMAS  NMR  spektrumları.  HA-  LIG'in  13C-CPMAS  NMR  spektrumu  (Şekil  2) ,  toplam  karbon  içeriğinin  sırasıyla  
%28.7  ve  %42.2'sini  temsil  eden  apolar  alifatik  ve  aromatik  bileşenlerin  baskınlığını  doğruladı  (Tablo  2).  33  ve  
128  ppm'deki  iki  ana  rezonans,  sırasıyla  uzun  alkil  zincirlerinde  ve  C-ikameli  aromatik  bileşiklerde  CH2  birimlerini  
belirtirken,  152  ppm'deki  omuz  fenolik  karbonlara  atfedilir  (Şekil  2).  HA-CYN'nin  katı  hal  NMR  spektrumunda  farklı  
fonksiyonel  gruplar  arasında  çeşitlendirilmiş  bir  C  dağılımı  bulundu  (Tablo  2).  0-45  ppm  aralığında  30  ppm'de  
geniş  rezonans  etrafındaki  farklı  sinyaller,  çeşitli  lineer  lipit  bileşiklerinin  alkil  zincirlerindeki  metil  ve  metilen  
gruplarından  kaynaklanırken,  40-45  ppm'deki  daha  az  yoğun  tepe  noktaları  şunlardan  kaynaklanabilir:  sterol,  
favonoidler  ve  lignanların  toplanmış  halkalarındaki  üçüncül  (CH)  ve  dördüncül  (C–R)  karbonlar25.  57  ppm'deki  belirgin  
rezonans,  peptidik  parçaların  C–N  bağlarının  ek  bir  katkısıyla  birlikte,  esas  olarak  aromatik  lignin  
monomerlerindeki  metoksi  sübstitüentlerine  atanır.  60–110  ppm  kimyasal  kaymadaki  Te  sinyalleri,  bitki  dokularından  
gelen  karbonhidratlar  ve  polisakkaritlerdeki  çeşitli  C–O  gruplarına  aittir.  110  ila  145  ppm  arasındaki  rezonans,  
aromatik  karbonlarla  ilişkilidir,  bunu  fenolik  ve  lignin  türevlerindeki  aril  C–O  gruplarından  biri  (145–160  ppm)  takip  eder  
ve  bunlar  genellikle  145–60  ppm  aralığındaki  rezonanslara  karşılık  gelir24.  174  ppm'deki  Te  sinyali,  yağ  asitleri,  
esterler  ve  peptitler  gibi  farklı  bileşiklerdeki  karboksil  karbonlarından  kaynaklanmaktadır.  HA  numunelerinin  
moleküler  özellikleri,  temel  alınan  aromatiklik  (ARM)  ve  hidrofobiklik  (HB/HI)  indeksleri  ve  alkil  (A/OA)  ve  lignin  (LigR)  
oranları  (Tablo  2)  gibi  boyutsuz  yapısal  parametrelerle  anlaşılabilir .  spektral  aralıkların  entegrasyonu  
üzerine18,19,25.

Tersine,  HA-LIG'deki  LigR  değerindeki  azalma,  ligninin  metoksil  gruplarının  daha  küçük  bir  içeriğini  gösterdi.

HA-CYN  pirogramında  bulunan  dallı  zincirli  yağ  asitlerinin  varlığı,  HA-CYN'nin  ekstrakte  edildiği  olgun  kompostta  
oluşan  doğal  mikrobiyal  bileşenlerle  ilişkilidir25.  HA-LIG  ile  ilgili  olarak,  HA-CYN'deki  polar  bileşiklerin  bolluğu,  mono-  
ve  oligosakarit  bileşenlerinin  metillenmiş  formlarını  ve  peptit,  indol  ve  pirol  türevleri  gibi  nitrojenlenmiş  bileşikleri  
içerir  (Tablo  S2).

HA-LIG  örneğinin  gösterdiği  büyük  HB/HI  ve  ARM  indeksleri  ve  A/OA  oranı  değerleri,  alkil  ve  aromatik  yapıların  
birleşik  katkısıyla  bu  malzemeye  sağlanan  büyük  hidrofobik  karakteri  daha  da  vurgulamaktadır.  Tersine,  artan  
miktarda  C–O  ve  C–N  içeren  bileşiklerle  birlikte  daha  az  aromatik  ve  alkil  karbon  içeriği,  HA-CYN  için  daha  küçük  HB/HI  
ve  A/OA  değerleri  belirledi  (Tablo  2).  İki  HA  arasında  aril  C'nin  farklı  bir  moleküler  bileşimi,  HA-CYN  için  daha  yüksek  
sonuç  veren  LigR  oranı  (Tablo  2)  tarafından  da  önerilmiştir,  bu  nedenle,  metoksil  gruplarının  sinyalleri  arasındaki  
korelasyonla  da  teyit  edilen,  lignin  kalıntılarının  önemli  bir  mevcudiyetine  işaret  eder.  (45–60  ppm)  ve  aril  C–O  
moleküllerinin  (140–160  ppm),  lignin  türevlerinin  termokemoliz  analizleri18,19,25  tarafından  ortaya  çıkarılan  HA-
CYN'ye  seçici  olarak  dahil  edilmesini  kabul  eder .

Şekil  1.  Linyitten  (HA-LIG)  ve  enginar  kalıntılarından  (HA-CYN)  yapılan  yeşil  komposttan  Hümik  asitlerin  FTIR-ATR  
spektrumları.

ana  bileşenler  olarak  aldehidik-,  ketonik-,  benzoik-asit  ve  benzen-propenoik  asitlerle  fenilpropan  molekülleri  (Şekil  S1;  
Tablo  S2).  Bu  bulgu,  daha  az  değiştirilmiş  lignin  birimlerinin  daha  düşük  verimleri  ile  birleştiğinde  kompostlanmış  bitki  
artıklarından  elde  edilen  biyo-elverişli  lignin  parçalarının  HA-CYN'ye  yaygın  olarak  dahil  edildiğini  
gösterdi18,19,25 .  Uzun  zincirli  alkanoik  asitlerin  geniş  yelpazesinde  (Tablo  S1),  en  büyük  bolluk,  her  yerde  bulunan  
hekzade  kanoik  ve  oktadekanoik  homologlarınkiydi,  oysa  çift  karbonlu  doğrusal  zincirlerin  yaygınlığı  bir  bitki  kökenini  gösteriyor25.
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Şekil  2.  Linyit  (HA-LIG)  ve  kompostlanmış  enginar  biyokütlelerinden  (HA-CYN)  hümik  asitlerin  13C  CPMAS  NMR  
spektrumları.

Tablo  2.  HA-LIG  ve  HA-CYN'nin  13C  CPMAS-NMR  spektrumlarının  kimyasal  kayma  bölgeleri  (ppm)  
üzerinden  ana  C  yapılarının  spektral  verilerinden  hesaplanan  göreli  katkı  (%)  ve  yapısal  indeksler .  a  
HB/  HI=hidrofobiklik  indeksi=[Σ  (0–45)+(110–160)/  Σ  (45–60)+(60–110)+(160–190)].  bA/OA=alkil/O  alkil  oranı  
(0–45)/(60–10).  c  ARM=aromatiklik  indeksi  [(110–160)/Σ  (0–45)+(60–110)].  dLigR=Lignin  oranı  (45–60)/(140–160).
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1

1Linyitten  izole  edilen  HA'nın  (HA-LIG)  ve  yeşil  kompostun  H-NMR  spektrumları

HA'nın  yüksek  performanslı  boyut  dışlama  kromatografisi  (HPSEC).  Hümik  asitlerin  pH'ını  7'den  3.5'e  
düşürmek  için  hümik  çözeltilerin  asetik  asitle  işlenmesinden  önceki  ve  sonraki  HPSEC  elüsyon  profilleri,  hümik  asitlerin  
gevşek  bağlı  supramoleküler  birlikteliklerinin  konformasyonel  yapısını  değerlendirmek  için  
kullanılmıştır30,31 .  Hem  HA-LIG  hem  de  HA-CYN'nin  asetik  asit  ilavesinden  önceki  ve  sonraki  kromatogramları  
Şekil  4'te  gösterilmektedir.  İki  HA,  farklı  bir  HPSEC  davranışına  sahipti.  Aslında,  HA-LIG  tek  bir  tepe  noktası  gösterirken,

Şekil  3.  Te  sıvı  haldeki  
enginar  kalıntıları  (HA-CYN).

HA-LIG  ve  HA-CYN'nin  H  NMR  spektrumları  (Şekil  3)  üç  ana  bölgeye  ayrılabilir:  0–3  ppm,  
alkilik  bölge  (çoğunlukla  alifatik  bileşenler);  3–5,5  ppm,  O-Alkil  bölgesi  (yaygın  olarak  oligo  ve  polisakkaritler);  6,5–
8,5  ppm,  aromatik  bölge  (esas  olarak  lignin  bileşenleri)28,29.  HA-  LIG'in  1H  NMR  spektrumu,  0,9–2,4  ppm  aralığındaki  
büyük  rezonanstan  çıkan  birkaç  keskin  sinyal,  O-Alkil  bölgesinde  3,3  ppm'de  tek  bir  baskın  sinyal  ve  aromatik  ve  
heterosiklik  bölgede  göze  çarpan  geniş  bir  rezonans  gösterir.  7–8,5  ppm  aralığının  üzerindeki  bölge.  Bu  
spektrumun  görünümü,  katı  hal  spektrumunun  göstergeleriyle  uyumludur  ve  yaygın  olarak  alkil  ve  aromatik  
bileşikler  içeren  bu  humik  jeokimyasal  kökenli  maddenin  yüksek  hidrofobikliğini  doğrular.  Tersine,  HA-CYN  
spektrumu,  hem  alkil  hem  de  aromatik  bölgede  daha  az  yoğun  bir  rezonans,  ancak  O-alkil  bölgelerinde  daha  büyük  
bir  sinyal  yoğunluğu  ortaya  çıkarır.  Yine,  HA-CYN  spektrumunun  özellikleri,  CPMAS  spektrumu  için  zaten  
belirtildiği  gibi,  bu  malzemenin  önemli  ölçüde  daha  küçük  hidrofobikliğini  ve  yeşile  dönüşen  enginar  
kalıntılarından  türetilen  sakkaridik  ve  peptidik  parçalar  gibi  polar  alifatik  bileşiklerdeki  zenginliğini  doğrular.  
HA-CYN'nin  izole  edildiği  kompost.

moleküller  ve  HA-LIG'in  çıkarıldığı  linyiti  oluşturan  jeokimyasal  işlemlerle  türetilen  fenol  ve  polifenolik  
bileşenlerin  yaygınlığı.
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İki  HA'nın  farklı  HPSEC  davranışı,  kroma  togramlardan  hesaplanan  parametrelerle  yansıtıldı  (Tablo  3).  
Örneğin,  HA-LIG'in  Ağırlık  Ortalama  moleküler  ağırlığı  (Mw),  pH  7'de  enjekte  edilen  malzemenin  
kromatogramının  yaygın  zirvesi  için  yaklaşık  11.960  Da  iken,  pH'ın  3.5'e  ayarlanmasından  sonraki  dört  tepe  
Mw'nin  yaklaşık  21.800,  10.370  olduğunu  gösterdi. ,  sırasıyla  4240  ve  180,  daha  büyük  moleküler  boyutlu  malzemeye  
karşılık  gelen  daha  küçük  elüsyon  hacimlerinde  olandan  daha  büyük  elüsyon  hacimlerinde  daha  küçük  moleküler  boyutlu  
olana  geçer.  Tersine,  HA-CYN  durumunda,  üç  tepe  noktasının  MW'si,  AcOH  ilavesinden  önce  ve  sonra  benzer  
değerleri  korudu,  ancak  sonraki  işlem  için  gözlemlenen  değerler  öncekinden  daha  düşüktü,  bu  nedenle  daha  büyük  
elüsyona  kayan  not  edilen  zirvelerle  aynı  fikirdeydi.  hacimler  (Şek.  4).  Bu  sonuçlar,  HA'nın  konformasyonel  
yapısını,  daha  güçlü  moleküller  arası  hidrojen  bağlarının  oluşumu  nedeniyle  AcOH  ilavesi  ile  bozulabilen  
nispeten  küçük  heterojen  moleküller  arasındaki  dağılma  zayıf  etkileşimleri  ile  stabilize  edildiğini  açıklayan  
topraktan  humusun  supramoleküler  anlayışıyla  yorumlanabilir.  den

pH  7'de  enjekte  edilen  elüsyon  profili,  enjeksiyondan  önce  AcOH  ile  pH'ı  3.5'e  ayarladıktan  sonra  dört  farklı  zirvede  
bozuldu.  Tersine,  HA-CYN'nin  elüsyon  profili,  AcOH  eklenmesi  nedeniyle  daha  büyük  elüsyon  hacimlerine  kaymasına  
rağmen,  aynı  üç  piki  ortaya  çıkaran  iki  tedavi  arasında  değişmedi.

Şekil  4.  Numune  pH'ını  7'den  3,5'e  ayarlamak  için  asetik  asit  (AcOH)  eklenmesinden  önce  ve  sonra  HA-LIG  ve  HA-
CYN'nin  HPSEC  kromatogramları.

Tablo  3.  Asetik  asidin  (AcOH)  eklenmesinden  önce  ve  sonra  HA-LIG  ve  HA-CYN  için  UV  tespitli  HPSEC  
kromatogramlarından  hesaplanan  ağırlık  ortalaması  (Mw)  ve  sayı  ortalaması  (Mn)  moleküler  ağırlıkları  
ve  polidispersite  (P) .  Standart  sapma  <%5  idi.

180HA  LIG+AcOH-zirve  4

10,5–14,9

KENDİNİ  TUT

9.2–10.5

2.1

6.3–8.7

HA  PRE-zirve  2

7,5–18,0

3396

41.437  38.391  1,1

86.258  85.187  1,0

9.2–9.6

HA  LIG+AcOH-zirve  1

HA  CYN+AcOH-zirve  1

6.7

15.2–22.3

18.489  18.412  1,0

HA  LIG+AcOH-zirve  3

HA  CYN+AcOH-zirve  3

21.792  21.314  1,0

87

84.536  83.560  1,0

HA  PRE-zirve  1

10.374  10.172  1,0

4.7–6.3

37.934  34.658  1,1

HA  PRE-zirve  3

Örnek

13.783  13.724  1,0

HA  CYN+AcOH-zirve  2

Pik  aralığı  (mL)  Mw  Mn  P

4238

6.3–8.7

1.2

11.957  1774

8.7–9.3

HA  LIG+AcOH-zirve  2

7.5–9.2

4.7–6.3
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Doğal  organik  maddenin  insan  hücrelerinin  aktivitesini  koruma  kapasitesi,  yeni  ve  sürdürülebilir  antioksidan  sistemlerin  
geliştirilmesi  için  önemli  bir  ön  koşuldur37.  Aslında,  bir  oksidatif  hücre  stresi  tipik  olarak  ROS  ile  antioksidan  sistem  
arasındaki  dengenin  bozulduğunu  gösterir38,  böylece  DNA  modifikasyonu  ve  lipid  oksidasyonu  veya  peroksidasyonu39  
gibi  oksidatif  hasarlara  neden  olan  hücrelerdeki  serbest  radikal  içeriğinde  bir  artışı  teşvik  eder.  Hümik  malzemelerin  
antioksidan  ve  koruyucu  rolünün,  reaktif  oksijen  türlerini  hümik  yapıya  geri  dönüşümlü  ve  tekrarlanabilir  bir  süreçle  bağlayarak  
inaktive  edebilen  redoks  özellikleri40  ile  ilişkili  olabileceği  öne  sürülmüştür41.  Bu  davranış,  Urban  Dust  tedavisine42  rağmen  
hümik  madde  ilavesinin  HaCaT  hücrelerinin  normal  çoğalmasını  indüklediğini  gösteren  sonuçlarımızı  iyi  açıklayabilir.  
Bununla  birlikte,  insan  hastalıklarına  karşı  HA  biyoaktivitesinin  moleküler  temellerini  açıklamak  için  henüz  tek  anlamlı  
bir  yapı-aktivite  ilişkisi  üretilmemiştir.  Bu  çalışmada,  HA-CYN'nin  koruma  özellikleri,  fenolik  ve  lignin  bileşenlerinin  büyük  
içeriği  ile  ilgilidir  ve  mono  ve  oligo-hidroksillenmiş  aromatik  birimlerin  koruyucu  faaliyetler  gösterdiği  gösterilen  fenolik  
malzemelerle  ilgili  önceki  çalışmalara  göre18,19,  43.  Benzer  şekilde,  HA-LIG'in  koruma  aktivitesi,  hem  NMR  hem  de  
termokemoliz  sonuçlarında  bildirildiği  gibi  hidrofobik  bileşimi  ile  ilişkilidir  (Tablolar  2,  S1,  S2;  Şekiller  1,  3).  Önceki  
çalışmalar,  bitki  patojenlerine  karşı  hümik  ve  Hümik  benzeri  maddelerin  (HULIS)  teşvik  ettiği  antimikrobiyal  aktivitelerin,  
spesifik  moleküler  bileşimlerine18,19,44,45  bağlı  olduğuna  işaret  ederken ,  kompost  haline  getirilmiş  tarımsal  
biyokütlelerden  izole  edilen  HA'nın  ilk  kez  etkili  olduğunu  gösteriyoruz.  insan  hücreleri  üzerindeki  koruma  özellikleri  ve  bu,  
test  edilen  hümik  asidin  moleküler  bileşimine  bağlıdır.

önceki  dağıtıcı  kuvvetler26,30,31.  Bu,  dört  pikteki  malzeme  dağılımı  daha  küçük  moleküllerin  supramoleküler  
birliğini  düşündüren  HA-LIG  için  doğrulanırken,  aynı  şey  HA-CYN  için  söylenemez.  Aslında,  ikinci  konformasyonel  
düzenleme,  çoğunlukla  mikrobiyal  kompostlama  sürecinden  sağ  kurtulan  ve  AcOH  işleminin32bozulma  kapasitesine  
dirençli  olan  kovalent  bağlı  biyopolimerler  tarafından  stabilize  edilmiş  gibi  görünmektedir.  Tese,  varlığı  FTIR,  NMR  
ve  termokemoliz  sonuçları  ile  gösterilen  polisakkaridik,  peptidik  ve  polifenolik  lignin  fragmanları  olabilir.  Toplamda  bu  
bulgular,  HA-LIG'in  HA-CYN'den  nispeten  daha  küçük  bileşiklerden  oluştuğunu,  dolayısıyla  önceki  malzemeye  ikincisinden  
daha  büyük  bir  konformasyonel  esneklik  kazandırdığını  göstermektedir.

Urban  Dust  maruziyetinden  sonra  HA‑LIG  ve  HA‑CYN'nin  IL‑1β  ve  IL‑6  gen  ekspresyonu  üzerindeki  etkileri.  Te  keratinosit  
modeli,  bu  hücrelerin  derinin  dış  katmanlarında  bulunmaları  ve  yabancı  tahriş  edici  maddelerle  karşılaşmadaki  öncü  
rolleri  nedeniyle  dermatolojide  tahriş  edici  maddelerin  etkilerini  değerlendirmede  yaygın  olarak  kullanılmaktadır46.  
Ayrıca  keratin  hücreleri,  deri  hücrelerinin  iç  katmanlarını  koruyan  stratum  corneum  bariyerini  korumak  için  çok  önemli  
bir  rol  oynar47.  Ek  olarak,  keratinositler,  kemokinler  de  dahil  olmak  üzere  ikincil  aracıların  yukarı  regülasyonunu  ve  
salgılanmasını  indükleyen  ve  lökositlerin  derinin  hasarlı  bölgesine  doğru  toplanmasıyla  sonuçlanan  çok  çeşitli  
enflamatuvar  aracılar  üretebilir48.

HA'nın  antifamatuar  aktivitesi:  HaCaT  hücreleri  üzerinde  in  vitro  analizler.  Hücre  canlılığı.  Hücre  canlılığı,  artan  
farklı  HA-LIG  ve  HA-CYN  konsantrasyonları  ile  Tripan  mavisi  yöntemiyle  değerlendirildi.  İnsan  keratinosit  hücrelerinin  
her  iki  hümik  ekstrakt  ile  muamelesi,  uygulanan  maksimum  konsantrasyona  rağmen  hücrelerin  canlılığını  
etkilememiştir  (Şekil  S2).  Daha  önceki  çalışmaların33,34  aksine ,  bu  sonuçlar  bu  HA'ların  insan  hücre  kültürleri  üzerindeki  
olası  sitotoksik  aktivitesini  hariç  tutar.  Ek  olarak,  her  iki  HA  ile  aynı  konsantrasyonda  (50  µg  mL-1)  ön  işleme  tabi  tutulan  
HaCaT  hücreleri ,  sadece  Urban  Dust  ile  tedavi  edilen  hücrelere  kıyasla  istatistiksel  olarak  anlamlı  bir  canlılık  artışı  
gösterdi  (Şekil  S2).  Aslında,  HA-CYN  ve  HA-LIG  uygulamasından  sonraki  hücre  canlılığı,  tedavi  edilmemiş  kontrolün  
sırasıyla  %87'si  ve  %82'siydi,  oysa  Urban  Dust  tarafından  enflamatuvar  stimülasyon,  HaCaT  hücrelerinin  canlılığını  
%62  azalttı  ve  aynı  zamanda  önceki  çalışmalar35  tarafından  gösterilmiştir.  Bu  sonuçlar  hümik  maddenin  insan  
hücrelerinin  hayatta  kalmasına  yönelik  koruyucu  bir  etkiye  sahip  olduğunu  göstermektedir.  Benzer  bir  davranış,  görünüşe  
göre  RAW  264.7  insan  hücre  kültürlerinin36  aktivitesini  koruyan  fulvik  asitler  tarafından  rapor  edilmiştir.

Bu  çalışmada,  IL-1β  ve  IL-6'nın  gen  ekspresyonu,  ön  canlılık  deneylerinde  önerildiği  gibi,  HA-CYN  ve  HA-LIG'in  
Urban  Dust  ile  tedavi  edilen  HaCaT  hücreleri  üzerindeki  etkili  antifamatuar  etkinliğini  doğrulamak  için  değerlendirildi  (Şekil  
5). ).  Sonuçlarımız,  Urban  Dust  tarafından  uyarıldıktan  sonra  IL-1β  ve  IL-6  gen  ekspresyonunda  önemli  bir  artış  
olduğunu  ortaya  koydu  (Şekil  5a,b).  Tersine,  HA-LIG  veya  HA-CYN  ile  muameleden  sonra  HaCaT  hücrelerine  Urban  Dust  
uygulaması,  sitokin  ekspresyonunda  bir  azalmaya  neden  oldu  (Şekil  5a,b).  HA-LIG,  daha  az  IL-1β  ekspresyonu  indükleyerek  
HA-CYN'den  daha  etkiliydi,  halbuki  HA-CYN  tedavisi,  IL-6  durumunda  biraz  daha  büyük  bir  anti-famatuar  aktivite  sergiledi.  
Ayrıca,  HaCaT  hücrelerinde  enflamasyon  sürecinin  belirteç  seviyelerinin  analizi,  Urban  Dust'ın  neden  olduğu  enflamasyonu  
azaltmak  için  her  iki  hümik  ekstraktın  yararlı  etkilerini  ortaya  koydu  (Şekil  5a,b).

Bu  sonuçlar,  in  vitro22,53  ile  ilişkili  sitokin  salınımı  üzerinde  hümik  türevlerin  inhibitör  etkisini  bildiren  önceki  
çalışmalarla  uyumludur.  HA'nın  antifamatuvar  etkilerinin  biyokimyasal  açıklaması,  doğal  olarak  oluşan  HA  ve  sentetik  
HA  benzeri  polimerler  tarafından  araşidonik  asit  (AA)  zincirinin  5-lipoksijenaz  yolunun  inhibisyonu  ile  ilgilidir53.  Ayrıca,  
ısı  kaynaklı  ısının  %65-90  oranında  bastırılması

İnce  tozun  (FD)  keratinositlerde  enflamatuvar  yanıtlara  yol  açtığı  ve  enflamatuvar  yanıtları  muhtemelen  
proenflamatuvar  sitokin  Interleukin-1β  (IL-1β)49  aracılık  ettiği  makrofajlara  aktardığı  bildirilmiştir.  IL-1β,  monositler  
ve  makrofajlar50gibi  doğuştan  gelen  bağışıklık  sistemi  hücreleri  tarafından  üretilen  ve  salgılanan  enfeksiyon  ve  
yaralanmaya  karşı  konakçı  savunma  tepkileri  için  çok  önemli  olan  güçlü  bir  pro-enflamatuvar  sitokindir.  Bir  sinyal  sekansı  
olmadan  üretilir  ve  geleneksel  protein  salgılama  yolunu  izlemez,  bunun  yerine  bir  veya  daha  fazla  geleneksel  olmayan  
salgılama  yolu  kullanır51.  Tersine,  interlökin-6  (IL-6),  akut  fazı  sırasında  enfeksiyona  yanıt  olarak  geçici  olarak  
üretilir.  IL-6'nın  sürekli  düzensiz  sentezi,  normal  ekspresyonu  transkripsiyonel  ve  transkripsiyon  sonrası  mekanizmalar52  
tarafından  sıkı  bir  şekilde  kontrol  edilmesine  rağmen,  kronik  enflamasyon  ve  otoimmünite  gibi  patolojik  bir  etkiyi  
indükledi.  Ayrıca,  IL-6,  çevresel  girdilere35bir  epitel  tepkisi  indüklemede  çok  önemli  bir  rol  oynar.
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Bulgularımız,  HaCaT  hücreleri  üzerindeki  etkiyi  moleküler  bileşimle  ilişkilendirmek  için  yenilikçi  bir  yaklaşımı  temsil  ediyor.

Tersine,  HA-CYN  durumunda,  gözlenen  konformasyonel  kararlılığı  benzer  bir  bozulmayı  önler.

hümik  madde.
Birkaç  çalışma,  hümik  maddenin,  ayrıca  kompostlanmış  biyo  kütlelerden  de,  bitkiler  veya  mikroorganizmalar  

üzerinde  moleküler,  fizyolojik  ve  transkripsiyonel  seviyelerde  faydalı  etkilerinin  ortaya  çıktığına  işaret  
etmiştir56.  Hümik  maddenin  biyoaktif  etkilerine  ilişkin  çalışan  bir  hipotez,  farklı  tipteki  hücrelerle  etkileşim  
üzerindeki  konformasyonel  yapı  ve  moleküler  bileşimin  birlikte  oluşturduğu  kombinasyona  dayanır57.  Aslında,  
tedavi  edilen  HaCaT  hücreleri  üzerindeki  antifamatuar  aktivitelerde  HA-CYN  ve  HA-LIG  arasındaki  fark,  NMR,  
termokemoliz  ve  HPSEC  sonuçları  ile  gösterildiği  gibi,  kullanılan  HA'nın  farklı  moleküler  ve  konformasyonel  
özellikleri  ile  açıklanır.  Urban  Dust'tan  önce  50  µg  mL-1'de  eklendiğinde  HA-LIG  tarafından  IL-6  ve  IL-1β  
enflamatuvar  sitokin  salınımının  inhibisyonu ,  baskın  hidrofobik  özellikleri  (büyük  HB/HI  indeksi)  ile  ilişkili  
olabilirken,  daha  hafif  inhibisyon  HA-LIG'in  aynı  konsantrasyonunda  HA-CYN  tarafından  IL-1β  sitokinin  yüksek  
oranda  artması,  polifenolik  lignin  bileşenlerinin  geniş  içeriğine  bağlanabilir.

Şekil  5.  Hücresel  IL-1β  (a)  ve  IL-6  (b)  seviyeleri,  2  saat  boyunca  HA-LIG  veya  HA-CYN  ile  ön  işleme  tabi  tutulmuş  
ve  ardından  200  µg  mL-1  eklenmiş  HaCaT  hücrelerinden  peletlerde  ölçüldü.  Urban  Dust,  işlenmemiş  hücrelerin  
ilk  kontrolüne  (Ctrl)  ve  yalnızca  200  µg  mL-1  Urban  Dust  ile  işlenmiş  hücrelerin  ikinci  kontrolüne  karşı.  Urban  
Dust  ile  işlenmiş  hücrelerin  istatistiksel  önemi,  işlenmemiş  kontrol  hücrelerinde  %100  IL-1β  ve  IL-6  oranına  göre  
belirlendi  (*).  Veriler,  her  biri  üç  kopya  halinde  gerçekleştirilen  üç  bağımsız  deneyin  ortalama  ±  SD'si  olarak  ifade  
edildi.  Anlamlı  farkları  hesaplamak  için  Student  t-testi  kullanıldı  (*P<0.05).

AcOH  ilavesinden  sonra  HPSEC  elüsyon  profillerindeki  değişikliklerle  ortaya  çıkan  HA'nın  farklı  
konformasyonel  stabilitesi,  HA'nın  antifammatory  davranışına  katkıda  bulunan  ek  bir  faktörü  de  temsil  edebilir  
(Tablo  3,  Şekil  4).  Bununla  birlikte,  hücre  canlılığı  durumunda  (Şekil  S2),  hem  HA-LIG  hem  de  HA-CYN,  öncekinden  
daha  küçük  moleküler  ilişkilerden  oluştuğu  bulunmasına  rağmen,  aynı  pozitif  koruyucu  etkiyi  gösterdi.

Kafeik  asit  oksidasyonu  (KOP)  ile  elde  edilen  doğal  sodyum  humatlar  veya  hümik  benzeri  ürünler  tarafından  AA  
salımı,  HA'nın  antifammatory  malzemeler  olarak  karakterizasyonunu  destekledi22.  Öte  yandan,  hümik  
maddelerin  in  vitro  olarak,  ancak  yalnızca  eksojen  lipopolisakkaritlerin  varlığında  inflamasyona  yol  açan  TNF-α  
gibi  proinflamatuvar  sitokinlerin  salınımını  uyardığı  bulunmuştur;  normal  koşullar54.  Ek  olarak,  potasyum  
humatların  lenfosit  hücrelerinin  çoğalması  üzerinde  olumlu  bir  etkiye  neden  olduğu  bildirilmiştir20.  Bu  durumda,  
hücre  proliferasyonu,  sitokinlerin  sentezi  ve  bu  aracılar  için  T  hücresi  yüzey  reseptörlerinin  ekspresyonu  ile  
karakterize  edilen  otokrin  büyüme  yoluna  bir  yanıt  olarak  ve  ayrıca  IL-2  gibi  birincil  otokrin  büyüme  faktörünün  
üretimi  ile  artmıştır.  ve  IL-2  reseptörünün  (CD25)55  geliştirilmiş  ifadesi.

Bu,  hücre  canlılığının  korunmasının  etkinliğinden  konformasyonel  stabiliteden  ziyade  HA  moleküler  
bileşiminin  sorumlu  olduğunu  gösterir.  Özellikle,  HB/HI,  ARM  ve  A/OA  indekslerinin  büyük  değerleri  ile  gösterildiği  
gibi  HA-LIG'deki  hidrofobik  bileşenlerin  içeriği  ve  HA-CYN'deki  lignin  türevli  polifenollerin  miktarı,  Her  iki  malzemeyi  
de  hücre  korumasında  etkili  kılmak  için  büyük  LigR  oranı  (Tablo  2) .  Bu  bulgu,  fenolik  bileşenlerin  insan  kronik  
hastalıklarını  baskıladığını  gösteren  önceki  çalışmalarla  ve  moleküler  boyuttan  ziyade  hidrofobiklik  ve  
fenolik  içeriğin  bitki  kök  hücrelerinin  aktivitesini  uyardığını  bildiren  diğer  çalışmalarla  uyumludur.  Tersine,  
HA-LIG'in  hem  IL-1β  hem  de  IL-6  sitokinlerinin  ekspresyonunun  bastırılmasındaki  daha  büyük  etkisi  (Şekil  5a,b) ,  
bu  malzemenin  HA-CYN'den  daha  düşük  konformasyonel  stabilitesi  ile  açıklanabilir.  daha  sert  bir  konformasyonel  
yapı.  Aslında,  HA-LIG  yapısı,  HaCaT  hücreleriyle  etkileşime  girerek  daha  küçük  hümik  üst  yapılara  bölünebilir  ve  
aynı  zamanda  iltihaplanmayı  önemli  ölçüde  azaltan  küçük  biyoaktif  fenolik  molekülleri  serbest  bırakır.
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Çalışmanın  sınırlamaları.  Bu  çalışmanın  amacı,  iki  doğal  kaynaktan  ekstrakte  edilen  iki  karakterize  edilmiş  hümik  
asidin  (HA)  anti-inflamatuvar  özelliklerini  araştırmaktı.  HA  arasındaki  moleküler  farklılıklar  kapsamlı  bir  şekilde  
açıklanmış  olmasına  rağmen,  bu  çalışmanın  olası  bir  sınırlamasının  kompost  humusunun  yalnızca  hümik  asit  
fraksiyonunu  kullanmış  olması  olduğunu  ve  tek  başına  fulvik  asitlerin  veya  ikisinin  bir  karışımının  (HA  ve  FA)  farklı  
sonuçlar  ortaya  çıkarabileceğini  varsayıyoruz.  anti-enflamatuar  süreçler.  Bununla  birlikte,  tam  da  bu  nedenle,  HA'nın  
moleküler  yapısı  ile  biyolojik  aktivitesi  arasında  gözlemlenen  ilişki,  HA  fraksiyonunun  spesifik  bir  anti-enflamatuvar  
aktivitesini  tanımladığı  için  çalışmalarımızda  daha  da  büyük  bir  rol  üstlenmektedir.

Ofin  pirolizi  TMAH‑GC–MS  of  HA.  HA  numuneleri  (500  mg)  bir  kuvars  tekneye  yerleştirildi  ve  1  mL  TMAH  (metanol  içinde  %25)  
çözeltisi  ile  nemlendirildi.  Karışımı  hafif  bir  nitrojen  akışı  altında  kuruttuktan  sonra,  kuvars  teknesi  bir  Pyrex  boru  
biçimli  reaktöre  (50  cm  x  3.5  cm  iç  çap)  yerleştirildi  ve  400  °C'de  30  dakika  süreyle  ısıtıldı.

Çalışmamızın  ek  bir  eksikliği,  anti-inflamatuvar  aktiviteyi  tek  bir  hücre  hattında  değerlendirmiş  ve  sınırlı  sayıda  
önemli  inflamatuar  sitokinleri  ölçmüş  olabilir.  IL-6  ve  IL-1β'yı  iki  enflamasyon  belirteci  olarak  tercihli  seçimimiz,  sitokin  yolunun  
enflamatuvar  stimülasyona  karşı  oldukça  hassas  molekülleri  olarak  rollerini  gösteren  önceki  çalışmalara  dayanmaktadır58,59,  
böylece  hümik  maddenin  ön  biyobelirteçleri  olarak  seçimlerini  haklı  çıkarmaktadır.  biyoaktivite.

HA,  100  g  humik  maddenin  (sırasıyla  enginar  kompostu  ve  Kuzey  Dakota  linyiti)  1000  mL  1  M  KOH  çözeltisi  içinde  
süspanse  edilmesi  ve  karışımın  24  saat  mekanik  olarak  çalkalanmasıyla  elde  edildi.  Süspansiyon  daha  sonra  7000  rpm'de  
20  dakika  santrifüjlendi  ve  süpernatan  cam  yününden  süzüldü.  Ekstraksiyon  iki  kez  tekrarlandı.  Birleştirilen  özler,  6  M  HCI  ile  pH  
1'e  asitlendirildi  ve  24  saat  oturmaya  bırakıldı.  On,  numuneler  4000  rpm'de  20  dakika  santrifüjlendi  ve  HA  tortuları,  Cl  
içermeyene  kadar  deiyonize  suya  karşı  diyalize  edildi  (1kD  cutof  Spectrapore  membranları).  Te  HA  daha  sonra  daha  fazla  
analitik  karakterizasyon  için  dondurularak  kurutuldu.

Bu  düşünceler,  tıbbi  uygulamalardaki60  hümik  malzemelerin  yararlı  özelliklerini  daha  ayrıntılı  olarak  araştırmak  
ve  bunların  antienflamatuvar  özelliklerini  sabitlemek  için  moleküler  ve  hücresel  mekanizmaları  belirlemek  için  daha  fazla  
araştırma  yapılması  gerektiğini  ima  eder.  Bununla  birlikte,  benzeri  görülmemiş  sonuçlarımız,  insan  keratinositleri  
üzerinde  iyi  karakterize  edilmiş  humik  maddenin  anti-inflamatuvar  aktivitesine  ilişkin  daha  fazla  araştırmayı  teşvik  
edebileceğinden,  çalışmamızın  öncü  geçerliliğine  inanıyoruz.

HA'nın  element  analizleri  ve  FTIR-ATR  spektroskopisi.  HA-LIG  ve  HA-CYN'nin  element  bileşimi,  bir  Fison  EA  1108  Elemental  
Analyzer  ile  belirlendi.  Kızılötesi  (IR)  spektrumlar,  bir  elmas/ZnSe  kristali  ile  donatılmış  zayıflatılmış  bir  toplam  
refeksiyon  (ATR)  cihazı  kullanılarak  bir  Perkin-Elmer  Frontier  Fourier  dönüşümü  kızılötesi  spektrometre  üzerinde  
kaydedilmiştir.  Kristal  cihaza  yaklaşık  2  mg  ince  öğütülmüş  toz  yerleştirildi  ve  numuneye  yaklaşık  150  N'lik  bir  kuvvet  
uygulanarak  temas  sağlandı.  Her  spektrum,  4000–400  cm  'de  4  cm 1  çözünürlükle  32  taramaya  tabi  tutuldu.  1  bölge.

Sonuçlar  Hümik  
maddelerin  tıbbi  uygulamaları,  bu  maddelerin  anti-viral,  antifamatuar,  antioksidan,  anti-tümör  ve  anti-toksin  özellikleri  ile  
ilgilidir.  Bulgularımız,  ya  linyit  gibi  yenilenemeyen  bir  jeokimyasal  yataktan  ya  da  yeşil  kompost  gibi  yenilenebilir  ve  
sürdürülebilir  bir  kaynaktan  izole  edilen  iki  farklı  HA'nın  antifamatuar  aktivitelerini  gösterdi.  Moleküler  bileşimlerdeki  
farklılıkları,  FTIR  spektrometrisi,  NMR  spektroskopisi,  GC-MS  ile  ilişkili  hat  dışı  termokemoliz  ile  değerlendirilirken,  
konformasyonel  yapıları  HPSEC  ile  değerlendirildi.  Spesifik  deneylerden  elde  ettiğimiz  sonuçlar,  HaCaT  hücreleri  üzerindeki  
HA  anti-inflamatuar  aktivitelerinin,  kısmen  aromatik  bileşikler  ve  polifenolik  lignin  fragmanları  tarafından  sağlanan  
hidrofobik  özellikleriyle  ve  kısmen  de  supramoleküler  birliklerinin  konformasyonel  stabilitesiyle  ilişkili  olduğunu  
göstermektedir.

HA-LIG  kadar  kolay  bir  şekilde  daha  küçük  agregatlar  ve  biyoaktif  moleküllerin  salınması,  böylece  Urban  Dust  ile  tedavi  edilen  
HaCaT  hücrelerinde  daha  az  sitokin  baskılaması  gösterir.

Bu  çalışma,  HA  moleküler  özellikleri  ile  gözlenen  biyoaktiviteleri  arasında  bir  ilişki  kurmaya  çalışarak,  Urban  Dust  
tarafından  uyarıldıktan  sonra  bir  keratinosit  modelinde  ve  bunun  sonucunda  IL-1β  ve  IL-6  sitokinlerinin  HaCaT  hücresel  
üretimi  üzerinde  HA  biyoaktivitesini  yenilikçi  bir  şekilde  değerlendirdi.  HA  biyoaktif  özelliklerinin,  yalnızca  hedef  hücrelerin  
yüzeyine  yapışmalarını  destekleyen  ve  genel  hücre  canlılığını  artıran  hidrofobiklik  derecelerinden  değil,  aynı  
zamanda  moleküler  karmaşıklıklarının  konformasyonel  düzenlemesinden  de  kaynaklandığı  ileri  sürülmektedir.  Daha  
az  kararlı  konformasyonla  ilişkili  HA'nın,  hücrelerle  etkileşim  halindeyken  biyoaktif  bileşenlerin  salınmasını  
kolaylaştırabileceğini  ve  enflamatuvar  sitokinlerin  hücresel  ekspresyonunu  azaltabileceğini  bulduk.  İyi  karakterize  edilmiş  
HA  ile  bunların  biyoaktivitesi  arasında  bir  yapı-aktivite  ilişkisi  çizmek  için  gerekli  unsurun  bu  ön  tanımlamasının,  
dermatolojik  alanda  doğal  sürdürülebilir  malzemelerin  potansiyel  kullanımını  desteklemede  önemli  bir  adım  
oluşturduğuna  inanıyoruz.

Malzemeler  ve  yöntemler  Hümik  
asitlerin  (HA)  ekstraksiyonu.  Hümik  asitler,  hem  bir  Kuzey  Dakota  linyitinden  (HA  LIG)  hem  de  enginar  artıklarından  (HA-
CYN)18,19  yapılan  yeşil  bir  komposttan  ekstrakte  edildi.  Yeşil  kompost,  Castel-Volturno'daki  (CE)  Napoli  Üniversitesi  Federico  
II  Deneysel  Çiftliği'nin  kompostlaştırma  tesisinde  üretildi  ve  enginar  üretiminin  kalıntılarının  70/30  w/w  oranında  
kavak  budamasından  elde  edilen  talaşlarla  karıştırılmasıyla  elde  edildi.  Çiftlikte  kompostlaştırma  işlemleri,  delikli  
lastik  borular  ve  döner  bir  pompadan  oluşan  bir  hava  emme  sistemi  üzerine  yayılmış  statik  yığınlar  üzerinde  
gerçekleştirilmiştir.  Kompostlaştırma  işlemleri,  yığın  sıcaklığının  yaklaşık  70  °C'ye  ulaştığı  ilk  45  günlük  aktif  
faz  ile  100  gün  sürmüştür.  Kompostlaştırma  işleminin  sonunda,  her  bir  kompost  için  1  kg'lık  nihai  bir  miktar  elde  etmek  üzere  
yığınlardan  rastgele  numuneler  alınmıştır.  Organik  malzemeler  havayla  kurutuldu,  2  mm'de  elendi  ve  sonraki  
analizlere  kadar  4  °C'de  saklandı.
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Yüksek  performanslı  boyut  dışlama  kromatografisi.  HPSEC  sistemi,  bir  Rheodyne  döner  enjektör  ve  100  uL  numune  
halkası  ve  280  nm'ye  ayarlanmış  bir  UV/VIS  detektörü  (Perkin  e  Elmer  LC295)  ile  donatılmış  bir  Shimadzu  LC  10-
AD  pompasından  oluşuyordu.  Bir  PolySep™  GFC-P3000  300  ×  7,80  mm  (Phenomenex,  ABD)  kullanılmış  ve  
öncesinde  bir  PolySep  GFC-P  35  ×  7,80  güvenlik  koruması  (Phenomenex,  ABD)  ve  2  mm'lik  bir  giriş  filtresi  kullanılmıştır.

Her  numune  (5,0  mg  mL-1)  döteryumlu  su  ile  çözüldü  ve  5,0  mm'lik  kuvars  tüpe  yerleştirildi.  1H  NMR  spektrumları,  2  
s  termal  denge  gecikmesi,  8,5  ve  9,5  µs  arasında  değişen  90°  atım  uzunluğu,  32.768  zaman  alanı  noktası  ve  
64  geçici  olay  ile  elde  edildi.

Tedavi.  HaCaT  hücreleri,  yaklaşık  %70'lik  bir  birleşme  noktasına  ulaşana  kadar  3  mL  taze  kültür  ortamında  60  
mm'lik  kültür  plakalarına  kaplandı.  Hücreler  DMEM  ile  kaplandı  ve  Urban  Dust  1649b  ile  bir  4  saat  boyunca  200  
μg  mL-1  konsantrasyonu .

RNA  ekstraksiyonu  ve  gerçek  zamanlı.  Tedavi  edilen  HaCaT  hücreleri,  Sitokin  seviyeleri  açısından  değerlendirildi.  
Üreticinin  talimatlarına  göre  RNeasy  Mini  Kit  (Qiagen,  Doncaster,  Avustralya)  kullanılarak  toplam  mRNA  izole  
edildi.  cDNA,  Transcriptor  High  fdelity  cDNA  Synthesis  Kit  (Roche,  Indianapolis,  IN,  ABD)  kullanılarak  hazırlandı.
Kantitatif  ters  transkriptaz  polimeraz  zincir  reaksiyonu  (qRT-PCR;  LightCycler,  Roche,  Indianapolis,  IN,

Hücre  canlılığının  analizi.  Tedaviden  altı  saat  sonra,  Tripan  mavisi  yöntemiyle  hücre  canlılığı  belirlendi.

Elüsyon  akış  hızı  0,6  mL  dk-1'e  ayarlandı,  elüsyon  sıvısı  ise  4,6  mmol  L-1  NaN3  eklenmiş  0,1  mol  L-1  
NaH2PO4  çözeltisinden  (pH  7,0'da  tamponlanmış)  yapıldı .  Kromatografik  analizler  öncesinde  hem  mobil  faz  
hem  de  HA  çözeltileri  0.45  μm  Millipore  filtreden  geçirildi.  Kolon  kalibrasyonu,  bilinen  moleküler  kütlelere  sahip  
sodyum  polistiren  sülfonatlar  kullanılarak  gerçekleştirildi:  123.000,  16.900  ve  6780  Da.  Ayrıca  düşük  molekül  
ağırlıklı  standartlar  olarak  ferulik  asit  (194  Da)  ve  katekol  (110  Da)  kullanılmıştır.  Hümik  asitler  elüsyon  
solüsyonunda  0.6  g  L-1  konsantrasyonda  çözündürüldü  ve  HPSEC  ile  elute  edildi.  Aynı  hümik  çözeltiler  daha  sonra  
buzlu  asetik  asit  (AcOH)  ile  pH'larını  3.5'e  düşürmek  için  ilave  edildi  ve  tekrar  HPSEC  sistemine  enjekte  edildi.  Molar  
kütle  (MM)  ve  elüsyon  hacmi  (EV)  arasında  elde  edilen  ilişkiler  şöyleydi:  log  MM=0,1407  ×  EV+6,4077  (R2=0,996).  
Ağırlık  Ortalaması  (Mw)  ve  Sayı  Ortalaması  (Mn)  molekül  ağırlıkları  ve  polidispersite  (P)  hesaplandı.  
Mw  ve  P  hesaplamaları  Origin  yazılımı  (v.  9.1,  Originlab)  tarafından  yapılırken,  kromatogramları  
kaydetmek  ve  detaylandırmak  için  bir  Unipoint  Gilson  Yazılımı  kullanıldı.

bir  fırın  (Barnstead  Termolyne  21,100).  Termokemolizle  salınan  ürünler,  bir  helyum  akışıyla  (20  mL  dk-1)  
çevrimiçi  olarak  buz/tuz  banyolarında  tutulan  bir  dizi  iki  kloroform  (50  mL)  tuzağına  aktarıldı.  Ekstraktlar,  rota-
buharlaştırma  ile  konsantre  edildi.  Tortu,  1  mL  kloroform  içinde  yeniden  süspanse  edildi  ve  GC-MS  analizi  için  bir  
cam  şişeye  aktarıldı.  Te  GC–MS  analizleri,  bir  ısıtmalı  transfer  hattı  (250°C)  aracılığıyla  birleştirilmiş  bir  
RTX-5MS  WCOT  kapiler  kolon  (Restek,  30  m×0,25  mm;  flm  kalınlığı,  0,25  μm)  kullanılarak  bir  Perkin-Elmer  
Autosystem  XL  ile  gerçekleştirilmiştir.  °C),  bir  PE  Turbomass-Gold  dört  kutuplu  kütle  spektrometresine.  Kroma  tografik  
ayırma  şu  programla  gerçekleştirilmiştir:  60  °C  (1  dk  izotermal),  hız  7  °C  dk-1  ila  320  °C  (10  dk  izotermal).  
Taşıyıcı  gaz  olarak  helyum  1,60  mL  dk-1'de  uygulandı ,  enjektör  sıcaklığı  250  °C'de,  bölünmüş  enjeksiyon  
modunda  30  mL  dk-1  bölünmüş  akış  vardı.  Kütle  spektrumları,  EI  modunda  (70  eV),  45–650  m/z  aralığında,  1  
s  döngü  süresiyle  taranarak  elde  edildi.  Bileşik  tanımlaması,  kütle  spektrumlarının  NIST  kitaplık  veri  tabanı,  
daha  önce  yayınlanmış  spektrumlar  ve  standart  ile  karşılaştırılmasına  dayanıyordu.

Hücreler  iki  kez  PBS  ile  yıkandı,  tripsin/EDTA  ile  5  dakika  inkübe  edildi  ve  10  dakika  1000xg'de  santrifüjlendi.

Anti-flamatuvar  aktivite.  Hücre  kültürü.  Ölümsüzleştirilmiş  insan  keratinositleri,  HaCaT  hücreleri,  %10  fetal  sığır  
serumu  (FBS,  GIBCO,  Grand  Island,  NY),  2  mM  1-glutamin  (GIBCO,  Grand)  içeren  Dulbecco'nun  değiştirilmiş  Eagle  
ortamında  (DMEM,  GIBCO,  Grand  Island,  NY)  büyütüldü.  Island,  NY)  ve  antibiyotikler  (100  IU  mL-1  penisilin  G,  100  μg  
mL-1  streptomisin,  GIBCO,  Grand  Island,  NY,  ABD).  Hücreler,  %5  C02  ile  37  °C'de  nemlendirilmiş  bir  inkübatörde  
kültürlendi .

HA'nın  NMR  spektroskopisi.  Katı  hal  HA  spektrumlarını  elde  etmek  için  4  mm  geniş  delikli  MAS  probu  ile  
donatılmış  300  MHz  Bruker  Avance  spektrometresi  kullanıldı.  Her  bir  ince  toz  numune  (5  mg),  bir  Kel-F  kapak  
ile  donatılmış  4  mm'lik  bir  zirkonyum  rotora  paketlendi  ve  13,000±1  Hz  hızında  döndürüldü.  13C  NMR  
spektrumları,  2  s  geri  dönüşüm  gecikmesi,  1  ms  temas  süresi,  30  ms  edinme  süresi  ve  4000  tarama  kullanılarak  
Çapraz  Polarizasyon  Sihirli  Açı  Döndürme  (CPMAS)  tekniği  ile  elde  edildi.  HA'nın  sıvı  hal  NMR  spektrumları,  5  
mm  Bruker  BBI  (Geniş  Bant  Ters)  probu  ile  donatılmış  400  MHz  Bruker  Avance  spektrometre  üzerinde  gerçekleştirildi.

Hücre  peleti,  uygun  bir  PBS  hacmi  içinde  yeniden  süspanse  edildi  ve  10  uL  hücre  süspansiyonu,  10  uL  Tripan  mavisi  
çözeltisi  ile  birleştirildi.  Karışım  15  dakika  oda  sıcaklığında  inkübe  edildi  ve  mikroskop  altında  
hemasitometrede  boyanmamış  hücrelerin  (hayati  hücreler)  sayısı  ve  toplam  hücre  sayısı  (hayati  ve  değil)  
belirlendi  (ölü  hücreler  Tripan  mavisi  boyasını  alacaktı). .  Canlı  hücrelerin  yüzdesi,  boyanmamış  hücrelerin  
sayısının  toplam  hücre  sayısına  bölünmesiyle  belirlendi.

Kimyasallar.  NIST  (Gaithersburg,  MD,  ABD)  tarafından  sağlanan  Urban  Dust  (SRM  1649b),  fosfat  tamponlu  salin  
1X  (PBS,  GIBCO,  Grand  Island,  NY,  ABD)  içinde  çözüldü,  topaklanmayı  önlemek  için  30  dakika  ultrasonik  banyoya  
tabi  tutuldu  ve  içinde  seyreltildi.  200  μg  mL-1  tedavi  konsantrasyonunu  elde  etmek  için  DMEM.  HA-LIG  için  50  ve  100  
μg  mL-1  ve  HA-CIN  için  10  ve  50  μg  mL-1  tedavi  konsantrasyonunu  elde  etmek  için  HA-LIG  ve  HA-CIN  ekstraktları  
PBS  içinde  çözüldü  ve  DMEM  içinde  seyreltildi .
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ABD)  IL-6  ve  IL-1β  gen  ekspresyonunu  değerlendirmek  için  yapıldı.  PCR  primerleri,  yayınlanan  dizilere  dayalı  olarak  
tasarlandı  ve  özgüllükleri,  BLAST  hizalama  araştırması  ile  doğrulandı.  Her  numunede  belirli  bir  gen  için  mRNA  miktarı,  
aynı  numunedeki  18S  referans  geninin  mRNA  miktarına  göre  normalleştirildi.
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