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Bir linyit ve yesil bir

komposttan elde edilen

karakterize edilmis himik asitlerin
antifamatuar aktivitesi ve potansiyel
dermatolojik uygulamalari

MariavittoriaVerrillo1,3*, Melania Parisi2,3, Davide Savy1, Giuseppina Caiazzo2 ,
Roberta DiCaprio2, MariaAntonietta Luciano2 , sara Cacciapuoti2 , Gabriella Fabbrocini2,3 &

Alessandro Piccolo1,3*

Hava kirlili§ ine uzun sireli maruz kalma ciltile ilgili bazi enflamatuvar sireglerin gelisimi ile iliskilendirilmistir.
Modern ti bbi namaci , gevresel ve ekonomik sirdirdebilirlig i iyilestirmek icin dog al kaynaklardan elde edilen
anti-inflamatuar etkiye sahip yeni trinlerin gelistirilmesidir. Bu cali smada, linyit (HA-LIG) ve kompost haline
getirilmis enginar ati klari ndan (HA-CYN) iki farkli himik asit (HA) izole edilmis ve ki zI |6tesi spektrometri,
NMR spektroskopisi, termokemoliz-GC/MS ve yiksek performansl  boyut ile karakterize edilmistir. -di slama
kromatografisi (HPSEC), antifamatuar aktiviteleri HaCaT hicreleri (zerinde deg erlendirilirken. HA-LIG'de apolar
alifatik ve aromatik bilesenlerin baski nli § 1 ni godsteren spektroskopik sonuglar, HA-CYN'de ise polisakkaritlerin
ve polifenolik lignin kali nti lart ni nvarli §1 ni ortaya¢i kardi .Urban Dust ile 6n isleme tabi tutulmusg
insan keratinositi (zerindeki HA uygulamasi , aromatik, fenolik ve lignin bilesenlerinin icerig inden dolayr himik
maddenin koruyucu bir etkisi oldug unu digindiren genel bir canli It karti s1 ortaya¢i kardr .

Tersine, IL-6 ve IL-18 sitokinlerinin gen ekspresyonu, HA-LIG uygulamasi ndan sonra 6nemli bir dis{s
gosterdi, dolayr si yla HA-CYN'den daha biyk bir antifamatuar g(t sergiledi. HA koruyucu hidrofobik
bilesenlerin, uygulanabilir konformasyonel dizenlemelerin ve biyoaktif molekdlerin i¢erig inin 6zel
kombinasyonu, himik maddenin dermatolojide ¢evresel tahris edici maddelerden cilt koruyuculari ve
antifamatuar maddeler olarak yenilikci bir sekilde uygulanabilirlig ini ortaya koymaktadi r.

Sononyi llarda, kiresel hava kalitesi, biyokiile yakma, endistriyel operasyonlar ve arag emisyonlari 1 gibiinsan
faaliyetlerinin dog rudan bir etkisi olarak giderek artan bir dis(s géstaayilggmiDitkgeSdgKi tinOngdéerhag |
olimlerin %10'undan fazlasi ni temsil eden 3,7 milyon 6lime hava kirlilig inin kart sti § 1 ni tahmin etti2 ve
bdylece hava kirlilig ini dinyani nen biyk cevresel sag Ii k riski3 haline getirdi .

Son zamanlarda, biyik epidemiyolojik cali smalar, hava kaynakli  kirlilig e maruz kalmani n solunum ve
kardiyovaskider morbiditeyi arti rdi g1 ni belirledi4,5 . Ayri ca, uzun sireli hava kirlilig ine maruz kalma, belirli
kanserlerin gelisimi ile iliskilendirilmistir ve yaslanma da dahil olmak (zere ciltle ilgili bazi siregleri etkileyebilir ve
sedef hastall § 1 , akne ve atopik dermatitin klinik belirtilerini arti -ribitiarijesane/siveldinelardk satienddralliaign
zararll  bilesiklere maruz kalmasi 7 PM, en yaygi n olarak PM2.5 ve PM10), gaz halindeki kirletici kari ncalar,
(karbon monoksit, -nitrik oksitler, kikirt oksit, ozon, ag 1 r metaller) ve kati  yaki t tiketimi olarak i mekan

kirleticileri8 . Hava kirlilig ini cilt hastali klari yla iliskilendiren molekder mekanizmalar henlz tam olarak
anlasi lamami s olsa da
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% Toplam C Toglam N Toplam|HC/N orani  H/C orani

HALL G 56+2 2+0.04 41 32.67 0,86

HA-PRE 29,1+2)2 2,52+0,0 3,79+0,2 13,44 1.53

Tablo 1. HA-LIG ve HA-CYN'nin element bilesimi (%). Atom orani

Anlasi Idi g1 (zere, birkag in vivo ¢all sma, bu durumlari n9 ortak bir faktériolarak enflamatuvar durumun
ortayagl ki st ni ve dnemini vurgulamiysthofelaeii kIRt HABAIATATSBH rarRdien PimrHierptein
olgunlasmasi ni  tesvik ederek inflamatuvar yani tlari tetikledig i varsayr Imi sti r10. Bu nedenle, derideki
enflamatuvar belirteglerin olasi inhibisyonu, hava kirlilig inin toksik etkilerine karsi mikemmel bir savunmayi
temsil edebilir11. Ginimizde modern tt bbi n amaglari ndan biri, geleneksel tedavileri tamamlayr c1 hale gelen
yenilik¢i etkili tedavilerin ¢evresel ve ekonomik sirdirdebilirlig ini iyilestirmek i¢in dog al kaynaklardan elde edilen
anti-inflamatuar aktivitelere sahip yeni trinlerin gelistirilmesidir12.

Favonoidler ve polifenol tirevleri gibi bircok dog al madde, enflamasyonun neden oldug u hasar (zerinde
iyilestirici bir rol oynarken13-15, steroidal olmayan antifamatuar ajanlari n kullani mi , yan kontrolsiz bir
reaksiyonu tesvik edebilir ve kardiyovaskier hastali k kadar gastrointestinal toksisite riskini de arti rabilir16. Bu
nedenle, inflamasyon sirecglerinin sonuglari ni  azaltmak ve hafifletmek icin yenilikgi trinlerin arasti 1 Imasi na
artan bir 6nem verilmektedir. Bu bag lamda, himik asitler (HA) gibi dog al organik tirevler, kabul edilen antiviral,
antimikrobiyal, profbrinolitik, antifamatuar ve 6strojenik aktiviteler17,18 nedeniyle ti p ve veterinerlik bilimi gibi
farkll farmasotik alanlarda gesitli uygulamalar bulmustur. Ayri ca, bu biyoaktif molekdler, tari msal ati klardan
elde edilen yesil kompost gibi geri don(stirdmis biyokitlelerden kolayca izole edilebilir, bdylece dongisel ekonomi
¢ercevesinde geri donistirdm(s biyokitlelerin deg eri artar18,19. Fuvik asitler gibi bazi  himik maddeler, dermatit
ve sedef hastall g1 , romatoid artrit ve egzamani n topikal tedavisinde kullani Imi sti r20,21. Bazi bilimsel
kani tlar, himik maddelerin uygulanmasi ile bir siperoksit dismutaz mekanizmasi ni n aktivasyonu yoluyla
sitokinlerin sali nmasi veya hasarli bdlgelerdeki hitrelerin géglve yapi smasi arasi nda bir iliski gostermis
olsa da, dog al yapi -aktivite iliskisi net bir sekilde agi klanamami sti r22.

Bucali smani namac , HaCaT hicrelerinin atmosferik partikler maddeye maruz kalmasi ni takiben, linyit
ve kompost haline getirilmis enginar ati klari ndan ekstrakte edilen iki farkli himik asitin antifamatuar efektorler
olarak deg erlendirilmesidir. Himik malzemelerin molekder &zellikleri, biyoaktif bilesenler hakki nda fikir edinmek
ve potansiyel dermatolojik uygulamalari ni n molekder temellerini kapsamli  bir sekilde anlamak i¢in ayri nti h
olarak analiz edildi.

Sonuclar ve tarti sma HA-LIG

ve HA-CYN'deki element igerig i. Himik asitlerin temel bilesimi, jeokimyasal olarak tiretilmis HA-LIG'de 6nemli
Olcide daha biyk bir Cigerig i (%56) ortaya koyarken, C/N orani , nitrojen iceren bilesiklerin (6rn: peptidler) HA-
CYN'ye tercihli dahil edilmesini vurguladi . (Tablo 1). Te H/C deg erleri, si rasi yla HA-LIG ve HA-CYN'de tercihen
aromatik ve alifatik olan apolar bilegenlerin her iki HA'da da yaygi n olarak korundug unu gésterdi (Tablo 1).

Ki z1 |6tesi spektroskopi. HA-LIG ve HA-CYN'nin ATR spektrumlari , O-H ve N-H gerilme titresimlerine atanan
3200-3400 cm-1 arali § 1 nda yetersiz tani sal genis bantlar gosterdi (Sekil 1). Her iki HA numunesi, uzun zincirli
alkil bilesiklerinde23 CH2 ve CH3 gruplari ni n simetrik ve asimetrik gerilme titresimiyle iliskili 2850 ve 2920
cm-1'deki omuzlarla karakterize edildi. I ki HA arasi ndakiana ki zi |étesi farklar, daha kigik dalga say lari nda
gosterildi (Sekil 1). HA-LIG spektrumunda 1565 cm-1'deki belirgin pik, aromatik yapi lardaki halka titresimleriyle
iliskiliyken, 1372 ve 1217 cm-1'lik daha az yod un sinyal su anda eterlerin ve fenolik bilesiklerin C-O bikimesine
atanmi sti r24. HA-CYN spektrumunda, yaklasi k 1635 cm-1'deki keskin genis bant, hem alkanoik asitlerin
karboksilat gruplari ni n C=0 gerilme titresimlerini hem de konjuge ve konjuge olmayan ¢ift C=C bag lari ni n
titresimlerini icerebilir23,25. 1450 ve 1220 cm-1'deki kig ik sinyaller, si rasi yla alkil zincirleri ve fenolik bilesenlerdeki
C-H ve C-O gruplart ni n bikiimesinden kaynaklani r. Son olarak, yesil komposttan elde edilen HA-CYN'ye
karbonhidrat tirevlerinin genis bir sekilde dahil edilmesi, piranosid halkalari ndaki alkol fonksiyonlari ndaki C-O
gerilmeleri nedeniyle 1013 cm-1 civari ndaki yog un bant ile belirtilmistir25.

St rali  Pyr-TMAH-GC-MS. HA-LIG pirogrami , neredeyse yalni zca alkil ve aromatik apolar bilesenlerle karakterize
edilen, jeokimyasal kokenli tipik bir himik asit profili ortaya ¢1 kardi  (Sekil $1)26. Spektrumun ilk béliminde
tani mlanan ana aromatik molekuler, benzen, toluen, m- ve p-ksilen, stiren, naftalin ve alkil-naftalin, fenolik
yapi lar, lignin bilesikleri ve benzoik asitlerle iliskiliydi.
Daha uzun tutma sirelerindeki tepe noktalari , alkanoik asitlerin uzun alkil zincirlerine ve alkan/alken ¢iftlerine
atanmi st r(Tablo S1). HA-LIG verileri, su anda segici olarak korunan apolar fraksiyonlari n termal bozunma
rinlerine atfedilen uzun alkil zincirleri ve aromatik ki s mlar ile ana hidrofobik 6zelliklerini ortaya ¢1 kardi .
Bu bilesenler, jeo-organik ¢okeltilerin birikme sireclerisi rasi nda dog al bilesiklerin gelismis yapi sal
modifikasyonundan kaynaklanmaktadi r27.

HA-CYN'nin pirogrami esas olarak lignin pargalari ni n ester ve eter tirevlerinden ve dog rusal ve dalli
zincirliyag asitlerinden, ardi ndan biyopolyesterler, karbonhidrat tirevleri ve N-iceren bilesiklerden olusuyordu
(Tablo S2). En bol bulunan lignin monomerleri, hem di- hem de tri-metoksinin oksitlenmis trinleriydi.
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Sekil 1. Linyitten (HA-LIG) ve enginar kali nti lari ndan (HA-CYN) yapi lan yesil komposttan Himik asitlerin FTIR-ATR
spektrumlar .

ana bilesenler olarak aldehidik-, ketonik-, benzoik-asit ve benzen-propenoik asitlerle fenilpropan molekdleri (Sekil S1;

Tablo S2). Bu bulgu, daha az deg istirilmis lignin birimlerinin daha digik verimleri ile birlestig inde kompostlanmi s bitki

arti klari ndan elde edilen biyo-elverisli lignin parcalart ni n HA-CYN'ye yaygi n olarak dahil edildig ini

go6sterdi18,19,25 . Uzun zincirli alkanoik asitlerin genis yelpazesinde (Tablo S1), en biyik bolluk, her yerde bulunan

hekzade kanoik ve oktadekanoik homologlari nkiydi, oysa ¢ift karbonlu dog rusal zincirlerin yaygi nli g 1 bir bitki kékenini goster
HA-CYN pirogrami nda bulunan dalli  zincirliyag asitlerininvarli § 1 , HA-CYN'nin ekstrakte edildig i olgun kompostta

olusan dog al mikrobiyal bilesenlerle iligkilidir25. HA-LIG ile ilgili olarak, HA-CYN'deki polar bilesiklerin bollug u, mono-

ve oligosakarit bilesenlerinin metillenmis formlari ni ve peptit, indol ve pirol tirevleri gibi nitrojenlenmis bilesikleri

icerir (Tablo S2).

13C-CPMAS NMR spektrumlari . HA- LIG'in 13C-CPMAS NMR spektrumu (Sekil 2), toplam karbon igerig inin'si rasi yla
%28.7 ve %42.2'sini temsil eden apolar alifatik ve aromatik bilesenlerin baski nli § 1 ni dog ruladi (Tablo 2). 33 ve
128 ppm'deki iki ana rezonans, si rasi yla uzun alkil zincirlerinde ve C-ikameli aromatik bilesiklerde CH2 birimlerini
belirtirken, 152 ppm'deki omuz fenolik karbonlara atfedilir (Sekil 2). HA-CYN'nin kati  hal NMR spektrumunda farkli
fonksiyonel gruplar arasi nda ¢esitlendirilmis bir Cdag 1 I mi  bulundu (Tablo 2). 0-45 ppm arali § 1 nda 30 ppm'de
genis rezonans etrafi ndaki farkli sinyaller, cesitli lineer lipit bilesiklerinin alkil zincirlerindeki metil ve metilen

gruplari ndan kaynaklani rken, 40-45 ppm'deki daha az yod un tepe noktalari sunlardan kaynaklanabilir: sterol,
favonoidler ve lignanlari n toplanmi s halkalari ndaki ¢ incd (CH) ve dérdincd (C-R) karbonlar25. 57 ppm'deki belirgin
rezonans, peptidik parcalari n C-N bag lari ni n ek bir katki si yla birlikte, esas olarak aromatik lignin
monomerlerindeki metoksi sibstitlentlerine atani r. 60-110 ppm kimyasal kaymadaki Te sinyalleri, bitki dokulari ndan
gelen karbonhidratlar ve polisakkaritlerdeki ¢esitli C-O gruplari na aittir. 110 ila 145 ppm arasi ndaki rezonans,
aromatik karbonlarla iliskilidir, bunu fenolik ve lignin tirevlerindeki aril C-O gruplari ndan biri (145-160 ppm) takip eder
ve bunlar genellikle 145-60 ppm arali g 1 ndaki rezonanslara karsi It k gelir24. 174 ppm'deki Te sinyali, yag asitleri,
esterler ve peptitler gibi farkl  bilesiklerdeki karboksil karbonlari ndan kaynaklanmaktadi r. HA numunelerinin
molekder 6zellikleri, temel ali nan aromatiklik (ARM) ve hidrofobiklik (HB/HI) indeksleri ve alkil (A/OA) ve lignin (LigR)
oranlari (Tablo 2) gibi boyutsuz yapi sal parametrelerle anlasi labilir . spektral arali klari n entegrasyonu
(zerine18,19,25.

HA-LIG 6rneg inin gosterdig i biyik HB/HI ve ARM indeksleri ve A/OA orani  deg erleri, alkil ve aromatik yapi lari n
birlesik katki si yla bu malzemeye sag lanan biyk hidrofobik karakteri daha da vurgulamaktadi r. Tersine, artan
miktarda C-O ve C-N igeren bilesiklerle birlikte daha az aromatik ve alkil karbon icerig i, HA-CYN icin daha kit tkk HB/HI
ve A/OA deg erleri belirledi (Tablo 2).1 ki HA arasi nda aril C'nin farkli  bir molekder bilesimi, HA-CYN icin daha yiksek
sonug veren LigR orani (Tablo 2) tarafi ndan da dnerilmistir, bu nedenle, metoksil gruplari ni n sinyalleri arasi ndaki
korelasyonla da teyit edilen, lignin kali nti lari ni n édnemli bir mevcudiyetine isaret eder. (45-60 ppm) ve aril C-O
molekdlerinin (140-160 ppm), lignin tirevlerinin termokemoliz analizleri18,19,25 tarafi ndan ortaya ¢i kari lan HA-
CYN'ye secici olarak dahil edilmesini kabul eder .

Tersine, HA-LIG'deki LigR deg erindeki azalma, ligninin metoksil gruplari ni n daha ki ik bir icerig ini gosterdi.
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Sekil 2. Linyit (HA-LIG) ve kompostlanmi s enginar biyokitlelerinden (HA-CYN) himik asitlerin 13C CPMAS NMR
spektrumlar .

Karboksil-C Fenol-C Aril-C O-AlkiliC Metoksil-C Alkil-C Yapi sal indeksler
190-160 160-145 145-110 11¢-60 60-45 45-0 HB/HIa A/OAb ARMC LidRd
HALL G 6.1 9.6 33.0 12.8 9.8 287 2.49 227 1.02 1.06
HA-ON 10.9 5.7 20.0 275 13.8 222 0.92 0,81 0,52 2.43

Tablo 2. HA-LIG ve HA-CYN'nin 13C CPMAS-NMR spektrumlart ni n kimyasal kayma bdlgeleri (ppm)

(zerinden ana Cyapi lari ni nspektral verilerinden hesaplanan goreli katki (%) ve yapi sal indeksler . a
HB/ HI=hidrofobiklik indeksi=[Z (0-45)+(110-160)/ Z (45-60)+(60-110)+(160-190)]. bA/OA=alkil/O alkil orani
(0-45)/(60-10). c ARM=aromatiklik indeksi [(110-160)/Z (0-45)+(60-110)]. dLigR=Lignin orani (45-60)/(140-160).
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Sekil3.Tesi vi haldeki 'Linyitten izole edilen HA'ni n (HA-LIG) ve yesil kompostun H-NMR spektrumlari
enginar kali nti lart  (HA-CYN).

molekdler ve HA-LIG'in ¢1 kari Idi g 1 linyiti olusturan jeokimyasal islemlerle tiretilen fenol ve polifenolik

bilesenlerinyaygr nli g1 .

THNMR spektrumlari . "HA-LIG ve HA-CYN'nin H NMR spektrumlari  (Sekil 3) (t ana bélgeye ayri labilir: 0-3 ppm,
alkilik bolge (¢og unlukla alifatik bilesenler); 3-5,5 ppm, O-Alkil bélgesi (yaygi n olarak oligo ve polisakkaritler); 6,5-
8,5 ppm, aromatik bolge (esas olarak lignin bilesenleri)28,29. HA- LIG'in TH NMR spektrumu, 0,9a2a pgm ndaki
blyk rezonanstan ¢1 kan birkag keskin sinyal, O-Alkil bélgesinde 3,3 ppm'de tek bir baski n sinyal ve aromatik ve
heterosiklik bolgede gbze ¢carpan genis bir rezonans gosterir. 7-8,5 ppm arali g 1 ni n zerindeki bdlge. Bu
spektrumun gorinimg kati hal spektrumunun géstergeleriyle uyumludur ve yaygi n olarak alkil ve aromatik
bilesikler iceren bu humik jeokimyasal kékenli maddenin yiksek hidrofobiklig ini dog rular. Tersine, HA-CYN
spektrumu, hem alkil hem de aromatik bélgede daha az yod un bir rezonans, ancak O-alkil bdlgelerinde daha biytk
bir sinyal yog unlug u ortaya ¢i kari r.Yine, HA-CYN spektrumunun &zellikleri, CPMAS spektrumu igin zaten
belirtildig i gibi, bu malzemenin 6nemli 6l¢(de daha kit k hidrofobiklig ini ve yesile dénigen enginar

kali nti lari ndan tiretilen sakkaridik ve peptidik pargalar gibi polar alifatik bilesiklerdeki zenginlig ini dog rular.
HA-CYN'nin izole edildig i kompost.

HA'ni nyiksek performansli  boyut di slama kromatografisi (HPSEC). Himik asitlerin pH'I ni 7'den 3.5'e

dgirmek icin himik ¢ozeltilerin asetik asitle islenmesinden dnceki ve sonraki HPSEC elsyon profilleri, himik asitlerin

gevsek bag Il supramolekder birlikteliklerinin konformasyonel yapi si ni deg erlendirmek igin

kullani Imi sti r30,31. Hem HA-LIG hem de HA-CYN'nin asetik asit ilavesinden 6nceki ve sonraki kromatogramlari

Sekil 4'te gésterilmektedir. I ki HA, farkli  bir HPSEC davrani si na sahipti. Ash nda, HA-LIG tek bir tepe noktasi gésterirker
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Sekil 4. Numune pH'I ni 7'den 3,5'e ayarlamak icin asetik asit (AcOH) eklenmesinden &nce ve sonra HA-LIG ve HA-
CYN'nin HPSEC kromatogramlari .

Ornek Pik arall g1 (mL) Mw Mn P

KeNol NI TUT 7,5-18,0 11.957 1774 6.7
HA LIG+AcOH-zirve 1 7.5-9.2 21.79221.3141,0

HA LIG+ACcOH-zirve 2 9.2-10.5 10.37410.1721,0

HA LIG+AcOH-zirve 3 10,5-14,9 4238 3396 1.2
HA LIG+AcOH-zirve 4 15.2-22.3 180 87 21
HA PRE-zirve 1 4.7-6.3 86.258 85.187 1,0

HA PRE-zirve 2 6.3-8.7 41.437 38391 1,1

HA PRE-zirve 3 8.7-9.3 18.489 18.412 1,0

HA CYN+ACOH-zirve 1 4.7-6.3 84.536 83.560 1,0

HA CYN+ACOH-zirve 2 6.3-8.7 37.93434.658 1,1

HA CYN+ACOH-zirve 3 9.2-9.6 13.78313.724 1,0

Tablo 3. Asetik asidin (AcOH) eklenmesinden 6nce ve sonra HA-LIG ve HA-CYN i¢in UV tespitli HPSEC

kromatogramlari ndan hesaplananag 1 rli kortalamasi (Mw)ve sayl ortalamasi (Mn)molekderag 1 rli klari
ve polidispersite (P) . Standart sapma <%5 idi.

pH 7'de enjekte edilen elisyon profili, enjeksiyondan énce AcOH ile pH'I  3.5'e ayarladi ktan sonra dort farkli  zirvede
bozuldu. Tersine, HA-CYN'nin elisyon profili, AcCOH eklenmesi nedeniyle daha biyik elisyon hacimlerine kaymasi na
rag men, ayni (& piki ortaya ¢ karan iki tedavi arasi nda deg ismedi.

I kiHA'ni nfarkh HPSEC davrani si , kroma togramlardan hesaplanan parametrelerle yansi ti Idi (Tablo 3).
Orneg in, HA-LIG'In A§ 1 rli k Ortalama molekderag 1 ri §1 (Mw), pH 7'de enjekte edilen malzemenin
kromatogrami ni nyaygl n zirvesiiginyaklasi k 11.960 Da iken, pH'I n 3.5'e ayarlanmasi ndan sonraki dort tepe
Mw'nin yaklasi k 21.800, 10.370 oldug unu gdsterdi., si rasi yla 4240 ve 180, daha biytk molekder boyutlu malzemeye
karsi Ii k gelen daha kit ik elisyon hacimlerinde olandan daha biyk elisyon hacimlerinde daha kit ik molekder boyutlu
olana geger. Tersine, HA-CYN durumunda, (¢ tepe noktasi ni n MW'si, AcOH ilavesinden dnce ve sonra benzer
deg erleri korudu, ancak sonraki islem i¢in gézlemlenen deg erler 6ncekinden daha diskt( bu nedenle daha biytk
elisyona kayan not edilen zirvelerle ayni  fikirdeydi. hacimler (Sek. 4). Bu sonuglar, HA'ni n konformasyonel
yap! si ni ,daha giglimolekdler arasi hidrojen bag lari ni n olusumu nedeniyle AcOH ilavesi ile bozulabilen
nispeten kit ik heterojen molekdler arasi ndaki dag 1 Imazay f etkilesimleriile stabilize edildig ini a¢1 klayan
topraktan humusun supramolekder anlayl si yla yorumlanabilir. den
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oncekidag 1 ti a kuvvetler26,30,31. Bu, dort pikteki malzeme dag 1 I mi daha kigik molekdlerin supramolekier

birlig ini digindiren HA-LIG igin dog rulani rken, ayni  sey HA-CYN icin sdylenemez. Asli nda, ikinci konformasyonel
dizenleme, ¢og unlukla mikrobiyal kompostlama sirecinden sag kurtulan ve AcOH isleminin32bozulma kapasitesine
direncli olan kovalent bag I biyopolimerler tarafi ndan stabilize edilmis gibi gérinmektedir. Tese, varli g1 FTIR, NMR
ve termokemoliz sonuglari ile gdsterilen polisakkaridik, peptidik ve polifenolik lignin fragmanlari olabilir. Toplamda bu
bulgular, HA-LIG'in HA-CYN'den nispeten daha kg ik bilesiklerden olustug unu, dolayi si yla énceki malzemeye ikincisinden
daha biyk bir konformasyonel esneklik kazandi rdi g 1 ni  gdstermektedir.

HA'nI n antifamatuar aktivitesi: HaCaT hicreleri (zerinde in vitro analizler. Hicre canli T § 1 . Hicrecanl I g1 , artan
farkli  HA-LIG ve HA-CYN konsantrasyonlari ile Tripan mavisi ydntemiyle ded erlendirildi. I nsan keratinosit hicrelerinin
her iki himik ekstrakt ile muamelesi, uygulanan maksimum konsantrasyona rag men hicrelerincanli h g1 ni

etkilememistir (Sekil S2). Daha 6nceki ¢ali smalari n33,34 aksine , bu sonuglar bu HA'lari ninsan hicre kdtirleri zerindeki
olasi sitotoksik aktivitesini harig tutar. Ek olarak, her iki HA ile ayni  konsantrasyonda (50 pg mL-1) én isleme tabi tutulan
HaCaT hikreleri, sadece Urban Dust ile tedavi edilen hitrelere ki yasla istatistiksel olarak anlamli  bir canli It karti si
gosterdi (Sekil S2). Asli nda, HA-CYN ve HA-LIG uygulamasi ndan sonraki hicre canli I § 1 , tedavi edilmemis kontrolin
si rasi yla %87'si ve %82'siydi, oysa Urban Dust tarafi ndan enflamatuvar stimidasyon, HaCaT hicrelerinin canli It g1 ni
%62 azaltti ve ayni zamanda 6nceki cali smalar35 tarafi ndan gésterilmistir. Bu sonuglar himik maddenin insan
hicrelerinin hayatta kalmasi na y&nelik koruyucu bir etkiye sahip oldug unu géstermektedir. Benzer bir davrani s, gérinige
gOre RAW 264.7 insan hicre kdtirlerinin36 aktivitesini koruyan fulvik asitler tarafi ndan rapor edilmistir.

Dog al organik maddenin insan hicrelerinin aktivitesini koruma kapasitesi, yeni ve strdiriebilir antioksidan sistemlerin
gelistirilmesi icin 6nemli bir 6n kosuldur37. Asli  nda, bir oksidatif hicre stresi tipik olarak ROS ile antioksidan sistem
arasi ndaki dengenin bozuldug unu gosterir38, boylece DNA modifikasyonu ve lipid oksidasyonu veya peroksidasyonu39
gibi oksidatif hasarlara neden olan hicrelerdeki serbest radikal icerig inde bir arti s1  tesvik eder. Himik malzemelerin
antioksidan ve koruyucu rolinin, reaktif oksijen tirlerini himik yapi ya geri dénigimlive tekrarlanabilir bir stre¢le bag layarak
inaktive edebilen redoks &zellikleri40 ile iliskili olabileced i 6ne sirimistir41. Bu davrani s, Urban Dust tedavisine42 rag men
himik madde ilavesinin HaCaT hicrelerinin normal ¢cog almasi ni indikledig ini gosteren sonuglari mi z1 iyiagi klayabilir.
Bununla birlikte, insan hastali klari na karsi HA biyoaktivitesinin molekder temellerini agi klamak icin heniz tek anlamli
bir yapi -aktivite iliskisi tretilmemistir. Bu ¢ali smada, HA-CYN'nin koruma &zellikleri, fenolik ve lignin bilesenlerinin biyk
icerig iile ilgilidir ve mono ve oligo-hidroksillenmis aromatik birimlerin koruyucu faaliyetler gésterdig i gésterilen fenolik
malzemelerle ilgili 6nceki cali smalara gore18,19, 43. Benzer sekilde, HA-LIG'in koruma aktivitesi, hem NMR hem de
termokemoliz sonuglari nda bildirildig i gibi hidrofobik bilesimi ile iliskilidir (Tablolar 2, S1, S2; Sekiller 1, 3). Onceki
cali smalar, bitki patojenlerine karsi himik ve Himik benzeri maddelerin (HULIS) tesvik ettig i antimikrobiyal aktivitelerin,
spesifik molekder bilesimlerine18,19,44,45 bag I oldug una isaret ederken , kompost haline getirilmis tari msal
biyokitlelerden izole edilen HA'ni n ilk kez etkili oldug unu gésteriyoruz. insan hicreleri izerindeki koruma 6zellikleri ve bu,
test edilen himik asidin molekder bilesimine bag i di .

Urban Dust maruziyetinden sonra HA-LIG ve HA-CYN'nin IL-1B ve IL-6 gen ekspresyonu (zerindeki etkileri. Te keratinosit
modeli, bu hicrelerin derinin di s katmanlari nda bulunmalari ve yabanci tahris edici maddelerle karsi lasmadaki énci
rolleri nedeniyle dermatolojide tahris edici maddelerin etkilerini deg erlendirmede yaygi n olarak kullani Imaktadi r46.
Ayri ca keratin hicreleri, deri hicrelerinin i¢c katmanlari ni koruyan stratum corneum bariyerini korumak i¢in ¢ok dnemli
bir rol oynar47. Ek olarak, keratinositler, kemokinler de dahil olmak (zere ikincil araci lari nyukari regidasyonunu ve
salgi lanmasi ni indikleyen ve |6kositlerin derinin hasarli  bélgesine dog ru toplanmasi yla sonuglanan ¢ok gesitli
enflamatuvar araci lar (retebilir48.

I nce tozun (FD) keratinositlerde enflamatuvar yani tlarayol acti § 1 ve enflamatuvar yani tlari muhtemelen
proenflamatuvar sitokin Interleukin-1B (IL-18)49 araci |1 k ettig i makrofajlara aktardi § 1 bildirilmistir. IL-18, monositler
ve makrofajlar50gibi dogd ustan gelen bag 1 si kh k sistemi hicreleri tarafi ndan (retilen ve salgi lanan enfeksiyon ve
yaralanmaya karsi  konakgi savunma tepkilerii¢in ¢ok énemli olan giglibir pro-enflamatuvar sitokindir. Bir sinyal sekansi
olmadan (retilir ve geleneksel protein salgi lama yolunu izlemez, bunun yerine bir veya daha fazla geleneksel olmayan
salgl lama yolu kullani r51. Tersine, interlokin-6 (IL-6), akut fazi s1 rasi nda enfeksiyona yani tolarak gecici olarak
tretilir. IL-6'n1  n sirekli dizensiz sentezi, normal ekspresyonu transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi mekanizmalar52
tarafi ndansi ki bir sekilde kontrol edilmesine rag men, kronik enflamasyon ve otoimmihnite gibi patolojik bir etkiyi
indikledi. Ayri ca, IL-6, cevresel girdilere35bir epitel tepkisi indiklemede ¢ok énemli bir rol oynar.

Bucall smada, IL-1B ve IL-6'ni n gen ekspresyonu, 6n canli I k deneylerinde 6nerildi§ i gibi, HA-CYN ve HA-LIG'in
Urban Dust ile tedavi edilen HaCaT hicreleri (zerindeki etkili antifamatuar etkinlig ini dog rulamak i¢in deg erlendirildi (Sekil
5).). Sonuglart mi z, Urban Dust tarafi ndanuyari Idi ktan sonra IL-1P ve IL-6 gen ekspresyonunda 6nemli bir arti s
oldug unu ortaya koydu (Sekil 5a,b). Tersine, HA-LIG veya HA-CYN ile muameleden sonra HaCaT hitrelerine Urban Dust
uygulamasi , sitokin ekspresyonunda bir azalmaya neden oldu (Sekil 5a,b). HA-LIG, daha az IL-1(3 ekspresyonu indikleyerek
HA-CYN'den daha etkiliydi, halbuki HA-CYN tedavisi, IL-6 durumunda biraz daha biyik bir anti-famatuar aktivite sergiledi.

Ayri ca, HaCaT hicrelerinde enflamasyon sirecinin belirteg seviyelerinin analizi, Urban Dust'l n neden oldug u enflamasyonu
azaltmak igin her iki himik ekstrakti nyararli etkilerini ortaya koydu (Sekil 5a,b).

Bu sonuglar, in vitro22,53 ile iligkili sitokin sali ni mi (zerinde himik tirevlerin inhibitér etkisini bildiren énceki
¢al smalarla uyumludur. HA'ni n antifamatuvar etkilerinin biyokimyasal agi klamasi , dog al olarak olusan HA ve sentetik
HA benzeri polimerler tarafi ndan arasidonik asit (AA) zincirinin 5-lipoksijenaz yolunun inhibisyonu ile ilgilidir53. Ayri ca,
I si kaynakll 1 si ni n%65-90 orani nda basti ri Imasi
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Sekil 5. Hicresel IL-1PB (a) ve IL-6 (b) seviyeleri, 2 saat boyunca HA-LIG veya HA-CYN ile 6n isleme tabi tutulmus

ve ardi ndan 200 pg mL-1 eklenmis HaCaT hicrelerinden peletlerde 6lctidi Urban Dust, islenmemis hicrelerin

ilk kontroline (Ctrl) ve yalni zca 200 pg mL-1 Urban Dust ile islenmis hicrelerin ikinci kontroline karsi . Urban

Dust ile islenmis hicrelerin istatistiksel 6nemi, islenmemis kontrol hitrelerinde %100 IL-1( ve IL-6 orani na gére
belirlendi (*). Veriler, her biri ( kopya halinde gergeklestirilen ( bag 1 msi z deneyin ortalama + SD'si olarak ifade
edildi. Anlamh  farklari hesaplamak igin Student t-testi kullani Idi  (*P<0.05).

Kafeik asit oksidasyonu (KOP) ile elde edilen dog al sodyum humatlar veya himik benzeri (rinler tarafi ndan AA

sall mi , HA'ni n antifammatory malzemeler olarak karakterizasyonunu destekledi22. Ote yandan, himik
maddelerin in vitro olarak, ancak yalni zca eksojen lipopolisakkaritlerin varli § 1 nda inflamasyona yol acan TNF-a
gibi proinflamatuvar sitokinlerin sali ni mi ni uyardi §1 bulunmustur; normal kosullar54. Ek olarak, potasyum
humatlari n lenfosit hicrelerinin ¢og almasi (zerinde olumlu bir etkiye neden oldug u bildirilmistir20. Bu durumda,
hicre proliferasyonu, sitokinlerin sentezi ve bu araci lar igin T hicresi ylzey reseptérlerinin ekspresyonu ile
karakterize edilen otokrin biytime yoluna bir yani t olarak ve ayri ca IL-2 gibi birincil otokrin biyime faktérinin
tretimi ile artmi sti r. ve IL-2 reseptdrinin (CD25)55 gelistirilmis ifadesi.

Bulgulari mi z, HaCaT hicreleri (zerindeki etkiyi molekder bilesimle iliskilendirmek icin yenilikci bir yaklasi mi temsil ediyor.
himik madde.

Birka¢ ¢ali sma, himik maddenin, ayri ca kompostlanmi s biyo kitlelerden de, bitkiler veya mikroorganizmalar
tzerinde molekder, fizyolojik ve transkripsiyonel seviyelerde faydali etkilerinin ortaya ¢i kti § 1 naisaret
etmistir56. Himik maddenin biyoaktif etkilerine iliskin cali san bir hipotez, farkl tipteki hicrelerle etkilesim
(zerindeki konformasyonel yapi ve molekder bilesimin birlikte olusturdug u kombinasyona dayani r57. Asli nda,
tedavi edilen HaCaT hicreleri (zerindeki antifamatuar aktivitelerde HA-CYN ve HA-LIG arasi ndaki fark, NMR,
termokemoliz ve HPSEC sonuglan ile gosterildig i gibi, kullani lan HA'ni n farkli molekier ve konformasyonel
ozellikleriile agi klani r. Urban Dust'tan 6nce 50 pg mL-1'de eklendig inde HA-LIG tarafi ndanIL-6 ve IL-1f3
enflamatuvar sitokin sali ni mi ni ninhibisyonu, baski n hidrofobik &zellikleri (biyitk HB/HI indeksi) ile iliskili
olabilirken, daha hafif inhibisyon HA-LIG'in ayni  konsantrasyonunda HA-CYN tarafi ndan IL-1p sitokinin yiksek
oranda artmasi , polifenolik lignin bilesenlerinin genis icerig ine bag lanabilir.

AcOH ilavesinden sonra HPSEC elisyon profillerindeki de§ isikliklerle ortaya ¢ kan HA'ni n farkl
konformasyonel stabilitesi, HA'n1 n antifammatory davrani s1 na katki da bulunan ek bir faktortide temsil edebilir
(Tablo 3, Sekil 4). Bununla birlikte, hicre canli i § 1 durumunda (Sekil S2), hem HA-LIG hem de HA-CYN, dncekinden
daha kig tk molekder iliskilerden olustug u bulunmasi narag men, ayni pozitif koruyucu etkiyi gésterdi.

Bu, hicrecanli I g1 ni nkorunmasi ni n etkinlig inden konformasyonel stabiliteden ziyade HA molekier
bilesiminin sorumlu oldug unu gésterir. Ozellikle, HB/HI, ARM ve A/OA indekslerinin biyk ded erleri ile gésterildig i
gibi HA-LIG'deki hidrofobik bilesenlerin icerig i ve HA-CYN'deki lignin tirevli polifenollerin miktari , Her iki malzemeyi
de hicre korumasi nda etkili ki Imak i¢in biyik LigR orani (Tablo 2) . Bu bulgu, fenolik bilesenlerin insan kronik
hastali klari ni baski ladi g1 ni go6steren dncekicali smalarla ve molekder boyuttan ziyade hidrofobiklik ve
fenolik igerig in bitki kok hitrelerinin aktivitesini uyardi g1 ni bildiren dig er cali smalarla uyumludur. Tersine,
HA-LIG'in hem IL-1B hem de IL-6 sitokinlerinin ekspresyonunun basti ri Imasi ndaki daha biyk etkisi (Sekil 5a,b) ,
bu malzemenin HA-CYN'den daha disik konformasyonel stabilitesi ile agi klanabilir. daha sert bir konformasyonel
yap! .Asli nda, HA-LIGyapi siI , HaCaT hitreleriyle etkilesime girerek daha k(g ik himik (st yapi lara béltnebilir ve
ayni zamanda iltihaplanmayi 6nemli 6l¢ide azaltan kit ik biyoaktif fenolik molekdleri serbest bi raki r.

Tersine, HA-CYN durumunda, g6zlenen konformasyonel kararli It § 1 benzer bir bozulmayi &nler.
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HA-LIG kadar kolay bir sekilde daha kit k agregatlar ve biyoaktif molekdlerin sali nmasi , boylece Urban Dust ile tedavi edilen
HaCaT hicrelerinde daha az sitokin baski lamasi gosterir.

Cali smani nsi ni rlamalart .Bucall smani namaci , iki dog al kaynaktan ekstrakte edilen iki karakterize edilmis himik
asidin (HA) anti-inflamatuvar 6zelliklerini arasti rmakti . HA arasi ndaki molekder farkli Ii klar kapsamli  bir sekilde

acl klanmi solmasi narag men, bucali smani nolasi birsi ni rlamasi ni nkompost humusunun yalni zca himik asit
fraksiyonunu kullanmi s olmasi oldug unu ve tek basi na fulvik asitlerin veya ikisinin bir kari st mi ni n (HA ve FA) farkl
sonuglar ortaya ¢1 karabileced inivarsayl yoruz. anti-enflamatuar siregler. Bununla birlikte, tam da bu nedenle, HA'ni n
molekder yapi si ile biyolojik aktivitesi arasi nda gozlemlenen iligki, HA fraksiyonunun spesifik bir anti-enflamatuvar
aktivitesini tani mladi § 1 icing¢ali smalari mi zda daha da biyik bir rol (stlenmektedir.

Cali smami z1 n ek bir eksiklig i, anti-inflamatuvar aktiviteyi tek bir hitre hatti nda de§ erlendirmisve st ni rli sayr da
onemli inflamatuar sitokinleri 6l¢mis olabilir. IL-6 ve IL-1B'y1  iki enflamasyon belirteci olarak tercihli se¢imimiz, sitokin yolunun
enflamatuvar stimiasyona karsi  oldukga hassas molekdleri olarak rollerini gdsteren énceki ¢cali smalara dayanmaktadi r58,59,
bdylece himik maddenin 6n biyobelirtegleri olarak secimlerini hakli ¢1 karmaktadi r. biyoaktivite.

Bu dginceler, ti bbi uygulamalardaki60 himik malzemelerin yararli  6zelliklerini daha ayri nti | olarak arasti rmak
ve bunlari n antienflamatuvar &zelliklerini sabitlemek igin molekier ve hicresel mekanizmalari belirlemek igin daha fazla
arastt rmayap! Imasi gerektig ini ima eder. Bununla birlikte, benzeri gérdmemis sonuglari mi z, insan keratinositleri
zerinde iyi karakterize edilmis humik maddenin anti-inflamatuvar aktivitesine iliskin daha fazla arasti rmayi tesvik
edebileceg inden, ¢ali smami zi n éncugegerlilig ine inani yoruz.

Sonuglar Himik

maddelerin ti bbi uygulamalari , bu maddelerin anti-viral, antifamatuar, antioksidan, anti-timor ve anti-toksin 6zellikleri ile
ilgilidir. Bulgulari mi z, ya linyit gibi yenilenemeyen bir jeokimyasal yataktan ya da yesil kompost gibi yenilenebilir ve
sirdirdebilir bir kaynaktan izole edilen iki farkli  HA'ni n antifamatuar aktivitelerini gosterdi. Molekier bilesimlerdeki

farkli It klari , FTIR spektrometrisi, NMR spektroskopisi, GC-MS ile iligkili hat di g1 termokemoliz ile deg erlendirilirken,
konformasyonel yapi lari HPSEC ile deg erlendirildi. Spesifik deneylerden elde etti§g imiz sonuglar, HaCaT hicreleri (zerindeki
HA anti-inflamatuar aktivitelerinin, ki smen aromatik bilesikler ve polifenolik lignin fragmanlari tarafi ndan sag lanan
hidrofobik 6zellikleriyle ve ki smen de supramolekder birliklerinin konformasyonel stabilitesiyle iliskili oldug unu
go6stermektedir.

Bu ¢ali sma, HA molekder 6zellikleri ile gdzlenen biyoaktiviteleri arasi nda bir iliski kurmaya ¢ali sarak, Urban Dust
tarafi ndanuyari Idi ktan sonra bir keratinosit modelinde ve bunun sonucunda IL-1B ve IL-6 sitokinlerinin HaCaT hicresel
(retimi (zerinde HA biyoaktivitesini yenilik¢i bir sekilde deg erlendirdi. HA biyoaktif 6zelliklerinin, yalni zca hedef hirelerin
yilzeyine yapi smalari ni destekleyen ve genel hicre canli I g 1 ni arti ran hidrofobiklik derecelerinden deg il, ayni
zamanda molekder karmasi kli klari ni n konformasyonel dizenlemesinden de kaynaklandi § 1 ileri sirimektedir. Daha
az kararli  konformasyonla iliskili HA'ni n, hicrelerle etkilesim halindeyken biyoaktif bilesenlerin sali nmasi ni
kolaylasti rabileceg ini ve enflamatuvar sitokinlerin hicresel ekspresyonunu azaltabileceq ini bulduk. I yi karakterize edilmis
HA ile bunlari n biyoaktivitesi arasi nda bir yapi -aktivite iliskisi ¢cizmek igin gerekli unsurun bu 6n tani mlamasi ni n,
dermatolojik alanda dog al sirdirdebilir malzemelerin potansiyel kullani mi ni desteklemede 6nemli bir adi m
olusturdug una inani yoruz.

Malzemeler ve yontemler Himik

asitlerin (HA) ekstraksiyonu. Himik asitler, hem bir Kuzey Dakota linyitinden (HA LIG) hem de enginar arti klari ndan (HA-
CYN)18,19 yap! lan yesil bir komposttan ekstrakte edildi. Yesil kompost, Castel-Volturno'daki (CE) Napoli Chiversitesi Federico
II Deneysel Ciftlig i'nin kompostlasti rma tesisinde (retildi ve enginar (retiminin kali nti lari ni n 70/30 w/w orani nda
kavak budamasi ndan elde edilen talaslarla kari sti ri Imasi yla elde edildi. Ciftlikte kompostlasti rma islemleri, delikli
lastik borular ve doner bir pompadan olusan bir hava emme sistemi (zerine yay! Imi g statikylr § 1 nlar (zerinde
gergeklestirilmistir. Kompostlasti rmaislemleri,yi g1 nsi cakh g1 ni nyaklasi k70°Cyeulasti g1 ilk 45 ginlk aktif
faz ile 100 gin sirmistir. Kompostlasti rma isleminin sonunda, her bir kompostigin 1 kg'li k nihai bir miktar elde etmek (zere
yi § 1 nlardan rastgele numuneler ali nmi sti r. Organik malzemeler havayla kurutuldu, 2 mm'de elendi ve sonraki
analizlere kadar 4 °C'de saklandi .

HA, 100 g humik maddenin (si rasi yla enginar kompostu ve Kuzey Dakota linyiti) 1000 mL 1 M KOH ¢6zeltisi icinde
sispanse edilmesi ve kari s1 mi n 24 saat mekanik olarak ¢alkalanmasi yla elde edildi. Stspansiyon daha sonra 7000 rpm'de
20 dakika santrifglendi ve sipernatan cam yininden sizidii Ekstraksiyon iki kez tekrarlandi . Birlestirilen 6zler, 6 M HCI ile pH
1'e asitlendirildi ve 24 saat oturmaya bi raki Idi . On, numuneler 4000 rpm'de 20 dakika santrif§jlendi ve HA tortulari , Cl
icermeyene kadar deiyonize suya karsi  diyalize edildi (1kD cutof Spectrapore membranlari ). Te HA daha sonra daha fazla
analitik karakterizasyon i¢in dondurularak kurutuldu.

HA'ni n element analizleri ve FTIR-ATR spektroskopisi. HA-LIG ve HA-CYN'nin element bilesimi, bir Fison EA 1108 Elemental
Analyzer ile belirlendi. Ki z1 16tesi (IR) spektrumlar, bir elmas/ZnSe kristali ile donati Imi s zayi flati Imi s bir toplam
refeksiyon (ATR) cihazi  kullani larak bir Perkin-Elmer Frontier Fourier dénisimiki zi |6tesi spektrometre (zerinde
kaydedilmistir. Kristal cihaza yaklasi k 2 mg ince 6§ &Umis toz yerlestirildi ve numuneye yaklasi k 150 N'lik bir kuvvet
uygulanarak temas sag landi . Her spektrum, 4000-400 cm 'de 4 cm 1 ¢ozinirlikle 32 taramaya tabi tutuldu. 1 bélge.

Ofin pirolizi TMAH-GC-MS of HA. HA numuneleri (500 mg) bir kuvars tekneye yerlestirildi ve 1 mL TMAH (metanol icinde %25)
¢ozeltisi ile nemlendirildi. Kari s1 mi hafif bir nitrojen aki 1 alti nda kuruttuktan sonra, kuvars teknesi bir Pyrex boru
bicimli reaktdre (50 cm x 3.5 cm i¢ ¢ap) yerlestirildi ve 400 °C'de 30 dakika streyle1 si ti Idi .
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bir fi 1 n(Barnstead Termolyne 21,100). Termokemolizle sali nan irinler, bir helyum aki si yla (20 mL dk-1)
¢evrimici olarak buz/tuz banyolari nda tutulan bir dizi iki kloroform (50 mL) tuzag 1 na aktari Idi . Ekstraktlar, rota-
buharlasti rma ile konsantre edildi. Tortu, 1 mL kloroform iginde yeniden sispanse edildi ve GC-MS analizi i¢in bir
cam siseye aktar1 Idi . Te GC-MS analizleri, bir1 si tmal transfer hatti (250°C)aract I § 1 yla birlestirilmis bir
RTX-5MS WCOT kapiler kolon (Restek, 30 mx0,25 mm; flm kali nli § 1 , 0,25 pym) kullani larak bir Perkin-Elmer
Autosystem XL ile gergeklestirilmistir. °C), bir PE Turbomass-Gold dort kutuplu kitle spektrometresine. Kroma tografik
ayl rma su programla gergeklestirilmistir: 60 °C (1 dk izotermal), hi z 7 °C dk-1 ila 320 °C (10 dk izotermal).

Tasl y1 ¢ gazolarak helyum 1,60 mL dk-1'de uygulandi , enjektdr si cakli g1 250 °C'de, bdlinms enjeksiyon
modunda 30 mL dk-1 bolinm(s aki s vardi . Kitle spektrumlari , EI modunda (70 eV), 45-650 m/z arali § 1 nda, 1

s dongusiresiyle taranarak elde edildi. Bilesik tani mlamasi , kitle spektrumlart ni n NIST kitaph k veri tabani ,
daha énce yayli nlanmi s spektrumlar ve standartile karsi lasti ri Imasi nadayani yordu.

HA'ni n NMR spektroskopisi. Kati hal HA spektrumlari ni  elde etmek icin 4 mm genis delikli MAS probu ile

donati Im1 $300 MHz Bruker Avance spektrometresi kullani Idi . Her bir ince toz numune (5 mg), bir Kel-F kapak

ile donati Imi $4 mm'lik bir zirkonyum rotora paketlendi ve 13,000+1 Hz hi z1 nda déndiriddi 13C NMR

spektrumlari , 2 s geri donisim gecikmesi, 1 ms temas siresi, 30 ms edinme siresi ve 4000 tarama kullani larak

Capraz Polarizasyon Sihirli At Dondirme (CPMAS) teknig i ile elde edildi. HA'ni nsi vi hal NMR spektrumlari , 5
mm Bruker BBI (Genis Bant Ters) probu ile donati Imi $ 400 MHz Bruker Avance spektrometre (zerinde gergeklestirildi.
Her numune (5,0 mg mL-1) déteryumlu su ile ¢6zddive 5,0 mm'lik kuvars tipe yerlestirildi. 1H NMR spektrumlari , 2

s termal denge gecikmesi, 8,5 ve 9,5 ps arasi nda deg isen 90° ati m uzunlug u, 32.768 zaman alani noktasi ve

64 gegici olay ile elde edildi.

Yiksek performansli  boyut di slama kromatografisi. HPSEC sistemi, bir Rheodyne ddner enjektér ve 100 uL numune
halkasi ve 280 nm'ye ayarlanmi s bir UV/VIS detektdru(Perkin e ElImer LC295) ile donati Imi s bir Shimadzu LC 10-
AD pompas! ndan olusuyordu. Bir PolySep™ GFC-P3000 300 x 7,80 mm (Phenomenex, ABD) kullani Imi s ve
oncesinde bir PolySep GFC-P 35 x 7,80 givenlik korumasi (Phenomenex, ABD) ve 2 mm'lik bir giris filtresi kullani Imi st r.
Elisyon aki shi z1 0,6 mL dk-1'e ayarlandi , eltsyonsi vi si ise 4,6 mmol L-1 NaN3 eklenmis 0,1 mol L-1
NaH2PO4 ¢ozeltisinden (pH 7,0'da tamponlanmi s) yapi Idi . Kromatografik analizler ncesinde hem mobil faz
hem de HA ¢6zeltileri 0.45 pm Millipore filtreden gecirildi. Kolon kalibrasyonu, bilinen molekder kitlelere sahip
sodyum polistiren sifonatlar kullani larak gergeklestirildi: 123.000, 16.900 ve 6780 Da. Ayri ca digik molekd

ag 1 rli kh standartlar olarak ferulik asit (194 Da) ve katekol (110 Da) kullani Imi sti r. Himik asitler elisyon
solisyonunda 0.6 g L-1 konsantrasyonda ¢6zindirddive HPSEC ile elute edildi. Ayni  himik ¢6zeltiler daha sonra
buzlu asetik asit (AcOH) ile pH'lari ni 3.5'e digrmek i¢in ilave edildi ve tekrar HPSEC sistemine enjekte edildi. Molar
kitle (MM) ve elisyon hacmi (EV) arasi nda elde edilen iligkiler soyleydi: log MM=0,1407 x EV+6,4077 (R2=0,996).

Ag 1 rli kOrtalamasi (Mw)ve Sayr Ortalamasi (Mn) molekd ag 1 rli klar1 ve polidispersite (P) hesaplandi .
Mw ve P hesaplamalari Originyazi I mi (v. 9.1, Originlab) tarafi ndanyapi It rken, kromatogramlar
kaydetmek ve detaylandi rmak igin bir Unipoint Gilson Yazi It mi  kullani Idi .

Anti-flamatuvar aktivite. Hicre kiltirii Olimsizlestiriimis insan keratinositleri, HaCaT hicreleri, %10 fetal si §1 r
serumu (FBS, GIBCO, Grand Island, NY), 2 mM 1-glutamin (GIBCO, Grand) iceren Dulbecco'nun deg istirilmis Eagle
ortami nda (DMEM, GIBCO, Grand Island, NY) biyttddi Island, NY) ve antibiyotikler (100 IU mL-1 penisilin G, 100 pg
mL-1 streptomisin, GIBCO, Grand Island, NY, ABD). Hicreler, %5 C02 ile 37 °C'de nemlendirilmis bir inkibatorde
kdtirlendi .

Kimyasallar. NIST (Gaithersburg, MD, ABD) tarafi ndan sag lanan Urban Dust (SRM 1649b), fosfat tamponlu salin
1X (PBS, GIBCO, Grand Island, NY, ABD) icinde ¢6zUd{ topaklanmayi 6nlemek icin 30 dakika ultrasonik banyoya
tabi tutuldu ve iginde seyreltildi. 200 pg mL-1 tedavi konsantrasyonunu elde etmek icin DMEM. HA-LIG i¢in 50 ve 100
pg mL-1 ve HA-CIN igin 10 ve 50 pg mL-1 tedavi konsantrasyonunu elde etmek i¢in HA-LIG ve HA-CIN ekstraktlari
PBS icinde ¢6zudive DMEM iginde seyreltildi .

Tedavi. HaCaT hicreleri, yaklasi k %70'lik bir birlesme noktasi na ulasana kadar 3 mL taze kitir ortami nda 60
mm'lik kdtir plakalart na kaplandi . Hicreler DMEM ile kaplandi  ve Urban Dust 1649b ile bir 4 saat boyunca 200
pg mL-1 konsantrasyonu .

Hicre canli T § 1 ni nanalizi. Tedaviden alti  saat sonra, Tripan mavisi ydntemiyle hicre canli i § 1 belirlendi.
Hicreler iki kez PBS ile yi kandi , tripsin/EDTA ile 5 dakika inkibe edildi ve 10 dakika 1000xg'de santriflendi.
Hicre peleti, uygun bir PBS hacmi icinde yeniden sispanse edildi ve 10 uL hitre sispansiyonu, 10 uL Tripan mavisi
¢Ozeltisi ile birlestirildi. Kari s1 m 15 dakika oda si cakli § 1 nda inkibe edildi ve mikroskop alti nda
hemasitometrede boyanmami s hicrelerin (hayati hicreler) sayr si ve toplam hicre sayr si  (hayati ve deg il)
belirlendi (6lGhicreler Tripan mavisi boyasi ni  alacakti )..Canl hicrelerin yizdesi, boyanmami s hicrelerin
sayl sI ni ntoplam hitre sayl si na bdlinmesiyle belirlendi.

RNA ekstraksiyonu ve gercek zamanli . Tedavi edilen HaCaT hicreleri, Sitokin seviyeleri agi si ndan ded erlendirildi.
(reticinin talimatlari na gére RNeasy Mini Kit (Qiagen, Doncaster, Avustralya) kullani larak toplam mRNA izole
edildi. cDNA, Transcriptor High fdelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Indianapolis, IN, ABD) kullani larak hazi rlandi .
Kantitatif ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR; LightCycler, Roche, Indianapolis, IN,
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ABD) IL-6 ve IL-13 gen ekspresyonunu deg erlendirmek icin yapi Idi . PCR primerleri, yayl nlanan dizilere dayali olarak
tasarlandi ve 6zgulikleri, BLAST hizalama arasti rmasi ile dog rulandi . Her numunede belirli bir gen icin mRNA miktari ,
ayni numunedeki 18S referans geninin mRNA miktari na goére normallestirildi.

I statistik. Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Sofware Inc, La Jolla, CA, ABD)
kullani larak yapr Idi . Normallik testinden gecen veriler iki uclu t testi ile analiz edilmistir. P<0.05
deg erleri anlamh kabul edildi.

Veri mevcudiyeti Bu
¢ali smasi rasi nda olusturulan veya analiz edilen tim veriler, bu yayl nlanan makaleye veya beraberindeki Ek Bilgi
dosyalari na dahil edilmistir.

Gelis tarihi: 28 Haziran 2021; Kabul tarihi: 24 Ocak 2022
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