
Daha  sonra  üç  fare  grubunda  tümörler  sürekli  olarak  gelişti,  ancak  
%3  humus  ekstraktı  ile  tedavi  edilen  fareler,  belirgin  bir  yavaş  
tümör  büyümesine  yol  açtı;  yani  ortalama  tümör  kitlesi,  kontrol  
grubu  ile  karşılaştırıldığında  önemli  ölçüde  daha  küçüktü  
(P<0.001–0.01,  Student  t  testi).

Hümik  maddeler,  humustaki  organik  maddenin  ayrışması  
sırasında  oluşur.  Organik  materyallerin  ve  mikroorganizmaların  
bulunduğu  birçok  doğal  ortamda  bulunabilirler  [13].  Humus,  turba,  
sapropel  ve  mumya  gibi  doğal  nemlendirme  ürünleri,  tıbbi  
uygulamada  çeşitli  uygulamalara  sahip  farmakolojik  ajanlar  
geliştirmek  için  kullanılmıştır  [5,  12,  14].  Bunlar,  lokal  anti-
inflamatuar  ve  analjezik  özelliklere  sahip  oldukları  için  anti-
inflamatuar  ajanlar  olarak  başarıyla  kullanılmaktadır  [6,  10,  14].  
Kömür  türevi  hümik  asit  ve  fulvik  asit  [9]  ve  humus  ekstraktının  [2]  
antimikrobiyal  etkisi  araştırılmıştır.  Oksihumatın  [11]  ve  
sentetik  hümik  asit  analoglarının  [8]  anti-HIV  aktivitesi  de  rapor  
edilmiştir.
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Şekil  1'de  gösterildiği  gibi,  %6  humus  ekstraktı  uygulanan  
gruplarda  ve  kontrol  farelerinde  ilk  olarak  L1210  hücre  
aşılamasından  7  gün  sonra  büyük  tümör  gözlenirken,  %3  ekstrakt  
verilen  farelerde  aşılamadan  9  gün  sonra  tümör  oluştu.

m

,

genetik  L1210  lenfositik  lösemi  hücre  hattı  hücreleri  (Dr.  Kiyomiya,  
Veteriner  Toksikoloji  Laboratuvarı,  Yaşam  ve  Çevre  Bilimleri  
Enstitüsü,  Osaka  İli  Üniversitesi,  Sakai,  Japonya'nın  izniyle  
verilmiştir)  Eagle's  Minimum  Essential  Medium'da  (Nissui  
Pharmaceutical  Co. ,  Tokyo,  Japonya)  37°C'de  %10  fetal  sığır  
serumu  ve  antibiyotiklerle  desteklenmiştir.  Her  farenin  sırtına  
deri  altından  106 /  0.1  ml  L1210  hücresi  aşılandı.  Humus  

ekstraktı,  tümör  hücresi  aşılamasından  sonra  12  gün  boyunca  
uygulandı.  Fareler,  aşılanan  bölgede  herhangi  bir  tümör  oluşumu  

açısından  gözlendi;  Osaka-İl  Üniversitesi  Hayvan  Bakımı  ve  
Kullanımı  Komitesi  yönergelerine  göre  tümör  kütlesi  18  x  18  mm'yi  
aştığında  deney  sonlandırıldı.

Humus  ekstraktının  L1210  hücre  proliferasyonu  üzerindeki  in  
vitro  etkisi  incelenmiştir.  L1210  hücreleri  (2  x  106  hücre/2  ml ,  24  
oyuklu  kültür  plakasında),  %0  ila  %6  humus  ekstraktı  mevcudiyetinde  
beş  gün  boyunca  yetiştirildi.  Canlı  hücre  sayısı,  tripan  mavisi  

boya  dışlama  testi  ile  bir  hemasitometre  kullanılarak  her  gün  
tahmin  edildi.  Şekil  3'te  gösterildiği  gibi,  yüksek  konsantrasyon

Humus  ekstraktı,  Kodama  ve  diğerleri  tarafından  açıklanan  
yönteme  göre  (Nagasaki  Eyaleti,  Kyushu,  Japonya'da  toplanan)  
humustan  hazırlandı .  [2].  Humusa  6  hacim  klorsuz  su  (v/w)  ilave  
edildi  ve  karışım  30  gün  boyunca  her  gün  çalkalandı,  ardından  
4  ay  boyunca  25  ila  28°C'de  beklemeye  bırakıldı.  Süpernatan  
toplandı  ve  bir  membran  filtre  (gözenek  boyutu:  25  m)  kullanılarak  
süzüldü.  Ortaya  çıkan  humus  ekstraktı  pH2.8'e  sahipti  ve  Al,  Ca,  Mg,  Na  ve  
Si  dahil  olmak  üzere  çeşitli  mineraller  içeriyor.  Ekstrakt  1,500  ppm  
sülfat  içeriyordu.  Ekstrede  kültürlenebilir  bakteri  bulunmadı.  Küçük  
miktarlarda  protein  ve  karbonhidrat  vardı  (toplam  ağırlığın  
%0,7'si).

Her  iki  cinsiyetten  sekiz  haftalık  kendilenmiş  DBA/2  fareleri  
gruplara  ayrıldı  (her  grupta  6  fare)  ve  tümör  hücreleri  enjekte  
edilmeden  önce  18  gün  boyunca  kloru  giderilmiş  musluk  suyunda  
(%3  veya  %6)  ad  libi  tum  humus  özütü  uygulandı. .  Kontrol  farelerine  
humus  ekstraktı  içermeyen  su  verildi.  iso

İkinci  denemede,  tümör  hücreleri  enjekte  edilmeden  önce  farelere  
18  gün  boyunca  %3  humus  özütü  uygulandı.  Farelere  farklı  sayıda  
L1210  hücresi  (105 ,  103  veya  102  hücre/0.1  ml/fare)  aşılandı.  
Deney  süresi  boyunca  humus  ekstraktı  uygulandı.  Şekil  2,  humus  
ekstraktının,  aşılanan  tümör  hücrelerinin  sayısından  
bağımsız  olarak  farelerde  tümör  büyümesini  baskıladığını  
göstermektedir.  Ortalama  tümör  kütlesi,  kontrol  faresi  gruplarına  
kıyasla  105  +104  ve  102  hücre  aşılanmış  gruplarda  önemli  
ölçüde  daha  küçüktü  (P<0.001–0.05).

Ancak  hümik  maddelerin  tümöre  karşı  potansiyeli  çok  az  
araştırılmıştır.  Bu  nedenle,  humus  ekstraktının  in  vivo  
antitümör  aktivitesi,  farelerde  transplante  edilebilir  lenfositik  lösemi  
L1210  hücrelerine  karşı  incelenmiştir.
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ÖZ.  Hümik  maddeler,  organik  madde  ve  mikroorganizmaların  bulunduğu  birçok  doğal  ortamda  bulunan  humustaki  organik  maddenin  ayrışması  
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Kültürlerdeki  humus  ekstraktının  (%3  veya  %6)  L1210  
hücrelerinin  büyümesini  baskıladığı,  ancak  %0.5  veya  %1'in  
hücre  büyümesini  etkilemediği  görülmüştür.  Nükleer  kon  gibi  
apoptozun  morfolojik  özelliklerini  gösteren  hücrelerde  önemli  bir  artış  yok

hücreler  Hoechst  33258  (Sigma,  St.  Louis,  MO)  ile  boyandığında  
ve  bir  floresan  mikroskobu  altında  gözlemlendiğinde,  herhangi  
bir  grupta  yoğunluk  ve  apoptotik  cisimlerin  görünümü  gözlendi.

Şekil  1.  Sırtta  deri  altından  106/0.1  ml  L1210  hücresinin  aşılanmasından  sonra  %3  ( )  veya  %6  ( )  humus  
ekstraktı  uygulanan  farelerde  tümör  büyümesinin  baskılanması .  İstatistiksel  anlamlılık,  humus  
ekstraktı  olmadan  uygulanan  farelere  kıyasla  Student  t  testi  ile  belirlendi  ( )  (***;  P<0.001  veya  **;  0.01).

Şekil  2.  Farklı  sayıda  L1210  hücresinin  (A;  105 ,  B;  104 ,  C;  103  veya  D;  102  hücre/0.1  ml)  aşılanmasından  sonra  
%3  ( )  humus  ekstraktı  ile  uygulanan  farelerde  tümör  büyümesinin  baskılanması .  Tümör  kütlesi,  humus  ekstraktı  olmadan  uygulanan  farelerle  istatistiksel  olarak  karşılaştırıldı  ( )  (***;  P<0.001,  **;  0.01  veya  *;  0.05).
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Bu  nedenle,  %3  humus  ekstraktı,  L1210  tümör  gelişimi  
üzerinde,  tümör  oluşumunun  gecikmesi  ve  önemli  ölçüde  daha  
küçük  bir  tümör  kütlesi  ile  antitümör  etkisi  sergiledi;  bu,  ekstrakt  
uygulanan  farelerin,  tümörlerin  oluşumundan  sonra  tedavi  
edilmeyen  farelere  göre  daha  uzun  süre  hayatta  kalabileceğini  
gösterir.  Bununla  birlikte,  %6  humus  ekstraktı  uygulanan  farelerde  
tümör  büyümesi,  kontrol  farelerine  kıyasla  önemli  ölçüde  
bastırılmadı;  bu,  ekstraktın  hayvanlara  uygulanması  için  en  
uygun  koşulun  mevcut  olduğunu  gösterir.  Bu  nedenle,  balıklarda  
[2]  ülser  hastalığının  deneysel  enfeksiyonlarında  ve  farelerde  
tripanozomiyazda  (yayınlanmamış  veriler)  benzer  fenomeni  
gözlemlediğimiz  için,  ekstraktın  optimal  konsantrasyonunu  ve  
uygulama  süresini  belirlemek  gereklidir.  Antitümör  etkisi,  L1210'un  
doğrudan  öldürülmesinden  veya  humus  ekstraktı  tarafından  
apoptotik  hücre  ölümünün  indüklenmesinden  kaynaklanmamıştır,  
çünkü  in  vitro  test,  yüksek  konsantrasyonlar  (%3)  dışında,  
ekstraktın  hücrelerde  dikkate  değer  bir  büyüme  baskılaması  
göstermediğini  (%0,5  veya  %1)  göstermiştir.  veya  %6).  Ayrıca  
humus  ekstraktı  varlığında  yetiştirilen  L1210'da  apoptotik  
özellik  gözlenmedi.  Humus  ekstraktının  tümör  büyümesini  
baskıladığı  mekanizma  şu  anda  net  olmasa  da,  antitümör  
aktivite,  doğuştan  gelen  konakçı  direncinin  arttırılmasını  
içerebilir.  Bu  nedenle,  farelerde  humus  ekstraktının  
uygulanmasından  sonra  doğuştan  gelen  bağışıklık  
tepkilerinin  nasıl  indüklendiğini  belirlemek  için  daha  ileri  
çalışmalara  ihtiyaç  vardır.  Bağırsak  yoluyla  absorbe  edilen  hümik  maddelerin  konakçı  fizyolojisini  etkilediğini  varsaymak  mantıklıdır.

tümör  hücresi  büyümesine  karşı  koruma  sağlayan  biyolojik  
koşullar.  Mumie'nin  fare  dalak  lenfositleri  tarafından  [ 3H]timidin  
alımını  arttırdığı  bildirilmiştir  [7].  Ayrıca  hümik  madde  
mitojenler  tarafından  uyarılan  ti  mositlerin  proliferatif  
kapasitesini  arttırmış  ve  hidrokortizonun  immün  baskılayıcı  
etkisini  engellemiştir  [4].  Humus  ekstraktı  ve  saflaştırılmış  
fulvik  aside  yanıt  olarak  lenfositlerin  çoğalması  ve  humusla  
tedavi  edilen  farelerin  lenfositlerinin  L1210  hücrelerine  karşı  
sitotoksik  aktivitesi  şu  anda  araştırılmaktadır.  Fulvik  asit  
herhangi  bir  belirgin  yan  etkiye  neden  olmadığından  [5,  10],  
hümik  maddeler  ve/veya  humus  ekstraktı  hayvanlarda  gıda  
katkı  maddeleri  ve  immüno-güçlendirici  maddeler  olarak  
kullanılabilir.  Bununla  birlikte,  son  zamanlarda  Tayvan'da  kara  
ayak  hastalığının  vaskülopatisinde  etiyolojik  bir  faktör  olarak  
hümik  asidin  yer  aldığı  bildirilmektedir  [1]  ve  kültürlenmiş  insan  
hücrelerinde  apoptotik  değişiklikleri  indükler  ve  hücrelerde  
neoplastik  transformasyonu  teşvik  eder  [3].  Bu  nedenle,  hümik  
maddenin  etkisini  ve  yan  etkilerini  aydınlatmak  için  humus  
ekstraktı  tarafından  aktive  edilen  antitümör  mekanizmaların  
daha  fazla  analiz  edilmesi  ve  humustaki  biyolojik  olarak  aktif  
bileşenlerin  ayrılması  gerekmektedir.
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