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Himik asitlerin, farklilas mis U937 higcrelerinden LPS ile indiklenen TNF-a salinimi
zerindeki bimodal etkisi
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Soyut

Himik maddelerin (H2S) iltihap dnleyici ve iltihap dleyici &elliklere sahip oldugu bildirilmis tir. Anti-enflamatuar
aktivite, sican pen¢e ddemi modelinde g&terildi ve himik asitlerin (HA) 5-lipoksijenaz inhibe edici etkisinde bir én
aciklama bulduk. Proinflamatuar aktivite, HA ile muamele edilmis ndrofilik grantositlerde proinflamatuar sitokinlerin
retimi ve salinmasiyla yansitilir.

HA'nin antiviral ve UV-koruyucu ajanlar olarak potansiyel kullanimi ile ilgili olarak, himik maddelerin inflamasyon
strecindeki rolinin daha detayli aras tirilmasi tavsiye edilebilir gginmektedir. Bu nedenle, d&t farkli himik madde
mistahzarini test ettik - ikisi Almanya'daki Altteich turbaliklarindan dogal olarak olus an HA, bir Fin ladin ormanindan

bir fulvik asit (FA) mistahzari ve sentetik bir HA benzeri polimer (kafeik asit oksidasyon @rin(i KOP). insan U937 hicrelerinde
lipopolisakarit (LPS) kaynakli TNF-a salinimi. Ek olarak, himik maddelerin sitotoksisitesi belirlendi.

Sonuglar, hem Altteich turbaligindan dogal siyah turba HA hem de HA benzeri polimer KOP i¢in farklilas tirilmis LPS
ile uyarilmis U937 higrelerinin TNF-a salinimi &erinde HA'nin konsantrasyona badgli iki modlu bir etkisini g&Gtermektedir.
D& k HA konsantrasyonlari (10-80 mg/ml) TNF-a salinimini ¢ kata kadar arttirdi (pro-inflamatuar aktivite), 4100 mg/ml
HA konsantrasyonlari ise yaklas 1k 10 kat azaltti (anti-inflamatuar aktivite). FA, TNF-a salimini arttirmada bas arisiz oldu,
ancak daha ytksek konsantrasyonlarda (4200 mg/ml) yari yariya azaltti. Kahverengi su HA, TNF-a salinimi zerinde dhemli
bir etki g&termedi. Eksojen olarak saglanan LPS'nin yoklugunda higbir HS ile uyarilan TNF-a salimi da g&lenmedi. Bu,
endotoksinden farkli olarak HS'nin, LPS ile is lenmemis higreler i¢in enflamasyona neden olan ajanlar olmadig
anlamina gelir. Bireysel himik maddelerin TNF-a salimi zerindeki etkisindeki farkhliklar, himik maddelerin polianyonik
karakteri, molekier kitle dagilimlari ve s imdiye kadar kusurlu olarak bilinen kimyasal yapisi ile baglantili olarak
tartis 1lmaktadir. 2008 Elsevier GmbH. Tim haklari Saklidir.
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alkalin ve/veya asit ortamda ¢ &inlrlk ( ana H2S fraksiyonu ayirt
edilir: pratikte ¢ @inmeyen humin, alkalide ¢ &inen himik asitler
(HA) ve alkalin, ndr ve asit ortamda ¢ &inen fulvik asit (FA)
fraksiyonu. Gzinmeyen huminin aksine, HA ve FA'nin biyik bir
yadesi, en yaygin fonksiyonel gruplar olarak fenolik hidroksil ve
karboksil gruplari ile polianyonik celliklere sahiptir (Perdue,
1985). HA'nin kimyasal yapisini aydinlatmak i¢in biylk ¢aba
gGterilmesine ragmen, dogal himik maddelerin olduk¢a
karmas 1k biles imi nedeniyle temel yapilarinin genel olarak
gecerli bir ilkesi hen& bulunamamis tir. Bu nedenle, basit
sentetik HA'nin analizi, gelecekteki aras tirmalarda sorunu ele
almak icin umut verici bir giris im olarak kabul edilir (Klocking
ve digerleri, 2008).

Himik maddelerin ana dogal kaynag, kuru kilede %30'dan
fazla organik madde (esas olarak H2S) i¢eren turbadir. Himik
maddeler, jinekolojik ve romatizmal rahatsizliklara ydnelik
geleneksel turba uygulamalarinin fiziksel temelini olus turan
(Baatz, 1988; Kleinschmidt, 1988) turbanin olagantuisi
kapasitesine éhemli dg e katkida bulunur (Young ve LeBoeuf,
2000).

HA'nin antiviral ve UV-B koruyucu etkisine ilis kin artan bilgiyle
baglantili olarak (Klocking ve digerleri, 2000, 2004; Klocking ve
Helbig, 2001), UV-B kaynakh cildi dlemek i¢in HA'nin potansiyel
kullanimi hastaliklar yeni bir ilgi odagi haline gelmis tir. Biyk
dc e turba kiilesinde ¢ @inmemis HA iceren turba banyosu
veya turba paketleri olarak turba uygulamasinin aksine, izole
edilmis HA (¢ogunlukla ¢ &inir sodyum veya amonyum tuzlari
formunda) vicutla dogrudan temas halindedir. Bu nedenle,
HA'nin cilt uyumlulugu ve bunlarin enflamatuar siregler zerindeki
etkisi sorusu &ellikle dhemlidir.

Himik maddelerin anti-inflamatuar ve ayrica proinflamatuar
&elliklere sahip oldugu bildirilmis tir. Anti enflamatuar aktivite,
sicanlarda penge édemi modelinde ve grantiom kese modelinde
g&terildi (Taugner, 1963; Klocking ve digerleri, 1968). Biyokimyasal
dizeyde, aras idonik asit (AA) zincirinin 5-lipoksijenaz yolunun
dogal olarak olus an HA ve ayrica sentetik HA benzeri polimerler
tarafindan inhibisyonu, HA'nin anti-inflamatuar etkisi i¢in bir
aciklama saglamis tir (Schewe ve ark., 1991). Ayrica, I1sI kaynakli
AA saliniminin sodyum humat ve HA benzeri kafeik asit
oksidasyon wrinU(KOP) tarafindan %65-90 oraninda bastiriimasi,
HA'nin antiinflamatuar maddeler olarak nitelendirilmesini
desteklemis tir (Dunkelberg ve digerleri, 1997; Klocking ve
digerleri, 1997). (te yandan, HA'nin nérofilik graniositlerde
proinflamatuar tim& nekroz faktdualfa (TNF-a) ve interldkin-1
beta (IL-1b) salinimini uyardidi gésterilmis tir (Riede, 2000; Zeck-
Kapp ve ark . ., 1991). Inglot ve ark. (1993) zaten bir turba
ekstraktinin d & molekter HA i¢eren bir fraksiyonunu
bildirmis tir.

(Tot pa turba hazirlid, TPP) insan periferik kan I&ositlerinde
TNF-a ve interferonu indikler.

Proinflamatuar sitokin TNF-a, gram-negatif bakterilerin
endotoksin lipopolisakarit (LPS) ve gram-pozitif bakterilerden
peptidoglikan, lipoteikoik asit ve lipoproteinler gibi inflamatuar
uyaranlara yanit olarak farkli higre tipleri, &ellikle makrofajlar ve
monositler tarafindan tretilir. (Fan ve digerleri, 2005). LPS,
farklilas mis , makrofaj benzeri U937 higrelerinde de TNF-a
salinimini uyarir. Bu higreler, birkac bakteriyel enfeksiyona kars 1
TNF-a tepkisini aras tirmak i¢in bir in vitro model olarak
uygulanmisg tir (Caron ve digerleri, 1994; Roberts ve digerleri,
1997) ve bu ¢alis madaki aras tirmalar igin segilmis tir.

Almanya'daki Altteich turbaliklarindan iki HSI, bir Fin ladin
ormanindan fulvik asitler (FA'lar) ve sentetik HA benzeri kafeik
asit oksidasyon rin(iKOP dahil olmak tzere dét farkl HSI, insan
U937'de LPS kaynakli TNF-a tretimi zerindeki etkileri agisindan
test edilmis tir. hicreler. Himik maddelerin TNF-a sandvig ELISA
biles enleriile ¢apraz reaksiyonlarini lemek igin test protokoli
el gerekliliklere gdre uyarlanmis tir. Ek olarak, test maddelerinin
U937 hitrelerine kars 1 sitotoksisitesi, XTT tetrazolyum indirgeme
tahlili EZ4U kullanilarak belirlendi.

Sonuglar, insan U937 hicrelerinde LPS ile uyariimis TNF-a
salimi zerinde HA'nin konsantrasyona bagli iki modlu bir etkisini

g&terir; bu, LPS ile uyariimamis ve FAile is lenmis hicrelerde
saptanamaz. Bu bulgular, esas olarak HA'nin polianiyonik
karakteri, molekder kitle dagihmlari ve HA ve FA'nin s imdiye
kadar kusurlu bir s ekilde anlas ilan kimyasal yapisindaki olasi
farkliliklar agisindan tartis 1imaktadir.

Malzemeler ve yintemler
Kimyasallar

E. coli'den lipopolisakarit (LPS), Serotip 055:B5, all-trans
retinoik asit (A vitamini asidi) ve kolekalsiferol ( D3 vitamini),
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Almanya'dan satin alinmis tir. RPMI
1640 ortami (fenol kirmizisi ve L-glutamin i¢eren ve icermeyen)
CC-Pro, Oberdorla, Almanya'dan temin edildi. Fetal sigir serumu
(FBS) ve Dulbecco'nun Ca2+/Mg2+ icermeyen fosfat tamponlu
salini (PBS) Biochrom, Berlin, Aimanya'dan alinmis tir. Diger tim
kimyasallar ve biyokimyasallar ticari kaynaklardan satin alindi ve
mevcut olan en yilksek kalitedeydi.

Higre kitiruve farklilas masi

Promonositik insan hitre dizisi U937 (ATTC CRL 1593), %10
FBS iceren RPMI i¢inde yetis tirildi
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1640 ortami, 37 1C'de ve %5 CO2'de, nemli bir
atmosferde. U937 hicrelerinin TNF-a tretmesi icin gerekli
olan makrofaj benzeri higcrelere dogru farkhlags ma,
Caron ve dig. (1994). Hicre ortamina 107 mol/l all-trans
retinoik asit ve 107 mol/l 1,25 dihidroksivitamin D3
yerine 106 mol/l all trans retinoik asit ve 106 mol/I
konsantrasyonda vitamin D3 uygulandi. 3 gin icin

yetis tirme.

test maddeleri

Kara turba humik asitleri (BLP-HA), Aimanya'nin A ad
Lusatia bdgesinde yer alan Altteich Turbaliklarinin
turbasindan ¢ikarildi. Bunun igin 50 g turba ¢alkalama
(300 rpm) altinda 300 ml deiyonize su i¢inde sigpanse
edildi ve 1 saat 0.2 mol/I sodyum hidroksit ile &ug ikarildi.
Cxlmemis pargaciklar santrifijleme (3500 g, 20 dakika)
ve ardindan membran filtrasyon (selloz asetat filtre 0.45
mm, Sartorius AG, Gd&tin gen, Almanya) ile ¢ikarildi.
Cxinm$ BLP-HA, pH 1.5-2.0'da 1.0 mol/I HCT ile
¢ keltildi, santrifijleme (3500 g, 20 dakika) ile ¢ &zeltiden
ayrildi, deiyonize su ile iki kez durulandi ve liyofilize
edildi. Ykksek performansli boyut dis lama kromatografisi
(HPSEC) ile belirlenen BLP-HA'nin molekder kile dagilimi,
biri yaklas 1k 27.6 kDa'da kig kk ve yaklas 1k 2.0 kDa'da
bk bir ikincisi olmak ere iki tepe ile karakterize edilir
(Kinne ve digerleri, 2005).

Kahverengi su himik maddeleri (BRW-HS), Altteich
Peatland'l kaplayan drenaj kanalindan elde edildi.
Kahverengi su, 1.0 kDa OMEGA polietersifon
membrandan (PALL GmbH, Dreieich, Almanya)
ultrafiltrasyon yoluyla konsantre edildi, ardindan tutulan
kisim liyofilizasyona tabi tutuldu.

Molekuer kitle dagilimi, yaklas 1k 1,3-1,4 kDa'da yalnizca
tek bir tepe noktasi géterir (Kinne ve digerleri, 2005).

Fulvik asit (FA), Prof.

Dr. Martin Hofrichter (Gevresel Biyoteknoloji Birimi,
Uluslararasi Enstitisuzittau, Almanya). Bir Fin ladin
ormanindan IHSS yéhtemine gde hazirlanmis tir (Aiken,

1985). Molekuer kile dagihm egrisinin maksimum degeri
1.09 kDa'da bulundu (Kinne ve digerleri, 2005).

Sentetik HA benzeri bir polimer olan Na-KOP, daha
dnce ac Iklandigi gibi kafeik asitten periyodat oksidasyonu
ile sentezlenmis tir (Helbig ve digerleri, 1997). Koyu
kahverengi (rin suda ve zayif alkali ortamlarda iyi ¢ &ini.
Molekder kitle dagilimi, yaklas 1k 22 kDa'da kig tk bir
tepe noktasi ve yaklas 1k 1.6 kDa'da bk bir ikinci tepe
gGterir (Kinne ve digerleri, 2005). Na-KOP, FT-IR
spektroskopisi ve klasik 1slak kimyasal yintemlerle
(Helbig ve digerleri, 1997), 13C ve H NMR spektrumlari
(Hanninen ve diger|&FiVirg87e v dloenintiasyon halinde

piroliz gazi kromatografisi/kiile spektroskopisi ile
(Poerschmann ve dig., 2003).

Sitotoksisite tayini

HS'nin sitotoksisitesi, XTT tetrazolyum indirgeme
tahlili EZ4U (Biozol, Eching, Almanya) kullanilarak 96
oyuklu di dipli mikrotitre plakalarinda belirlendi. Tahlil,
Klocking ve digerleri tarafindan U937 higreleri igin
uygulanmis tir. (1998) ve higre sayisi ve inkibasyon
stresi ile ilgili olarak biraz degis tirildi. Kisaca, oyuk
bas na 106 hicre/mliceren 100 ml serumsuz RPMI
1640 kullanildi ve renksiz RPMI ortaminda 100 ml seri
seyreltiimis H2S eklendi. HS icermeyen ortam alan
higcre kontrolleri i¢cin en az alti kuyuluk bir set ayrilmis tir.
XTT reaktifi eklenmeden énce higreler sirasiyla 1 ve 24
saat 37 1C'de inkilpbe edildi. 37°C'de 3 saat daha
inkidpasyondan sonra, tretilen formazanin optik
yogunlugu (OD), bir mikroplaka okuyucuda (SynergyTM,
BIO-TEKSs, Inc., Winooski, VT ) 492 nm'de (referans dalga
uzunlugu: 620 nm) d¢ ddi, AMERI KA BIRLES 1K
DEVLETLERI). Sitotoksisite yizdesi, as agidaki denklem
kullanilarak d¢ len OD degerlerinden hesaplandi:
[ODxoODxi/ ODx0] %100, burada xi ve xo sirasiyla

numune dederlerinin ve higre kontrollerinin aritmetik ortalamasini

TNF-a saliniminin belirlenmesi

Farklilag tirilmis U937 higreleri, 200 g'de santrifilendi,
5 dakika sireyle iki kez PBS ile yikandi ve %10 FBS iceren
106 higcre/ml yogunlukta yeniden sispanse edildi.

RPMI 1640.

Deneye bas lamadan énce, serumsuz, renksiz RPMI
1640 iginde seri olarak seyreltilmis 50 ml H2S ve
ardindan FBS igceren RPMI iginde 50 ml LPS (2 mg/ml)
96 oyuklu bir plakanin test oyuklarina dolduruldu. Bir
saat sonra 100 ml hicre spansiyonu eklendi. Doz-yanit
egrisi icin saglanan bu numunelerin yani sira, LPS ve
HS'siz hicre kontrolleri, bazal TNF-a salinimini belirlemek
icin LPS'li ancak HS'siz higreler ve olasi ¢aprazlamayi
saptamak igin HS'li ancak LPS'siz higreler ELISA Kitinin
biles enleriile himik maddelerin reaktivitesi, her deneye
dahil edildi. 37°C'de 4 saatlik inkibbasyonun ardindan
plakalar, 300 g'de 5 dakika santrifiilendi ve her

sipernatandan 60 ml, bir mikro test tipine aktarildi ve
TNF-a tayini yapilana kadar 80°C'de saklandi.

TNF-a konsantrasyonu, treticinin talimatlarina gére
BioLegend Insan TNF-a ELISA MAXTM Kiti (Biozol, Eching,
Almanya) kullanilarak belirlendi. HA'nin sandvig ELISA
Kitinin biles enleriyle yksek ¢apraz reaktivitesi ve
ilgilenilen konsantrasyon araliginda (4-125 pg/ml) TNF-a
icin ylksek bir hassasiyet elde etmesi nedeniyle, ydntem
biraz degis tirildi. Onerilen BioLegend testi yerine
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seyreltici olarak, seyreltici (antikor ve avidin-yaban turpu
peroksidazi saptamak igin) ve bloke edici reaktif olarak PBS
icinde %0.5 BSA ¢ &eltisi kullanildi. Her oyukta ayni nihai BSA
konsantrasyonunu elde etmek i¢in numuneler ve standart TNF-
asirasl, sirastyla %1.0 ve %0.5 BSA ile desteklenmis FBS iceren
RPMI 1640 ortami ile seyreltildi.

Test plakasi 2 saat kapal tutuldu ve yaklas 1k 140 rpm'de hafifce
¢alkalandi. Kalan adimlar (tespit antikoru, avidin-yaban turpu
peroksidaz ve tetrametilbenzidin, TMB'nin eklenmesi) ireticinin
talimatlarinda belirtildigi gibi gercekles tirildi. 1 mol/l H2SO4 ile
asitles tirdikten sonra nihai TMB reaksiyon trintinin absorpsiyonu
450 nm'de d¢ Udl(referans dalga uzunlugu: 570 nm).
Numunelerdeki TNF-a konsantrasyonu, standart sira absorpsiyon

verilerinden elde edilen regresyon denklemi temelinde hesaplandi.

Veri analizi

Her deney en az i kezis lendi; XTT ve TNF-a tahlili, if kopya
halinde gergekles tirildi. S ekillerde, sitotoksisite sonuglari
aritmetik ortalama7ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak
verilmis tir.

TNF-a saliminin sonuglari, tekli degerlerin aritmetik
ortalama7standart sapmasina (SD) kars 1lik gelir. I statistiksel
anlamhhgin hesaplanmasi, elde edilen tim deneysel verileri
icermis tir. Bagimsiz aneklemler i¢in Student t-testi kullanildi.
Sonuglar t-testi gerekliliklerini kars 1lamadiysa Wilcoxon, Mann
ve Whitney'e g&e parametrik olmayan U-testi uygulandi. pp0.05
icin degerler anlaml kabul edildi.
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Sonuglar ve tartis ma

Aras tirmalarin ilk adiminda, himik maddelerin sitotoksisitesi,
U937 higrelerinin 1 ve 24 saat boyunca 1 ila 1000 mg/ml dereceli
H2S konsantrasyonlarina maruz birakilmasiyla belirlendi.
Sonuglar, aras tirllan ddt himik asitten ig intin (BRW-HS, FA ve Na-
KOP) higreler tarafindan iyi tolere edildigini ve bu davranis in
maruz kalma siresinden bk dg ie bagimsiz oldugunu
gGtermektedir (S ekil 1A-D). 4500 mg/ml BLP-HA konsantrasyonlari
icin zayIf bir sitotoksisite artis 1 egilimi g&zlenebilse de, higbir
durumda %20'lik bir sitotoksisite dizeyi ag 1lmamis tir. Bu
nedenle, test maddelerinin éhemli sitotoksik etkileri, TNF-a salim
deneylerinde kullanilan konsantrasyon araligi i¢in genis dg e
harig tutulabilir.

BLP-HA ve BRW-HS varliginda TNF-a salimi deneylerinin
sonuglari, $ ekil 2'de g&terilmektedir. BLP-HA, d§ k
konsantrasyonlarda (10-80 mg/ml) kullanildiginda, éhemli bir
artis gdsterir. LPS ile uyariimis , farkhlas mis U937 higrelerinden
TNF-a salimi.

Muamele edilmemis hicrelerle kars ilas tirildiginda, 32 mg/ml
BLP-HA ile muamele edilmis higreler, 4 saatlik LPS
stimliasyonundan sonra neredeyse ig kat TNF-a salimina neden
olur. 100 mg/ml'nin zerindeki konsantrasyonlarda egri as ad
dogru ddner ve 512 mg/ml BLP-HA TNF-a salinimi yaklas 1k %80
oraninda azalir. BRW-HS durumunda, TNF-a salinimi &erinde
demli bir etki g&zlenmemis tir (S ekil 2).

Sentetik HA benzeri polimer Na-KOP'un doz-yanit egrisi, BLP-
HA'ninkine benzer bir seyir izler (S ekil 3). 10 ve 100 mg/ml
arasindaki konsantrasyonlarda Na-KOP, TNF-a saliniminda iki kat
artis a neden olurken, 100 mg/ml'den ylksek konsantrasyonlar

TNF-a salinimini yaklas 1k 10 kat azaltir. HA ve Na-KOP'tan farkli
olarak, FA d§ & konsantrasyonlarda
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S ekil 1. Altteich kara turba himik asitlerinin (BLP-HA), Altteich kahverengi su himik maddelerinin (BRW-HS), HA benzeri kafeik asit
oksidasyon Urtninin (Na-KOP) ve 1- ve sonrasinda bir Finish fulvik asit preparatinin sitotoksisitesi U937 higrelerinin 24 saatlik tedavisi.
Sitotoksisite, {§ kopyali en az i bagimsiz deneyin ortalama degerleri7SEM ile temsil edilir.
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S ekil 2. Altteich siyah turba himik asitlerinin (BLP-HA) ve
Altteich kahverengi su himik maddelerinin (BRW-HS)

farklilas tirilmis , LPS ile uyarilan U937 higrelerinden TNF-a
salinimi erindeki etkisi (ortalama7standart sapma, n=3).
Sonuglar, *pp0.05 ile, LPS ile uyariimis , ancak HS ile tedavi
edilmemis higrelerin TNF-a salinimi olarak ifade edilir.
Gergekles tirilen i (BRW-HS) veya d&t (BLP-HA) deneyini temsil
eden bir deneyin verileri gGterilmektedir.
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S ekil 3. Kafeik asit oksidasyon (rtninin (Na-KOP) ve bir Finish
fulvik asit preparasyonunun (FA) farklilas mis , LPS ile uyarilan
U937 hitrelerinin (ortalama7SD, n=3) TNF-a salinimi zerindeki
etkisi. Sonuglar, *pp0.05 ile, LPS ile uyarilmis , ancak HS ile
tedavi edilmemis hizrelerin TNF-a salinimi olarak ifade edilir.
Gergekles tirilen (g (FA) veya dadi(Na-KOP) temsil eden bir
deneyin verileri g&terilmektedir.

TNF-a salinimi, ancak daha yiksek konsantrasyonlarda (4200 mg/
ml) yari yaritya azaltin (S ekil 3). LPS ile muamele edilmemis
hicrelerde himik maddelerin iltihaplanmaya neden olan etkisi
tespit edilememis tir (veriler géterilmemis tir).

Bu ¢alis manin sonuglari g& dine alindiginda, himik maddelerin
LPS ile uyarilan insan U937 hizrelerini etkiledigi ag iktir. Ik kez,
sentetik HA'nin yani sira dogal olarak meydana gelen HA'nin da
etkili olabilecedi g&terilmis tir.

TNF-a salinimi zerinde konsantrasyona bagli ters etki. Bu tip
etkiler farmakolojide iyi bilinir ve genellikle bimodal olarak
adlandirilir (Desai ve digerleri, 1973). Bu, di§ k dozlarda aktif
maddenin, d&'nedin bir imminomoduatdin, hedef higreler
(lenfositler, monositler, makrofajlar) zerinde aktive edici bir etki
g&terdigi, ylkksek dozlarin ise genel olarak baskilayici bir etki
gé&sterdigi anlamina gelir (Matar ve digerleri, 2002; Lo'pez ve
digerleri). al., 2006).

G&lemlerimiz , sentetik HA benzeri polimerlerden olus an bir
panelin AA kaskadinin anahtar enzimi olan fosfolipaz A2 (PLA2) ile
etkiles imini inceleyen Klingner'in (2002) deneysel verileriyle
tutarhidir . Enzimin d§ & (0.1-1 mg/ml) tarafindan gigIUbir s ekilde
uyarildigi ve daha yiksek (410 mg/ml) HA konsantrasyonlari
tarafindan normalles tirildigi veya hafifce inhibe edildigi bulundu,
bu da fosfolipid metabolizmasinda HA'nin modde edici bir potensi
oldugunu d§ indirir (Klocking ve Helbig, 2001).

HA'nin TNF-a salinimi zerindeki bimodal etkisi czellikle ilgi

¢ ekicidir, ¢ inkbu sitokin mikrobiyal enfeksiyonlara kars 1

badis Iklik tepkisi reaksiyonlarini bas latmada kritik bir rol oynar.
Ancak as ir1 TNF-a seviyeleri, romatoid artrit (El Bahri ve ark.,
2007), osteoartrit (Iannone ve Lapadula, 2003), Morbus Crohn
(Sartor, 2006), pelvik adezyonlar gibi bir¢ ok agrili inflamatuar
hastalik ile ilis kilidir . (Cheong ve digerleri, 2002) ve kronik hava
yolu iltihabi (Kim ve Remick, 2007). Mevcut ¢alis manin sonuglari,
diger TNF-a antagonistlerinin (&'n. terapdik olarak kullanilan
infliximab) aksine, BLP-HA ve KOP'un hem spesifik olmayan

badis 1klik tepkisini (proinflamatuar etki) hem de kontrolsiz ylksek
TNF'den higrelerin korunmasini destekleyebildigini gGtermektedir.
-bir tretim (anti-inflamatuar etki). BLW-HA'nin kayitsiz davranis 1
ve FA'nin oldukga d§ k anti-enflamatuar etkisi, himik maddeler
arasindaki di§ k molekder kiileleri ve aktivite ile ilgili kimyasal
yapilarindaki farkliliklardan (Klocking ve digerleri, 2006)
kaynaklaniyor olabilir . Bu ilis kilerin agiklanmasi, daha genis bir
dogal ve sentetik himik maddeler paneli gerektirir ve daha fazla
aras tirmanin konusu olmaya devam eder.

Test maddelerinin farkli kékenleri veya kullanilan hazirlama
ytemleri gibi TNF-a salinimindaki degis ikliklerin diger
nedenlerinin sonuglar &erinde agik¢a daha az etkisi vardir.
C)rnegin, Altteich turbasinin BLP-HA'sI ve sentetik HA KOP'un,
kdenleri ve hazirlanis lari oldukga farkli olsa da, TNF-a salinimi
zerinde benzer etkileri vardir. Ayni durum BRW-HA ve FA i¢in de
gegerlidir.

HA'nin U937 higrelerinin TNF-a salinimini nasil etkilediginin
mekanizmasi s u ana kadar belirsizdir. HA'nin uyarici ve/veya
inhibe edici etkisinin, HA'nin negatif ykltufonksiyonel gruplari ile
ilis kili olabilece@i tahmin edilebilir, ¢ inkidiger polianyonik
biles ikler de sitokin tretiminde degis ikliklere neden olur. Chang
ve ark. (1994) , farkh polianyonik biles iklerin LPS ile aktive olan
THP-1 higrelerinde TNF-a tretimi &erindeki etkisini kars ilas tirarak,
sentetik polisdfatlanmis hyaluronik asit buldu.
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sufat heksozamin molar orani 3.9, gig lUbir TNF-a Gretimi
inhibitd@ir. Buna kars 1hk, kondroitin-4-sdfatlar, keratin sufat,
heparan sifat ve heparin gibi dogal polisifatlanmis
glikozaminoglikanlar, TNF-a tretimini inhibe edemedi veya
kondroitin-6-sifat icin g&lemlendigi gibi, onu dhemli d¢ e
artirdi. Heinzelmann ve Bosshart (2005) , LPS ile uyarilan
monositlerin polianyonik biles iklere kars 1artmis enflamatuar
tepkisi i¢in bir agiklama éermis tir.

Yazarlar, heparin veya dekstran siifat gibi sufatlanmig
polisakkaritlerin, LPS baglayici serum proteini (LBP) ile birles tigini,
LPS'nin yerini degis tirdigini ve LPS'nin membran resepta
CD14'e transferini hizlandirdigini ve béylece enflamatuar yaniti
arttirdigini bulmus lardir. HA'nin anti-enflamatuar aktivitesi i¢in
olasi bir agiklama saglayan farkl bir hedef, Gau ve arkadas lari
tarafindan bulundu. (2000). Insan gdoek damari endotel
hicrelerinde (HUVEC) yapilan arag tirmalar, HA'nin dogus tan
gelen bagis iklik tepkisinde éhemli bir faktd olan NF-kappaB'nin
LPS ile uyarilmis aktivasyonunu doza ve zamana bagli bir

s ekilde baskiladigini ortaya ¢ikardi.

Sonug olarak, sonuglar ilk kez FA i¢in bulunmayan U937
hicrelerinde LPS ile indikklenen TNF-a salinimi zerinde HA'nin
konsantrasyona bagli bimodal etkisini géstermektedir. HS'nin
biyouyumlulugu ile ilgili olarak sunulan sonuglar, HS'nin normal,
LPS ile muamele edilmemis insan hicrelerinde enflamasyona
neden olan etkisine dair hi¢bir belirti vermemektedir. Bununla
birlikte, di§ & HA konsantrasyonlarinin LPS ile uyariimis
hicrelere TNF-a arttiric etkisi, LPS'ye bagl ve LPS'den bagimsiz
iltihaplanma modellerinde daha genis bir dogal ve sentetik H2S
panelinin daha ayrintili aras tirmalarini gerektirir.
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