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MATERYAL  VE  METOT  Hümik  asitin  
İzolasyonu  ve  Karakterizasyonu  Gümüş  
nanoplakaların  sentezi  için  kullanılan  hümik  asit,  IHSS16  
tarafından  belirlenen  protokol  izlenerek  Hindistan'ın  güneybatı  
kıyısındaki  Cochin'deki  mangrov  ekosisteminden  örneklenen  
çökeltilerden  izole  edildi  ve  saflaştırıldı.  Saflaştırılmış  hümik  
asitler,  C-13  katı  hal  NMR  analizi  kullanılarak  karakterize  edildi.

insan  kemik  iliği  mezenkimal  kök  hücrelerinde  ve  hümik  asit8  
ile  tedavi  edilen  insan  fetal  osteoblastlarında  baskılanmış  
osteoclastogenesis  gözlemlendi .  Humik  asit  kullanılarak  kırık  
kemiğin  kireç  oluşumu  ve  fosfor  alımı  %20-25  oranında  
hızlandırılır11,12 .  Hümik  asidin  gastrointestinal  sistem  
mukozasında  film  oluşturabilme  özelliği  enfeksiyonlara  ve  
toksinlere  karşı  savunma  mekanizmasını  güçlendirir.  Humik  
asit,  iyi  bir  kan  pıhtılaştırıcı  ajandır13.  Hümik  asidin  mast  
hücresini  koruma  potansiyeli  onları  etkili  bir  antialerjik  
yapmıştır14,15.  Hümik  asidin  nanopartikül  sentezleme  
potansiyeli  ile  birlikte  biyolojik  potansiyeli,  çalışmayı  humik  asit  
sentezlenmiş  gümüş  nanopartiküllerin  asit  tümörü  üzerindeki  
etkisini  anlamaya  sevk  etmiştir.  Bu  çalışmanın  amacı,  mangrov  
ekosisteminden  izole  edilen  hümik  asit  kullanılarak  sentezlenen  
gümüş  nanopartiküllerin  karakterize  edilmesi  ve  Dalton  Lenfoma  
Asiti  üzerindeki  etkilerinin  belirlenmesidir.
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Bu  bağlamda,  gümüş  nanopartiküller  kullanılarak  
geliştirilen  ilaçlar,  tipik  morfolojileri  ve  özellikleri3,4  nedeniyle  
olağanüstüdür .  Gümüş  nanopartiküllerin  sahip  olduğu  geniş  
nanoteknoloji  tabanlı  klinik  uygulamalar  göz  önüne  alındığında,  
ilaç  şirketleri  özellikle  ayırt  edici  özelliklere  ve  morfolojilere  
sahip  gümüş  nanopartiküllerin  sentezlenmesine  odaklanmaktadır.  
Bu  bağlamda  hümik  asit,  benzersiz  moleküller  üstü  yapıları  ve  
indirgeme  potansiyelleri5,6  nedeniyle,  benzersiz  morfolojileri  
ve  biyolojik  özellikleri  olan  gümüş  nanopartiküllerin  
sentezlenmesi  için  uygun  bir  seçimdir.  Hümik  asitler,  teratojenik,  
mutajenik,  embriyotoksik  ve  kanserojen  özelliklere  sahip  
olmadıkları  ve  vücuttan  kolayca  atılabilmeleri7  nedeniyle  
farmakoloji  alanında  giderek  artan  bir  ilgi  kazanmıştır .  Humik  
asit,  uyarıcı  etkileri,  membran  aktivitesi,  mitokondrinin  elektron  
taşıma  zincirinde  elektronların  taşınması,  oksidatif  fosforilasyonun  
aktivasyonu,  iyon  değişimi,  kompleks  oluşturma  ve  sorpsiyon  
kapasitesi7  ile  biyokimyasal  aktiviteleri  doğrudan  etkiler.  
Veterinerlikte  çeşitli  hümik  asit  ürünleri  kullanılır.  ve  insan  
ilaçları.  Bitkisel  ilaçlarda  hümik  asit,  kırık  kemiklerin,  çıkıkların,  
deri  hastalıklarının  ve  periferik  sinir  bozukluklarının  tedavisinde  
kullanılır8-  10.  Hızlandırılmış  kalsiyum  birikimi  ve  kalsiyum  
fosfat,  osteokalsin,  çekirdek  bağlama  faktörü  ve
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GİRİŞ  Nanobilimin  
hızla  gelişmekte  olan  bir  alanı  olan  nanobiyoteknoloji,  kanser  
tedavisi  ve  teşhisi  için  tedavi  yöntemi  geliştirmek  için  umut  verici  
bir  araştırma  alanıdır1 .  Nano  malzemeler,  benzersiz  biyolojik  
özelliklerinden  dolayı  geleneksel  arıtma  yöntemleri  için  
potansiyel  bir  alternatiftir2 .

Dondurularak  kurutulmuş  hümik  asit  örneğinin  13C-NMR  
spektrumu,  CP-MAS  prosedürü  kullanılarak  75.475  MHz  çalışma  
frekansıyla  bir  Bruker  AVANCE  300'e  kaydedildi.  Numune  
(100-150  mg),  Kel-F  başlıklı  4  mm  zirkonya  rotorlara  dolduruldu  
ve  10  kHz'de  döndürüldü.  Geçmek

ÖZET  Bu,  
hümik  asitle  sentezlenmiş  gümüş  nanoplakaların  (HAgNpl)  Dalton  lenfoma  asidine  (DLA)  karşı  sitotoksik  aktivitesine  ilişkin  ilk  rapordur.  
Bir  supramolekül  olan  hümik  asidin  çeşitli  biyolojik  aktivitelere  sahip  olduğu  gösterilmiştir.  Bu  çalışmada  gümüş  nanoplakaların  
sentezi  için  kullanılan  hümik  asit,  mangrov  tortularından  izole  edilmiştir.  Hümik  asidin  kimyasal  bileşimi,  katı  hal  C-13  NMR  
spektroskopisi  kullanılarak  analiz  edildi.  Nanoplakaların  morfolojisi  SEM  kullanılarak  incelenmiştir.  HAgNpl'nin  sitotoksik  potansiyelini  
değerlendirmek  için  Dalton  Lenfoma  Asitleri  (DLA  hücre  dizileri)  üzerinde  tripan  mavisi  canlılık  testi  yapıldı.  Hümik  asitle  sentezlenen  
gümüş  nanoplakaların  bu  habis  hücrelere  karşı  etkili  olduğu  kanıtlanmıştır.  HAgNpl,  DLA  hücrelerine  karşı  doza  bağlı  bir  aktivite  
gösterdi.  Bu  sonuç,  HAgNpl'nin  malign  lenfomaya  karşı  güvenli  ilaçlar  geliştirmedeki  potansiyel  rolünü  vurgulamaktadır.
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HAgNpl'nin  sitotoksik  aktivitesi  
HAgNpl'nin  kan  kanserine  karşı  sitotoksik  aktivitesini  
araştırmak  için  Dalton  Lenfoma  Asit  (DLA)  hücreleri  kullanıldı.  
Bu  habis  hücre  hatları,  Amala  Kanser  Araştırma  Merkezi'nde  
tutuldu.
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Elde  edilen  gümüş  nanopartiküller  daha  sonra  SEM  (JEOL  
Model  JSM  -  6390LV)  ile  karakterize  edildi.

Şekil  2:  Hümik  asitler  kullanılarak  0,01  mol  l-1  gümüş  
nitrat  konsantrasyonunda  sentezlenen  gümüş  nanoplakaları  
temsil  eden  SEM  görüntüleri .
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HAgNpl'nin  Sentezi  ve  Karakterizasyonu  
Hümik-gümüş  nanopartiküller,  10  mL  0.01M  AgNO3  sulu  
çözeltisinin,  0.001  M  NaOH  ile  ayarlanmış  10  pH'ta  1  mL  10  
ppm  hümik  asit  çözeltisi  ile  indirgenmesiyle  hazırlandı.  
Gümüş  indirgeme  işlemi,  homojen  solüsyonların  etüvde  75  
°C'de  bir  saat  ısıtılmasıyla17  geliştirildi.

SONUÇLAR  VE  TARTIŞMA  Mangrov  
tortularından  izole  edilen  hümik  asidin  katı  hal  C-13  NMR  
karakterizasyonunun  sonuçları,  Şekil  1  ve  Tablo  1'de  
gösterilmektedir.  karboksilik,  hidroksil,  metoksi  ve  kinoidler5,6  
olarak .  Hümik  asidin  redoks  özelliklerinin  genel  olarak  esas  
olarak  hidrokinon  ve  fenol  grupları18  ile  bağlantılı  olduğu  
doğrulanmıştır.  Hümik  asit  molekülünde  polar  ve  indirgeyici  
grupların  varlığı  ve  benzersiz  amfifilik  bileşim,  gümüş  
nanoplakaların  sentezine  ve  bunun  stabilizasyonuna  yardımcı  
olur5 .  Hümik  asitle  sentezlenen  gümüş  nanoplakaların  
sonuçları  Şekil  2'de  gösterilmektedir.  Bu  çalışmanın  sonuçları,  
gümüş  nanoyapıların  sentezi  için  indirgeme  ve  kapatma  
maddesi  olarak  kullanılan  hümik  asit  çözeltisinin  özelliklerini  
göstermektedir.  Bu  nanoplakalar  nispeten  yüksek  yüzey  
alanına  ve  yaklaşık  41  nm  kalınlığa  sahipti.  Yaklaşık  
45803874.649  gümüş  atomu

polarizasyon,  1  ms'lik  bir  temas  süresinde,  36  ms'lik  bir  
edinim  süresinde  ve  2.50  s'lik  bir  geri  dönüşüm  gecikmesinde  
yapıldı.  Kantitatif  işleme,  Bruker  Topspin  1.3  yazılımı  
kullanılarak  fazın  ve  taban  çizgisinin  ön  otomatik  düzeltmesi  
ile  fonksiyonel  gruplara  ve  moleküler  parçalara  karşılık  gelen  
bölgelerde  sayısal  entegrasyonla  gerçekleştirildi.  Karbon  
türlerinin  grupları,  kimyasal  kayma  aralıklarıyla  tanımlanmıştır  
(Tablo  1).

Şekil  1:  Hindistan'ın  güneybatı  kıyısındaki  Cochin'deki  mangrov  tortullarından  çıkarılan  hümik  asit  molekülünün  C-13  CPMAS  
katı  hal  NMR  spektrumları.

Nagar  ve  Thrissur,  Hindistan.  HAgNpl'nin  sitotoksisitesini  
hesaplamak  için  tripan  mavisi  dışlama  yöntemi  kullanıldı.  Bu  
analiz  bozulmamış  canlı  hücre  hücre  zarlarını  bir  ışık  
mikroskobu  kullanarak  ölü  hücrelerden  ayırır.  İkincisi,  boyanın  
sitoplazmada  tutulması  nedeniyle  mavi  renkli  olarak  görülür.  
Test  için  kullanılan  tüm  kimyasallar  HIMEDIA'dan  satın  
alınmıştır.  Canlılık  tahlilinden  önce,  tümörlü  farelerin  periton  
içi  boşluğundan  aspire  edilen  DLA  hücreleri,  PBS  kullanılarak  
üç  kez  yıkandı.  Sulu  çözelti  içinde  düzgün  bir  şekilde  dağılmış  
farklı  konsantrasyonlarda  hümik  asit  gümüş  nanoplakalar  (1  
nM,  5  nM,  10  nM,  15  nM  ve  20  nM)  0.8  ml  PBS  ile  iyice  
karıştırıldı  ve  1  x  106  hücre  içeren  0.1  mL  hücre  süspansiyonuna  
eklendi  ve  37  oC'de  3  saat  inkübe  edildi .  İnkübasyondan  
hemen  sonra,  canlı  olmayan  (boyalı)  ve  canlı  (boyanmamış)  
hücreleri  mikroskobik  olarak  saymak  için,  0.1  mL  tripan  mavisi  
boya  ile  işlenmiş  bir  damla  hücre  karışımı  bir  hemositometreye  
aktarıldı.  Toplam  canlı  ve  cansız  hücrelerin  sayımı  ayrı  ayrı  
yapıldı.
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%  Hücre  ölümü

hümik  asit25  ile  floren  ve  1-nitropiren .  Hümik  asidin  potasyum  
tuzunun,  Nazal  eozinofil  sayısını  modüle  etme  potansiyeline  
sahip  olduğu  gösterilmiştir26.  Bu  gözlem,  hümik  asitlerin,  
lenfoblastik  lösemi27  gibi  eozinofili  ile  ilişkili  lenfoid  
malignitelerin  tedavisinde  de  uygulama  bulabileceğini  
düşündürmektedir .  Malign  lenfomanın  ilerlemesini  etkileyen  
diğer  bir  kritik  bileşen,  neoplastik  süreci  düzenleyebilen,  
proliferasyonu  besleyen,  varlığını  sürdüren  ve  yerini  değiştiren  
enfeksiyonlardan  ve  kronik  enflamasyondan  kaynaklanan  
enflamasyondur28 .  Örneğin,  dalakta  mukoza  ile  ilişkili  lenfoid  
doku  lenfoması  ve  foliküler  lenfoma  oluşumunun,  sırasıyla  
kronik  Helicobacter  enfeksiyonu29-32  ve  parazit  enfeksiyonu33  
olan  kişilerde  arttığı  görülmektedir .  Toksisite  çalışmaları,  
hümik  asidin  kutanöz  enflamasyonu  azaltma  potansiyelini  
kanıtlamıştır  ve  bunların  anti-inflamatuar  potansiyeli,  %1  
dikofen  sodyum  ve  %0.1  betametazon34  ile  karşılaştırılabilir  
olup,  enflamasyonun  neden  olduğu  lenfomayı  baskılama  
potansiyellerini  vurgulamaktadır.  Hümik  asitlerin  varlığında,  
hayvanlarda  ve  insanlarda  virüs35  ekspresyonu  ve  patojenlerin  
aktivitesi36  baskılanır.  Bu,  hümik  asitlerin  bu  mikropların  
protein  ve  enzim  aktiviteleri  ile  kovalent  olmayan  etkileşimlerinin  
doğrudan  bir  sonucudur.HAgNpl19  başına  mevcuttu .  HAgNp'nin  DLA'nın  yaşayabilirliği  

üzerindeki  etkisi,  Tripan  mavisi  dışlaması  kullanılarak  
değerlendirildi.  HAgNpl'nin,  Şekil  3'te  gösterildiği  gibi,  DLA  
hücrelerinin  canlılığını  doza  bağlı  bir  şekilde  azalttığı  gösterilmiştir.
İnkübasyondan  sonra,  gümüş  nanoplakaların  bu  habis  
hücrelere  karşı  1  nM  ve  daha  yüksek  dozlarda  sitotoksik  olduğu  
bulundu.  10  nM'deki  gümüş  nanoplakalar,  DLA  hücresinin  
yaşayabilirliğini  başlangıç  değerinin  yaklaşık  %42'sine  düşürdü  
ve  IC50  olarak  seçildi.  Klinik  araştırmalar  hümik  asidin  
plütonyumun  %95'ini  uzaklaştırabildiğini  ve  canlı  hücrelere  
verilen  radyasyon  dozunu20  azaltarak  iyonlaştırıcı  radyasyonun  
neden  olduğu  lenfoma  riskini  azalttığını  göstermiştir21 .  
Kortikal  timus  tabakasındaki  lenfositlerin  proliferasyonunu  ve  
bunların  lenf  düğümü  ve  dalağın  timus  bağımlı  bölgelerine  
göçünü  etkili  bir  şekilde  düzenlerler22.  Kan,  kemik  iliği  ve  
dalaktaki  lenfosit  sayısının  hızla  yenilenmesine  yönelik  bu  
yardım,  γ  –  radyasyona  maruz  kalmanın  neden  olduğu  
maligniteleri  azaltabilir23 .  Mutajenik  bileşiklerin  özellikle  klorlu  
içme  suları  yoluyla  tüketilmesi  de  lenfomaların  diğer  bir  
nedenidir  ve  yaş,  cinsiyet  ve  sosyal  sınıftan  bağımsız  olarak  
riski  1-1,3  oranında  artırır24 .  Mutajenik  kontamine  sudan  
kaynaklanan  bu  risk  hümik  asitlerle  etkili  bir  şekilde  azaltılabilir.  
Hümik  asitlerin  mutajenleri  adsorbe  ederek  mutajeniteyi  
azaltma  potansiyeli,  Sato  ve  çalışma  arkadaşları  tarafından  
deneysel  olarak  kanıtlanmıştır.  Benzo[a]piren,  2  aminoantrasen,  
2-nitro  gibi  mutajenleri  etkili  bir  şekilde  uzaklaştırdılar.
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Ayrıca  bunlar  tarafından  salınan  toksinlerin  aktiviteleri,  hümik  
asit  tarafından  iyonik  bağ  oluşumu  ile  nötralize  edilir.

145-160  
160-190

Şekil  3:  Gümüş  nanoplakaların,  Trypan  mavi  dışlama  testi  
kullanılarak  hücre  canlılığı  üzerindeki  doza  bağlı  etkisi.
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Veriler,  üçlü  deneylerin  ortalamasının  ortalama  ±  standart  
hatasını  temsil  eder.
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Hümik  asit  molekülünde  polifenolik  grupların  varlığı,  spesifik  
olmayan  direnci  ve  bağışıklığı  uyarır37,38 .  DLA  proliferasyonunu  
baskılama  potansiyeli  ile  birlikte  hümik  asitlerin  bu  özellikleri,  
HAgNpl  kullanılarak  Epstein-Barr  virüsünün39  neden  olduğu  B  
hücreli  Hodgkin  olmayan  lenfoma  ve  HIV40'ın  neden  olduğu  
hodgkin  olmayan  lenfoma  içeren  tedavilerin  geliştirilmesi  
olasılığını  vurgulamaktadır .  Bu  gözlemler,  hümik  asit  ve  
ürünlerinin  alg  ve  mangrov  ekosistemlerinden  izole  edilen  
sterollere  benzer  güvenli  terapötik  potansiyelini  kümülatif  
olarak  vurgulamaktadır41-43 .  Bu  araştırmada  gözlemlenen,  
DLA  hücrelerini  bastırmak  için  HAgNpl'nin  güçlü  potansiyeli  ile  
birleştirilmiş  biyoaktif  hümik  asit  prospektifi,  lenfoma  
kanserinden  muzdarip  hastaları  herhangi  bir  yan  etki  olmaksızın  
başarılı  bir  şekilde  tedavi  etmek  için  gelişen  tedavi  
yöntemlerindeki  rollerinin  önemini  vurgulamaktadır.  Bununla  
birlikte,  hümik  asitle  sentezlenen  gümüş  nanoplakaların  bu  
habis  hücreleri  baskılama  mekanizmasını  tanımak  için  daha  
ileri  moleküler  düzeyde  araştırmalara  ihtiyaç  vardır.  Bu  bilgiler,  
tedavi  yöntemlerinde  işbirliği  yapmadan  önce  test  örneğinin  
gen  ifadeleri  ve  ürünleri  üzerindeki  toplu  sonucunu  tahmin  
etmek  için  gerekli  olduğundan.

Tablo  1:  Mangrov  tortullarından  türetilen  hümik  asitler  için  13C  CPMAS  NMR  bantlarının  atamaları  ve  bantların  göreli  alanlarına  
dayalı  C  dağılımı  (%).
Kimyasal  Kayma  Aralığı  δ  değerleri  (ppm)  Çıkarım:  Karbon  türleri6  0-45  
İkame  edilmemiş  doymuş  Alkil  Karbon  45-65  Oksijen  ve  Azot  ikameli  alkil  karbon  65-95  Alkil  C  tek  başına  bir  oksijen  
atomuna  bağlı  ve  anomerik  C  Proton-  ve  alkil-ikameli  aromatik  C  Oksijen  ikameli  aromatik  C  Karboksil,  ester,  amid  C  ve  Quinone  C
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Bağıl  C  %  30,13  
15,41  9,9
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