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Öte  yandan,  son  zamanlarda  antiviral  özellikler15  ve  
lenfositlerin  proliferasyonu  dahil  olmak  üzere  çeşitli  ilginç  ve  
potansiyel  olarak  klinik  olarak  önemli  biyolojik  aktiviteler  çeşitli  
HA  tipleri  ile  ilişkilendirilmiştir .

50  yılı  aşkın  bir  süredir  iyi  bir  şekilde  belgelenmiştir .  ilk

Bazı  çalışmalar,  biyoaktif  moleküllerin  glukan  ile  
birleştiğinde  sinerjistik  etkilere  sahip  olduğunu  öne  sürdü.  Çok  
sayıda  rapor,  glukan  C  vitamini  ile  kombinasyon  halinde  
verildiğinde  bazı  yararlı  etkiler  göstermiştir.  C  vitamininin  
sinerjistik  etkiler  göstermesinin  ana  nedeni ,  bu  vitaminin  glukan  
ile  tamamen  aynı  bağışıklık  tepkilerini,  yani  makrofaj  
aktivitelerini  uyarmasının  gösterilmesidir. ,  doğal

Bir  immünomodülatör  olarak  IH,3-  GLUCAN'IN  ROLÜ

Ayrıca,  kültür  hayvanlarının  yemine  HA  eklenmesi,  büyüme  
ve  sağlıkta  iyileşme  ile  sonuçlanır.  17

öldürücü  hücre  aktivitesi  ve  spesifik  antikor  oluşumu.  Bir  fare  
çalışması,  Mesocestoides  corti  enfeksiyonunun  tedavisinde  
bir  glukan  C  vitamini  kombinasyonunun  önemli  iyileştirme  
yeteneklerini  gösterdi ;  tedavi ,  karaciğer  fibrozunun  ve  
patofizyolojik  değişikliklerin  pozitif  modülasyonuyla  sonuçlandı.6  
Aynı  grup  daha  önce  mayadan  türetilen  glukanın  birkaç  
helmintik  parazite  karşı  umut  verici  bir  ajan  olduğunu  
bulmuştu.7  Karaciğer  hastalığı  ile  ilgili  olarak,  şizofillan  
glukanın  bir  hastalığa  karşı  yardımcı  olduğu  
gösterilmiştir.  karaciğerin  iskemi-reperfüzyon  hasarı .  Bu  
etkilerin  mekanizmaları ,  muhtemelen ,  karaciğerin  
yaralanmasını  takiben  ani  erken  genlerin  ekspresyonundaki  

glukanın  neden  olduğu  azalmaya  bağlıdır.8  Hümik  
maddeler  esas  olarak  aşırı  şekilde  bozulmuş  turbada  oluşur .  
Humik  asitler  (HA'lar) ,  karmaşık  polimerik  aromatik  yapılardan  
oluşan  bir  yüksek  moleküler  ağırlıklı  makromolekül  grubunu  
temsil  eder.  Fulvik  asitlerle  birlikte,  hümik  maddeler  olarak  
adlandırılan  ve  bazıları  tarafından  inert  ve  diğerleri  
tarafından  biyotoksik  olarak  kabul  edilen  organik  bileşikler  
grubunun  belirli  fraksiyonlarını  temsil  ederler.9  Daha  
ayrıntılı  çalışmalar  tartışmalı  sonuçlar  ortaya  koydu:  
yüksek  dozlarda  HA,  bağırsak  hücrelerinde  10  oksidatif  yolla  
indüklenen  kromozomal  anormallikleri  ortaya  çıkardı .  DNA  
hasarı,11  nükleer  faktör  KB  aktivasyonunu  inhibe  etti,12  ve  timus  13  ile  nötrofilleri  uyardı.

Polisakkaritlerin  immünomodülatör  özelliklerine  olan  ilgi,  ham  
bir  maya  hücresi  preparasyonunun  tamamlayıcı  sistemin  
aktivasyonu  yoluyla  makrofajları  uyardığını  gösteren  
deneylerden  sonra  arttı .  I  Daha  fazla  çalışma,  immünomodülatör  
aktif  bileşeni  PI,3-glukan  olarak  tanımladı.2  Daha  sonra  
yapılan  çok  sayıda  çalışma,  partikül  veya  çözünebilir  PI,3-
glukanların,  antibakteriyel  ve  antitümör  aktiviteleri  dahil  olmak  
üzere  immün  sistemi  uyarıcı  özellikler  sergilediğini  
göstermiştir.3  ,4  Daha  Fazla  2.500'den  fazla  yayın,  PI,3-
glukanların,  çözünür  veya  partikül  halinde,  önemli  immünomodülatör  
özellikler  sergilediğini  bildirmiştir .  Şu  anda,  glukanların  en  
etkili  biyolojik  yanıt  değiştiricilerden  biri  olduğu  düşünülmektedir  
(inceleme  için  bkz .  Novak :  ve  Vetvicka5 ).
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ÖZET  Hümik  asitler ,  organik  maddenin  bozunması  sonucu  oluşan  bileşiklerdir .  Ortak  mevcudiyetlerine  rağmen,  biyolojik  etkileri  
hakkındaki  bilgilerimiz  sınırlıdır  ve  mevcut  bulgular  tartışmalıdır.  İki  farklı  hümik  asit  türünün  immünolojik  etkilerini  
değerlendirmeye  karar  verdik .  kaynak  ve  biyokimyasal  özelliklerde  farklılık  gösterir.  Her  iki  bileşenin  de  tek  başına  veya  köklü  mayadan  
türetilmiş  immünomodülatör  glukan  ile  kombinasyon  halinde  kullanılması.  bağışıklık  reaksiyonlarının  hem  hücresel  (fagositoz  ve  
tümör  baskılanması)  hem  de  hümoral  (antikor  üretimi  ve  sitokin  salgılanması)  dalları  üzerindeki  etkilerini  ölçtük .  Özet  olarak,  
sonuçlarımız  hümik  asitlerin  biyolojik  olarak  aktif  immün  düzenleyiciler  olduğunu  ve  immün  reaksiyonların  hem  hümoral  hem  de  hücresel  
dallarını  etkilediğini  göstermektedir .  Ek  olarak,  burada  incelenen  iki  hümik  asit,  bağışıklık  reaksiyonunun  uyarılmasında  sinerji  
içinde  çalışarak  bu  doğal  bağışıklık  modülatörleri  ile  ilgili  daha  ileri  çalışmaları  desteklemektedir .

GİRİŞ
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VETVICKA  ve  diğerleri

Bireysel  sitokinler,  Allied  Biotech  (Ijamsville,  MD,  ABD)  
tarafından  fare  serumunda  ölçüldü.  Farelere  test  kombinasyonu  
enjekte  edildi,  24  saat  sonra  fareler  öldürüldü  ve  serum  toplandı  
ve  -80°C'lik  bir  dondurucuda  saklandı.  Sitokin  analizi  için  Allied  
Biotech  tarafından  sağlanan  protein  mikroarray  hizmetlerini  
kullandık .  Kısaca,  tlte  hizmetleri  bir  sandviç  antikor  tabanlı  
protein  algılama  multipleks  testi  kullanmıştır.  Tahlil  tespiti  
için  bir  streptavidin-Cy5  konjugatı  kullanıldı.  Tahlil,  her  bir  
mikrodizi  üzerinde  pozitif  ve  negatif  kontrollerin  lekelendiği  dört  
kopya  halinde  yapıldı.  Test  aşağıdaki  sitokinleri  saptar:  IL-2,  
interferon-y,  tümör  nekroz  faktörü  (TNF)-cx,  IL-8,  IL-12  p70,  IL-12  
p40,  IL-4,  IL-6,  IL-IO ,  IL-5,  interferon-indüklenebilir  protein-I0,  
makrofaj  inflamatuar  protein-  Ip,  IL-13,  IL-lp  ve  monosit  
kemotaktik  protein  (MCP).

Liyofilize  numunelerin  karbon,  hidrojen  ve  nitrojen  içerikleri ,  
bir  LECO®  ile  iki  kez  analiz  edildi.
(St.  Joseph,  ML  ABD)  CHN  900  analiz  cihazı.  Oksijen  içeriği ,  fark  
(külsüz  baz)  ile  belirlendi.

Glukanın  biyolojik  aktivitelerinin  resveratrol18  tarafından  
önemli  ölçüde  iyileştirildiğini  gösteren  son  gözlem,  bizi  glukan  
ve  HA'ların  immün  reaksiyonlar  üzerindeki  olası  sinerjik  etkilerini  
değerlendirmeye  yöneltti .

RPMI  1640  ortamı,  sodyum  sitrat,  ovalbümin,  antibiyotikler,  
Wright  boyası,  Limulus  lizat  testi  E-TOXATE,  Freund  adjuvanı  
ve  konkanavalin  A  (Con  A) ,  Sigma  Chemical  Co.'dan  (St.  Louis,  
MO,  ABD)  temin  edildi.  Fetal  dana  serumu  Hyc10ne  
Laboratories'den  (Logan,  UT,  ABD)  alınmıştır.

Katı  hal  13C_NMR  spektrumları,  12kHz ,  90°  döndürme  
hızına  sahip  çapraz  polarizasyon  sihirli  açı  döndürme  tekniği  
kullanılarak  100.47  MHz'de  bir  Broker  (Billerica,  MA,  ABD)  Avance  
AV-400WB  (9.4-T)  spektrometresi  üzerinde  elde  edildi.  darbe  
genişliği,  30  msaniye  edinme  süresi  ve  4,0  saniye  gecikme.

c1es)  daha  önce  açıklandığı  gibi  intraperitoneal  glukan  ve/
veya  HA  enjeksiyonundan  sonra .  19•  2O  Kısaca ,  kan  veya  izole  peritoneal  hücreler  0,05  mL  HEMA  
partikülü  (5  x  108 /  mL)  ile  inkübe  edildi.  Test  tüpleri,  aralıklı  
çalkalama  ile  37°C'de  60  dakika  süreyle  inkübe  edildi.  Smearlar  
Wright  boyası  ile  boyandı.  Üç  veya  daha  fazla  HEMA  
parçacığına  sahip  hücreler  pozitif  kabul  edildi.  Aynı  yaymalar  
hücre  tiplerinin  değerlendirilmesinde  de  kullanıldı .

pl,3-Glukanlar  

Bu  çalışmada  kullanılan  glukanlar  şu  şirketlerden  satın  
alınmıştır:  Transfer  Point'ten  (Columbia,  SC,  ABD)  maya  türevi  
çözünmez  glukan  sayısı  300  ve  Sigma'dan  çözünür  glukan  
laminarin.

Fareler,  fare  başına  fosfat  tamponlu  salin  (PBS)  içinde  1  x  
106  Ptas64  hücreli  meme  yağ  yastıklarına  doğrudan  enjekte  
edildi .  Deneysel  tedavi,  palpabl  tümörler  bulunduktan  sonra  
(genellikle  hücrelerin  enjeksiyonundan  14  gün  sonra )  ve  fareler  
deney  gruplarına  ayrıldıktan  sonra  başlatıldı.  Deneysel  
tedavi,  PBS  içinde  seyreltilmiş  test  edilen  numunelerin  
intraperitoneal  enjeksiyonları  ile  sağlandı .  Tedaviden  sonra,  
fareler  öldürüldü  ve  tümörler  çıkarıldı  ve  tartıldı.

in  vitro  fagositoz

Saflaştırılmış  dalak  hücreleri  ( %5  fetal  dana  serumu  içeren  
RPMI  1640  ortamında  2  x  106 /  mL ) ,  24  oyuklu  bir  doku  kültürü  
plakasının  oyuklarına  ilave  edildi.  Pozitif  kontrol  oyuklarına  
1  pg  Con  A  ilave  edildikten  sonra  hücreler ,  nemlendirilmiş  bir  
inkübatörde  (3rC,  %  5  C@)  72  saat  inkübe  edildi .  İnkübasyonun  
bitiş  noktasında  süpernatanlar  toplandı,  süzüldü  (gözenek  
boyutu,  0.45  J.LID )  ve  IL-2'nin  varlığı  açısından  test  edildi .  
IL-2  seviyeleri,  bir  Quantikine®  fare  IL-2  kiti  (R&D  Systems,  
Minneapolis,  MN,  ABD)  kullanılarak  ölçüldü.

İn  vivo  tümör  inhibisyonu

Dişi,  6-10  haftalık  BALB/c  fareleri,  Jackson  Laboratuvarı'ndan  
(Bar  Harbor,  ME,  ABD)  satın  alındı.  Tüm  hayvan  çalışmaları,  
Louisville  Üniversitesi ,  Louisville,  KY,  ABD  Kurumsal  Hayvan  
Bakım  ve  Kullanım  Komitesi  protokolüne  göre  yapıldı .  
Hayvanlar  CO2  ile  boğularak  öldürüldü .

Deneylerde  iki  HA  kullanıldı:  biri  Çek  Cumhuriyeti'nden  (HZ)  
elde  edilen  leonarditten  ekstrakte  edildi  ve  diğeri  Çin'den  (HC)  
elde  edilen  linyitten  ekstrakte  edildi.  Farklı  HA'lar  izole  edildi,  
Uluslararası  Hümik  Maddeler  Topluluğu  prosedürü  1,2  izlenerek  
saflaştırıldı  ve  dondurularak  kurutuldu.

Fagositoz,  sentetik  mikroküreler  (2-hidroksietil  metakrilat  
[HEMAJ  parti)  kullanılarak  in  vitro  ölçülmüştür.

Farelere  iki  kez  (2  hafta  arayla)  100  pg  ovalbumin  enjekte  edildi  
ve  son  enjeksiyondan  7  gün  sonra  serum  toplandı .  Ovalbumine  
karşı  spesifik  antikorların  seviyeleri ,  enzime  bağlı  
immünosorbent  tahlili  ile  tespit  edildi.  Pozitif  kontrol  olarak  Freund  
adjuvanı  kullanıldı.
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TABLO  1.  HA  ÖRNEKLERİNİN  TEMEL  ANALİZİ

İNCİR.  2.  İntraperitoneal  olarak  enjekte  edilen  glukanlar  vej  veya  HA  ile  
sentetik  mikro  kürelerin  (HEMA  partikülleri)  in  vitro  fagositozunun  güçlendirilmesi .  
Çeşitli  oranlarda  toplam  100pg  malzeme  enjekte  edildi .

İNCİR.  1.  İntraperitoneal  olarak  enjekte  edilen  glukanlar  vej  veya  HA'lar  
tarafından  sentetik  mikro  kürelerin  ( HEMA  partikülleri)  in  vitro  fagositozunun  
güçlendirilmesi .  Çeşitli  oranlarda  toplam  100pg  malzeme  enjekte  edildi .

HA

deney  grubu).  *  P ::::  .05  düzeyinde  önemli  farklılıklar

48,9  
39,8

12,8  
5,4

0,98  
1,10

İNCİR.  3.  Glukan-HA  kombinasyonlarının ,  dalak  hücreleri  tarafından  Con  A  
ile  uyarılan  IL  -2  salgılanması  üzerindeki  etkileri .  Uyarılmamış  splenositler  
(PBS  grubu)  tarafından  IL  -2  salgılanması  sıfır  olduğundan ,  en  düşük  
uyarım  bile  istatistiksel  olarak  anlamlıydı.  Veriler ,  üç  ayrı  deneyden  elde  
edilen  ortalama  ±  SD  değerleridir  ( deney  grubu  başına  beş  fare).

TABLO  2.  HA  ÖRNEKLERİNİN  13C-NMR  SPEKTROSKOPİSİ

Kontrol  değerleri  ( yalnızca  pBS)  %  36.5  idi.  Üç  ve  daha  fazla  HEMA  partikülü  içeren  
peritoneal  makrofajlar  pozitif  kabul  edildi.  Veriler ,  üç  ayrı  deneyden  elde  edilen  
ortalama  ±  SD  değerleridir  ( deney  grubu  başına  beş  fare).  *  P::::  .05  düzeyinde  
önemli  farklılıklar .

2,99  
1,60

HA  (0-45)  (45-110)  (110-160)  (140-160)  (160-215)

Kontrol  değerleri  (yalnızca  PBS)  %33.4  idi.  Üç  ve  daha  fazla  HEMA  partikülü  içeren  
periferik  kan  nötrofilleri  pozitif  kabul  edildi.  Veriler ,  üç  ayrı  deneyden  elde  edilen  
ortalama  ±  SD  değerleridir  ( her  biri  için  beş  fare

12.6  
3.2

86S

%N

HZ

HZ  27,4  HC  
13,8

"Farkına  göre.

%H

HC

Bölge  (ppm)

Alkil  CO-Alkil  C  Aromatik  C  Fenolik  C  Karbonilik  C

İlk  olarak,  glukanlı  ve  glukansız  HA'nın  periton  boşluğundaki  
hücre  sayıları  üzerindeki  etkilerini  ölçtük .  Sonraki  tüm  deneylerde  
olduğu  gibi  aynı  kombinasyonları  kullanarak,  intraperitoneal  veya  
oral  uygulamadan  sonra  (veriler  gösterilmemiştir)  selülaritede  (hem  
toplam  sayılara  hem  de  diferansiyel  sayımlara  göre)  herhangi  bir  
değişiklik  gözlemlemiyoruz .  Tüm  durumlarda,  glukan,  HA  veya  her  
ikisi  de  negatif  kontrol  olarak  da  kullanılan  PBS  içinde  çözüldü.

Bu  işlevsellik,  daha  yüksek  fenolik,  karbonilik  karbon  ve  O-alkil  C  
içeriklerinde  ifade  edilir.  Bununla  birlikte,  HC,  belirgin  bir  aromatik  
karakter  sunarken,  HZ ,  önemli  alifatik  düzenlemelerle  baskın  bir  
aromatik  karakter  sunar.  Böylece,  çok  farklı  yapılara  sahip  iki  
HA'ya  sahibiz:  HZ ,  aromatik  ve  alifatik  kısımları  birleştirerek  
daha  fazla  O-fonksiyonelleştirilmiştir  ve  HC  daha  az  fonksiyoneldir  
ancak  yüksek  aromatik  karaktere  sahiptir  (Tablo  I  ve  2).

İmmün  modüle  edici  aktivitenin  kanıtı ,  dalak  hücreleri  
tarafından  IL-2  üretimi  üzerindeki  etkiler  yoluyla  da  gösterilmiştir  
(Şekil  3).  IL-2  üretimi  ölçüldü

Çeşitli  glukanların  makrofajlar  üzerindeki  etkileri  iyi  bilinmektedir .  
Bununla  birlikte,  yeni  bir  immünomodülatör  kombinasyonunun  
gerçekten  bir  immünomodülatör  özellik  gösterdiğini  göstermek  için  
fagositozun  değerlendirilmesi  gereklidir.  İlk  olarak,  g1ucan  ve/veya  
HA'nın  periferik  kandaki  sentetik  HEMA  mikro  kürelerinin  in  vitro  
fagositozu  üzerindeki  etkilerini  ölçtük  ( Şekil  O.  Hem  glukan  hem  de  
HA ,  sentetik  partiküllerin  içselleştirilmesini  uyardı ,  ancak  kombine  
preparasyon,  özellikle  I'de:  1  oranı,  kan  nötrofilleri  üzerinde  önemli  
bir  sinerjik  etki  sergiledi.Peritoneal  makrofajların  in  vitro  fago  
sitozunu  ölçtüğümüzde  aynı  sonuçlar  elde  edildi  (Şekil  2) .Her  iki  
durumda  da  hücreler,  glukan  ve/veya  HA  enjekte  edilmiş  farelerden  
izole  edildi .

Verilerin  istatistiksel  analizinde  Student's  t  testi  kullanıldı .

Elemental  analizde  ve  özellikle  I3C_NMR  analizinde  
gözlemlenebileceği  gibi  HZ ,  hem  aromatik  hem  de  alifatik  
kısımlarda  HC'den  daha  fazla  işlevsellik  sunar.
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TABLO  3.  HA  ÖRNEKLERİ  VE  GLUKANIN  SİTOKİN  SALGINI  ÜZERİNDEKİ  ETKİSİ  _

glukan

M

1

0.6

VE'IVICKA  ET  At.

İNCİR.  4.  Test  edilmiş  HA  glukan  kombinasyonlarının  iki  intraperitoneal  
enjeksiyonunun  ovalbumine  karşı  antikor  oluşumu  üzerindeki  etkileri .

1.6

Farelere  iki  kez  enjekte  edildi  (2  hafta  arayla)  ve  son  enjeksiyondan  7  gün  sonra  
serum  toplandı.  Ov  albümine  karşı  spesifik  antikorların  seviyesi ,  enzime  
bağlı  immünosorbent  tahlili  ile  tespit  edildi.  Pozitif  kontrol  olarak.  Freund  
adjuvanı  kullanıldı.  Veriler ,  üç  ayrı  deneyden  elde  edilen  ortalama  ±  SO  
değerleridir  (deney  grubu  başına  beş  fare).  *Kontrol  (tek  başına  ovalbümin)  
ve  numuneler  arasında  P  .05  düzeyinde  önemli  farklılıklar .  00,  optik  
yoğunluk.

1.4

109,1  ±5,5  
120,1  ±6,7  

434,4±21,7*  
443,4  ±  19,9'"  
270,1  ±9,9

OJ}

Bu  deney,  benzer  sonuçlarla  üç  kez  tekrarlandı  (deney  grubu  
başına  üç  fare ).  Kontrol  değerleri  (yalnızca  PBS) ,  699.7  ±  38.5  
mg  ortalama  tümör  ağırlığı  gösterdi.

İlk  deneylerden  sonra,  24  saat  önce  test  malzemesi  
intraperitoneal  olarak  enjekte  edilen  farelerden  alınan  sitokinlerin  
salgılanmasını  ölçtük .  Tablo  3'te  gösterilen  sonuçlar,  birkaç  
önemli  gözlemi  açıkça  göstermektedir:  hem  HA  hem  de  glukan ,  
test  edilen  14  sitokinden  (IL-2,  IL-4,  IL-5,  IL-6,  TNF-ex  ve  MPC )  
yalnızca  altısının  salgılanmasını  uyardı.  -l),  tek  istisna,  
MCP  -I  üretimini  uyarmayan  HC'dir.  HZ  ile  ilgili  olarak,  glukan  ile  
kombinasyon ,  IL-5,  IL-6  ve  TNF-ex  sekresyonunun ,  tek  başına  HZ  
veya  glukan  durumuna  göre  daha  yüksek  stimülasyonu  ile  
sonuçlanmıştır .  Sadece  1:9  oranında  yüksek  IL-5,  IL-6  ve  TNF-a  
seviyelerinin  bulunduğu  HC  glukan  kombinasyonunda  biraz  farklı  
bir  durum  bulundu .  Her  iki  durumda  da  MCP-I  salgılanmasında  
yalnızca  küçük  bir  uyarım  bulduk .

Son  adımda,  Ptas64  meme  tümörleri  ile  tehdit  edilen  fareler,  
test  edilen  maddelerin  günlük  olarak  traperitoneal  enjeksiyonlarına  
terapötik  bir  tepki  için  test  edildi  (Şekil  5).

kontrol  ve  tedavi  edilen  farelerden  izole  edilen  dalak  hücrelerinin  72  
saatlik  in  vitro  inkübasyonundan  sonra .  Yine,  farelerin  bir  glukan  ve  
HA  kombinasyonu  ile  tedavisi ,  IL-2  üretiminin  önemli  ölçüde  
uyarılmasıyla  sonuçlandı .  HZ  durumunda ,  en  yüksek  
stimülasyon  9:1  HZ-glukan  oranı  ile  bulundu.  HC  durumunda ,  en  
yüksek  IL  -2  üretimi  1  :9  oranında  bulundu.  Tüm  kombinasyonlar,  
tek  başına  glukan  veya  HA'dan  çok  daha  güçlü  stimülasyon  gösterdi .  
Uyarılmamış  splenositler  (PBS  grubu)  tarafından  IL  -2  
salgılanması  sıfır  olduğundan,  en  düşük  uyarım  bile  
istatistiksel  olarak  anlamlıydı

Verilerimiz ,  HZ  durumunda ,  tümör  büyümesinin  güçlü  
inhibisyonundan  sorumlu  molekülün  açıkça  glukan  olduğunu  
gösterdi ,  çünkü  glukanın  neden  olduğu  inhibisyon,  HZ-glukan  
inhibisyonu  ile  aynıydı .  HC-glukan  kombinasyonu  ile  ilgili  olarak ,  
I:  I  oranı,  test  edilen  tüm  numunelerde  kanser  büyümesinin  en  güçlü  
şekilde  engellendiğini  gösterdi .  Her  iki  durumda  da,  tek  başına  
HA  önemli  bir  aktivite  göstermedi.

Daha  sonra  kombinasyonlarımızın  adjuvan  olarak  
kullanımına  odaklandık .  _  Deneysel  bir  model  olarak,  ovalbumin  
ile  aşılama  kullandık .  Glukan,  HA  veya  her  ikisi,  iki  intraperitoneal  
antijen  dozu  ile  birlikte  uygulandı ;  yaygın  olarak  kullanılan  
Freund  adjuvanı  ek  bir  pozitif  kontrol  olarak  kullanıldı.  Sonuçlar  
(Şekil  4),  test  edilen  kombinasyonun  tüm  durumlarda  tek  başına  
antijene  karşı  anlamlı  adjuvan  aktivite  sergilediğini  gösterdi  
(optik  yoğunluk,  0.311  ±  0.026).  HZ'de  en  yüksek  stimülasyon  9:I  
oranıyla  sağlanırken,  HC'de  I :  I  ve  1:9  oranlarıyla  en  yüksek  
stimülasyonu  bulduk .  Bununla  birlikte ,  glukanların  hiçbirinin  
hümoral  bağışıklığı  Freund  adjuvanı  seviyesine  (optik  
yoğunluk,  1.67  ±  0.22 )  kadar  güçlendirmediği  belirtilmelidir .

Hümik  maddeler,  topraktaki  humusun  ana  bileşenleridir .  Bitki  ve  
hayvanlardan  gelen  organik  maddelerin  kimyasal  ve  mikrobiyal  
bozunmasıyla  üretilirler .

MCP·l

*  P ::: ;  _  _  _  _  .05  seviye
Veriler ,  üç  ayrı  deneyden  elde  edilen  ortalama  ±  SD  değerleridir  ( deney  grubu  başına  beş  fare ).  Negatif  kontroller  (yalnızca  PBS)  her  zaman  sıfırdı.

1.2

1.8

HA

77,1±4,4  
56,6  ±  2,2  

268,8  ±  11,5*  
301,6  ±  22,0*  
119,6±  18,1

HZ  
%100  
%90  
%50  
%10  
%0

21,2±  1,9  
26,1  ±2,2  

199,7±9,1  
215,3±11,1*

lL-2

56,2±2,3  
50,5  ±4,5  

109,2±3,3*  
88,8±4,4*  
48,2±3,8

lL-4

%0  
%10  
%50  
%90  

%100

61,5±3,5  
38,4±4,1  

101,1  ±4,5  
188,4±9,9*

lL-5

%0  
%10  
%50  
%90

lL-6

1l1,2±8,8  
233,8  ±  11,9  
534,6±21,2  
599,9  ±  34,5  
597,2  ±  34,8

76,5±3,9  
134,4  ±7,1  
354,5  ±  18,7  
489,6±  17,9'"

36,6±  1,8  
148,4  ±8,8  

465,4±22,3  
715,2±42,9

1,0±0,1  
8,1  ±  1,1  

17,2  ±  1,1  *  
9,2±0,9  6,0±  
1,1

149,2  ±  11,8  
155,6±8,8  
651,5  ±  21,8  
601,2±33,8  
580,9±40,1

0  1,0±0,1  
9,1  ±  1,7*  
4,4±0,8

97,1  ±4,4  
142,2  ±5,5  
712,5±34,9  
608,2  ±  36,5

%100  
%90  
%  50  
%  10
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Bununla  birlikte,  sistemlerin  çoklu  dağılımlı  doğası ,  
kesin  yapılar  önermeyi  zorlaştırır.  Genel  olarak,  farklı  
moleküler  ağırlıklara  ve  boyutlara  ve  çeşitli  aromatik  
karaktere  sahip  asit  polielektrolitlerdir ?1  Bu  maddelerin  özel  
bir  özelliği ,  farklı  organizmaların  metabolizmasını  ve  
gelişimini  etkileme  yetenekleridir .  Bu  nedenle,  hümik  maddelerin  
bitki  metabolizması,  mikrobiyal  aktivite  ve  hayvan  gelişimi  
üzerindeki  etkileri  birçok  başka  çalışmada  açıklanmıştır.22-24  
Ancak ,  yapısal  özellikler  ve  biyolojik  aktivite  ile  ilgili  çalışmalar  azdır.  Farklı  çalışmalar,  hümik  maddeleri  
karakterize  etmenin  pratik  bir  yolunun ,  13C-NMR  ve  element  
analizinin  tamamlayıcı  kullanımı  olduğunu  göstermiştir.24  
Bu  teknikleri ,  bu  deneylerde  kullanılan  iki  HA'ya  uyguladık.  
Element  analizinde  ve  özellikle  13C_NMR  analizinde  
gözlemlenebileceği  gibi  HZ ,  hem  aromatik  hem  de  alifatik  
kısımlarda  HC'den  daha  fazla  işlevsellik  sunar .  Bu  işlevsellik,  
daha  yüksek  fenolik,  karbonilik  karbon  ve  O-alkil  C  içeriklerinde  
ifade  edilir.  Bununla  birlikte,  HC,  belirgin  bir  aromatik  karakter  
sunarken,  HZ ,  önemli  alifatik  düzenlemelerle  baskın  bir  
aromatik  karakter  sunar.  Bu  nedenle,  çok  farklı  yapılara  
sahip  iki  HA'mız  var:  HZ ,  daha  fazla  0  işlevselleştirilmiş  ve  
aromatik  ve  alifatik  kısımları  birleştirerek  ve  HC  daha  az  
işlevselleştirilmiş  ancak  yüksek  aromatik  karaktere  sahip  (Tablo  
1  ve  2).

Daha  sonra  serumdaki  14  farklı  sitokinin  etkilerini  bir  panel  
üzerinde  değerlendirdik .  HC-glukan  oranına  bağlı  olarak ,  
stimülasyon  HZ'de  HC'ye  göre  daha  belirgindi .
Bununla  birlikte,  tüm  durumlarda  sitokin  üretimi ,  tek  başına  
HA'dan  daha  yüksekti .  En  çok  uyarılan  sitokinler  JL..5,  D....-6  
ve  TNF-iX  idi;  Test  edilen  toplam  14  sitokinin  sekizi  tespit  
edilmedi .

Sitokinler  önemli  hücreler  arası  iletişimcilerdir  ve  
bağışıklık  sisteminin  farklı  bölümleri  arasındaki  bilgi  
akışındaki  kritik  rolleri  iyi  bilinmektedir.  IL'lerin  kanserdeki  
rolüne  ilişkin  raporlar ,  hem  kanser  büyümesini  inhibe  edici  
işlevleri  hem  de  kanserin  büyümesini  teşvik  edici  özellikleri  ortaya  
koymaktadır.28  Malign  ilerlemenin  doğası  karmaşıktır  
ve  malign  hücreler  tarafından  üretilen  sitokinler ,  hem  otokrin  
büyüme  faktörleri  hem  de  immünomodülatörler  olarak  işlev  

görebilir.28  Bazıları  gibi  son  araştırmalar,  glukanların  
bir  adjuvan  görevi  görerek  immün  reaksiyonun  hümoral  dalını  
da  destekleyebileceğini  ortaya  koydu29 ,  test  edilen  glukan-HA  
kombinasyonlarının  adjuvan  aktivitelerini  Freund'un  
adjuvanınınkiyle  karşılaştırdık.  Sonuçlarımız ,  
aktivitelerin  her  zaman  Freund  adjuvantından  daha  düşük  
olmasına  rağmen,  yine  de  önemli  olduğunu  ve  en  yüksek  
aktivitenin  iki  glukan-He  kombinasyonunda  bulunduğunu  gösterdi .

Son  olarak ,  HA  glukan  kombinasyonlarının ,  fare  meme  
tümörü  hücre  dizisi  Ptas64'ün  in  vivo  büyümesi  üzerindeki  olası  
etkilerini  test  etmeye  karar  verdik .  Önceki  çalışmalarımız ,  fare  
ve  insan  CR3'ünün  benzerliğinin  yüksek  olduğunu  göstermiştir .

Çeşitli  tipteki  immünomodülatörlerin ,  özellikle  de  
glukanların,  fagositozu  uyardığı  iyi  bilinmektedir?S,26  Bu  
nedenle,  bu  temel  immün  reaksiyon  tipinin  değerlendirilmesi ,  
herhangi  bir  biyolojik  olarak  aktif  immünomodülatörün  
etkinliğinin  belirlenmesi  için  önemlidir.  HEMA'ya  dayalı  
sentetik  mikro  küreler  kullanarak  fagositozdaki  değişiklikler  
için  periferik  kan  lökositlerini  ve  peritoneal  makrofajları  test  
ettik .  Bu  mikropartiküller  hafif  bir  negatif  yüke  sahiptir  ve  bu  
nedenle  spesifik  olarak  hücre  yüzeyine  yapışmazlar ,  bu  da  
sadece  aktif  olarak  fagositoz  yapan  hücrelerin  bu  inert  partikülleri  
içselleştirmesini  garanti  eder.27  Bu  gerçek,  faz-kontrast  
mikroskobu  ile  doğrulandı.  elektron  mikroskobu.  ve  söndürme.  
Test  edilen  her  iki  maddenin  de  in  vitro  fagositozda  önemli  
artışlara  neden  olduğunu  bulduk ,  ancak  kombine  
preparasyon  hem  makrofajlar  hem  de  nötrofiller  üzerinde  
önemli  bir  sinerjik  etki  gösterdi.  Gösterilen  veriler,  tek  bir  test  
maddesi  enjeksiyonunun  etkilerini  yansıtmaktadır,  ancak  ek  
deneylerimiz ,  oral  uygulamadan  sonra  benzer  etkilerin  
gözlemlenebileceğini  bulmuştur  ( veriler  gösterilmemiştir).  Bu  
deneylerde  gözlemlenen  stimülasyon ,  kandaki  veya  periton  
boşluğundaki  hücre  tiplerinin  sayıları  ve  yüzdeleri  
değişmediği  için  doğrudan  hücre  aktivasyonundan  kaynaklanmıştır .

erkekler  pH'ın  bir  fonksiyonu  olarak  çözünürlüklerinin  bir  
fonksiyonu  olarak,  üç  ana  organik  humus  fraksiyonu  ayırt  
edilebilir :  alkalin  pH'ta  çözünen  ancak  asit  pH'ta  çözünmeyen  
HA ;  herhangi  bir  pH  değerinde  çözünür  olan  fulvik  asit ;  ve  
herhangi  bir  pH'ta  çözünmeyen  insancıl .  Bu  maddelerin  
yapısı  net  değildir.  Niteliksel  bir  bakış  açısından ,  aynı  
tip  işlevsel  grupları  ve  yapısal  düzenlemeleri  sunarlar.

İmmün  sistemin  çeşitli  hücreleri  üzerindeki  doğrudan  etkiye  ek  
olarak,  fI  -glukanların  ve  diğer  immünomodülatörlerin  immüno  
-uyarıcı  etkisine ,  çeşitli  sitokinlerin  sentezinin  ve  salınmasının  
güçlendirilmesi  neden  olur .  İlk  olarak,  in  vitro  olarak  dalak  hücreleri  
tarafından  JL..2  üretiminin  uyarılmasına  odaklandık  ve  HA-
glukan  kombinasyonlarının,  yalnızca  test  edilen  maddelerden  
daha  yüksek  D....-2  salınımını  değil ,  aynı  zamanda  %  90  HZ  
durumunda  da  uyardığını  bulduk.  glukan  salınımı  Con  
A'dan  bile  daha  yüksekti .

İBİKİLİMİN
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İNCİR.  5.  Plas64  meme  kanseri  olan  BALB/c  farelerinin  HA-glukan  
teması .  Üç  bağımsız  deneyden  elde  edilen  veriler  gösterilmektedir  
( deney  grubu  başına  üç  fare ).  Her  deney  için,  fare  grupları ,  2  
haftalık  tedaviden  sonra  tümörlerin  ağırlığı  ile  gösterildiği  gibi  
bir  terapiye  yanıt  açısından  test  edildi .  Her  deney  için,  bireysel  
gruplara  günlük  100  ug  HA ,  glukan  veya  kombinasyonun  intraperitoneal  
enjeksiyonları  verildi.  Günlük  intraperitoneal  PBS  enjeksiyonları  verilen  
farelerin  kontrol  grubu ,  699.7  ±  38.5  mg'lık  bir  tümör  ağırlığına  
sahipti .  Veriler  ortalama  ±  SD  değerleridir.  *P'de  tedavi  edilen  ve  tedavi  
edilmeyen  gruplar  arasında  önemli  farklılıklar ;;  .05  seviyesi.
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Tüm  vakalarda  aynı  sonuçları  bulduk .  Düzenli  ve  lipopolisakkaritsiz  
malzeme  ile  elde  edilen  sonuçlar  arasındaki  benzerlik,  minör  
lipopolisakarit  varlığının  immünolojik  aktivitelerin  ve/veya  antitümör  
yanıtın  yükselmesinden  sorumlu  olmadığını  göstermiştir .

Verilerimizi  özetlemek  gerekirse ,  raporumuz  HA'ların  immün  
reaksiyonların  hem  insani  hem  de  hücresel  dallarını  etkileyen  
biyolojik  olarak  aktif  immün  düzenleyiciler  olduğunu  öne  sürüyor.  Ek  
olarak ,  hem  HZ  hem  de  HC,  bağışıklık  reaksiyonunun  
uyarılmasında  sinerji  içinde  çalışmaktadır ;  bu ,  bu  doğal  
immünomodülatörlerle  ilgili  daha  ileri  çalışmaları  destekleyen  bir  bulgudur .

Rakip  finansal  çıkarlar  mevcut  değildir.

glukanlara  tepki,  fare  tümör  modellerini  glukanların  araştırılması  
için  uygun  hale  getirir.3o  Mayadan  türetilen  glukan  kullanılmadan  
önce  yayınlanmış  olan  dış  tasarımın  aynısını  kullandık.31  
Antikor  tepkisine  benzer  şekilde,  en  yüksek  etkiler  1  ile  bulundu  :1  HC-
glukan  oranı ,  burada  %92'nin  üzerinde  inhibisyon  gözlemledik.  Bu  
sonuç,  aromatikliğin  HA'ların  bu  antitümör  etkisinde  önemli  bir  rol  
oynayabileceğini  göstermektedir  çünkü  HC'den  önemli  ölçüde  daha  
düşük  aromatiklik  sunan  HZ,  bu  aktiviteyi  göstermemiştir.

Lipopolisakarit  kontaminasyonu ,  herhangi  bir  immünomodülatörün  
gerçek  etkilerini  maskeleyebilir .  Bu  nedenle  solüsyonlarımızın  
lipopolisakarit  kontaminasyonunu  kontrol  ettik .  Gözlenen  değerler  her  
zaman  10  AB'den  düşük  olmuştur.  Ek  olarak,  10  pg/mL  polimiksin  B  ile  
işleyerek  hem  glukandan  hem  de  HA'dan  lipopolisakaritleri  işlevsel  
olarak  tükettik.
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