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Doğal  olarak  oluşan  hümik  maddeler  (Berzelius  1893;  
Hoppe-Seyler  1889),  humusta  bulunan  özel  kimyasal  
bileşiklerdir.  Kahverengi  bir  renge  sahiptirler  ve  çürüyen  
ölü  organik  maddelerden  nemlendirme  olarak  bilinen  
işlem  sırasında  oluşurlar.

Humat  kaynaklı  PMN  yanıtının  ana  ürünü  H202'dir.  
Nötrofilik  ke  mokinezis  veya  kemotaksis  aktivasyonu  
yoktu.  Çürüyen  organik  materyalden  kaynaklanan  düşük  
moleküler  hümik  maddelerin,  hareketsiz  PMN'yi  aktif  
hücrelere  dönüştürmek  için  sinyal  görevi  görebilen  
kimyasal  yapılar  içerdiği  ileri  sürülmektedir.

Son  olarak,  yan  zincirlerin  oluşumu  nükleofil  ikamesi  
ile  sağlanabilir.  Bu  şekilde,  büyük  moleküler  kompleksler,  
karmaşık  bir  son  yapı  oluşturmak  için  bireysel  kimyasal  
yapı  taşlarının  birbirine  bağlanmasından  
kaynaklanabilir  (Ziechmann  1988;  Thurmann  ve  Malcolm  
1983).  Bireysel  moleküller  arasındaki  epsilon  
transferinden  kaynaklanan  moleküler  bağlar,  bu  şekilde  
daha  da  stabilize  edilir  ve  bu,  moleküller  arası  mezomeri  
üretir.  Bazı  moleküller,  epsilon  verici-alıcı  kompleksleri  
oluşturarak  epsilon  donörleri  ve  diğerleri  epsilon  
alıcıları  olarak  işlev  görürler  (Ziech  mann  1988).  Bu  
süreçlerin  doğal  olarak  oluşan  hümik  maddelerde  de  yer  
aldığı,  bunların  yüksek  derecede  elektriksel  iletkenliğe  
sahip  olmaları  ve  katı  halde  zayıf  yarı  iletkenler  gibi  
hareket  etmeleri  gerçeğinden  gösterilebilir  (Lentz  ve  
Ziechmann  1967).  Son  aşama,  CH3-  gruplarının  
oksidasyonu  ile  veya  sonraki  oksidasyon  ile  halkaların  
açılmasıyla  ortaya  çıkan  karboksil  gruplarının  
ortaya  çıkmasından  oluşur  (Ziechmann  1980).

Elektron  mikroskobu

Hümik  asitler,  nemlendirme  sırasında  öncüllerinden  
ortaya  çıkar  ve  diğer  hümik  olmayan  maddelerle  birlikte  
kendilerini  kimyasal  olarak  inert  huminlere  bağlar  ve  
sonunda  prosese  dahil  edilir.

(Ziechmann  1980,  1988).  Hümik  asitlerin  kendileriyle  ve  
hüminlerle  karşılaştırıldığında,  hümik  asitlerin  
öncüleri  yaklaşık  1  kD  gibi  düşük  bir  moleküler  
ağırlığa  sahiptir.  Oluşumlarının  bir  modelini  yeniden  
oluşturmak  mümkündür  ve  bu,  Kappeler  ve  Ziechmann  
(1969)  tarafından  matematiksel  olarak  birbiriyle  ilişkili  
Markoff  süreçlerinin  bir  dizisi  olarak  tanımlanmıştır  
(Kingman  1969;  Batsche  let  1979).  Böyle  bir  model  hümik  
maddenin  sentezi,  ligninlerin  hidrolizasyonunu  takiben  
doğal  olarak  ortaya  çıkan  çok  değerlikli  fenollerin  
(Diebler  ve  diğerleri  1961;  Ziechmann  1980)  otooksidasyonu  
ile  başlatılır.  Yer  değiştirebilir  bir  elektrona  bir  epsilon  
alıcısı  -  genellikle  moleküler  oksijen  -  tarafından  
yapılan  elektrofilik  saldırının  sonucu  olarak,  tek  bir  
eşleşmemiş  elektrona  sahip  olan  yüksek  oranda  reaktif  
radikaller  oluşur.  Böyle  bir  oksijen  radikalinin  
kararsızlığı,  molekül  içi  mezomeri  ile  tamamen  
olmasa  da  kısmen  azaltılır.  Bu,  örneğin  p-benzo-
semikinon  anyonlarının  O-  veya  C-radikalleri  olarak  
görünmesine  yol  açar.  Sürekli  artan  molekül  içi  
mezomerinin  bir  sonucu  olarak,  iki  C  radikali  bir  CC-  bağıyla  veya  bir  C-  ve  bir  O-radikal  -O-  bağıyla  birleşebilir.
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Özet.  Doğal  olarak  oluşan  hümik  maddeler,  humusta  bulunan  
özel  kimyasal  bileşiklerdir.  Hidrojen  bağları,  kovalent  bağlar  ve  
epsilon  verici-alıcı  kompleksleri  aracılığıyla  
karbonhidratlara,  amino  asitlere  ve  steroidlere  bağlanırlar.  Üç  
düşük  moleküler  hümik  madde  örneği  test  edildi  (doğal  olarak  
oluşan  iki  humat  ve  sentetik  olarak  hazırlanmış  bir  humat).  
Hepsi,  toksik  oksijen  bileşiklerinin  üretimiyle  sonuçlanan  solunum  
patlaması  gibi  insan  nötrofillerinin  (PMN)  belirli  işlevlerini  
uyarma  yeteneğine  sahipti.  Bu  PMN  stimülasyonu,  
kemilüminesansın  yanı  sıra  sitokimya  ve  elektron  mikroskobu  
ile  gösterilebilir.

Anahtar  kelimeler:  Hümik  maddeler  -  Hümat  -  İnsan  nötrofilleri  
-  Solunum  patlaması  -  Kemilüminesans  -
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Şekil  l.  Bir  model  hümik  maddenin  önemli  yapısal  özellikleri.  1.  
aromatik  halka;  2.  çene  halkası;  3.  halka  yapısının  parçalanmasıyla  
üretilen  alifatik  yan  zincir;  4.  O-bağları;  5.  C  bağları;  6.  CC  tahvilleri;  7.  
karboksil  grupları;  8.  fenolik  -OH  grupları  (R  =  1-8)

Düşük  moleküllü  hümik  maddelerin  bu  fizikokimyasal  özellikleri,  
dokularda  meydana  gelen  bazı  reaksiyonlardan,  örneğin  antibakteriyel  
etkilerden  (Kfihnert  ve  ark.  1989),  antiviral  etkilerden  (Kiihnert  ve  ark.  
1989),  desmutajenik  etkilerden  (Sato  ve  ark.)  sorumlu  görünmektedir.  
1989). Histokimya.  H202  üretiminin  birleşik  ultrayapısal  ve  histokimyasal  

gösterimi,  Briggs  ve  iş  arkadaşları  (1975)  tarafından  açıklanan  bir  
yöntemi  içeriyordu.  Kısaca,  santrifüjlemeden  sonra  sabitlenmemiş  
hücreler,  1  mM  Aminotriazol  (AT)  içeren  %7  sükroz,  pH  7.5  ile  0.1  M  Tris  
maleat  içinde  37°C'de  10  yağmur  için  ön  kuluçkaya  yatırıldı.  Nihai  
inkübasyon  ortamı,  %7  sükroz,  pH  7.5,  10mM  AT  ve  1  mM  CeCl3  içeren  
0.1  M  Tris-maleattan  oluşuyordu.  PMN,  bu  ortamda  30  dakika  37°C'de  
inkübe  edildi.  Daha  sonra  PMN,  4°C'de  %7  sukrozlu  Tris-maleat  
tamponunda  yıkandı  ve  4°C'de  60  dakika  boyunca  %5  sükrozlu,  pH  
7.3,  0.1  M  sodyum  kakodilat  tamponunda  %2  glutaraldehit  içinde  
sabitlendi.  Hücreler  daha  sonra  sodyum  kakodilat  tamponu,  pH  6.0,  %5  
sükroz  ile  60  dakika  süreyle  4°C'de  yıkandı.  -aynı  tamponda  %2  
osmiyum  tetroksit  içinde  60  dakika  fikse  edildi.  Yükselen  alkollerde  
dehidrasyonu  araldite  gömme  izledi.  Ultra  ince  kesitler  rutin  olarak  bir  
Reichert  Ultratom  3  ile  kesildi,  %4  sulu  uranil  asetat  ve  kurşun  sitrat  içinde  
boyandı  ve  bir  Zeiss  9  S-2  elektron  mikroskobu  altında  incelendi.

Kemokinezi.  Kemotaksis  için  kullanılan  araştırma  rutini  kemokinesis  
için  de  uygundur  (Keller  1983).  Yapışmayan,  serbest  yüzen  PMN'nin  
hareketliliği  belirlendi  ve  oran

terimler  (Thurman  ve  Malcolm  1983;  Ziechmann  1988).

ONLAR

Forbol  miristat  asetat  (PMA)  (10  ng/ml)  ile  stimülasyon,  pozitif  kontrol  
görevi  gördü.  İlgili  inkübasyon  süresinin  ardından  PMN,  daha  önce  tarif  
edilen  bir  yöntemle  (Zeck-Kapp  ve  ark.  1989)  transmisyon  veya  taramalı  
elektron  mikroskobu  için  hemen  sabitlendi  veya  H202'nin  gösterilmesi  
için  daha  fazla  işlendi  ve  sonra  transmisyon  elektron  mikroskobu  ile  
incelendi  ( Zeck-Kapp  ve  diğerleri  1989).

Kemotaksis.  Kemotaksis,  daha  önce  bildirilmiş  bir  yöntemle  (Keller  1983)  
yansıma  kontrast  mikroskobu  için  donatılmış  ters  bir  mikroskop  
(Leitz  Diavert)  altında  bir  Sykes-Moore  odasında  incelenmiştir.  Her  
yüzeydeki  toplam  hücre  sayısının  dışına  göç  eden  PMN  yüzdesi,  
farklı  humat  konsantrasyonları  (HS-1500)  ile  belirlendi  (Keller  1983),  
her  biri  için  üç  test  yapıldı.  İmmünokompleksle  aktive  edilmiş  bir  insan  
plazması  örneği,  pozitif  kontrol  ortamı  olarak  görev  yaptı  (Keller  ve  
diğerleri,  1976).

Taramalı  elektron  mikroskobu  ile  inceleme  için  PMN,  glutaraldehit  
içinde  sabitlendi  ve  daha  sonra  halihazırda  açıklanan  bir  yöntemle  
(Zeck-Kapp  ve  ark.  1989)  osmiyum  tetroksid  içinde  sonradan  sabitlendi.  
Numuneler,  kritik  bir  kuruma  noktasına  ulaşılana  kadar  bir  aseton  
serisinde  kurutuldu  ve  ardından  altın  püskürtüldü  ve  bir  Jeol  J-35  
taramalı  elektron  mikroskobu  altında  incelendi.

Kemilüminesans.  PMN  (ml  başına  5  x  106  hücre),  pH  7.4'te  HEPES  (4-(2-
Hidroksietil)-l-piperazin-etansülfonik  asit)  ile  tamponlanmış  bir  HBSS  
(Hank'in  dengeli  tuz  çözeltisi)  solüsyonuna  yerleştirildi;  2.2  ml  lucigenin  
ve  1  mg/ml  BSA  eklenmiştir.  Lucigenin-bağımlı  kemilumin  esans  
ölçümü,  daha  önce  tarif  edildiği  gibi  (Kapp  ve  ark.  1985)  37°C'de  60  dakika  
boyunca  hümat  fraksiyonları  ve  stimülasyonun  eklenmesinden  sonra  
yapılmıştır.  Sonuçlar  integral  sayımları  olarak  kaydedildi  •  10  -6.

PMN  izolasyonu.  İnsan  PMN'si  (polimorfonükleer  nötrofil  granülositleri),  
sağlıklı  donörlerden  alınan  heparinle  antikoagüle  edilmiş  venöz  
kandan,  daha  önce  tarif  edildiği  gibi  (Kapp  ve  diğerleri  1989,  1988),  Ficoll  
gradyan  santrifüjleme  ve  üç  30  saniyelik  %0.2  NaCl  tedavisi  döngüsüyle  
izole  edildi.  ardından  eklenmesi

Bu  nedenle  hümik  asitler  ve  hümatlar,  klasik  kimyasallarda  

tanımlanamayan  karmaşık  yapı  taşları  oluşturmak  üzere  -O-,  -C-  
ve  -CC-  bağlarıyla  bir  araya  getirilen  çok  sayıda  fenol  ve  kinon  
halkasından  (Şekil  1)  oluşur.

1986,  1987;  Gichner  ve  ark.  1990)  ve  ayrıca  sıçan  karaciğeri  mito  
kondriyasında  oksidatif  fosforilasyon  üzerinde  uyarıcı  etkiler  (Visser  
1987).  Hümatların  iltihaplanma  sürecindeki  olası  rolünü  değerlendirmek  
için  (Lange  ve  ark.  1987),  insan  nötrofil  granülositlerini  (PMN)  farklı  
doğal  ve  sentetik  olarak  hazırlanmış  hümik  maddelerle  uyardık  ve  
reaksiyonlarını  histokimyasal  olarak,  elektron  mikroskobu  altında  ve  
yardımıyla  inceledik.  milüminesans.

Hümik  maddeler.  Hümik  maddelerin  (humatlar)  aşağıdaki  üç  
müstahzarı  elimizde  mevcuttur:  1.  Farberde'den  (Kas  seler  Braun)  elde  
edilen,  ortalama  moleküler  ağırlığı  15  kD  (1,5-50  kD)  olan  
saflaştırılmamış  doğal  ham  humat;  2.  Ortalama  molekül  ağırlığı  
3  kD  (0.5  kD-5  kD)  olan,  Farberde'den  (Kas  seler  Braun)  (Mach  1980)  elde  
edilen  saflaştırılmış  doğal  humat  (FL-70);  3.  Ortalama  moleküler  
ağırlığı  1.5  kD  (0.5  kD-2  kD)  olan  yüksek  oranda  saflaştırılmış  
sentetik  humat  (HS-1500)  (Seubert  ve  diğerleri  1989).

mikroskopta  ve  taramalı  elektron  mikroskobu  ile  inceleme  için  tüplerde  
(Costar-Tecnorama,  Fernwald)  Leight  içinde  ml  başına  1  x  106  hücre  
konsantrasyonunda.  Son  olarak  PMN,  pH  7.2'de  37°C'de  30  dakika  
boyunca  çeşitli  konsantrasyonlarda  humat  maddeleriyle  işlendi  ve  ya  
uyarıldı  ya  da  uyarılmadan  kalmasına  izin  verildi.

kırmızı  kan  hücrelerini  parçalamak  için  eşit  hacimde  %1,6  NaCl.  
Pappenheim  boyaması  ile  değerlendirildiği  üzere  hücreler  %98  PMN  idi  
ve  tripan  mavisi  hariç  tutma  ile  %95'ten  fazla  canlıydı.  Hücre  iskeletinde  
depolama  ile  ilişkili  değişiklikleri  önlemek  için  deneylerde  hemen  
kullanıldılar  (Palm  ve  diğerleri  1981).

Elektron  mikroskobu.  Hümik  maddelerin  etkisini  araştırmak  için  PMN  
(ml  başına  5  •  106  hücre),  transmisyon  elektronu  altında  incelenmek  
üzere  mikro  reaksiyon  odalarına  yerleştirildi.

Bu  yapı  blokları,  kovalent  bağ,  hidrojen  bağı  veya  epsilon  donör-
alıcı  kompleks  bağı  (Mfiller  Wegener  1982;  Ziechmann  1988)  
aracılığıyla  amino  asitlere  ve  peptitlere  olduğu  kadar  karbonhidratlara  
ve  steroidlere  de  bağlanabilirler.  ölü  malzemenin  entropisinde  belirli  bir  
seviyeye  kadar.  Bu  şekilde,  moleküler  ağırlıktaki  artışla  birlikte  
kimyasal  reaktivitelerini  pari  passu  kaybeden  huminler  üretilir.

materyal  ve  metodlar
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Tablo  1.  PMN'ye  etki  eden  çeşitli  uyaranlara  bağlı  lusigenin  
bağımlı  kemilüminesan  (=CL)  tepkisi

cp,~  x  107

Tablo  2.  Çeşitli  inhibitörlerin  etkisi  altında  humat  (FL-70)  
tarafından  PMN'nin  uyarılmasının  ardından  lusigenin  
bağımlı  kemilüminesan  yanıt

Sonuçlar

kemilüminesansa  tepki

ultrastrüktürel  değişiklikler

"?,,,,  5  0  g /  m  1
,;' / //' ,.,--...<.('--'~ ...

300,2+  6,3  
234,1  _+  30,5  

9,0+  3,4

1.00

Forbol  miristat  asetat  (10  ng/
ml)

Şekil  3.  İnsan  PMN'sinin  çeşitli  konsantrasyonlarda  yüksek  oranda  
saflaştırılmış  sentetik  ve  düşük  moleküllü  bir  hümat  (HS-1500)  ile  
uyarılmasının  ardından  lusigenin  bağımlı  kemilumin  esans  
tepkisinin  grafik  gösterimi

233,1  -I-  35,6  
~  144,6+25,1  
99,3  -I-  35,9

Humat  (10  pg/ml)

a  Değerler,  üç  farklı  donörden  alınan  kan  üzerinde  yapılan  üç  
deneyden  elde  edilen  ortalama  t-SE'ye  karşılık  gelir  (yani  toplam  dokuz  
deney)

(Sayılar  •  10  -6)

5.6___  1.7

871,8  _+  29,7

J ............ .... /'  -~_

..

Arka  plan

"Emekleme  benzeri"  hareketler  (polarize  hücreler)  gösteren  PMN'nin  ve  
yuvarlak  (polarize  olmayan)  hücrelerin  sayısı,  değişen  humat  
konsantrasyonları  (HS-1500)  ile  iki  farklı  deneyde  sayıldı.

+  D-Manitol  (100  mM)

2.00  e~.  •  l0  7

a  Değerler,  3  farklı  donörden  alınan  kan  üzerinde  yapılan  3  deneyden  
elde  edilen  ortalama+SE'ye  karşılık  gelir  (yani  toplam  9  deney)

1000  pg/ml  
100  pg/ml  

10  pg/ml  
1  pg/ml

CL  yanıtı

+  Süperoksit  dismutaz  (200  I-tg/ml)
+  Orta

Humate  FL-70

Şekil  2.  Farberde'den  saflaştırılmamış  bir  doğal  humatın  çeşitli  
konsantrasyonları  ile  insan  PMN'sinin  uyarılmasının  ardından  
lucigenin-bağımlı  kemilumin  esans  tepkisinin  grafik  gösterimi

400  pg/mL

inhibitörler

Arka  plan

"-:'-:--.:-_.1:.-.-_.  "--:=:::_:-'_"--- ....

CL  yanıtı

10-9  M'lik  bir  konsantrasyonda  bir  kemotaktik  hekzapeptidin  (f-
NPNTL)  eklendiği  bir  insan  plazması  örneği,  kontrol  ortamı  olarak  
görev  yaptı  (Keller  1983).  (f-NPNTL=N-formil  L-norlösil-L-leusil-L-fenilalanil-
L-norlösil-L-tirozil-L-lizin).

518.2+91.9

4.4_+  1.6

uyaran

1,  O0

74,3+  7,6"

+  Katalaz

Hümik  maddenin  saflaştırılmamış  doğal  fraksiyonu,  saflaştırılmış  
doğal  fraksiyonu  (FL-70)  ve  yüksek  düzeyde  saflaştırılmış  sentetik  
düşük  moleküllü  fraksiyonun  tümü,  10  ila  1000  pg/ml  arasındaki  
dozlarda,  lusigenin  bağımlı  bir  kemilüminesan  tepkiyi  indükleyebildi.  
Maksimum  yanıt,  yaklaşık  100  pg/ml'lik  bir  konsantrasyonda  
saflaştırılmış  hümik  maddelerle  bulundu  (Tablo  |).  Bu  maksimum  
değere  kadar,  kemilüminesan  tepki  doza  bağlıdır.  Hümik  maddenin  
100  pg/ml'den  daha  yüksek  konsantrasyonları  daha  düşük  bir  tepki  
oluşturur  (Tablo  1).  Araştırılan  hümik  madde  fraksiyonlarının  hiçbiri,  
granülositlerin  yokluğunda  kemilüminesan  bir  sinyal  üretmedi.  Forbol  
miristat  asetatta  (PMA  10  ng/ml)  olduğu  gibi,  kullanılan  üç  hümik  madde  
ile  stimülasyondan  sonra  kemilüminesans  tepkisinin  uyarılması,  hümik  
maddenin  eklenmesinden  sonraki  10  ila  15  dakika  içinde  maksimum  bir  
tepki  üretti;  hümik  maddelerin  daha  yüksek  (100  pg/ml)  konsantrasyonuyla  
60  dakikalık  ve  daha  düşük  (10  gg/ml)  konsantrasyonuyla  120  dakikalık  
toplam  kinetik  (Şekil  2,  3).  Spesifik  bir  O2-  tutucu  olan  süper  oksit  
dismutazın  eklenmesi,  düşük  moleküler  hümik  madde  fraksiyonu  FL-70'e  

karşı  kemilüminesan  tepkiyi  azalttı.  Her  durumda,  HZO2  için  bir  "çöpçü  
özgüllüğüne"  sahip  olan  katalaz,  kemilüminesan  yanıtı  önemli  ölçüde  
azaltır.  Öte  yandan,  hidroksil  radikali  OH  için  bir  "çöpçü  özgüllüğüne"  
sahip  olan  D-mannitol,  humata  kemilüminesan  tepki  üzerinde  güçlendirici  
bir  etkiye  sahiptir  (Tablo  2).

Uyarılmamış  PMN  küresel  bir  görünüme  sahiptir  (Şekil  4a).  Yüzeyleri  
hafif  kıvrımlıdır  ve  bu  kuluçka  döneminde  değişmez.  Altında

(Sayılar  •  10  -6)

,/>,, /  ~0@  ~glml   --~___

25  l.ig  1.

":
'

100
:":~,.5  0  "",  "",\  

"'.,,

.to  m.  00 20  Doğu,  O0

3.  O0

O.  O0

0.00 30.00  dk

ben

] /  t / /"  9 "% ..  ""-.,.  
-...'-.,.,.  -..~

-"  -%

"~'-~..

i

1.50

,,,.

~---"~.~__,,'~" .'  25  gecikme/
mZ :l..& ..........

0.50

/ .~  ";,  2@@  pcJ/ml .,"/"  
\ ..',

Machine Translated by Google



transmisyon  elektron  mikroskobunda,  çeşitli  yapıdaki  
granüllerin  sayıları  ile  çevrelenmiş  düzensiz  çok  
çentikli  çekirdekleri  dikkat  çekicidir.  Ek  olarak,  orta  
derecede  yoğun  sitoplazmada  birkaç  mi  tokondri  ve  tekli  
glikojen  koleksiyonları  bulunur  (Şekil  4c).  100  ug/ml  
hümik  maddeler  FL  70  ve  HS-1500  ile  stimülasyonun  
ardından,  granülositlerde  karakteristik  değişiklikler  
zaten  görülmüştür:  hücreler  toplanır  (Şekil  5c),  
kendilerini  plaka  üzerine  yayarlar  ve  böylece  önemli  
ölçüde  daha  düzleşirler.  dışarı,  böylece  periferik  olarak  
granülositler  sadece  ince  bir  sınırla  sınırlıdır  (Şekil  4b).
Hümat  stimülasyonunun  bir  sonucu  olarak,  hücre  
zarının  hemen  altında  yer  alan  elektronlusent  
vakuoller  de  görülür  (Şekil  4d).  Bu,  hem  doğal  hem  de  
sentetik  hümik  maddelerin  PMN'yi  aktive  etme  yeteneğine  
sahip  olduğunu  gösterir.  Karşılaştırılabilir  bir  pozitif  
uyarı  sağlamak  için  PMA  (10  ng/ml)  eklendi.  Humatta  
olduğu  gibi,  uyarılmamış  granülositlerin  küresel  şekli

(Şekil  4a)  kaybolur  ve  hücreler  tekrar  plakaya  yapışır,  
böylece  merkezkaçla  dağılırlar  ve  belirgin  şekilde  
düzleşirler  (Şekil  5a).  Transmisyon  elektron  mikroskobu  
altında,  kendilerini  bir  çelenk  gibi  granülositin  çevresi  
etrafında  düzenleyen,  sitoplazmanın  çok  sayıda  
psödopodyum  benzeri  çıkıntılarının  gelişimi  
gözlemlenebilir.  Ek  olarak,  yine  değişen  boyutlarda  çok  
sayıda  elektron-ışınlı  intrasitoplazmik  vakuolar  
yapı  görülmektedir  (Şekil  5b).  Granülositlerin  düşük  
moleküler  hümik  maddelerle  veya  PMA  ile  uyarılması ,  
fonksiyonel  araştırmalarla  uyumlu  olan  H202  oluşumuna  
yol  açar.  Granülositlerin  aktivasyonu  sırasında  H202  
üretimi,  elektron  yoğun  bir  seryum  perhidroksit  birikimi  
olarak  transmisyon  elektron  mikroskobu  altında  
görülebilir  hale  getirilebilir.  Düşük  moleküllü  humatlarla  
(100  µg/ml)  30  dakikadan  uzun  süre  uyarıldıktan  
sonra,  hücre  zarının  dış  tarafı  ve  hücre  içi  elektron-

Şekil  4.  Uyarılmamış  bir  insan  
PMN'si  (15  dak/37°C;  SEM;  Magn.  
x2500).  b  Doğal  düşük  moleküler  humat  
(FL-70  100  gg/ml,  15  yağmur/37°C;  
SEM;  Magn.  x  3800)  ile  stimülasyondan  
sonra  insan  PMN'si.
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Kemotaks  ve  kemokinezi

Tartışma

Mevcut  araştırmadan,  doğal  ve  sentetik  hümik  maddelerin  
PMN'nin  belirli  işlevlerini  uyardığı  açıktır.  PMN'nin  bu  
uyarılması  hem  saflaştırılmamış  hem  de  saflaştırılmış  
ve  dolayısıyla  düşük  moleküler  hümik  maddeler  için  
gösterilebildiğinden,  etkinin  düşük  moleküler  humatlarla  ilişkili  
olduğu  veya  en  azından  içinde  kaybolmadığı  varsayılabilir.  
alt  moleküler  fraksiyon.  PMN  stimülasyonu,  kemilüminesansın  
yanı  sıra  sitokimya  ve  elektron  mikroskobu  yardımıyla  
gösterilebilir.

şeffaf  boşluklar,  seryum  reaksiyon  ürünlerinin  elektron  yoğun  
bir  tortusu  ile  kaplanmıştır  (Şekil  5d).  Spesifik  birikimin  
yoğunluğu,  15  dakika  boyunca  PMA  stimülasyonunu  (10  ng/ml)  
takiben  granülositlerin  reaksiyonu  ile  tamamen  
karşılaştırılabilir.  Uyarılmamış  hücrelerde,  bir  seryum  
perhidroksit  birikimi  gösterilemez.  Bu  nedenle  H202  üretimi  
tespit  edilemez.

c  Uyarılmamış  insan  PMN'si  (15  
dak/  37  °C;  TEM;  Magn.  •  d  Doğal  düşük  
moleküler  humat  (FL-70  100  µg/ml,  15  
dk/37  °C;  TEM;  Magn.  •)  ile  stimülasyondan  
sonra  insan  PMN'si

Kemilüminesan  tepki  kullanılarak  granülositler  tarafından  
reaktif  oksijen  me  tabolitlerinin  üretiminin  ölçümü  doza  
bağımlıdır  ve  100  lag/ml'lik  bir  humat  konsantrasyonunda  
maksimuma  ulaşır.  Bundan  daha  yüksek  konsantrasyonlar,  
azaltılmış  bir  kemilüminesans  oluşumuna  yol  açar.

Çeşitli  konsantrasyonlarda  sentetik  humatın  (HS-1500)  
eklenmesi,  hiçbir  kemotaktik  aktivite  belirtisi  üretmez  (Tablo  3).  
PMN'nin  kimyasal  olarak  uyarıldığı  düşük  moleküler  hümat  
ile  hiçbiri  bulunamadı  (Tablo  4).
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Şekil  5.  PMA  (10ng/ml;  15  dak/37°C;  SEM;  Magn.  •  3000)  ile  
uyarıldıktan  sonra  bir  İnsan  PMN'si.  b  PMN'nin  PMA  (10  ng/ml,  15  
dak/37°C;  TEM;  •  17000)  ile  uyarılmasından  sonra  hidrojen  peroksit  
üretiminin  ultrastrüktürel  gösterimi.  e  toplama

Granülositler  tarafında  yanıt.  Bunun  nedeni,  pH'ı  5-6  olan  hümik  
maddelerin  yüksek  konsantrasyonlarda  kullanılmasının  hücre  
üzerinde  sitotoksik  etkiye  sahip  olması  olabilir.

oluşan  oksijen  içeren  radikalleri  giderir.  Bu  inceleme  sonucunda,  
daha  yüksek  humat  konsantrasyonları  ile  etkinin  azalmasının,  
hücrenin  reaktif  yüzeyindeki  oksijen  radikallerinin  hümatın  kendisi  
tarafından  emilmesinden  kaynaklanıp  kaynaklanmadığını  
söylemek  mümkün  değildir.  Ayrıca,  granülositlerin  yokluğunda,  
kullanılan  hümik  maddelerin  kemilüminesan  sinyal  üretmediği  ve  
bu  nedenle  hiçbir  reaktif  oksijen  metaboliti  kaynağı  göstermediği  
sonucu  çıkar.  karşılık  gelen

Humat  ile  stimülasyonu  takiben  PMN  (FL-70,  1001ag/ml;  15  dk/37°C;  
TEM;  Magn.  •  4000).  d  PMN'nin  humat  ile  uyarılmasından  sonra  
hidrojen  peroksit  üretiminin  ultrastrüktürel  gösterimi  (FL-70,  100  µg/
ml,  15  dk/37  °C;  TEM;  •  12000)

Bu  görüşe  karşı,  hümat  fraksiyonlarının  pH  7.2'de  
tamponlandığı  ve  ultra  yapısal  olarak  hiçbir  zarar  verme  belirtisi  
göstermediği  iddia  edilebilir.  Öte  yandan,  güçlü  epsilon  alıcı-donör  
bileşikleri  oldukları  için  hümik  maddelerin  kendilerinin  de  radikalleri  
yakalayabildikleri  ve  dolayısıyla
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7.  Orta  +  
humat  200  µg/ml

teşekkürler  Bu  çalışma  Federal  Araştırma  ve  Teknoloji  Bakanlığı'ndan  
bir  hibe  ile  desteklenmiştir,  Bonn:  DFVLR  OI  KE  88/67.

0,50  +0,71

0,19_+  0,1  
22,82  +  12,01  

0,52_+  0,30  
0,46_+  0,20  
0,35_+  0,09  
0,23_+  0,10  
0,16_+  0,026

91.00_+  9.905.  Ortam  +  
humat  50  µg/ml

3.00  +4.24

Ortalama  SS

0  +0

Badway  JA,  Karnovsky  ML  (1980)  Aktif  oksijen  türleri  ve  fagositik  lökositlerin  
işlevi.  Ann  Rev  Biochem  49:  695-711

SD

88.50  +__  10.60

4.  Orta  +  
humat  10  Bg/ml

Ortalama  SS

_

Briggs  RT,  Drath  DB,  Karnovsky  ML,  Karnovsky  MJ  (1975)  NADH  oksidazın  
insan  polimor  fononükleer  lökositlerin  yüzeyinde  yeni  bir  sitokimyasal  
yöntemle  lokalizasyonu.  J  Hücre  Biol  67:  566-586

Tablo  4.  Hümat  (HS-1500)  stimülasyonundan  sonra  serbest  yüzen  PMN'nin  
hücre  şeklindeki  değişiklik

Diebler  H,  Eigen  M,  Matthies  P  (1961)  Alkali  çözeltide  kinon  ve  hidrokinondan  
p-benzokinon  oluşumu  üzerine  kinetik  çalışmalar.  Z  Naturforschung  
16b:629-637  Gichner  T,  Badaev  SA,  Pospisil  F,  Veleminsky  J  (1990)  Hümik  

asitlerin,  paraaminobenzoik  asidin,  askorbik  asidin  karbamat  insektisit  
propoksurun  N-nitrozasyonu  ve  nitrozopropoksurun  mutajenitesi  
üzerindeki  etkileri.  Mutat  Res  299:37-41  Hoppe-Seyler  F  (1889)  Hümik  
maddeler,  oluşumları  ve  özellikleri  hakkında.  Hoppe-Seyler'in  Z  Physiol  

Chem  13:66-122

2.  Orta  
___FNLPNTL  10  -9  M

16.90

2,50  +  3,53

9.00  +  1.41

1.  Orta  2.  Aktif  
insan  plazması  (%20)  3.  1  gg  hümat/ml  
4.  10  ug  humat/ml  5.  50  ug  humat/ml  6.  
100  pg  humat/ml  7.  200  ug  humat/ml

93.00___  9.90

86.50  +  10.60

Batschelet  E  (1979)  Yaşam  bilimcileri  için  matematiğe  giriş.  3.  baskı  
Springer,  Berlin  Heidelberg  New  York,  s  427-429  Berzelius  JJ  (1893)  

Textbook  of  chemistry,  cilt  8,  s  13-16.  Berzelius  JJ  (ed)  Arnoldische  
Buchhandlung,  Dresden-Leipzig,  s  384-392

Tablo  3.  Humat  (HS-1500)  stimülasyonu  sırasında  toplam  PMN  sayısı  
başına  taşınan  PMN  yüzdeleri

1,50  +2,12

1.  Orta

6.  Orta  
+humat  100  µg/ml

%  olarak  Yuvarlak  PMN  %  olarak  Polarize  PMN

3.  Ortam  +  
humat  1  ~tg/ml

1.00  +  1.42

Yüzde,  iki  testin  _+  SD'si  anlamına  gelir

Jonas  J,  Riede  UN  (1979)  Flavikromin'in  (FL-70)  ortodontik  olarak  uyarılan  
periodonsiyum  üzerindeki  etkisi.  Fortschr  Kie  ferorth  40:  70-78  Kapp  A,  
Zeck-Kapp  G,  Danner  M,  Luger  TA  (1988)  Human  gran-

86.60  +  14.80

Üç  testin  ___  SD'si  anlamına  gelir

89.50  +6.36

86.00

Dewald  B,  Baggiolini  M  (1979)  İnsan  nötrofillerinde  süper  peroksit  oluşturan  
enzimin  hücre  altı  lokalizasyonu.  J  Clin  Invest  63:  21-37

Referanslar

Bu  bulgular,  test  edilen  hem  doğal  hem  de  sentetik  
hümik  maddelerin,  özellikle  trombositler  humatlara  tepki  
vermediği  için  PMN'den  spesifik  tepkiler  saldığını  
göstermektedir  (Kanz  ve  Riede  yayınlanmamış  
çalışma).  Bunun  bir  açıklaması,  nötrofil  granülositlerinin  
yabancı  ve  konakçı  antijenler  arasında  ayrım  yapma  
kapasitesine  sahip  olmaması  gerçeğinde  yatmaktadır  
(Weiss  1989).  Bunun  için  bağışıklık  sisteminden  
antikor,  kompleman  ve  sitokinler  şeklinde  destek  
almaları  gerekir.  Normal  konakçı  dokular  uygunsuz  bir  
şekilde  yabancı,  hasarlı  veya  nekrotik  yapılar  olarak  
tanımlanırsa,  nötrofillerin  uygun  membran  reseptörleri  
devreye  girerek  hücrelerin  yıkıcı  potansiyelini  ortaya  
çıkaracaktır  (Weiss  1989).  Çürüyen  (diğer  bir  deyişle  
nekrotik)  organik  materyalden  kaynaklanan  düşük  
moleküler  hümik  maddelerin,  hareketsiz  nötrofil  
granülositlerini  aktif  hücrelere  dönüştürmek  için  sinyal  
görevi  görebilen  kimyasal  yapılar  içermesi  bile  mümkündür.

1988;  Zeck-Kapp  ve  ark.  1989).  Hümat  tarafından  
uyarıldıktan  sonra,  granülositler  aktif  hale  gelir  ve  
kemotaktik  hareket  için  açıkça  hazır  olarak  plakaya  
yapışır.  Ancak  kemokinetik  veya  kemotaktik  aktivite  
göstermezler.  Humat  kaynaklı  aktivasyonun  ana  ürünü  
olarak  H202,  hücrenin  yüzeyinde  belirir.  Karşılık  gelen  
histokimyasal  reaksiyon  ürünü,  hücre  zarının  dış  
yüzeyinde  lokalize  olan  zara  bağlı  bir  oksidazın  
aktivitesini  ortaya  koymaktadır  (Bad  way  ve  Karnowski  
1980;  Dewald  ve  Bagglioni  1979),

katalaz  ile  reaktif  oksijen  bileşiklerinin  üretimi  üzerindeki  
inhibisyon  deneyleri,  H202'nin  açıkça  hümat  kaynaklı  
granülositik  tepkinin  ana  ürünü  olduğunu  göstermiştir.  D-
mannitolün  granülositlerin  humatlar  tarafından  
uyarılması  üzerinde  neden  güçlendirici  bir  etkiye  sahip  
olduğu  hala  net  değildir  ve  daha  fazla  araştırma  
gerektirir.  Granülositleri  aktive  edebilen  diğer  maddelerle  
(Zeck  Kapp  ve  diğerleri  1989)  karşılaştırıldığında,  
düşük  moleküler  hümik  maddelerin  forbol  esterlerle  
spesifik  olmayan  stimülasyon  ile  GM-CSF  gibi  sitokinlerle  
stimülasyon  arasında  açık  bir  şekilde  bir  ara  pozisyon  
işgal  ettiği  açıktır.  ve  TNF  (Kownatzki  ve  Uhrich  1987;  
Kapp  ve  diğerleri.  1988;  Kownatzki  ve  diğerleri.

indüklenmiştir.  Forbol  esterleri  ile  karşılaştırıldığında,  
hücre  zarının  yarı  saydam  vakuol  benzeri  içe  doğru  
yönlendirilmiş  şişmelerinin  üretimi,  humat  tarafından  
meydana  getirildiğinde  önemli  ölçüde  daha  belirgin  olan  
granülosit  uyarımının  bir  özelliğidir.  Bununla  birlikte,  
forbol  esterler  tarafından  aktivasyona  zıt  olarak,  humat,  
toksik  oksijen  bileşiklerinin  üretimi  ile  sonuçlanan  ve  
mitojenik  etkileri  olmayan  solunum  patlaması  gibi  
sadece  kısmi  fonksiyonları  uyarır  (Kaden  ve  Riede  
yayınlanmamış  çalışma).
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