Machine Translated by Google

Oksihumatin Immdin Sistemi Uyarici Ozelliklerinin Arastiriimasi
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Enerkom (Pty) Ltd, Pretoria, Guney Afrika * Yazisma ve
yeniden baski talepleri igin yazar Z. Naturforsch. 58c, 263-267
(2003); alinan 10 Eyluil/22 Ekim 2002 Bitimli kémird, kontrolli islak oksidasyon ve ardindan

baz aritma ile oksihumat adi verilen suda ¢6zinur bir himata dénlstirmek icin benzersiz bir stireg gelistirildi.
Oksihu matenin lenfositlerin proliferatif tepkisi Gzerindeki etkileri in vitro ve ex vivo olarak incelenmistir.

Oxihumate, fitohaemaglutinin ile uyarilan insan lenfositlerinin proliferatif tepkisini 20 p g/ml'lik bir
konsantrasyondan ve yukarisina kadar arttirdi. Bu yanit, HIV ile enfekte hastalardan alinan lenfositler
durumunda daha da carpiciydi ve in vitro ortamla sinirli degildi, ctinkl benzer etkiler, HIV pozitif bireylere
glinde 4 g oksihumatin toksik olmayan bir dozunun uygulanmasini takiben ex vivo olarak gézlendi . iki haftadir.
Mekanistik calismalar, lenfositlerin proliferatif tepkisinin oksihumat tarafindan uyarilmasinin, artan IL-2 Gretimi
ve ayrica azalan IL-10 Uretimi ortaminda IL-2 reseptdriinin ekspresyonu ile iliskili oldugunu ortaya koydu. Bu
nedenle Oxihumate, bagisikhgr baskilanmis hastalarin tedavisi icin umut vaat etmektedir.

Anahtar kelimeler: Oksihumat, immunostimilasyon, IL-2

Girig asit) (Bergh ve digerleri, 1997). Kémurden tiretilen

humik ve fulvik asidi timikrobiyal olarak ol
Humik maddeler dogada yaygin olarak bulunur. umiicve fulviicasidin antimikroblyal olarai olasi

Esas olarak asiri derecede bozulmus turbada, fakat
ayni zamanda organik materyallerin ve

uygulamasi, Cloete ve digerleri tarafindan tarif
edilmistir. (1990) ve Van Rensburg ve digerleri. (2000)

mikroorganizmalarin mevcut oldugu veya mevcut komurden turetilen fulvik asidin anti inflamatuar

oldugu tim dogal ortamlarda meydana gelirler (Visser, ozellikleri yakin ‘zvaman.da Van Rensburg ve ark. (2001)
1973; Hartenstein, 1981). Turba ézutleri eski ve Snyman ve digerleri. (Basinda).
100 ug/ml amonyum humat (hiimik asidin amonyum

tuzu) konsantrasyonundaki antiviral ézellikler, in vitro

olarak Thiel ve digerleri tarafindan tarif edilmistir .

(1981), bu ajanin herpes virisunin neden oldugu deri

hastaliklari icin topikal bir tedavi olarak basarih bir

sekilde kullanilmasiyla sonuglanmistir (Kl6cking ve digerleri, 1983).
Schneider ve ark. (1996), hidrokinondan turetilen

sentetik hUmat analoglarinin anti-HIV aktivitesi hakkinda

zamanlardan beri terap6tik banyolarda uzun yillardir
cesitli durumlarin tedavisi icin kullaniimaktadir (Brandt,
1964; Eichelsddrfer, 1976; Kldcking, 1994). Turbanin
antiseptik 6zellikleri ilk olarak Birinci Dinya Savasi
sirasinda enfeksiyonu énlemek icin dogrudan yaralara
uygulandiginda fark edildi (Haanel, 1924).

Daha yakin zamanlarda, humat Von Willebrand
hastaliginin tedavisinde kullaniimistir (Lopez-Fer ) S ) o
nandez ve digerleri, 1992). Hastalar 35 mg/kg viicut rapor verdi. Bu bilesikler, MT-2 hticrelerinin HIV-1

agirhigr infiizyonu ile tedavi edilmis ve bundan sonra ~ €nfeksiyonunu,, 50-300 ng/mllik etkileyici derecede
mal faktor VIII seviyelerine ulasilamamustir. dusuk bir IC50 ile inhibe etti. HIV partikillerinin
enfektivitesi, virts girisinin bir V3 déngu aracili

Bitumlu kémara kontrollu islak oksidasyonla B ST 2 ) .
dénaistirmek icin benzersiz bir siirec gelistirilmistir, asamasinin muadahalesi ile inhibe edildi. Oksihumat ile
benzer sonuglar bulunmustur (Van Rensburg ve

ardindan oksihumat (oksihumik maddenin potasyum
eri, 2002). Bu ¢alismada oksihumatin insan

tuzu) adi verilen suda ¢dzUnlr humatlara temel islem uygﬁlligr‘?lrr].. ) e e
lenfosit fonksiyonlari Gzerindeki etkilerini arastirdik.

Kisaltmalar: PHA, Fitohemaglutinin A; MNL,
mononukleer I6kositler.
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Malzemeler ve ydntemler

oksihumat

Oxihumate, Enerkom (Pty) Ltd, Pretoria, GUney Afrika
tarafindan su icinde %1'lik bir ¢6zelti halinde saglandi.
Oksihumatin elementel bilesimi icin ortalama degerler
karbon, hidrojen ve nitrojen icin sirasiyla %40, %2,5 ve
%1 iken oksitlenmis kdmurden elde edilen himik asidin

yaklasik molekuler agirlidi 57 ile 70 kD arasindadir
(Piccolo ve ark., 2000).

MononUkleer |6kositler (MNL)

Bunlar daha 6nce tarif edildigi gibi (Anderson ve
digerleri, 1993) ya saglikli yetiskin insan géndalltlerden
ya da HIV ile enfekte bireylerden (bir hastalik ile CD4
sayisi 209 ve 504 X 106 /I arasinda) tedaviden 6nce veya
her giin agizdan alinan 2 haftalik plasebo, 4 g veya 6 g
oksihumat tedavisinden sonra. Bu hastalar, HIV ile
enfekte bireylerde oksihumatin terapétik etkinligini
degerlendirmek icin bir pilot ¢calismaya katiimistir. Bu
deneme, Diinya Tabipler Birligi Helsinki Bildirgesi'ne
uygun olarak gergeklestirilmistir. Pretoria Universitesi ve
Guney Afrika Ilag Kontrol Konseyi tarafindan belirlenen

tim etik ve yasal standartlar takip edildi.

Hucreler daha sonra ya komple RPMI 1640 ortaminda
(100 ug/ml'de %1 glutamin, penisilin ve streptomisin ve
Bio Whittaker, Walkers ville'den elde edilen %10 isi ile
inaktive edilmis fetal dana serumu ile desteklenmis) 2 ¥
106 /ml'ye yeniden suspanse edildi. Maryland) veya 2 ¥
106 /ml'ye yeniden suspansiyon haline getirmeden 6nce
yapisik hiicreleri siispansiyondan ¢ikarmak icin 30 dakika
boyunca 5 ml'lik doku kultiri siselerinde tam medyum
icinde inklibe edildi .

Mitojenle aktive olan MNL proliferasyonu

Elli mikrolitre MNL stispansiyonu (1 ¥ 105 huicre/oyuk),

mikrotiter kltur plakalarinin (96 kuyu) kuyularindaki 110
ul tam RPMI 1640 ortamina, ardindan 20 ul gesitli

oksihumat konsantrasyonlarina (5-100 ug/ml) ilave edildi.

ve 20 ul mitojen fitohemaglutinin (PHA, 5 ug/ml nihai
konsantrasyon). Oksihumat ve/veya mitojen icermeyen
kontrol sistemleri dahil edildi ve tim kuyucuklarin nihai
hacimleri ayarlandi.
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200 p I'ye kadar. 72 saatlik inkubasyondan sonra (%5
CO2 atmosferinde 37  C), lenfosit proliferasyonunun
boyutu MTT [3-(4,5-dime thylthiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrazolyum bromide] ile test edildi. sadece canl hicreleri
saptayan reaktivite (Mos man, 1983). Plakalar, 540 nm'lik
bir test dalga boyu ve 620 nm'lik bir referans dalga boyu
kullanilarak bir Ceres UV 900 mikro-ELISA okuyucusunda
okundu.

Sitokinlerin l¢imu

Bu deneyler yukarida aciklandigi gibi kuruldu. Saglikli
dondrlerden elde edilen MNL stspansiyonlari (1 mi), 5
ml plastik tliplerde 72 saat boyunca 60, 80 ve 100 ug/ml
oksihu mate ile PHA (5 ug/ml) varliginda isleme tabi
tutuldu ve slipernatanlar toplandi ve depolandi.
Amersham TM'den (Amersham International Plc,
Buckinghamshire, ingiltere) ilgili Biotrak TM insan ELISA
sistemleri kullanilarak muteakip IL-2 ve IL-10 tespiti icin
-70 C.

CD25 ifadesi

Saglikli dondrlerden elde edilen MNL stspansiyonlari,
72 saat boyunca 100 ug/ml oksihumat iceren veya
icermeyen PHA (5 ug/ml) varliginda isleme tabi tutuldu
ve CD25'e kargi FITC-konjugeli monoklonal antikor ile
Olctlen CD25 ekspresyonu. Akis sitometrik analizi, 488
nm hava sogutmali argon lazeri ile donatilmis bir Coulter
Epics XL-MLC akis sitometresi (Coulter Corp, Miami,
Florida, ABD) kullanilarak yapildi.

Sonuglar

MNL ¢ogalmasi

Oksihumatin, 100 ug/ml'lik bir konsantrasyona kadar
istirahat halindeki lenfositler Gzerinde bir etkisi
olmamistir, ancak PHA ile uyarilan mo nositten arindiriimis
lenfositlerin proliferatif tepkisini 20 ug/ml'de ve yukari
dogru, doza bagl bir sekilde arttirmistir (Sekil 1A).
Monositten zengin MNL kullanildiginda da benzer etkiler
goruldu (Sekil 1B). Bu yanit, HIV ile enfekte hastalardan
alinan monosit bakimindan zengin lenfositler (MNL)
durumunda daha da carpiciydi (Sekil 1B).

HIV ile enfekte bireylerde MNL'nin PHA ile uyariimig
proliferasyonunda 6nemli (p < 0.05) artislar, asagidakileri
ex vivo olarak da gézlemlendi:
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Sekil 1. Cesitli oksihumat konsantrasyonlari ile 72 saatlik bir
tedavinin [A] dinlenme ve fitoha magglutinin (PHA) ile
uyarilan, monositten arindiriimis, insan lenfosit proliferasyonu
ve [B] PHA ile uyarilan mononukleer lenfosit (MNL ) Gzerindeki
etkileri ) normal dondrlerden ve HIV ile enfekte bireylerden

alinan kulturler. Sonuglar, 5-18 farkli deneyin kontrol 8 SEM
yuzdesi olarak ifade edildi.

plasebo ile tedavi edilen gruba kiyasla 2 hafta
boyunca gunde 4 g (ancak 6 g degil) oksihumat
uygulamasi (Sekil 2).

IL-2 Sirn

Oksihumat, test edilen t¢ konsantrasyonun
hepsinde (Sekil 3) PHA ile uyarilmis MNL tarafindan
IL-2 salgilanmasini 6nemli 6l¢tide artirdi (p < 0.05).

IL-10 Sirni

Oksihumat tedavisinin, PHA ile uyarilmis MNL tarafindan

IL-10 salgilanmasi Gzerindeki etkileri, Sekil 4'te

gosterilmektedir. Oksihumat, her (i konsantrasyonda da
IL-10 salgilanmasini, dinlenme halindeki hiicrelerde

gbzlemlenen seviyeye kadar azaltti (p < 0.001).
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Sekil 2. HIV-pozitif bireylerin iki haftalik oksihumat tedavisinin
fitohaemagluti nin ile uyarilan mononukleer lenfosit
kdltdrleri Gzerindeki ex vivo etkileri.
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Sekil 3. Cesitli konsantrasyonlarda oksihumatin 72 saatlik bir
muamelesinin fitohemaglutinin ile uyarilan monontkleer
lenfosit kultrleri tarafindan IL-2 Gretimi Gzerindeki etkileri.
Sonuglar, 4 farkl deneyin ortalama 8 SEM'si olarak ifade
edildi.

CD25 ifadesi

Oxihumate (100 p g/ml'de), IL-2 reseptoru
CD25'in PHA ile uyariimis MNL tarafindan
ekspresyonunu 6nemli él¢lide arttirdi (p < 0.05),
ancak istirahat MNL'de CD25 seviyeleri Gzerinde
hicbir etkisi olmadi. PHA ile uyarilan MNL icin
kontrol degerleri (medyan) 17,3 + 0,3 iken, 100
M g/ml oksihumat ile tedavi edilen MNL i¢in degerler 27,6 + 0,2 idi.
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49 20 p g/ml ve Gzeri seviyelerde PHA ile uyarilan MNL ve
monositten arindirilmis insan lenfositleri. Bu yanit, HIV ile
enfekte hastalardan alinan lenfositler durumunda daha da

37 carpiciydi ve bu nedenle in vitro ortamla sinirli degildi. Benzer
etkiler, iki hafta boyunca HIV pozitif bireylere giinde 4 g
. oksihumat uygulanmasinin ardindan ex vivo olarak gézlendi .
2_

Bu artis, artan IL-2 Uretimine ve ayrica lenfositler Gzerinde IL-2
reseptérinin (CD25) ekspresyonuna baglanabilir. Bu nedenle
oksihumat, TH1 hicrelerinin (IL-2 Ureten hicreler) aktivitesini
arttirirken ayni zamanda TH2 ile ilikili bir sitokin olan IL-10'u

azaltir. Bazi HIV-pozitif bireylerin normal TH1 tipi yanitlari

Dinlenme Uyarilmis Uyariimis + Oksihumat vadeli koruyucu etkilere sahiptir, cinkd hastaligin ilerlemesi
60u g/ mi 80p g/ml 100p g/ml TH1'den TH2'ye sitokin kaymasina atfedilir ( Shearer ve digerleri,
1998; Altfeld ve digerleri., 2000).

surdirme yetenedi, bu hastalarin hayatta kalmasi tzerinde uzun

Sekil 4. Cesitli oksihumat konsantrasyonlarinin 72 saatlik bir
muamelesinin fitohemaglutinin ile uyarilan mononukleer
lenfosit kulturleri tarafindan IL-10 Gretimi Gzerindeki etkileri.
Sonuclar, 4 farkh deneyin ortalama 8 SEM'si olarak ifade edildi.

Oxihumate bu nedenle hem immduino-uyarici hem de anti-
viral aktiviteye sahiptir (Van Rensburg ve digerleri, 2002) ve sub-

Tartisma

kronik veya akut oral veya dermal maruz kalma sirasinda deney

HIV hastaligl, artan bir T-hiicre déngusu orani ile iliskili hayvanlarinda élculebilir herhangi bir toksisite Gretmedi

olmasina ragmen, CD4+ hicre sayilarinin kaybi, hiicresel (flerleme Raporu: Biochon (Pty) Ltd, Pretoria, Gliney Afrika,
bagisiklik fonksiyonunun sonugta meydana gelen kaybiyla Temmuz 1999), iki hafta boyunca giinde 8 g'a kadar oral dozlarla
yeniden doldurulma kapasitesini asmaktadir (Losso ve ark., tedavi edilen HIV ile enfekte bireylerde &lctlebilir herhangi bir
2000). T hucresinden tiretilen bir sitokin olan interldkin-2'nin toksisite Uretmedi (Botes ve digerleri, 2002). Bir bilesikteki
(IL-2) bir islevi, T hicresi buyumesini ve olgunlasmasini tesvik ozelliklerin bu kombinasyonu, benzersiz gériinmektedir ve HIV
etmektir. IL-2 in vitro viral replikasyonu azaltmasa da (Kovacs ve ile enfekte olanlar gibi bagisikligi baskilanmis hastalarda daha
digerleri, 1996), T-hicrelerinin proliferasyonunu artirarak HIV fazla degerlendirmeyi hak etmektedir.

ile enfekte bireylerde virls kaynakli CD4+ hicre kaybini
onleyebilir. Yuksek dizeyde aktif anti retroviral terapi (HAART)
kombinasyonu ile birlikte verilen IL-2, tek basina HAART'a kiyasla
ortalama CD4 sayimlarinda carpici artislara neden olur (Davey
ve digerleri, 2000; Shearer ve digerleri, 1998). Tegekkdr Bu calisma,

Ener kom (Pty) Ltd'den alinan bir hibenin yani sira Ulusal
Arastirma Vakfi ve Ticaret ve Sanayi Departmani'nin Sanayi icin
Teknoloji ve Insan Kaynaklari Programlarindan alinan bir hibe
Kémirden elde edilen suda ¢6zindr bir humat olan ile desteklenmistir.

oksihumat, proliferatif tepkiyi arttird.
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