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asit)  (Bergh  ve  diğerleri,  1997).  Kömürden  türetilen  
hümik  ve  fulvik  asidin  antimikrobiyal  olarak  olası  
uygulaması,  Cloete  ve  diğerleri  tarafından  tarif  
edilmiştir.  (1990)  ve  Van  Rensburg  ve  diğerleri.  (2000)  
kömürden  türetilen  fulvik  asidin  anti  inflamatuar  
özellikleri  yakın  zamanda  Van  Rensburg  ve  ark.  (2001)  
ve  Snyman  ve  diğerleri.  (Basında).

Humik  maddeler  doğada  yaygın  olarak  bulunur.

100  ug/ml  amonyum  humat  (hümik  asidin  amonyum  
tuzu)  konsantrasyonundaki  antiviral  özellikler,  in  vitro  
olarak  Thiel  ve  diğerleri  tarafından  tarif  edilmiştir .  
(1981),  bu  ajanın  herpes  virüsünün  neden  olduğu  deri  
hastalıkları  için  topikal  bir  tedavi  olarak  başarılı  bir  
şekilde  kullanılmasıyla  sonuçlanmıştır  (Klöcking  ve  diğerleri,  1983).
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Daha  yakın  zamanlarda,  humat  Von  Willebrand  
hastalığının  tedavisinde  kullanılmıştır  (Lopez-Fer  
nandez  ve  diğerleri,  1992).  Hastalar  35  mg/kg  vücut  
ağırlığı  infüzyonu  ile  tedavi  edilmiş  ve  bundan  sonra  
mal  faktör  VIII  seviyelerine  ulaşılamamıştır.

ve

Bitümlü  kömürü  kontrollü  ıslak  oksidasyonla  
dönüştürmek  için  benzersiz  bir  süreç  geliştirilmiştir,  
ardından  oksihumat  (oksihumik  maddenin  potasyum  
tuzu)  adı  verilen  suda  çözünür  humatlara  temel  işlem  uygulanır.

,

Esas  olarak  aşırı  derecede  bozulmuş  turbada,  fakat  
aynı  zamanda  organik  materyallerin  ve  
mikroorganizmaların  mevcut  olduğu  veya  mevcut  
olduğu  tüm  doğal  ortamlarda  meydana  gelirler  (Visser,  
1973;  Hartenstein,  1981).  Turba  özütleri  eski  
zamanlardan  beri  terapötik  banyolarda  uzun  yıllardır  
çeşitli  durumların  tedavisi  için  kullanılmaktadır  (Brandt,  
1964;  Eichelsdörfer,  1976;  Klöcking,  1994).  Turbanın  
antiseptik  özellikleri  ilk  olarak  Birinci  Dünya  Savaşı  
sırasında  enfeksiyonu  önlemek  için  doğrudan  yaralara  
uygulandığında  fark  edildi  (Haanel,  1924).

Schneider  ve  ark.  (1996),  hidrokinondan  türetilen  
sentetik  hümat  analoglarının  anti-HIV  aktivitesi  hakkında  
rapor  verdi.  Bu  bileşikler,  MT-2  hücrelerinin  HIV-1  
enfeksiyonunu ,  50-300  ng/ml'lik  etkileyici  derecede  
düşük  bir  IC50  ile  inhibe  etti.  HIV  partiküllerinin  
enfektivitesi,  virüs  girişinin  bir  V3  döngü  aracılı  
aşamasının  müdahalesi  ile  inhibe  edildi.  Oksihumat  ile  
benzer  sonuçlar  bulunmuştur  (Van  Rensburg  ve  
diğerleri,  2002).  Bu  çalışmada  oksihumatın  insan  
lenfosit  fonksiyonları  üzerindeki  etkilerini  araştırdık.

Constance  Elizabeth  Jansen  van  Rensburga,*  
Pretoria  Üniversitesi  Tıp  Bilimleri  Fakültesi,  Farmakoloji  Bölümü,
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Oxihumate,  fitohaemaglutinin  ile  uyarılan  insan  lenfositlerinin  proliferatif  tepkisini  20  µg/ml'lik  bir  
konsantrasyondan  ve  yukarısına  kadar  arttırdı.  Bu  yanıt,  HIV  ile  enfekte  hastalardan  alınan  lenfositler  
durumunda  daha  da  çarpıcıydı  ve  in  vitro  ortamla  sınırlı  değildi,  çünkü  benzer  etkiler,  HIV  pozitif  bireylere  
günde  4  g  oksihumatın  toksik  olmayan  bir  dozunun  uygulanmasını  takiben  ex  vivo  olarak  gözlendi .  iki  haftadır.  
Mekanistik  çalışmalar,  lenfositlerin  proliferatif  tepkisinin  oksihumat  tarafından  uyarılmasının,  artan  IL-2  üretimi  
ve  ayrıca  azalan  IL-10  üretimi  ortamında  IL-2  reseptörünün  ekspresyonu  ile  ilişkili  olduğunu  ortaya  koydu.  Bu  
nedenle  Oxihumate,  bağışıklığı  baskılanmış  hastaların  tedavisi  için  umut  vaat  etmektedir.
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baz  arıtma  ile  oksihumat  adı  verilen  suda  çözünür  bir  hümata  dönüştürmek  için  benzersiz  bir  süreç  geliştirildi.  
Oksihu  matenin  lenfositlerin  proliferatif  tepkisi  üzerindeki  etkileri  in  vitro  ve  ex  vivo  olarak  incelenmiştir.
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Bu  deneyler  yukarıda  açıklandığı  gibi  kuruldu.  Sağlıklı  
donörlerden  elde  edilen  MNL  süspansiyonları  (1  mi),  5  
ml  plastik  tüplerde  72  saat  boyunca  60,  80  ve  100  ug/ml  
oksihu  mate  ile  PHA  (5  ug/ml)  varlığında  işleme  tabi  
tutuldu  ve  süpernatanlar  toplandı  ve  depolandı.  
Amersham  TM'den  (Amersham  International  Plc,  
Buckinghamshire,  İngiltere)  ilgili  Biotrak  TM  insan  ELISA  
sistemleri  kullanılarak  müteakip  IL-2  ve  IL-10  tespiti  için  
-70  C.

Oksihumatın,  100  ug/ml'lik  bir  konsantrasyona  kadar  
istirahat  halindeki  lenfositler  üzerinde  bir  etkisi  
olmamıştır,  ancak  PHA  ile  uyarılan  mo  nositten  arındırılmış  
lenfositlerin  proliferatif  tepkisini  20  ug/ml'de  ve  yukarı  
doğru,  doza  bağlı  bir  şekilde  arttırmıştır  (Şekil  1A).  
Monositten  zengin  MNL  kullanıldığında  da  benzer  etkiler  
görüldü  (Şekil  1B).  Bu  yanıt,  HIV  ile  enfekte  hastalardan  
alınan  monosit  bakımından  zengin  lenfositler  (MNL)  
durumunda  daha  da  çarpıcıydı  (Şekil  1B).

200  µl'ye  kadar.  72  saatlik  inkübasyondan  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  canlı  hücreleri  
saptayan  reaktivite  (Mos  man,  1983).  Plakalar,  540  nm'lik  
bir  test  dalga  boyu  ve  620  nm'lik  bir  referans  dalga  boyu  
kullanılarak  bir  Ceres  UV  900  mikro-ELISA  okuyucusunda  
okundu.

Oxihumate,  Enerkom  (Pty)  Ltd,  Pretoria,  Güney  Afrika  
tarafından  su  içinde  %1'lik  bir  çözelti  halinde  sağlandı.  
Oksihumatın  elementel  bileşimi  için  ortalama  değerler  
karbon,  hidrojen  ve  nitrojen  için  sırasıyla  %40,  %2,5  ve  
%1  iken  oksitlenmiş  kömürden  elde  edilen  hümik  asidin  
yaklaşık  moleküler  ağırlığı  57  ile  70  kD  arasındadır  
(Piccolo  ve  ark.,  2000).

Sonuçlar

Malzemeler  ve  yöntemler

CD25  ifadesi

oksihumat

Sağlıklı  donörlerden  elde  edilen  MNL  süspansiyonları,  
72  saat  boyunca  100  ug/ml  oksihumat  içeren  veya  
içermeyen  PHA  (5  ug/ml)  varlığında  işleme  tabi  tutuldu  
ve  CD25'e  karşı  FITC-konjügeli  monoklonal  antikor  ile  
ölçülen  CD25  ekspresyonu.  Akış  sitometrik  analizi,  488  
nm  hava  soğutmalı  argon  lazeri  ile  donatılmış  bir  Coulter  
Epics  XL-MLC  akış  sitometresi  (Coulter  Corp,  Miami,  
Florida,  ABD)  kullanılarak  yapıldı.

Hücreler  daha  sonra  ya  komple  RPMI  1640  ortamında  
(100  ug/ml'de  %1  glutamin,  penisilin  ve  streptomisin  ve  
Bio  Whittaker,  Walkers  ville'den  elde  edilen  %10  ısı  ile  
inaktive  edilmiş  fetal  dana  serumu  ile  desteklenmiş)  2  ¥  
106 /ml'ye  yeniden  süspanse  edildi.  Maryland)  veya  2  ¥  
106 /ml'ye  yeniden  süspansiyon  haline  getirmeden  önce  
yapışık  hücreleri  süspansiyondan  çıkarmak  için  30  dakika  
boyunca  5  ml'lik  doku  kültürü  şişelerinde  tam  medyum  
içinde  inkübe  edildi .

Mononükleer  lökositler  (MNL)

Elli  mikrolitre  MNL  süspansiyonu  (1  ¥  105  hücre/oyuk),  
mikrotiter  kültür  plakalarının  (96  kuyu)  kuyularındaki  110  
ul  tam  RPMI  1640  ortamına,  ardından  20  ul  çeşitli  
oksihumat  konsantrasyonlarına  (5-100  ug/ml)  ilave  edildi.  
ve  20  ul  mitojen  fitohemaglutinin  (PHA,  5  ug/ml  nihai  
konsantrasyon).  Oksihumat  ve/veya  mitojen  içermeyen  
kontrol  sistemleri  dahil  edildi  ve  tüm  kuyucukların  nihai  
hacimleri  ayarlandı.

Bunlar  daha  önce  tarif  edildiği  gibi  (Anderson  ve  
diğerleri,  1993)  ya  sağlıklı  yetişkin  insan  gönüllülerden  
ya  da  HIV  ile  enfekte  bireylerden  (bir  hastalık  ile  CD4  
sayısı  209  ve  504  X  106 /l  arasında)  tedaviden  önce  veya  
her  gün  ağızdan  alınan  2  haftalık  plasebo,  4  g  veya  6  g  
oksihumat  tedavisinden  sonra.  Bu  hastalar,  HIV  ile  
enfekte  bireylerde  oksihumatın  terapötik  etkinliğini  
değerlendirmek  için  bir  pilot  çalışmaya  katılmıştır.  Bu  
deneme,  Dünya  Tabipler  Birliği  Helsinki  Bildirgesi'ne  
uygun  olarak  gerçekleştirilmiştir.  Pretoria  Üniversitesi  ve  
Güney  Afrika  İlaç  Kontrol  Konseyi  tarafından  belirlenen  
tüm  etik  ve  yasal  standartlar  takip  edildi.

HIV  ile  enfekte  bireylerde  MNL'nin  PHA  ile  uyarılmış  
proliferasyonunda  önemli  (p  <  0.05)  artışlar,  aşağıdakileri  
ex  vivo  olarak  da  gözlemlendi:

Sitokinlerin  ölçümü

MNL  çoğalması

Mitojenle  aktive  olan  MNL  proliferasyonu
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Oksihumat,  test  edilen  üç  konsantrasyonun  
hepsinde  (Şekil  3)  PHA  ile  uyarılmış  MNL  tarafından  
IL-2  salgılanmasını  önemli  ölçüde  artırdı  (p  <  0.05).

plasebo  ile  tedavi  edilen  gruba  kıyasla  2  hafta  
boyunca  günde  4  g  (ancak  6  g  değil)  oksihumat  
uygulaması  (Şekil  2).

Oksihumat  tedavisinin,  PHA  ile  uyarılmış  MNL  tarafından  
IL-10  salgılanması  üzerindeki  etkileri,  Şekil  4'te  
gösterilmektedir.  Oksihumat,  her  üç  konsantrasyonda  da  
IL-10  salgılanmasını,  dinlenme  halindeki  hücrelerde  
gözlemlenen  seviyeye  kadar  azalttı  (p  <  0.001).

Oxihumate  (100  µg/ml'de),  IL-2  reseptörü  
CD25'in  PHA  ile  uyarılmış  MNL  tarafından  
ekspresyonunu  önemli  ölçüde  arttırdı  (p  <  0.05),  
ancak  istirahat  MNL'de  CD25  seviyeleri  üzerinde  
hiçbir  etkisi  olmadı.  PHA  ile  uyarılan  MNL  için  
kontrol  değerleri  (medyan)  17,3  ±  0,3  iken,  100  
µg/ml  oksihumat  ile  tedavi  edilen  MNL  için  değerler  27,6  ±  0,2  idi.

IL-2  Sırrı

IL-10  Sırrı
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Şekil  1.  Çeşitli  oksihumat  konsantrasyonları  ile  72  saatlik  bir  
tedavinin  [A]  dinlenme  ve  fitoha  magglutinin  (PHA)  ile  
uyarılan,  monositten  arındırılmış,  insan  lenfosit  proliferasyonu  
ve  [B]  PHA  ile  uyarılan  mononükleer  lenfosit  (MNL )  üzerindeki  
etkileri )  normal  donörlerden  ve  HIV  ile  enfekte  bireylerden  
alınan  kültürler.  Sonuçlar,  5–18  farklı  deneyin  kontrol  ð  SEM  
yüzdesi  olarak  ifade  edildi.

Şekil  2.  HIV-pozitif  bireylerin  iki  haftalık  oksihumat  tedavisinin  
fitohaemagluti  nin  ile  uyarılan  mononükleer  lenfosit  
kültürleri  üzerindeki  ex  vivo  etkileri.

265

Şekil  3.  Çeşitli  konsantrasyonlarda  oksihumatın  72  saatlik  bir  
muamelesinin  fitohemaglutinin  ile  uyarılan  mononükleer  
lenfosit  kültürleri  tarafından  IL-2  üretimi  üzerindeki  etkileri.  
Sonuçlar,  4  farklı  deneyin  ortalama  ð  SEM'si  olarak  ifade  
edildi.

uyarılmış  eksi  dinlenme  olarak  lenfosit  kültürleri

Il2  konsantrasyonu  (pg/ ml)

Hesaplanan  hücre  büyümesi  (OD540)
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Şekil  4.  Çeşitli  oksihumat  konsantrasyonlarının  72  saatlik  bir  
muamelesinin  fitohemaglutinin  ile  uyarılan  mononükleer  
lenfosit  kültürleri  tarafından  IL-10  üretimi  üzerindeki  etkileri.  
Sonuçlar,  4  farklı  deneyin  ortalama  ð  SEM'si  olarak  ifade  edildi.
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Il10  üretimi  (ng/ ml)

HIV  hastalığı,  artan  bir  T-hücre  döngüsü  oranı  ile  ilişkili  
olmasına  rağmen,  CD4+  hücre  sayılarının  kaybı,  hücresel  
bağışıklık  fonksiyonunun  sonuçta  meydana  gelen  kaybıyla  
yeniden  doldurulma  kapasitesini  aşmaktadır  (Losso  ve  ark.,  

2000).  T  hücresinden  türetilen  bir  sitokin  olan  interlökin-2'nin  
(IL-2)  bir  işlevi,  T  hücresi  büyümesini  ve  olgunlaşmasını  teşvik  
etmektir.  IL-2  in  vitro  viral  replikasyonu  azaltmasa  da  (Kovacs  ve  
diğerleri,  1996) ,  T-hücrelerinin  proliferasyonunu  artırarak  HIV  
ile  enfekte  bireylerde  virüs  kaynaklı  CD4+  hücre  kaybını  
önleyebilir.  Yüksek  düzeyde  aktif  anti  retroviral  terapi  (HAART)  
kombinasyonu  ile  birlikte  verilen  IL-2,  tek  başına  HAART'a  kıyasla  
ortalama  CD4  sayımlarında  çarpıcı  artışlara  neden  olur  (Davey  
ve  diğerleri,  2000;  Shearer  ve  diğerleri,  1998).

20  µg/ml  ve  üzeri  seviyelerde  PHA  ile  uyarılan  MNL  ve  
monositten  arındırılmış  insan  lenfositleri.  Bu  yanıt,  HIV  ile  
enfekte  hastalardan  alınan  lenfositler  durumunda  daha  da  
çarpıcıydı  ve  bu  nedenle  in  vitro  ortamla  sınırlı  değildi.  Benzer  
etkiler,  iki  hafta  boyunca  HIV  pozitif  bireylere  günde  4  g  

oksihumat  uygulanmasının  ardından  ex  vivo  olarak  gözlendi .  
Bu  artış,  artan  IL-2  üretimine  ve  ayrıca  lenfositler  üzerinde  IL-2  
reseptörünün  (CD25)  ekspresyonuna  bağlanabilir.  Bu  nedenle  
oksihumat,  TH1  hücrelerinin  (IL-2  üreten  hücreler)  aktivitesini  
arttırırken  aynı  zamanda  TH2  ile  ilişkili  bir  sitokin  olan  IL-10'u  
azaltır.  Bazı  HIV-pozitif  bireylerin  normal  TH1  tipi  yanıtları  
sürdürme  yeteneği,  bu  hastaların  hayatta  kalması  üzerinde  uzun  
vadeli  koruyucu  etkilere  sahiptir,  çünkü  hastalığın  ilerlemesi  
TH1'den  TH2'ye  sitokin  kaymasına  atfedilir  ( Shearer  ve  diğerleri ,  
1998;  Altfeld  ve  diğerleri. ,  2000).

Teşekkür  Bu  çalışma,  

Ener  kom  (Pty)  Ltd'den  alınan  bir  hibenin  yanı  sıra  Ulusal  
Araştırma  Vakfı  ve  Ticaret  ve  Sanayi  Departmanı'nın  Sanayi  için  
Teknoloji  ve  İnsan  Kaynakları  Programlarından  alınan  bir  hibe  
ile  desteklenmiştir.

Tartışma

Oxihumate  bu  nedenle  hem  immüno-uyarıcı  hem  de  anti-
viral  aktiviteye  sahiptir  (Van  Rensburg  ve  diğerleri,  2002)  ve  sub-
kronik  veya  akut  oral  veya  dermal  maruz  kalma  sırasında  deney  
hayvanlarında  ölçülebilir  herhangi  bir  toksisite  üretmedi  
(İlerleme  Raporu:  Biochon  (Pty)  Ltd,  Pretoria,  Güney  Afrika,  
Temmuz  1999),  iki  hafta  boyunca  günde  8  g'a  kadar  oral  dozlarla  
tedavi  edilen  HIV  ile  enfekte  bireylerde  ölçülebilir  herhangi  bir  
toksisite  üretmedi  (Botes  ve  diğerleri,  2002).  Bir  bileşikteki  
özelliklerin  bu  kombinasyonu,  benzersiz  görünmektedir  ve  HIV  
ile  enfekte  olanlar  gibi  bağışıklığı  baskılanmış  hastalarda  daha  
fazla  değerlendirmeyi  hak  etmektedir.

Kömürden  elde  edilen  suda  çözünür  bir  humat  olan  
oksihumat,  proliferatif  tepkiyi  arttırdı.

Uyarılmış  +  Oksihumat

1

60µg/  ml  80µg/ml  100µg/ml
Dinlenme  Uyarılmış

2

0

3

4
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