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OZET Hiuimik asidin (HA) oldukca yaygi n olarak bulunmasi na ragmen, biyolojik etkisine dair tam bilgimiz hala eksiktir. Bu makalede, énce
birka¢ HA'ni n fizikokimyasal karakterizasyonunu gerceklestirdik ve ardi ndan bunlari n interl6kin-2 sekresyonunu, antikor sekresyonunu,
yara iyilesmesini (HaCaT hticrelerini kullanan bir in vitro model), kanser buyumesini (Lewis akciger karsinomu) etkileme yeteneklerini
degerlendirdik. modeli) ve hepatotoksisiteye karsi koruma. Test edilen tim reaksiyonlarda, HA, kanser blytumesinin baski lanmasi ve
lipopolisakarit kaynakli hepatotoksisitenin inhibisyonu dahil olmak Gizere immun reaksiyonlar tGzerinde 6nemli uyari m gdsterdi. Bu etkiler
kimyasal 6zelliklerine bagh ydi . Bu makalede gézlemlenen HA'ni n pleiotropik etkileri, bu bilesiklerin insan beslenmesindeki olasi  rolini
distundirmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: antikorlar hepatotoksisite hiimik asitler IL-2

GIRIiS Daha 6nceki gozlemlerimize dayanarak, farkli ana
fonksiyonel grup dagi It mi na, belirgin MW'ye ve biyolojik
ortamda potansiyel kimyasal oksidatif reaksiyonlara sahip
haimik maddelerin secimine dayanan yeni bir HA numunesi
versiyonu hazi rladi k. Bu 6zellikler, temel analiz, 13C
nukleer manyetik rezonans (NMR), ki z1 16tesi spektroskopi
Fourier donusumu ki z1 |6tesi spektros kopyasi (FTIR),
ylksek performansli  boyut di slama kromatografisi
(HPSEC) ve elektronik dondirme rezonansi (ESR)
kullani larak incelenmistir. Temel amaci mi z, alifatik ve
- o ) aromatik alanlarda ve cesitli gérinur MW'de, basta fenol
bilinmektedir. Birinci Dinya Savasi si rasi nda, enfeksiyonlari .. : . Lo
) - o 2 ) gruplart olmak tzere fonksiyonel gruplar iceren oksijenin
onlemek igin turba 6zleri kullani Id1 .3 Daha sonra antimikrobiyal,4 . . . . S
N o o . farkh nispi konsantrasyonlari ile HA'ni n farmakolojik aktivitesini te

antiinflamatuar,5 ve antiviralé 6zellikleri bulundu. Ilave cali smalar, . L N

Bunun nedeni, fenol ve fenol araci I donudstmlerin himik

Ienfc?s.lt.prollferasyonvunun uyan _ldl_ g 7stwosal b?gl Fl ki k maddelerin farmakolojik aktivitesine dogrudan dahil olabilecegini
tepkisininuyart Idi g1 ni 8 veciftlik hayvanlari ni nsagh g ni n .. . .

R . . . gosteren onceki bir cali smaydi .10

iyilestirildigini gosterdi.9 Kendi ¢ali smalari mi z bagr s ki k

tepkimesinin hem hicresel hem de si vi sal dallari ni n 6nemli

HUmik agih ). lRIoaAeIRdaRRIuRaTBir G5Hes e Ebeder.
yuksek molekuler agr rli ki (MW) makromolekdller. Bu
bilesikler linyit, ¢im, toprak ve icme suyunda bulunabilir.1
Fulvik asitlerle birlikte, himik maddeler olarak adlandi ri lan
ve bazi lari tarafi ndan inert, digerleri tarafi ndan toksik

olarak kabul edilen organik bilesikler grubunun belirli
fraksiyonlari ni temsil eder. 2

HA'n1 n savunma reaksiyonlari  Uzerindeki etkileri uzun suredir

Olctide uyari Idi g ni gosterdi.10 Bununla birlikte, bazi

arasti rmalar, HA'ni n olumsuz etkileri, yani oksidatif DNA hasari 12 MALZEMELER VE YONTEMLER
veya nukleer faktor-jB aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla ylksek doz

HA11 tarafi ndan indiklenen bagi rsak hiicrelerinde kromozomal anormaIIﬂ(éi¥\|‘f"'1pfj>ar

[ Disi, 6 ila 10 haftali k BALB/c fareleri, Jackson Laboratuvari 'ndan
Elyazmasi 16 Agustos 2012'de ali ndi . Revizyon 13 Mart 2013'te kabul edildi. (Bar Harbor, ME, ABD) sati nali ndi .Tim hay\/an (;a|| §ma|ar| s
Adres yazi smalari :Vaclav Vetvicka, PhD, Department of Pathology, University of Louisville, Louisville Universitesi IACUC pI’OtOk0|U #10012 ye goreyapi Idi .
511 S. Floyd, Louisville, KY 40202, ABD, E-posta: vaclav.vetvicka@louisville.edu
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Malzemeler

RPMI 1640 ortami , sodyum sitrat, ovalbimin, antibiyotikler, Wright
lekesi, Limulus lizat testi E-TOXATE, Freund adjuvani , penisilin, streptomisin,
HEPES, lipopolisakarit (LPS), polimiksin B ve Concanavalin A, Sigma Chemical
Co.'dan temin edildi. (St. Louis, MO, ABD). Fetal dana serumu (FCS) Hyclone
Laboratories'den (Logan, UT, ABD) ali nmi sti r.

HUmik asit

Farkli HA'lar, Uluslararasi Humik Maddeler Dernegi (https://
ihss .humicsubstances.org) tarafi ndan belirtilen metodoloji izlenerek
cesitli bitkisel organik malzemelerden ekstre edildi. Metinde HA'lar A, B, C,
D ve E olarak adlandi ri Imi sti r. Bu HA segimleri, yukari daag¢ klanan
yap! sal 6zelliklere gore 15 farkli  HA'dan gerceklestirilmistir.

Boyut di slama kromatografisi

Molekuler bayuklik dagr I m1 HPSEC ile degerlendirildi. Kromatografik
sistem, bir Waters 600 Kontroldr pompasi ve ardi ndan seri olarak iki
dedektdrden olusuyordu: 400 nm'ye ayarlanmi s bir Waters 996 Fotodiyot
Dizisi Detektérii ve bir Waters 2424 Ki 1 Ima indeksi Detektérii. Boyut
di slamaayri mi , bir PL aquagel-OH 30 kolonu (Polymer La boratories,
Shropshire, Birlesik Kralli k) ve ardi ndan ayni duragan faza sahip bir
koruma kolonu ile gergeklestirildi. Bu sttun i¢in genel MW ayi rma arali gi
100-300.000 Da'di r.

Her numune i¢in 0.05 M NaNO3 icinde 800 ppm karbon ¢ozeltileri
hazi rlandi . Tim numunelerin enjeksiyon hacmi 100 uL, kullani lan
yi kamasi vi si 0,05M NaNO3 (pH 7)ve aki shi zi 1 mL/dak idi.
Bosluk hacmi (VO = 6.65 mL) ve permeasyon hacmi (Vp = 11.82 mL),
si rasi yla MW 43.250 Da'li k polietilen oksit ve metanol ile belirlendi.

HS numuneleri icin HPSEC kromatogramlari ndan yaklasi k bir MW
dagl I mi ni degerlendirmek icin evrensel bir kalibrasyon gerceklestirildi.
Elusyon hacmine karsi  log J egrileri, MW olarak bilinen polietilen glikol ve
poli etilen oksit standartlari  kullani larak elde edildi. ] parametresi icsel
viskozite [g] ve MW'nin (Ji = [g]IMi) GrGnd olarak tani mlani rve
hidrodinamik hacimle oranti It di r.Bu, ayni hidrodinamik hacme sahip
iki makromolekulin esit | degerlerine sahip olacagr anlami na gelir.

Mark-Houwin-Sakurada denklemi [g]'yi MW ile su sekilde iliskilendirir:

[9] %2 KMa

burada K ve a, her bir makromolekdil, ¢6zticti ve si cakl kigin uygun
sabitlerdir. Bu cali smada, toprak HA icin K degerlerini ve Visser14

tarafi ndan hazi rlanan bir raporu kullandi k (K=2,724- 10-2 mL/gve
a=0,45).

13CNMR ¢ali smalari

13C NMR spektrumlari , ¢apraz polarizasyon kullani larak 75.429
MHz'de bir Varian Unity 300 spektrometre (izerinde elde edildi

5 kHz dondurme hi z1 , 90 darbe genisligi, 69 ms alma siresive 1.0 s
gecikme ile sihirli agi  déndirme teknigi. Spektrumlar, Tablo 2'de belirtilen
kimyasal kayma bolgelerine boélinmustur. Farkli  bir C tipine karst It k
gelen her bélge icin, bu bélgenin piklerinin alti ndaki alan hesaplanmi s
ve spektrum alti ndaki toplam alani n %'si olarak verilmistir.

FTIR cali smalari

Her dondurularak kurutulmus numuneden 1 mg 100 mg KBr ile
kari sti ri larak kari si m homojen hale getirilerek peletler hazi rlandi .
Ki z1 |6tesi spektrumlar, 4000-400 cm- lzerinde bir Nicolet Magna-IR 550
spektrometre ile bu topaklara kaydedildi.
Taral k.

ESR cali smalari

Toz haline getirilmis liyofilize numunelerin elektron paramanyetik
rezonans spektrumlari , bir Bruker ESP300E spektrometre kullani larak ve
asagl dakicali sma kosullari nda kaydedildi: modulasyon frekansi , 100
kHz; cali sma frekansi , 9,78 GHz; frekans glicti, T mW; modulasyon genligi,
3.199 G; tarama genisligi, 80 G; tarama suresi, 83.886 sn; merkez alan, 3483
G. Standart olarak 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil kullani Idi .

Hucre hatlar

Insan élumsuzlestiriimis timérijenik olmayan keratinosit hiicre hatti
HaCaT15, %101 si yla inaktive edilmis FCS, 100 U/mL penisilin ve 100 ug/
mL streptomisin ile takviye edilmis HEPES tamponu iceren RPMI-1640 icinde,
37°C'de tek kullani mli k plastik doku kilturd siselerinde muhafaza edildi.
%5 CO2/ %95 hava inklbatdri. Lewis akciger karsinomu hicreleri, Dr. G.
Ross'tan (Louisville Universitesi) elde edildi ve Kogan ve ark.16'da
acl klandi g1 gibi yetistirildi.

Birlesik HaCaT huicre gizik yara testinin mekanik yaralanmasi

HaCaT hucreleri, 5 cm'lik bir Petri kabi  Gzerinde birlesen tek tabakalara
buyitaldi. in vitro yara tahlili, hiicrelerin fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yi kanmasi ndan sonra gergeklestirildi. Test, a¢i klandi g1 gibi
yap! Idi .17 Test edilen maddeler, 0,1-10 ug/mL konsantrasyon
arali g1 ndakullani Idi .
Bir kontrol olarak, ¢izilmemis hucreler, cizilmis hicreler icin tarif edildigi
gibi ayni  sekilde muamele edildi. Bir Nikon Ters mikroskop tutulmasi
TE300'e bagh TE-FM Epi-Floresan sistemi kullani larak yarani n birden
fazla fotografi ¢ekildi ve hiicresel iyilesme alanlari ni n ylzdesi MetaMorp
6.2yazi h mi (Universal Imaging, Molecular Devices, Synnyvale, CA, ABD)
kullani larak analiz edildi. ).

interlékin-2 Gretiminin degerlendiriimesi

Saflasti ri Imi s dalak hicreleri (%5 FCS ile RPMI 1640 ortami nda 2

106 /mL), 24 oyuklu bir doku kultird plakasi ni n oyuklari nailave
edildi. Pozitif kontrol oyuklari na 1 ug Con canavalin A ilave edildikten
sonra hucreler inkibe edildi.
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nemlendirilmis bir inklibatérde 72 saat sureyle. Kiibasyonun son hepatotoksisite
noktasi nda, supernatanlar toplandi ve interldkin (IL)-2'nin varli g
a¢l si ndan test edildi. IL-2 seviyeleri, bir Quantikine fare IL-2 kiti
(R&D Sys tems, Minneapolis, MN, ABD) kullani larak élgulda.

Deneysel olarak indiiklenen hepatotoksisite, Neyrinck ve ark.18'e
goreyapi Idi . On bes fare, 2 hafta boyunca PBS (kontrol) veya HA
(100 ug/fare) ile beslendi, ardi ndan bir ip LPS enjeksiyonu (10 mg/kg)

yap! Idi . LPSuygulamasi ndan sonra yiyecekler geri cekildi. LPS
enjeksiyonundan 0, 2, 4, 8 ve 24 saat sonra kuyruk boslugundan kan

antikor olusumu ali ndi . Serumdaki alanin amino transferaz (ALT) ve trigliseridemi,

Farelere iki kez (2 hafta arayla) 100 ug ovalbumin enjekte edildi ve Antech Diagnostics (Indianapolis, IN, ABD) tarafi ndan 6lculdu.
serum, son enjeksiyondan 7 giin sonra toplandi . Ovalbumine karsi
spesifik antikorlari n seviyesi, enzime bagli immuinosorbent deneyi .
ile tespit edildi. Pozitif kontrol olarak Freund adjuvani  kullani Idi . Istatistik

Verileri istatistiksel olarak analiz etmek i¢in Student t-testi

kullani Idi .
Lewis akciger karsinomu tedavisi
. . . . . ) SONUCLAR
Farelere kas icinden 5+ 106 Le wis akciger karsinomu hucresi
enjekte edildi. Siklofosfamid (150 mg/kg), timoér uygulamasi ndan Farkli HA'lari nanayap! sal-fonksiyonel 6zellikleri Sekil 1 ve
sonraki 10. gtinde intraperitoneal (ip) olarak kullani Idi  ve timor Tablo 1-4'te sunulmaktadi r. Genel olarak, numuneler, farkli yapi sal
uygulamasi ndan sonra 0. glinden 14. gline kadar oral olarak HA (100 ozelliklerin iyi bir dagi It mi ni sunmustur;

ug/fare) kullani Idi .16 Farelerin kontrol grubu, ginluk olarak

ali ndi PBS. Her grup en az bes fare tuttu. Deneyin sonunda, farelere
Otenazi uygulandi , akcigerler ¢i kari Idi , %10 formalinde sabitlendi
ve akciger dokusundaki hematojen metastazlari nsayr si , 8-
blyutmede bir binokuler lens kullani larak tahmin edildi.

apoptoz

ﬂw\f\]\"\/" A ¥
Kontrol grubundan (PBS) alti  fare ve HA grubundan alti  fare

servikal dislokasyon ile élduraldu.
Dalaklar, RMPI 1630 ortami nda bir cam homojenlestirici icinde B
parcalandi ve stspansiyonyl kandi . Hucreler, 96 U-tabanli /'\',\F/\/\\/

mikrotitre plakasi na (oyuk basi na 0.75- 106) pipetlendi ve

ardi ndan 2- floresansla etkinlestirilen hiicre ayi rma (FACS)-PBS

(PBS, %0.1 jelatin, %0.02 sodyum azid) icinde y1 kandi . Monoklonal

antikorlari n spesifik olmayan baglanmasi ni 6nlemek icinyi kanan /
hicreler, buz Gzerinde 20 dakika sireyle %101 si ile inaktive edilmis C

fare serumu ile bloke edildi ve 1:2500 orani nda seyreltilmis mAb W

CD19-biyotin (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, FL, ABD) ile boyandi

(Kuyu basi na 10 L) buz tizerinde 30 dakika.

3°yr kandi ktan sonra, 1:200 seyreltilmis PE-Cy7-isaretli streptavidin

(Cal etiketi, Burlingame, CA, ABD), buz tzerinde 30 dakika streyle

biyotinlenmis CD19 antikoruna (oyuk basi na 10 uL) baglanmak tzere D

ilave edildi. Streptavidin baglanmasi ndan sonra, hicreler 2 - FACS-

PBSileyr kandi ve1- AnnexinV baglamatamponunda (AmCam, R
Cambridge, MA, ABD) y1 kandi ve ardi ndan floresan izotiyosiyanat

etiketli An nexin Vile boyandi , 1 seyreltildi: Buz Gizerinde 15 dakika \ k
boyunca 100 (kuyu basi na 10 uL). E ’
Son olarak, her oyuktaki huicreler, 20 uL Annexin V baglama

tamponunda yeniden siispanse edildi. Olciimden on dakika énce, 6l

hicreleri harig tutmak ve apoptozun (nekroz ve nekroz) asamalari ni

boyamak igin tim 6rneklere 10 uL Hoechst 33258 boyasi  (Molecular - S R . L L L
Probes, Grand Island, NY, ABD), son dilisyon 0,1 ug/mL eklendi. geg 225 200 175 150 125 100 75 50 25 0
faz). FACS analizleri, LSRII Enstrimani nda (Becton-Dickinson)

yapi Idi . o (ppm)

Toplanan veriler, sitometrik veri analizyazi It mi FlowJo (Tree Star, INCIR. 1. Farkli  numunelerin 13C niikleer manyetik rezonans

Ashland, OR, ABD) ile analiz edildi. spektrumlari . Bireysel hiimik asitler A, B, C, D ve E olarak adlandi r Idi .
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Tablo 1. 13C Nukleer Manyetik Rezonans ile Belirlenen Farkli

Karbon Turlerinin Bagi | Bolluklari (% olarak)

Alkil € O-alkil C Aromatik C Fenolik C Karboksilik C Karbonilik C

d (ppm) 0-45 45-110 110-160 140-160 160-185 185-215
A 13,8 34,2 38,0 14,2 8,1 59

B 32,2 16,7 31,0 11,8 11,6 8,5

C 27,7 16,7 42,0 7.8 8,2 5,4

D 321 9,3 43,0 12,5 13,5 21

VE 1.1 35,2 50,9 21,8 2,3 0,5
Tablo 2. HiUmik Numunelerin Molekiler Agi rli kDagr It mi , Ya Ana Piklerin

Maksimumuna Kargi 1 k Gelen Molekiiler Agi rli k Olarak veya Tim Pik

Arali § naKarsi Ii k Gelen Molekiler Agi rli k Olarak ifade Edilir

numune seti icindeki O-alkil-C ve fenolik ile ilgili gruplardaki nispi
icerigindagr I mi . MW'de énemli bir fark bulunmadi  (Sekil 2;
Tablo 2).

HUmik numunelerin potansiyel farmakolojik etkilerinin

Ornek Ana zirveler (Da) Arall_ kMW (Da) Alan (%) arasti r Imasi ylailgili olarak, ilk olarak, HA'ni n fare splenositleri
A 3,03- 104 1,07- 104-1,10- 105 25 tarafi ndan IL-2 Gretimi Gzerindeki etkilerini 6lctiik. Ozellikle IL-2'yi
1,33+ 104 8,11- 103-2,23- 104 22 6l¢cmemizin iki nedeni vardi : Birincisi, 6nceki makalemizde bu
8,63- 103 3,90 103-1,94- 104 20 sitokine odaklandi k10, bu da yeni numuneleri eski versiyonlarla
430 103 6,50+ 102-213- 104 33 karsi lasti rmami za olanak sagladi . ikincisi, cesitli immin
B 2,69- 104 1,35- 104-591- 104 22 moddulatérlerin ¢ali smalari , IL-2'nin en'si k uyari lan sitokin
1,37- 104 7,06+ 103-2,80- 104 42 oldugunu gdsterdi.
7,60 103 3,75+ 103-1,54- 104 14
4,64- 103 2,06- 103-9,85- 103 13 L . ) )
221 103 7.46- 102546 103 9 IL-2 Uretimi, kontrol ve tedavi edilen farelerden izole edilen
c 268 104 121- 104-688- 104 . .('jallek h”ucr:elerlnln 72 saatllk'blr |r.1 vitro |r1ku.basyonlindan sonra' '
139 104 9,67- 103-2,02- 104 " OlclImustur. Numuneler ya ip enjekte edildiya da agr zdan verildi.
8.26- 103 1,41- 103-5,07- 104 65 Sekil 3'te 6zetlenen veriler, A, B ve C numunelerinin, Concanavalin
1,89+ 103 9,65+ 102-3,43- 103 3 Adile karsi lasti n labilir sekilde IL-2 salgi lanmasi ni
D 233- 104 9,53 103-6,74- 104 42 uyardi g1 ni ve numune E'nin orta diizeyde bir aktivite
5,96 103 597 102-4,91- 104 58 gosterdigini gostermektedir. Numune D'nin neden oldugu
Ve 272- 104 132 104-629- 104 9 stimilasyon vasatti , ancak uyari Imami s hdcrelerin yalni zca
1,49 104 7,61 103-3,12- 104 28 marjinal Gretimi nedeniyle (10 pg/mL'nin alti nda), yine de
7,69 103 2,61- 103-2,28- 104 43 6nemliydi. Oral veya enjekte edilen uygulama arasi nda énemli
2,45- 103 9,20 102-565- 103 20 bir fark gézlenmedi.
. 3 ik deneylerden sonra, hiimoral bagi s1 ki g n
MW, molekdl agr rli gr . .. .. . .. .
guclendirilmesinde HA'ni  n rollne odaklandi k. Deneysel bir
Tablo 3. Humik Asit Numunelerinin Spin Konsantrasyonlari model olarak, oval buminile agi lama kullandi k. HA &rnekleri, iki
intraperitoneal antijen dozu ile birlikte uygulandi ; Freund
HA S _kma/g adjuvani  pozitif kontrol olarak kullani Idi . Sonuglar (Sekil 4),
A 2,45- 1018 tim numunelerin spesifik anti-ovalbumin antikorlari ni n
B 517+ 1018 Uretimini uyardi g1 ni , numune D'nin yine en disuk aktiviteye
c 1.70- 1019 sahip oldugunu gésterdi.
\I/DE ;;2 11811: Bununla birlikte, 6rneklerin hicbirinin himoral bagr s1 kli g
' Freund adjuvant dizeyine (OD 1.31 - 0.19) kadar gu¢lendirmedigi
HA, humik asit. belirtiimelidir.
Tablo 4. Farkli  Himik Asit Ornekleri igin Ana Fourier Déntisimii Ki z1 |6tesi Spektroskopi Bantlari
m (cm-")AB C D VE
O-H germe 3400 +H++ A A
3200 ++ +++ +++ +++ +++
Alifatik C-H germe 2930 + + + +
2850 ++ ++ ++ +
O COORgin gerilmesi 1700 ++ + +H + +
Aromatlk C 7] C titresimi, H-Z] 0 germe 1620 ++ o ++ + o+
bagl kinonlari n C'si
O - H deformasyonu ve fenolik OH'nin C - O gerilmesi 1400 ++ + A ha +
Eterlerin C - O deformasyonu 1100 +++ ++ ++ ++ ++
1050 ++ + + + +
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INCIR. 4. iki ip htimik asit enjeksiyonunun ovalbumine karsi  antikor olusumu
Gzerindeki etkileri. Bireysel hiimik asitler A, B, C, D ve E olarak adlandi ri Idi

A

B
Farelere iki kez (2 hafta arayla) enjekte edildi ve son enjeksiyondan 7 giin
sonra serum toplandi . Ovalbumine karsi spesifik antikorlari n seviyesi,
enzime bagll imminosorbent deneyi ile tespit edildi. Pozitif kontrol olarak

D Freund adjuvani kullani Idi . *Kontrol (yalni zca ov albumin) ve numuneler
arasi nda P £.05 duzeyinde 6nemli farkli I1 klari temsil eder. Tum deneyler
¢ kopya halinde gerceklestirildi.

\AM

HA'n1 n biyolojik etkileri, numunelerle beslenmenin dalak
hicrelerinde apoptozun erken evrelerinin nispi ki smi nda bir
azalmaya neden oldugu bulgusuyla daha da desteklenmistir

(Sekil 5).
Lewis akciger karsinomu hticrelerinin bir modelini kullanarak,
L R T L L HA numuneleri ile tedavinin (ya oral ya da intraperitoneal
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 olarak uygulanan) orta derecede inhibisyona neden oldugunu
V, (mL) ve *%20'ye ulasti g1 ni gdsterdik (Sekil 6). En yiiksek

inhibisyon B ve D numunelerinde bulundu.

Karsi lasti n Idi g nda, 200 mg/kg'li k bir konsantrasyonda

ip olarak uygulanan inhibitér siklofosfamid, %72 inhibisyona neden oldu.
Daha sonra dikkatimizi, 2 hafta boyunca HA (100 Ig/fare) ile

beslemenin takip edildigi deneysel olarak indiklenen

D24 hrip W7 days orally hepatotoksisiteye karsi koruyucu etkilere odakladi k.

INCIR. 2. Yuksek performansli  boyut di slama kromatografisi
kromatogramlart (Ki ri Ima indeksi Dedektor). Bireysel hiimik asitler A,
B, C, D ve E olarak adlandi r Idi .
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INCIR. 3. Interlékin (IL)-2 Gretiminin intraperitoneal (ip) enjeksiyon veya oral Control A B C D E
olarak uygulanan himik asit (100 ug) ile uyari Imasi . Bireysel himik
asitlerde A, B, C, D ve E olarak adlandi ri Idi . Her deger ortalama - standart INCIR. 5. Humik asit veya PBS ile beslenen farelerden izole edilen
sapmay! (SD) temsil eder. Kontrol fosfat tamponlu salin (PBS) grubunda IL-2 splenositlerdeki erken apoptoz fazi ni n nispi ylzdesi.
salgi lanmasi 10 pg/mL'nin altt nda oldugundan, tum farkli It klar Bireysel humik asitler A, B, C, D ve E olarak adlandi ri Imi sti r.

istatistiksel olarak anlamli di r. Farkli It klar *P <.005 seviyesinde 6nemlidir.
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INCIR. 6. Lewis akciger karsinomasi olan C57BI/6 farelerinin hiimik asit tedavisi.

Ucg deneyden elde edilen veriler gésterilmektedir. Her deney icin fareler,
belirtildigi gibi hiimik asit veya siklo fosfamide (CPA) tepki agl si ndan test
edildi. CPA, timor uygulamasi ndan sonraki 10. giinde kullani Idi ; himik asit
numuneleri, timor uygulamasi ndan sonraki 0. giinden 14. gline kadar oral
olarak kullani Idi . Farelerin kontrol grubu guinlik ip PBS aldi . Bireysel hiimik
asitler A, B, C, D ve E olarak adlandi i Idi .

Her deger ortalamay! temsil eder - SD. Tum farkli It klar *P < .05 diizeyinde
anlamh ydi .

LPS'nin (10 mg/kg) ip enjeksiyonu ile. Verilerimiz (Sekil 7), serum
ALT'deki artt s1 n, numune A (%81 inhibisyon) ve B (%50 inhibisyon)
tarafi ndanulasi lan en ytksek inhibisyon seviyesi ile tim numuneler
tarafi ndan inhibe edildigini gésterdi. LPS enjeksiyonu ayri ca ki sa
sureli bir trigliseridemiye (Sekil 8) neden oldu ve bu, HA ile beslenerek
(6zellikle A ve B numuneleri) %82'ye kadar inhibe edildi.

Yukari daki tum sonuglar, HA'ni  n biyolojik aktiviteleri gu¢li bir
sekilde etkiledigini 6ne strdigu igin, normal yara iyilesmesi Gzerindeki
etkisini inceledik. Konfluent olarak blyutilen HaCaT tek tabakalari
cizilerek yaralandi ve bu hcrelerin bir tek tabakay! yeniden
olusturma yetenegini test etmek icin HA numunelerinin varli g1 nda
inkibe edildi. Yaralanmadan yirmi dért saat sonra, HaCaT hcrelerinin
HA ile tedavisi,
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INCIR. 7. Bir kontrol diyeti (kontrol) ile beslenen veya hiimik asit numuneleri ile
desteklenmis farelerde lipopolisakarit yiklemesinden sonra serumdaki alanin
aminotransferaz (ALT) aktivitesi. Bireysel himik asitler A, B, C, D ve E olarak
adlandi i Idi . Degerler, 15 farenin ortalamasi ni  temsil ediyor.
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INCIR. 8. Bir kontrol diyeti (kontrol) ile beslenen veya hiimik asit numuneleri ile
desteklenmis farelerde LPS yuklemesinden sonra trigliseridemi. Bireysel hiimik

asitler A, B, C, D ve E olarak adlandi ri Idi . Degerler, 15 farenin ortalamasi ni
temsil ediyor.

kontrol ile karsi lasti r1 Idi g nda hlcresel iyilesme alani . Sekil 9,
optimal 1 ug/mL dozla elde edilen sonuglari gdstermektedir.

TARTISMA

Turba seklindeki HA'lar1 n eski zamanlardan beri terapétik olarak
kullani Imasi gercegine ragmen, biyolojik etkilerine iliskin bilgimiz
oldukgasi ni rli di rve hatta cogu zaman tarti smali di r (Klocking
tarafi ndan gézden gegirilmistir19). Onceki cali smalar, HA'ni n
mayadan turetilen glukan ile nemli sinerjistik etkilerini géstermistir.10
Bu umut verici sonuclara dayanarak, yeni bir HA numunesi setinin
potansiyel biyolojik etkilerini daha fazla arasti rmaya karar verdik.
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INCIR. 9. Humik asidin HaCaT hiicrelerinin si fi rdan yaralanmasi ndan
rejenerasyon uzerindeki etkisi. Konfluent HaCaT hucreleri cizikle yaralandi ,

yI kandi ve sadece serumsuz bir ortamda (kontrol) veya hiimik asit
numunelerinin (1 ug/mL) varli §1 nda 24 saat boyunca yeniden olusmasi na
izin verildi ve fotograflari  ¢gekildi (A). Yarani n birden ¢ok fotografi elde edildi
ve gorintt analizyazi I mi kullani larak hicresel iyilesme alanlari ni n
ylzdesi belirlendi. Hiicresel geri kazani m alani ni n kontrollinkine gére
yuzdesi 8lcildi. Ug bagi msi z deneyin birlesik sonucu gésterilmistir (B).
Bireysel hiimik asitler A, B, C, D ve E olarak adlandi ri Idi .
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HA dahil olmak tzere cesitliimmunomodulator tiplerinin, sitokinlerin
Uretimini uyarma yetenedi ile birlikte bagi s1 kli k sistemi Gzerinde
hem dogrudan hem de dolayl etkileri oldugu gosterilmistir.10,19
vitro ve dort numunenin, kullani lan uygulamadan bagr msi z olarak
bu sitokinin salgi lanmasi ni gugcla bir sekilde uyardi g1 ni buldu.

Sitokinler, 6nemli huicreler arasi iletisimcilerdir ve bagi s1 kh k
sisteminin farkli bolimleri arasi ndaki bilgi aki s1 ndaki rollerinin,
yeterli dlizeyde savunma reaksiyonlari icin cok 6nemli oldugu
disuntlmektedir. Benzer sekilde, IL'lerin kanserdeki roltne iliskin hem
kanser buylmesini 6nleyici islevlerde hem de kanser biylmesini
tesvik edici 6zelliklerde gosteren ¢ok sayl da rapor mevcuttur.20 Kotu
huylu ilerlemenin dogasi karmasi kti r ve kott huylu hiicreler
tarafi ndan Uretilen sitokinler, otokrin biyltme faktorleri veya
immunomodulatorler olarak islev gorebilir.

HA genellikle hucresel bagr si kh kta test edilmistir ve himoral
dal Uzerindeki potansiyel etkileri hakki nda ¢ok az sey bilinmektedir.
Bu nedenle, numunelerimizin potansiyel stimilasyonunu spesifik bir
antikor tepkisi Uzerinde karsi lasti rdi k. Sonuclari mi z, HA'ni n
Freund adjuvani kadar gi¢lu bir adjuvan olmamasi na ragmen, bu
etkilerin yine de 6nemli oldugunu (6rnek D haric) ve 6nceki
cali smadakinden daha guclii oldugunu gésterdi.10 Onceki

deneylerimiz, meme kanseri blylimesinin inhibisyonu Gzerinde
olasi etkiler 6nerdi., ancak yalni zca glukan varli g nda.10 Bu
nedenle, temelde farkli olan bu dort 6rnegin, glukan varli g
olmadan Lewis huicrelerinin metastatik bdyumesini énemli élctude
engelledigini gérmek ilgincti. Apoptozun uyari Imasi , anti-neoplastik
Ozelliklere sahip herhangi bir molekul icin adaylardan biri olarak kabul
edilir.21 Ancak, dalak hicrelerinin HA kaynakli  apoptozisi
sonuglari mi z bu hipotezi desteklememektedir.

HA'nI nyara iyilesme sureci Gzerindeki etkisinin arasti ri Imasi na
olanak saglamak icin basit bir ¢izik-yara modeli kullani Idi .
Eksojen olarak eklenen HA'ni n etkisi, tek tabakani n yenilenmesi
Uzerinde test edilmistir. HA'n1 nvarli g1 ni n dikkate deger etkisini
gorduk. Bununla birlikte, HA'n1 nyara iyilesmesinin rejenerasyon
surecini nasi | gelistirdigi tam olarak agi  k degildir. HaCaT hicrelerinin
proliferasyonunda herhangi bir arti 1 n gézlenmedigi gercegine
dayanarak, sorumlu mekanizmani n proliferasyonun otokrin
stimulasyonu degil, sitokinlerin parakrin stimilasyonu olabilecegini
tahmin edebiliriz.

LPS ile indUklenen hepatotoksisite, bireysel bilesenler tarafi ndan
olasi hepatoproteksiyonun test edilmesi icin yaygl n bir deneysel
yaklasi mdi r.22,23 Karaciger, sepsis sonrasi  ¢oklu organ
disfonksiyonunun gelisiminde 6nemli bir organdi r.24 Verilerimiz, LPS
yuklemesinden sonraki glisemik prolife, benzer sonuclarla korele
oldugunu gostermektedir. Bosch ve ark.24 tarafi ndan agi klanan
sonuglar Hem gegici hipergliseminin hem de ALT dlzeylerinin HA

alifatik ve/veya aromatik alanlarda oksijen iceren alkil gruplari (esas
olarak karbonhidratlar). Bu anlamda, fenol ve oksijen fenolik iligkili
gruplarda en ytiksek konsantrasyona sahip olan E numunesi, incelenen
biyolojik parametreler tizerinde ilgili bir diferansiyel etki géstermedi.
Asli nda, genel olarak, cali si lan ana farmakolojik aktivitelerle ilgili
etkinlik si rasi A >B>C>E > D seklindeydi. Yalni zca yara iyilesmesinin
rejenerasyon surecinde, si ra degisti: D >E >C>B> A. Bununla birlikte,
Aile D'yi karsi lasti rdi @1 mi zda, A'ni n oksijen-alkil C
konsantrasyonunun D numunesinden ¢ok daha yuksek oldugunu,

oysa fenol-C'nin nispi konsantrasyonunun D'de daha ylksek oldugunu
ve nispi karboksilik konsantrasyonunun oldugunu gézlemledik. -C ve
karbonilik-C birbirine benzerdi. Bu sonug, oksijen alkil-C gruplari ni n
varli @i ni nHA'ni ntemel farmakolojik etkilerini agi klamak igin
6nemli oldugunu distndurmektedir. O-alkil fonksiyonel gruplari ni n
dogasi ileilgili olarak, laboratuvari mi zdayapi lan 6nceki

¢ali smalar bunlari n karbonhidratlarla ilgili olabilecegini
dustindUrmustur.

Karboksilik ve karbonilik gruplari n potansiyel tabani ile ilgili
olarak, Ave Eyapi lart ni karsi lasti rdi g mi zda, A'ni n
karboksilik-karbonilik fonksiyonel gruplari n gérece konsantrasyonunun
daha yuksek oldugunu gézlemledik; ancak, A ve D arasi nda fark
yoktu. Bu sonuglar, bu fonksiyonel gruplari n himik biyolojik aktivite
icin gerekli olmasa da bazi roller oynayabilecegini gosterdi. Bu sonug,
B ve Cyapi sal 6zelliklerinin A'ni nkilerle karsi lasti ri Imasi ndan
elde edilen sonugclarla desteklenmektedir. Boylece B, A'dan daha
yuksek bir karboksilik karbonilik fonksiyonel grup konsantrasyonu
sunmustur ve C, A'ni nkine benzer degerler sunmustur. Bununla
birlikte, hem B hem de C, O-alkil-fonksiyonel gruplari n daha disuk
bir nispi konsantrasyonunu sunarak, bu yapi sal alani n énemli
rolind vurgulami st r.

Ote yandan, HA'lar1 n ana farmakolojik aktivitesi ile bunlari n
toplam alifasite veya aromatiklik derecesi, molekiler boyut dagi i mi
(gorunur MW) ve kararli  serbest radikal icerigi arasi nda net bir iligki
yoktu.

Birlikte ele ali ndi g1 nda, bu sonuglar, O-alkil ile ilgili fonksiyonel
gruplart nvarli g ni n, bu HA setinin ana farmakolojik etkilerinin
ifadesinde 6nemli bir rol oynadi g1 ni géstermektedir. Bu fonksiyonel
gruplar esas olarak karbonhidratlari icerebilir. Bu gercegdin, belirli
karbonhidratlart nbagr si kli k modulatorleri olarak roli ile bazi
iliskileri olabilir.10,18,20 Verilerimizi 6zetlemek gerekirse, raporumuz

HA'lari n ok gesitli pleiotropik biyolojik etkiler gosterdigini 6ne
suruyor. Hepatoprotektif etkiler 6zellikle ilgi ¢ekicidir ve bu etkilerin
mekanizmalari ni ag klamaya ¢ali san deneyler halen devam
etmektedir.

YAZAR ACIKLAMA BEYANI

tarafi ndan dustrilmesi, agi k bir sekilde hepatoproteksiyonun bir isaretidir. VV ve AV'nin ¢i kar ¢ati smasi  yoktur; MF, RB, JMG-M. ve J.-CY,

HA'n1 n IL-2 Uretimi Gzerindeki bilinen etkileri, hepatoproteksiyonun
sitokin inhibisyonunun etkisi olabilecegini disindUrmustur.

Test edilen HA'ni n farmakolojik aktivitesi ile yapi sal 6zellikleri
arasi ndaki iligki ile ilgili olarak sonuclar, HA farmakolojik aktivitesinin
dogrudan fenol gruplari yla degil,

Timac Agro International tarafi ndan istihdam edilmektedir. Cali sma
ki smen Timac Agro (hiimik asit numunelerinin hazi rlanmasi ,
izolasyonu ve karakterizasyonu) ve ki smen de NIH hibesi
#5R21CA141190-02 tarafi ndan finanse edildi.

Finansoérlerin cali sma tasari mi nda, veri toplama ve analizinde,
yayl nlama karari nda veya taslagi nhazi rlanmasi nda higbir rold
yoktu.
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