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Ferulik asitin lipopolisakkaridaz ile induklenmis insan l6semi monositik
hiicrelerinde sitokin salinimina etkisi

Effect of ferulic acid on cytokine release in human leukemia monocytic cells
induced with lipopolysaccharides
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Amag: Makrofajlar dogal immuin cevabi baslatan ve patojenle ilk temasta bulunan hicreler olarak
kabul edilmektedir. Hem hiicreler arasi iliskiler hem de inflamatuar mediyatorlerin salinimi yoluyla
dogal immiin ve inflamatuar yanitta etkin rol oynamaktadirlar. insan THP-1 [ésemi monositik hiicreleri,
makrofajlarin in vitro olarak fonksiyonlarini, mekanizmalarini ve sinyal yollarini arastirmak igin en c¢ok
kullanilan hicre dizisidir. Lipopolisakkarit makrofaj farklilasmasini baslatmak icin yaygin olarak
kullanilan uyaricilar arasinda yer almaktadir. Ferulik asidin, indtklenebilir nitrik oksit sentaz, kaspazlar
ve siklooksijenaz (COX)-2 dahil olmak Uzere proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu ve/veya
aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, lipopolisakkarit ile indiklenen THP-1 monosit
hicrelerinde Ferulik asidin sitokin (COX-1, IL-la, IL-18, TNF-a, IL-6, IL-10, NF-kB ve IFN-y) dizeyleri
Uzerindeki etkisini aragtirmayi amagladik.

Gere¢ ve Yontem: TNF alfa seviyeleri farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda LPS eklenerek
Olclldi ve en uygun konsantrasyon ve sure belirlendi. COX-1, IL-la, IL-IB, TNF-a, IL-6, IL-10, NF-kB ve
IFN-y'nin sitokin miktarlari, inkibasyon surelerinin sonunda toplanan supernatanlarda ELISA ile
olguldu.

Bulgular: Ferulik asidin, NF-kB inhibisyonu ile lipopolisakkarit ile indiklenen THP-1 hicrelerinde artan
TNF-q, IL-la ve IL-IB ekspresyonunu inhibe ettigini bulduk.

Sonug: Ferulik asidin LPS ile indiklenen THP-1 hicrelerinde sitokin salinimi Uzerindeki etkisinin
gOsterilmesi, asiri inflamatuar yanitin tedavisinde ve oto-immiin hastaliklara karsi korunmada etkili
olabilecegini dusundurdu

Anahtar Sozciikler: THP-1 hlicreleri, sitokin, lipopolisakkarit, makrofaj hlcreleri.

ABSTRACT

Aim: Macrophages are accepted as cells that initially contact with the pathogens and initiate the
innate immune response. They play effective roles in innate immune and inflammatory responses by
intercellular relations and inflammatory mediator secretion. Human THP-1 leukemia monocytic cells
are frequently used for the in vitro determination of the signal pathways, and the functions of
macrophages. Lipopolysaccharide is commonly used to induce macrophage differentiation of
monocytic cell lines but the extent of differentiation in comparison to primary tissue macrophages is
unclear.

Sorumlu yazar: Burak Durmaz
Ege Universitesi Tip Fakultesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali,

izmir, Tiirkiye
E-posta: burakdurmaz108@gmail.com
Basvuru tarihi: 20.10.2020 Kabul tarihi: 30.11.2020

39


https://orcid.org/0000-0002-5793-4993
https://orcid.org/0000-0002-5285-3641
https://orcid.org/0000-0002-8012-0445
https://orcid.org/0000-0002-7110-3379
https://orcid.org/0000-0003-0612-2263
https://orcid.org/0000-0002-9868-4716
https://orcid.org/0000-0002-6383-6724
https://orcid.org/0000-0002-5793-4993
https://orcid.org/0000-0002-5285-3641
https://orcid.org/0000-0002-8012-0445
https://orcid.org/0000-0002-7110-3379
https://orcid.org/0000-0003-0612-2263
https://orcid.org/0000-0002-9868-4716
https://orcid.org/0000-0002-6383-6724
https://orcid.org/0000-0002-5793-4993
https://orcid.org/0000-0002-5285-3641
https://orcid.org/0000-0002-8012-0445
https://orcid.org/0000-0002-7110-3379
https://orcid.org/0000-0003-0612-2263
https://orcid.org/0000-0002-9868-4716
https://orcid.org/0000-0002-6383-6724
https://orcid.org/0000-0002-5793-4993
https://orcid.org/0000-0002-5285-3641
https://orcid.org/0000-0002-8012-0445
https://orcid.org/0000-0002-7110-3379
https://orcid.org/0000-0003-0612-2263
https://orcid.org/0000-0002-9868-4716
https://orcid.org/0000-0002-6383-6724
https://orcid.org/0000-0002-5793-4993
https://orcid.org/0000-0002-5285-3641
https://orcid.org/0000-0002-8012-0445
https://orcid.org/0000-0002-7110-3379
https://orcid.org/0000-0003-0612-2263
https://orcid.org/0000-0002-9868-4716
https://orcid.org/0000-0002-6383-6724
https://orcid.org/0000-0002-5793-4993
https://orcid.org/0000-0002-5285-3641
https://orcid.org/0000-0002-8012-0445
https://orcid.org/0000-0002-7110-3379
https://orcid.org/0000-0003-0612-2263
https://orcid.org/0000-0002-9868-4716
https://orcid.org/0000-0002-6383-6724
https://orcid.org/0000-0002-5793-4993
https://orcid.org/0000-0002-5285-3641
https://orcid.org/0000-0002-8012-0445
https://orcid.org/0000-0002-7110-3379
https://orcid.org/0000-0003-0612-2263
https://orcid.org/0000-0002-9868-4716
https://orcid.org/0000-0002-6383-6724
https://orcid.org/0000-0002-5793-4993
https://orcid.org/0000-0002-5285-3641
https://orcid.org/0000-0002-8012-0445
https://orcid.org/0000-0002-7110-3379
https://orcid.org/0000-0003-0612-2263
https://orcid.org/0000-0002-9868-4716
https://orcid.org/0000-0002-6383-6724

Ferulic acid (FA) is known to inhibit the expression and / or activity of proinflammatory cytokines,
including inducible nitric oxide synthase, caspases, and cyclooxygenase (COX)-2. In this study, we
aimed to investigate the effect of Ferulic acid on cytokine (COX-1, IL-1a, IL-18, TNF-a, IL-6, IL-10, NF-
kB and IFN-y) levels in lipopolysaccharide induced THP-1 monocyte cells.

Materials and Methods: TNF alpha levels were measured by performing applications at different
concentrations and times, and the most appropriate concentration and duration were determined.
Cytokine levels of COX-1, IL-1a, IL-18, TNF-a, IL-6, IL-10, NF-kB and IFN-y were measured by ELISA
in supernatants collected at the end of incubation times from wells.

Results: We have found that ferulic acid inhibits the expression of TNF-a, IL-1a and IL-18 in LPS-

induced macrophages by inhibition of NF-kB.

Conclusion: It has been found that the effect of ferulic acid on cytokine release in LPS-induced THP-
1 cells may be effective in the treatment of excessive inflammatory response and protection against

auto-immune diseases.

Keywords: THP-1 cell, cytokine, LPS, macrophage cell.

GiRiS
Ferulik asit (Trans-4-hidroksi-3-metoksisinnamik
asit; FA; molekuler agirhk 194.18) fenolik asitler
ailesindendir ve sebze, meyve ve kahve gibi bazi
iceceklerde yaygin olarak bulunur (1). Dusuk
toksisiteye sahip olan ferulik asit (FA) insan
vicudunda absorbe edilebilr ve kolayca
metabolize edilebilir (2). Oral alimdan sonra FA
hizla emilir ve 30 dakika iginde pik plazma
konsantrasyonuna ulasir (3). Yapilan ¢alismalar,
FA'nin serbest radikalleri temizleyerek ve
sitoprotektif sistemlerin dlzenlenmesi yoluyla
hicre stres yanitini artirarak gugla bir antioksidan
gbrevi yaptigini gostermistir. Hem serbest formda
bulunur hem de lignin ve diger biyopolimerlere
kovalent olarak baglanir. Fenolik cekirdegi ve
uzatilmig bir yan zincir konjugasyonu nedeniyle,
kuvvetli antioksidan potansiyeli bulunmaktadir.
Ayrica FA'nin, indiklenebilir nitrik oksit sentaz,
kaspazlar ve siklooksijenaz-2 dahil olmak Uzere
bir ¢ok proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
ve/veya aktivitesini inhibe ettigi gdsterilmigtir.
Antioksidan  6zelliklerine  dayanilarak, FA
Alzheimer hastaligi, kanser, kardiyovaskuler
hastaliklar, diabetes mellitus ve cilt hastaligi gibi
bircok hastalik igin potansiyel bir tedavi olarak
Onerilmistir. Ferulik asidin hicre buyUmesini ve
¢ogalmasini  duzenleme, serbest radikalleri
temizleme, sitoprotektif enzimleri uyarma ve
sitotoksik sistemleri hem in vitro hem de in vivo
deneysel olarak inhibe etme kabiliyeti nedeniyle,
kanser tedavisinde potansiyel adjuvan rol
oynadigdi 6ne surlilmustur (4, 5).

inflamasyon, yabanci molekdllere karsi
organizmanin ilk cevabidir (6). Makrofajlar,
mikroorganizmalari ve 6lU hicreleri tanidiklar ve
interlékin-1 (IL-1), TNF-a, Interlékin-6 (IL-6),
Prostaglandin E2 (PGE2) ve nitrik oksit (NO) gibi
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cesitli proinflamatuar aracilar urettikleri igin bu
surecin baslangicinda buyik rol oynamaktadir
(7). Bu aracilar endotel hicrelerini aktive eder ve
patojene karsl savasan ve daha fazla inflamatuar
molekl tGreten monositler ve nétrofiller gibi daha
fazla hlcrenin gelisine izin verir (8-10).
Makrofajlarin Toll benzeri reseptér (TLR) dahil
olmak Uzere farkli patojen tanima reseptorleri
vardir  (11). Lipopolisakkarit (LPS), TLR4
tarafindan taninir ve nikleer faktér NFk-(3,
aktivator protein 1 ve interferon dizenleyici
faktorler gibi transkripsiyon faktérlerini, NF-kB'nin
aktivasyonuna ve proinflamatuar sitokin tretimine
yol agan bir sinyal yolu ile veya Miyeloid
farkllasma birincil yanit geni 88 (MyD88)
aracihiyla aktive eder (12).

Sitokinler, bagisiklik sisteminde ag iletisimi igin
gerekli olan o6nemli araci  proteinleridir.
Proinflamatuar ve anti-inflamatuar etkileri olan
sitokinler, lenfositler (Lenfokinler) veya monositler
(Monokinler) tarafindan Uretilirler. Kemotaktik
aktiviteye sahip sitokinler kemokinler olarak
adlandirilir. Proinflamatuar sitokinler (IL-18, IL-2,
TNF-alfa, IL-6, IL-8, IFN-y) ve antiinflamatuar
sitokinler (IL-10, IL-4, TGF TG) arasindaki
dengenin, immudn yanit homeostazinda ve birgok
hastaligin nedeni olarak goésterilen inflamasyonda
énemli oldugu distiniilmektedir (13). in vivo ve in
vitro ¢alismalar, polifenollerin, TNF-a, IL-1-3 ve
IL-6'nin inhibisyonu gibi birgok inflamatuar yanit
regulatérinu inhibe  ederek  makrofajlari
etkiledigini gostermektedir (14).

Fenolik  asitler  sitokinlerin  salgilanmasini
etkileyerek 6nemli bir antiinflamatuar etki
gosterirler. Cesitli fenoliklerin, LPS ile aktive

edilmis fare primer makrofajlari, aktif insan mast
hicreleri, aktif insan astrositleri, insan sinoviyal
hicreleri ve insan periferal kan mononikleer
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hdcreleri gibi ¢oklu hlcre tiplerindeki cesitli pro-
inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin (TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-8 ve monosit kemoatraktan protein-1

(MCP-1) ekspresyonunu inhibe edebildigi
bulunmustur (15-19).
Benzer sekilde; bitkilerden izole edilmis

polifenolik bilesiklerin (Apigenin ve Kuersetin)
THP-1 makrofajlarinda IL-6 ve TNF-a Uretimini
azaltarak antiinflamatuar aktivite gosterdigi
bildirilmistir (20). TNF-a seviyelerindeki azalma
akut inflamatuar cevabi sinirlandirmaktadir (21,
22). IFN-y gibi diger sitokinler de bazi polifenoller
tarafindan inhibe edilebilir. Ornegin, kaempferol,
dalak hucrelerinde ve T hucre hatlarinda IFN-y
uretimini doza bagh azaltmaktadir (23). Bazi
polifenoller, kuersetin ve katesinler gibi pro- ve
antiinflamatuar sitokinlerin  Gretimi arasindaki
denge uzerinde etkilerini gosterir, TNF-alfa ve IL-
1'i inhibe ederken IL-10 salimini arttirirlar.
inflamatuar sitokinlerin  modiilasyonu, genel
olarak polifenollerin imminomodulatér etkilerini
sergiledigi  yaygin mekanizmalardan  biridir
(24,15). Bu calismada ise fenolik birlesiklerden
biri olan FA'nin, LPS ile induklenmis THP-1
hicrelerinde sitokin salinimina etkisine bakilarak

antioksidan ve anti-inflamatuar etkisi
arastinimistir.

GEREG VE YONTEM

1. Kimyasallar

Bu calismada; anti-inflamatuar aktivite

belirlenmesi igin makrofaj hiicre kultiri “human
monocytic cell line, THP-1”" hiicre hatti kullanildi.
McCoy’s 5A, Fetal Bovine Serum,
Penicilin/Streptomycin,  L-Glutamin,  Trypsin-
EDTA Capricorn Scientific’den. Ferulik asid ve
Dimetil Sulfoksit (DMSO) Sigma’dan; WST-8 Cell
Proliferation Assay Kit Cayman Chemical'dan
temin edildi.

2. Sitotoksisite ve Hiicre Canlihgi Analizi

2.1. Hiicre Canliligi Analizi

Hucre canhhk testi tripan mavisi kullanilarak
yapildi. Bu amag ile hiicreler -80 °C sogutucudan
cikartilip hizla ¢ézduirulerek, 2 mM L-glutamine,
%10 fetal bovine serum ve %2 penisilin-
streptomisin ilaveli DMEM besi yerinde ¢ogaltildi.
Hicreler 37 °C ve %5 CO,li ortamda inklbe
edilerek, dizenli araliklarla pasajlandi. Hicrelerin
canliliklarini ve sayilarini kontrol etmek igin,
Tripan mavisi boyasi uygulandi. Bunun igin, 50 pl
suspanse hicreye 50 pl boya karistirilip, 151k
mikroskobu ile hicrelerin canliligina ve sayisina
"Neubauer" lami ile bakildi. "Neubauer"
lamindaki 4x4' Ik karelerden olugan dort adet
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alan sayildi. Hlcre zari batlnlagad bozuldugu igin
Tripan mavisi boyasini igine alan ve mavi renkte
gérinen hdcreler o6la, hicre zarn  yapisi
bozulmayan hicreler ise boyayi icine almadigi
icin canli olarak kabul edildi. Sayilan canli
hicrelerin ~ toplamlarinin  ortalamasini  alip
dilisyon faktéri ve 20.000 ile carpip, ml'deki
canli hicre sayisi hesaplandi. Canl hucre
sayisinin toplam hicre sayisina % olarak
oranlanmasiyla da hicre canlihdi hesaplandi.

2.2. Sitotoksisite Analizi

Etken maddenin her bir hiicre kultliru Uzerinde
sitotoksisitesini saptamak icin WST-8 (WST-8

Cell Proliferation Reagent,-Cayman) yoéntemi
kullanildi.  Hucreler  96-kuyucuklu  plaklara
baslangic yogunlugu 1 mlde 3x10° olacak

sekilde hesaplanip her bir kuyucuga 100 ul
dagitilarak ve Uzerine 100 pl igerisinde belirli
dozlarda (100, 250, 350, 500, 650, 800 ug/ml )
etken madde (Ferulik asit) iceren ortam
eklenerek toplam 200 pl'ye tamamlandi.

Sitotoksisite analizi i¢in deney 24, 48 ve 72. saat
olmak Uzere U¢ gunlik kuruldu. Her ¢ gunin
inkiibasyonundan sonra 10 upl WST-8 (Water
Soluble Tetrazolium Salt-8) sollisyonu eklenerek
4 saat sonunda mikro plaka okuyucuda
(Multiskan FC, Thermo) 450 nm absorbans 620
nm referans araliginda okuma yapildi

2.3. LPS ile indiiklenen THP-1 Hiicrelerinde
Sitokin Miktarlarinin Belirlenmesi

“Insan monositik hiicre hatti, THP-1”, 1sI ile
inaktive edilmis %10 fetal bovin serum, 100 U/mL
penisilin ve 100 wug/mL streptomisin eklenen
Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-
1640) ortaminda, 37 °C'de %5 CO, ile
nemlendirilmis inktbatorde kiltirlendi.

“Insan monositik hiicre hatti, THP-1?, hiicreleri,
inflamasyonu uyarmak icin kullanilmasi gereken
LPS konsantrasyonu belirlenmesi c¢alismalari
yapildi. Literatirde, LPS ile THP-1 hicrelerinin
aktivasyonuna yoénelik yuratilen g¢alismalarda
farkl konsantrasyonlarda ve surelerde
uygulamalar vyapilarak TNF alfa dlzeyleri
Olcilimis ve en uygun konsantrasyon ve sure
belirlenmistir (Tablo-1).

Bu calismada uygun konsantrasyon ve sureyi
belirleyebilmek i¢in 0-2 mikrogram/mL araliyinda
(0.1, 0.5, 2 ve 2 mikrogram/mL
konsantrasyonlarda) LPS, THP-1 hdcrelerine
ekleyerek 1-24 saat araliginda farkli zamanlarda
(1, 2, 3, 4, 6, 18 ve 24 saat) TNF alfa élgimi
yapildi (Sekil-1).
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Sekil-1. Farkl konsantrasyonlarda ve siirede (1, 2, 3, 4, 6, 18, 24 saat)
LPS uygulamasi ile TNF alfa diizeyindeki degisimler.

Tablo-1. Yapilan literatiir taramasinda kullanilan LPS
konsantrasyonlari.

Hiicre LPS Siire Kaynak
hatti konsantrasyonu (saat)

Eélw 1000 ng/mL 22 (166)
THP-1 100 ng/mL 6 (167)
THP-1 100 ng/mL 24 (168)
THP-1 200 ng/mL 24 (169)
THP-1 1000 ng/mL 4 (170)
THP-1 1000 ng/mL 48 (171)
THP-1 10000 ng/mL 4 172)

100 ng/mL konsantrasyonda en yiksek TNF alfa
dizeyi 4. saatte elde edilirken, 500 ve 1000
ng/mL LPS ile en yuksek TNF alfa dizeyi 3.
Saatte ve 2000 ng/mL konsantrasyonda ise en
yuksek TNF alfa dizeyi 2. saatte elde edildi.
2000 ng/mL konsantrasyonunda elde edilen TNF
alfa ylUksekligi daha slrekli oldugu igin
calismamizda 2000 ng/mL konsantrasyon ve 2
saatlik slre enflamasyon olusumunu uyarmak
icin segildi.

Normal ve aktive olmus THP-1 hucreleri 1 saat
suresince 6nceden belirlenmis konsantrasyonda
ferulik asit ile muamele edildi. LPS (2000 ng/mL)
iceren, ferulik asit icermeyen kuyucuk ferulik asit
etkisini karsilastirmak icin kullanildi. Ayrica higbir
sey icermeyen kuyucuk kontrol olarak kabul edildi

2.3.2.Sitokin Analizi

LPS ile uyariimis ve uyariimamis “Human
monocytic cell line, THP-1”, hiicreleri (1x10%/mL)
ferulik asit ile 1 saat suresince inkube edildikten
sonra alinan orneklerde analizler gergeklestirildi.
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LPS (2000 ng/mL) iceren, ferulik asit icermeyen
kuyucuk ferulik asidin etkisini karsilastirmak igin
kullanildi. Ayrica higbir sey icermeyen kuyucuk
kontrol olarak kabul edildi. Hicre kdltirinde
ferulik asit ile muamele sonucunda agiga gikan
inflamatuar sitokinlerin (Siklooksijenaz-1 (COX),
IL-1a, IL-18, NF-kB, IL-6, IL-10, TNF-a ve IFN-y)
dizeylerindeki degisimler hicre kultard
stpernatantinda ELISA kiti kullanilarak belirlendi.

Sitokin analizlerinde kullanilan LPS, FA ve
mersin bitkisi dozlari;

e LPS ile uyariimis hicre hatti (LPS dozu: 2000
ng/mL)

e Ferulik asit (Ferulik asit konsantrasyonu: 500
Mg/mL)

2.4 istatistik

Hucre kdltdrinde elde edilen absorbans degerleri
% canlilik ve % sitotoksisiteye gevrilmig, grafikleri
Graphpad v5 programinda cizilmigtir. Verilerin
analizinde iki-ydnli ANOVA testi ve post test
olarak Bonferroni testi kullaniimigstir. 1Csq
degerleri ise CalcuSyn (Biosoft) yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir.

BULGULAR

1. Hiicre Kiiltiiriinde Gergeklestirilen Analiz
Sonuglari

1.1. Sitotoksisite ve Hiicre Canliligi Analiz
Sonuglari (Toksik doz belirlenmesi)

Ferulik asidin THP-1 akut monositik 16semi hicre
hattindaki 100, 250, 350, 500, 650, 800 pg/ml
konsantrasyonlarinin sitotoksik etkileri Sekil-2,-3
ve -4 de sunulmustur.

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine
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% sitotoksite

Ferulik asit (ng/mL), 24. saat

Sekil-2. Ferulik asidin THP-1 hicre hatti Uzerinde 24,

Ferulik asit (ung/mL), 72. saat

saat sitotoksik etki degerleri*** : p < 0,001 Sekil-4. Ferulik asidin THP-1 hicre hatti lizerinde 72

saat sitotoksik etki degerleri** : p 0,01, *** :

1

% sitotoksite

oo

80
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p < 0,001

THP-1 hicre hatti Gzerinde ferulik asidin 24, 48
ve 72. saatlerdeki IC50 degerleri sirasiyla 291,6;
284,1; 287,4 pg/ml olarak hesaplanmistir.

1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Sitokin Sonuglari

Hucre kultirinde sitokin analizi sonuglari Sekil-5,
i 6,7,8,9, 10, 11 ve 12 de sunulmustur.

Sekil-3. Ferulik asidin THP-1 hiicre hatti lizerinde 48,
saat sitotoksik etki degerleri*** : p < 0,001

—
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Kontrol LPS Ferulik Ferulik+LPS

Sekil-5. IL-1a (ng/l) sonuglart.
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Konsantrasyon pg/ml

IL-1B
Kontrol LPS Ferulik Ferulik+LPS

Sekil-6. IL-1B (pg/ml) sonuglari.
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Sekil-7. NFkB (ng/ml) sonuglari.
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Sekil-8. IL-6 (ng/ml) sonuglari.
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Sekil-9. TNF-a (pg/ml) sonuglari.
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Sekil-10. IFN-y (ng/ml) sonuglari.
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Sekil-12. COX-1 sonuglart.

LPS ile uyarilan hucrelerin IL-1a seviyelerinde
Kontrol ve diger gruplara goére artis gOsterdigi
goéraldi (*;p < 0,05). Diger oOrneklerde IL-1a
seviyesi Kontrole gbére dusus gosterdi ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

IL-18 sonuglari incelendiginde; LPS+FA, IL-18
seviyelerinin kontrole goére duslis gosterdigi
goruldi ve istatistiksel olarak anlamh fark (LSD
testi) bulundu (*;p < 0,05).

LPS ile uyarilan hicrelerin NFk-B seviyelerinin
Kontrole gore artis goOsterdigi fakat istatistiksel
olarak anlamli olmadigi goéruldi. Diger érneklerde
NFk-B seviyeleri Kontrol ve LPS grubuna gore
disls gosterdi ve FA+LPS ornegi istatistiksel
olarak anlamli dusuk bulundu (*;p < 0,05).

LPS grubu IL-6 seviyeleri Kontrol grubuna gore
artis gosterse de istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. Ferulik asit IL-6 seviyesi, LPS
grubuna goére dusls goOsterse de istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi.

LPS grubunun TNF-a seviyesinin Kontrol grubu
ve diger gruplara gére énemli bir artis gosterdigi
gorulda ve LPS ile diger butin gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark bulundu (p < 0,01).
Ferulik asit, FA+LPS, TNF-a seviyeleri Kontrol
grubuna gore disUs goOsterdi ve istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu.

Cilt 60 Sayi 1, Mart 2021 / Volume 60 Issue 1, March 2021

LPS grubunun IFN-y seviyelerinde Kontrol
grubuna ve diger gruplara gore artis gosterdigi
gorilda. Ferulik asit eklenmesi IFN-y seviyelerini
etkilemedi.

LPS grubunun IL-10 seviyelerinde Kontrol
grubuna gore hafif bir artis gorilse de istatistiksel
olarak anlamli degildi.

COX-1 sonuglar incelendiginde; LPS grubunun
Siklooksijenaz seviyesinin Kontrol grubu ve diger
gruplara gore anlamh artis gosterdigi gorulda ve
LPS ile ferulik asit arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (*, p < 0,05). Ferulik asit,
FA+LPS, COX-1 seviyeleri Kontrol grubuna goére
dislUs gosterdi ve istatistiksel olarak anlamh bir
fark g6zlenmistir.

TARTISMA

LPS guglu bir inflamasyon indukleyicisidir ve
hicrelerin LPS ile indiklenmesi inflamasyonu
yaygin sekilde artirabilir. LPS, TNF-a, IL-1a, IL-
18 ve IL-6'yi iceren pro-inflamatuar sitokinlerin
seviyelerini arttinr. interleukinler ilk olarak,
lektinlere karst T hicre yanitini  arttiran
lipopolisakarit (LPS) ile inkiibe edilmis |6kositler
tarafindan Uretilen pirojenik molekuller olarak
tanimlanmistir (25,26). Bu calismada LPS ile
indikleme ile olusturulan inflamatuar yanitta
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FA'nin inflamatuar sitokinler Uzerindeki etkisi
arastinilmis ve ferulik asidin bazi inflamatuar
molekdlleri baskilayarak anti inflamatuar etki
gOsterdigi ortaya konmustur.

Calismada kullanilan FA (4-hidroksi-3-metoksi
sinamik asit), kimyasal yapisinda fenolik gruba
sahip dogal bir bilesiktir. Antioksidan 6zelliklerine
ek olarak, yapilan arastirmalar FA'nin ayni
zamanda antikanserojen (27), antiinflamatuar,
anti-mutajenik  (28) etkilere sahip oldugunu
gostermistir.  Ferulik asit, hidroksi, superoksit
radikalleri, NO ve peroksinitriti temizleyerek
antioksidan aktivitesini gostermektedir (29). Bizim
calismamizda THP-1 hicrelerine ve LPS ile
indUklenen hucrelere FA eklenmesi IL-1 alfa, IL-
lbeta, TNF alfa, ve siklooksijenaz dizeylerini
distrmustar. Ferulik asit IFN gama, NFkappa-j,
IL-6 duzeylerinde anlamh bir degisiklige neden
olmamis, ancak LPS ile indiiklenen hiicrelerde
FA eklenmesi NFkappa-B dizeyini digirmustir.
iiging olarak LPS ile indiiklenen hiicrelerde FA
eklenmesi IL-10 dlzeylerinde artisa yol agmistir.

inflamatuar yanitta makrofajlar, pro-inflamatuar
sitokinlerin Uretimi yoluyla 6nemli bir rol oynar.
TNF-o'daki artis pro-inflamatuar sitokin
sekresyonunu arttirir ve adiponektin gibi anti-
inflamatuar sitokinleri azaltir (30, 31). Calisma
sonuglarimiza benzer sekilde, Gerin ve ark.
yapmis olduklari ¢alismada FA'nin formaldehit

kaynakli hepatotoksisite Uzerindeki koruyucu
etkilerini incelemek amaciyla doku superoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri, doku

malondialdehit (MDA) seviyeleri ve serum TNF-q,
IL-6, IL-1, IL-8, toplam protein, seviyelerini
olgmuslerdir. Ferulik asit tedavisinin MDA ve
sitokin duzeylerini (IL-6, TNF-a, IL-1, IL-8)
disirduguni ve ozellikle IL-18
konsantrasyonlarini  disurdigiani belirtmislerdir
(32). Szulc-Kielbik ve ark. alfa lipoik asitin (ALA),
ferulik asit’in serbest radikal temizleme kapasitesi
ve anti-inflamatuar aktivitelerini incelemislerdir.
Hem ALA hem de FAnin, inflamatuar
makrofajlarin varlidinda reaktif oksijen turlerinin
(ROS) olusumunu sinirladigini ve  FA’nin,
proinflamatuar IL-18 ve IL-6'nin lipopolisakarit ile
aktive edilen makrofajlarla salimini azaltigini
bildirmislerdir (33). Zzhang ve ark. FA’nin akut
solunum sikintisi sendromu (ARDS),
profilaksisinde faydali olup olmadigini arastirmak
amaci ile LPS uygulamasini kullanarak bir ARDS
sigan modeli olusturmuslardir. FA tedavisinin,
LPS kaynakh akciger BALF'de IL-18, IL-6, TNF-
a’yi  baskiladigini  ve IL-10 salgilanmasini
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arttirdidi ve bdylece bir anti-inflamatuar etki
gosterdigini  bildirmiglerdir. ~ Ferulik  asidin
malondialdehit ve myeloperoksidaz seviyelerini
baskiladigi ve toplam antioksidan kapasitesini
yukselttigi bildirilmistir (34).

Hem IL-1 alfa hem de IL-1B, IL-1R Uzerinden
sinyal verir. Pro IL-1B'in kaspaz-1 ile bélinmesi
biyoaktif IL-13 tUretmek i¢in gerekliyken, hem pro-
IL-1a hem de olgun IL-1a benzer kinetiklerle IL-
1R'ye  baglanmakta olup, epitelyal ve
hematopoetik sistem (zerinde IL-6 ve TNF'nin
salgilanmasina neden olabilirler (35,36). IL-1a ve
IL-1B, farkh kanser tirlerinde benzer veya zit
fonksiyonlara sahip olabilir. Hem IL-la hem de IL-
1B'nin ekspresyonu genotoksik stres sirasinda
artar ve nekroz veya piroptozla salgilanmasi,
timoér dokusunda vaskiler endotel buylime
faktori (VEGF) ekspresyonunu tesvik eder (37).
Yaptigimiz ¢alismada, LPS ile wuyarilan
hicrelerde IL-1a ve IL-1B seviyesinin ylkseldigi,
bunun yani sira FA ve FA+LPS’nin IL-1a ve IL-1
seviyesini disurdagu goézlendi. IL-1a ve IL-1B
seviyesindeki disme, inflamasyonun onlenmesi
anlamina geldigi i¢in, bu sonuglar kronik
inflamasyonun patogenezinde rol aldigi pek ¢ok
oto-immun ve neoplastik hastaligin 6nlenmesinde
katkisinin olabilecegini disindirmektedir.

Nukleer faktor kappa B (NFk-B) inflamatuar
yanitin merkezinde yer  alan, dimerik
transkripsiyon faktorleri ailesinin bir Gyesi olan,
dodal ve kazanilmis immunitede, hucresel
farklilasma ve ¢ogalmada etkili bir sitokindir. NFk-
B sistemi sikica denetim altinda olup, NFk-B’nin
yanlis dizenlemesi sonucu kanser ve bagisiklk
sistemi bozukluklarina neden olabilen durumlar
meydana gelebilmektedir (38, 39). Bizim
calismamizda ise LPS ile uyarilan hicrelerde ve
FA verilen hlcrelerde NFk-B seviyelerinin hafif
arttigi tespit edildi. FA+LPS’nin NFk-3 seviyelerini
Kontrol ve LPS grubuna goére distrdigu
g6zlendi. Bizim sonuglarimiza benzer olarak, Kim
ve ark. FA’nin (50 pM, 30 dk inkiibasyon), NFk-
B'nin inhibisyonu yoluyla LPS (50 ng/ml, 24 saat
inkiibasyon) ile uyarilan RAW 264.7
makrofajlarinda iINOS ekspresyonunu inhibe
ettigini gosterdi (40). Ayrica, bir FA turevi, FA etil
esterin, LPS ile uyarlan RAW 264.7
makrofajlarinda  NFk-B'nin  translokasyonunu
inhibe ettigi de bildirilmigstir (41).

Calismamizda, LPS verilen hicrelerde
siklooksijenaz seviyesinin Kontrol grubu ve diger
gruplara goére anlamli bir artis gosterdigi, FA ise
siklooksijenazi LPS grubuna ve kontrole gore
dislrdigu goruldi. Literatirde FA’nin COX-2
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ekspresyonuna etkisi ile ilgili farkli sonuglar
bulunmaktadir. Nagasaka ve ark., Sikloartenil
ferGlatin (1pM, 22 saat inklbasyon, 1ug/ml LPS
ile 2 saat inkubasyon), NFk-B'nin inhibisyonu ile
iINOS ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ettigini
bulmuslardir (42). Hirata ve ark. ferulik asit
turevlerinin (10 yM, 30 dk inkibasyon) LPS (100
ng/ml, 3 saat inkibasyon) ile uyariimis RAW
264.7 makrofajlarinda  COX-2 ekspresyonu
Uzerinde inhibe edici etkiye sahip oldugunu,
ancak FA’nin bdyle bir etkisi olmadigini
gOstermistir (43). Bizim calismamiz da farkh bir
hicrede (THP-1) FA COX-1 duzeylerini
dustrmastir, bu disme NFk-f ile birlikte oldugu
icin bu yol araciligi ile oldugu disUnulmustur.

Yapmis  oldugumuz  c¢alismada incelemis
oldugumuz bir diger sitokin olan TNF-a, hlcreler
arasi bir iletisim molekuladir. TNF-a’'nin merkezi
roli, muhtemelen dogal immin sistemde
inflamatuar reaksiyonlarin bagslatiimasidir.
Bakteriyel patojenler ve diger birgok zararli
uyaricilar, Toll benzeri reseptérler ve NFk-B
yoluyla TNF-a'yl indikler ve g¢evrimsel etkinligini
arttinr. Hasar ve enfeksiyon bolgelerinde TNF-

a'nin erken Uretimi; kemokinleri, sitokinleri,
endotelial adezyon molekillerini, nétrofilleri,
makrofajlari  ve lenfositleri igeren oldukca

karmasik bir biyolojik yoladi aktive eder (44).
NFk-B'yi aktive edecek pozitif bir otokrin
geribildirimin (Feedback) neden oldugu TNF-a ile
GM-CSF ve IL-8 gibi sitokinlerle de induklenir
(44, 45). TNF-a’'nin dogru yerde ve dogru
zamanda Uretilmesi, etkili ve kontrolli bir
inflamatuar yanit igin oldukca ©nemlidir. Bu
sitokin, birgok farkli hiicre tipi tarafindan uretilir ve
sitokinin Tip | reseptdru vicutta pek cok yerde
bulunur. TNF dretiminin kisitlanmasi, yararli
fonksiyonlarinin kontrol edilir olmasini saglayan
mekanizmalardan biri olabilir. LPS’ye yanit olarak
Uretilen TNF-a, esas olarak monosit ve notrofil
hicreleri tarafindan Uretilir. T-hlcre kaynakli
uretilen TNF-a, vicuttaki yiksek bakteri yikine
karsi koruma icin 6nemli iken, mast hiicre
kaynakli TNF-a ise alerjik cevabin kritik ve erken
bir bilesenidir (46). TNF-a hicrenin  konak
savunmasinda, hicreler  arasi iletisimde,
inflamatuar slrecte ve organogenezde kritik rol
almaktadir. inflamatuvar ve otoimmun
hastaliklarda yapilan gesitli hayvan deneylerinde,
lokal veya sistemik TNF-a Uretiminin kollajen
kaynakl artrit, otoimmin hepatit, idiyopatik
pnémoni sendromu ve bleomisin kaynakh akciger
fibrozu durumlarinda arttig1 saptanmistir (47, 48).
Yapmis oldugumuz bu c¢alismada LPS ile
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uyarilan hticrelerde TNF-a seviyesi, kontrol grubu
ve diger gruplara gore istatistiksel olarak anlaml
artis gOsterirken, FA TNF-a dizeyini dusurerek
anti-inflamatuar etki gésterdigi géruldu.

interferon gama (IFN-y) aktive CD4+ veya CD8+
T hicreleri ve dogal 6ldiriict hicreler tarafindan
Uretilen bir sitokin olup, adaptif bagisiklikta
oldukga onemlidir (49). IFN gama’nin biyolojik
aktiviteleri arasinda yer alan  makrofaj
aktivasyonu, kilit Gneme sahiptir. Buna gére, IFN
gama cesitli pro-inflamatuar parametrelerin (TNF-
a, interferon ile indiklenebilir protein-10, iINOS,
kaspaz-1) yeniden dizenlemesini saglamaktadir
(50-53). Bunun disinda, IFN-y’nin ayni zamanda
proinflamatuar transkripsiyon faktori nikleer
faktor B’nin (NFk-B) de aktivasyonuna katkisi
bulunmaktadir (54). Interferon gama’ya bagl
hiperaktive olmus I6kositlerin  apopitozunun
indUksiyonu iltihabi sinirlamaktadir. Yaptigimiz
calismada, LPS ile uyarilan hicrelerde IFN-y
seviyeleri kontrol grubuna ve diger gruplara gore
hafif bir artis gosterdi. Ferulik asit ve FA+LPS,
IFN y seviyelerinde dusise neden olsa da bu
sonuglar istatistiksel olarak anlaml degildi. IFN-
gama (Tip Il IFN) baslica T lenfositler ve dogal
olduriici  hicreler (Natural killer) tarafindan
uretildigi igin bakteriyel bir polisakkarit olan
LPS’ye vyanit olarak degisiklik gdstermemesi
beklenen bir sonugtur (55).

interlékin-10 (IL-10) 1990 yilinda izole edilmis,
makrofajlar ve T hiicre alt kiimelerini iceren ¢esitli
hicre tipleri tarafindan salgilanmakta olan
pleotropik bir sitokindir (56). Anti-inflamatuar
sitokin IL-10, STAT3 aktivasyonu gerektiren bir
islem olan ¢oklu, inflamatuar mediatérlerin aktive
edilmis makrofajlardan ve dendritik hiicrelerden
uretilmesini 6nler. LPS ile uyarilan hiicrelerde IL-
10 seviyelerinde, kontrol grubuna goére artis
oldugu goérildi. Ferulik asitin IL-10 seviyesinde
azalma gosterdigi gorulse de bu gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark bulunmadi.
Calismamizda LPS’le indiklenen hucrelerde
ferulik asit eklenmesi ile IL-10 dizeyleri artmistir.
Anti inflamatuar etkinligi agisinda IL-10’a ait iki
yonli etkinin olmasi nedeniyle, net bir yorum

yapmak icin daha ileri ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.
SONUC

Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada FA’nin IL-
18, IL-1a, TNF-a ve NF-kB sitokin dizeyi
sonugclar literatirde yapilan yukardaki ¢alismalar
ile uyum icinde olup, ¢alismamizda elde etmis
oldugumuz sonuglari destekler niteliktedir. Ferulik
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asidin, reaktif oksijen tirlerini (ROS) zararsiz hale
getirerek  proinflamatuar  sitokin  Uretimini
azaltarak Ozellikle bakteriyel ajanlarla uyarilan
inflamasyonda anti-inflamatuar etki
gOsterebilece@i ortaya konmustur. Calismamizin
sonuglari, bazi bitkisel Urinlerde yilksek oranda
bulunabilen FA’'nin  anti-inflamatuar etkisini
g6stermis olup dogal Urlnlerin anti-inflamatuar
amaglarla kullanimi igin yapilacak olan ileriki
calismalara isik tutacaktir.

desteklenmistir (Proje 16-TIP-049), bu projedeki
destekleri icin tesekkir ederiz. Yazarlar, teknik
yardimlarindan dolayr Ege Universitesi Cocuk
Hastanesi Metabolizma Laboratuvarina ¢ok
tesekkir eder.

Cikar catigsmasi

Calismada adi gegen yazarlarin mali veya baska
turl c¢ikar catismasi yoktur. Tum yazarlar
sunulan galismayla ilgisi olabilecek herhangi bir

kurulustan mali veya bagka turli higbir destek

Tesekkur ) alinmadigini, calismayi etkilemis gibi
Bu calisma Ege Universitesi Bilimsel Arastirma  goériinebilecek baska iligki veya faaliyetlerin
Projeleri Kordinatorligu tarafindan  olmadigini beyan ederler.
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