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Lipopolisakkarit ile uyarilmis makrofajlarda propolis’in sitokin salinimi lizerine etkileri

The effects of propolis on cytokine production in lipopolysaccharide-stimulated macrophages
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OZET

Amag: Propolis, gesitli biyolojik ve farmakolojik 6zellikle-
rinden dolayi son yillarda arastirmacilarin ilgisini ¢eken
bir ari Grinadur. Lipopolisakkarit (LPS), Gram negatif
bakterilerin dis membran komponenti olup, inflamatuar
sitokinlerin asiri Uretimine yol acarak septik sok ve cesitli
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde énemli rol oynar.
Bu calismada Kayseri ve ¢evresinden toplanan propolis’in
etanolik ekstraktinin, LPS ile uyariimis makrofajlarda pro-
inflamatuar sitokinlerin Gretimi Uzerine etkisinin arastiril-
mas| amaclanmistir.

Gereg ve yontem: in vitro olarak, fetal bovin serum
(%10) ve penisilin-streptomisin (%2) ilaveli RPMI-1640
besiyerinde Uretilen U937 insan makrofaj hicreleri, kon-
trol, LPS uygulanan ve propolis+LPS uygulanan hucre-
ler olmak Uzere Ug gruba ayrildi. Hicrelerin 37°C ve %5
CO,’li atmosferde inkiibasyonu sonunda, hiicre siperna-
tantlarinda interlokin (IL)-18, IL-6 ve timdr nekrozis faktor
(TNF)-a duzeyleri ELISA ile 6l¢uldu.

Bulgular: LPS uygulanan hiicre grubunda, IL-1B, IL-6
ve TNF-a dlzeylerinde kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptanirken, LPS ve propolis uygulanan
hicre grubunda -yalniz LPS uygulanan hiicre grubuna
gore- her Ug sitokin diizeyinde de anlamli bir azalma ol-
dugu tespit edildi (p<0.05).

Sonug: Propolis, pro-inflamatuar sitokinlerin baskilan-
masi gerektigi durumlarda kullanilabilecek bir ajan olarak
incelenmesi gereken dogal bir Grinddr.

Anahtar kelimeler: Lipopolisakkarit, makrofaj, pro-infla-
matuar sitokin, propolis

GIRIS

Dogal urlnler, insanlar arasinda binlerce yildir bir-
¢ok hastaligin tedavisinde kullanilagelmistir. Bu
dogal drinler arasinda 6nemli yere sahip propo-
lis, bal arilar tarafindan farkh bitki kaynaklarindan

toplanan ve mumla karnigtirilarak kovan igerisinde
bircok amaca ydnelik olarak kullanilan bir ari Grina-

ABSTRACT

Objectives: Propolis, a bee-product, has attracted re-
searchers’ interest in recent years because of several
biological and pharmacological properties. Lipopolysac-
charide (LPS) is a component of the outer membrane of
Gram-negative bacteria and has an important role in the
pathogenesis of septic shock and several inflammatory
diseases by causing excessive release of inflammatory
cytokines. The aim of this study was to investigate the
effects of ethanol extract of propolis collected in Kayseri
and its surroundings on production of pro-inflammatory
cytokines in LPS-stimulated macrophages.

Materials and methods: In vitro, U937 human mac-
rophage cells were grown in RPMI-1640 medium sup-
plemented with fetal bovine serum (10%) and penicillin-
streptomycin (2%) and divided into: control, LPS treated,
and propolis+LPS treated cell groups. After incubation in
an atmosphere of 5% CO, and at 37°C of cells, interleu-
kin (IL)-1B, IL-6 and tumor necrosis factor (TNF)-a levels
were measured in cell-free supernatants by ELISA.

Results: IL-1B, IL-6 and TNF-a levels increased in LPS
treated cell group according to control, statistically sig-
nificant. Each cytokine levels significantly decreased in
LPS and propolis treated cell group according to only LPS
treated cell group (p<0.05).

Conclusion: Propolis is a natural product to be examined
for usage when needed the suppression of pro-inflamma-
tory cytokines. J Clin Exp Invest 2011; 2 (4): 366-370
Key words: Lipopolysaccharide, macrophage, pro-in-
flammatory cytokine, propolis

dir. Propolis’in antibakteriyel, antiviral, antioksidan,
anti-inflamatuar ve immudnmoddulatér gibi biyolojik
aktivitelere sahip oldugu birgok bilimsel ¢alisma ile
gosterilmigtir.™2

Makrofajlar, konak savunma mekanizmalarini
iceren dogal ve kazanilmig bagisik yanitta 6nemli
role sahip hucrelerdir. Fagositoz, enzim ve sitokin
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salinimi, serbest radikallerin olusumu gibi fonksi-
yonlara sahip bu hicreler, konagin mikroorganiz-
malarla mucadelesinde vazgecgilmez yere sahip-
tir. Ancak makrofajlarin fazla aktivasyonu, TNF-q,
IL-13 ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin fazla
Uretimi nedeniyle, hiicrelerde hasara ve inflamatuar
barsak hastaliklari ve romatoid artrit gibi inflamatuar
hastaliklara yol agar.®

Propolis’in makrofajlari aktive ederek nonspe-
sifik bagisiklik sistemi Uzerinde dizenleyici rol oy-
nadidi bilinmektedir." Propolis’in, toplandigi bitkiye,
cografik bolgeye, mevsime ve toplayan ari tirlne
bagh olarak kimyasal bilesimi ve buna baglh olarak
biyolojik aktivitesi degdismektedir. Bu calismada,
Kayseri ve ¢cevresinden toplanan propolis’in etanolik
ekstraktinin, Gram negatif bakterilerin dis membran
komponenti olan lipopolisakkarit (LPS) ile uyariimig
makrofajlarda pro-inflamatuar sitokinlerin Gretimi
Uzerine etkisinin arastiriimasi amaclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Hiicre Kiiltiira

Calismada LGC Promochem’den elde edilen U937
insan monositik hiicreleri [American Type Culture
Collection (ATCC), Manassas, VA] kullanildi. Hic-
re mediumu olarak, L-Glutamin iceren RPMI-1640
besiyeri (Sigma, USA) kullanildi. Bu besiyeri Uze-
rine %10 oraninda inaktive edilmis steril fetal bovin
serum, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
ilave edildi. Hicreler hazirlanan hicre mediumun-
da, 37°C ve %5 CO,'li inkiibasyon sartlarinda kiil-
tire edildi, haftada ¢ kez pasajlanarak ¢ogalmasi
saglandi ve duzenli olarak invert mikroskopta mor-
folojisi, sayisi ve canlilidi yoninden incelendi (Sekil
1). Deney ic¢in 4.-10. pasaj sayis! araligindaki hic-
reler kullanildi.

Sekil 1. Kontrol grubu makrofaj hiicrelerinin invert mikros-
kopta goriinimi (x 400 blyttme)

Propolis’in Hazirlanmasi

Calismada, Kayseri ve cevresinden toplanan
propolis’in etanol ile hazirlanan ektresi kullanildi.
Steril membran filtreden siiziilerek steril hale geti-
rilen stok ekstre soliisyonundan 16-512 pg/ml ara-
sinda ikiger kat propolis konsantrasyonlari hazirlan-
di. Elde edilen konsantrasyonlardaki etanol icerigi
%5’in altinda olacak sekilde ayarlandi. Propolis’in,
hlcreler Uzerinde toksik olmayan en yuksek kon-
santrasyonu belirlendi. Bu amacla, hazirlanan her
bir propolis konsantrasyonu, 24 kuyucuklu huc-
re kdltdr plaklarinin kuyucuklarinda son konsan-
trasyonu 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanan
makrofaj hlcreleri Gzerine ayri ayri eklendi. Plaklar
37°C’'de %5CO,li inklibatérde 24 saat inkiibe edildi.
Her bir kuyucuktaki hicreler, inkiibasyon sonunda
trypan blue ile boyanarak 1sik mikroskobunda can-
lilik orani yéninden incelendi. Hicrelerin %80-90
oraninda canh kaldigi propolis konsantrasyonu (64
pg/ml) deney igin kullanildi.

Deneyin Yapilisgi

Hucrelerin canhlidi trypan blue ile boyanarak isik
mikroskobunda kontrol edildi. %90 oraninda canli
olduklari tespit edilen hicrelerin yogunlugu hemo-
sitometrede sayilarak kuyucuklarda son konsan-
trasyonu 1x10°® hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi
ve 24 kuyucuklu hlcre kdltir plaklarinin galisma
kuyucuklarina total hacim 1800 ul olacak sekilde
dagitildi. Hucrelerin makrofajlara déndsimi igin
250 ng/ml Phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA)
(Sigma, USA) eklendi ve 24 saat 37°C’'de ve %5
CO,'li ortamda inklbe edildikten sonra PMA iceren
medium c¢ekilerek taze medium eklendi. llgili kuyu-
cuklara LPS (Escherichia coli, serotip 026:B6) (Sig-
ma, USA) 10 ug/ml konsantrasyonda uygulandi.*

Calisma gruplari su sekilde belirlendi:

1. Grup: Sadece makrofaj igceren kuyucuk (M)
(Kontrol grubu)

2. Grup: Makrofaj hiicreleri ve LPS iceren ku-
yucuk (M+L)

3. Grup: Makrofaj hicreleri + LPS + Propolis
iceren kuyucuk (M+L+P)

Her bir grup dcger kuyucuktan olustu. Hicre
kultdr plaklar 37°C’'de %5 CO,'li inkUbatérde 24
saat inkube edildi. Hiicre kulttr sipernatantlarinda
sitokin (IL-1B, IL-6, TNF-a) dizeyleri, ELISA kitleri
(invitrogen, USA) ve ELISA cihazi (Biotek, Syner-
gy HT, USA) kullanilarak élgtlda. Her bir grup g
kez calisildi. Grafikler, gruplarin ortalama + standart
sapma degerlerine gore elde edildi.
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istatistiksel Analiz BULGULAR

Elde edilen verilerin istatistiksel dederlendirilmesin-
de, SPSS 15.0 istatistik programi kullanildi. Gruplar
arasi anlamlilk tek yonli varyans analizi (ANOVA)
testi ile de@erlendirildi. Testlerde anlamlilik dizeyi p
< 0.05 olarak kabul edildi.

LPS uygulanan hicre grubunda, IL-1B, IL-6 ve
TNF-a dizeylerinde kontrole gore istatistiksel ola-
rak anlaml bir artis saptanirken, LPS ve propolis
uygulanan hicre grubunda -yalniz LPS uygulanan
hicre grubuna gore- her (g sitokin dliizeyinde de
anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (p < 0.05)
(Sekil 2-4).

IL-1p kensantrasyonu (pgimly

] M+L M+L+P

Sekil 2. Lippolisakkarit ve propolis’in U937 hicrelerinde IL-1f Uretimine etkisi (M, sadece makrofaj iceren kuyucuk;
M+L, makrofaj huicreleri ve LPS igceren kuyucuk; M+L+P, makrofaj hicreleri + LPS + propolis igeren kuyucuk)

350
300 A
2350 A
200 A
150 A

IL-6 konsantrasyonu (pg/mi)

M M+L M+L+P

Sekil 3. Lippolisakkarit ve propolis’in U937 hiicrelerinde IL-6 Uretimine etkisi (M, sadece makrofaj igeren kuyucuk; M+L,
makrofaj hiicreleri ve LPS igeren kuyucuk; M+L+P, makrofaj hicreleri + LPS + propolis igeren kuyucuk)

600
500 -
400 -
300 A
200 A
100 A

] M+L M+L+P

THF-a konsantrasyonu (pg/mi)

Sekil 4. Lippolisakkarit ve propolis’in U937 hicrelerinde TNF-a Uretimine etkisi (M, sadece makrofaj iceren kuyucuk;
M+L, makrofaj huicreleri ve LPS igceren kuyucuk; M+L+P, makrofaj hiicreleri + LPS + propolis igeren kuyucuk)
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TARTISMA

Makrofajlar, hem fagositoz 6zelligi ile hem de c¢esit-
li sitokinleri Ureterek konak savunmasina yardimci
olur. Ancak makrofajlarin asirn aktivasyonu infla-
matuar sitokinlerin fazla Gretimi yoluyla hicrelerde
hasara ve inflamatuar hastaliklara yol agar. Bu ne-
denle makrofajlarin asiri aktivasyonunun énlenmesi
onemlidir. Makrofaj fonksiyonlarini baskilayan bile-
sikler Gzerine yapilmis birgok galisma rapor edilmis-
tir.3

Dogal bir Grtin olan propolis’in, toksik etkisinin
olmamasi, kolay elde edilebilir olmasi ve genis biyo-
lojik aktiviteye sahip olmasi gibi nedenlerden dolayi
tedavi amaciyla kullanimi gittikge 6nem kazanmak-
tadir. Propolis, anti-inflamatuar, immianmodulatér ve
antioksidan ajan olarak son yillarda modern tipta
dikkatleri Gizerine ¢ceken bir Griind{r." Bu etkilerinden
baslica flavonoidler ve fenolik asitler gibi farmako-
lojik aktif bilesenlerinin sorumlu oldugu bildiriimek-
tedir.®

Propolis’in etanolik ekstraktinin fare kulak inf-
lamasyon modelinde ve rat artrit modelinde anti-
inflamatuar etki gdsterdigi bildirilmistir.5¢ Ayrica in
vitro olarak murin peritoneal makrofajlardan pros-
taglandin ve I6kotrien olusumunu baskiladigi gds-
terilmigstir.” Blonska ve arkadaslari ¢alismalarinda,
Propolis’in etanolik ekstraktinin ve onun bazi aktif
bilesenlerinin in vitro olarak LPS ile uyariimis mak-
rofajlardan IL-1f ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) ekspresyonunu baskiladigini bildirmigler-
dir.®

LPS, Gram negatif bakterilerin dis membran
komponenti olup, makrofajlardan IL-13, IL-6 ve
TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini indik-
ler ve septik sok patogenezinde énemli rol oynar.®®
Korish ve Arafa, bir propolis bileseni olan kafeik asit
fenetil esterin, Wistar ratlarda LPS ile induklenmis
endotoksemi, hepatik ve ndéronal hasara karsi ko-
ruyucu etkisini arastirdiklar calismalarinda, TNF-q,
IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-4 ve IL-10 sitokinlerinin plazma
konsantrasyonlarini ve hepatik ve ndral hicrelerde
histopatolojik degisiklikleri degerlendirmisler, CAPE
kullaniminin inflamatuar sitokinlerde azalma ve an-
ti-inflamatuar sitokin diizeyinde artisa yol actigini,
karaciger ve beyin hicrelerini LPS’nin toksik etkile-
rinden korudugunu géstermislerdir.®

in vitro olarak, U937 makrofajlarinda LPS ma-
ruziyetinin proinflamatuar sitokin sekresyonunu art-
tirdigr bazi galismalarla gosterilmistir.®'® Bu calig-

mada in vitro olarak LPS uygulanan U937 hicrele-
rinden, IL-1B, IL-6 ve TNF-a saliniminin arttigi, LPS
ile beraber propolis uygulamasinin her ¢ sitokin
diizeyinde de azalmaya sebep oldugu gosterilmistir
(p <0.05).

Sonug olarak, Kayseri ve gevresinden elde edi-
len propolis, pro-inflamatuar sitokinlerin baskilan-
masi gerektigi durumlarda kullanilabilecek bir ajan
olarak, 6zellikle igerisinde bulunabilecek farmakolo-
jik aktif bilesenleri Gzerinden incelenmesi gereken
dogal bir Grinddr.

Not

Bu c¢alisma Erciyes Universitesi Arastirma Fonu ta-
rafindan TSA-08-618 nolu proje ile desteklenmistir.
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