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6z
Giris: inflamasyon, immiin sisteminin toksik bilesikler, hasarli hiicreler ve patojenlerinde icinde yer aldigi cesitli faktorler ile
tetiklediginde verdigi biyolojik bir cevaptir. Tibbi bitkilerden izole edilen etkin maddeler, inflamatuar hastaliklarin tedavisinde yeni

bir terapotik strateji olarak kullanilirken dikkatle secilmelidir. Kaempferol tibbi bitkilerde sebzelerde meyvelerde bolca bulunan bir
polifenoldur. Kaempferol anti-kanser, anti-viral, anti-bakteriyel 6zelliklere sahiptir.

Amag: Bu calismada amacg LPS ile indiiklenmis THP-1 makrofaj hiicrelerinde kaempferoliin hiicre canliligi ve inflamasyonun tedavisi
icin yapilan calismalarda hedef molekil olan NO ve PGE; diizeyleri Gzerine etkisini incelemektir.

Bulgular: 2022 yilinda yapmis oldugumuz ¢alismada LPS ile indiklenmis THP-1 makrofaj hicrelerine 2,5, 5, 7,5, 10 pM
konsantrasyonunda kaempferol uygulandi. Hiicre canhhgi, PGE; dizeyi ve NO Uretimi incelendi. Farkli dozlarda kaempferol
uygulamasi THP-1 makrofaj hicrelerinde hiicre canhhgini azaltmadigi belirlendi. Ayrica LPS ile indiklenen THP-1 makrofaj
hicrelerinde 2,5 uM kaempferol uygulamasi % NO diizeyini ve 7,5 uM kaempferol uygulamasi PGE; dizeyini istatistiksel olarak
anlamh azaltmustir.

Tartigsma ve sonug: 7,5 pM kaempferol uygulamasi makrofaj hiicrelerinin proliferasyonu negatif etki géstermeyip hem NO diizeyini
hemde PGE; diizeni azaltip iyi anti inflamatuvar etki gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Kaempferol, THP-1, Makrofaj, NO, PGE;, LPS
ABSTRACT

Introduction: Inflammation is a biological response of the immune system when triggered by various factors including toxic
compounds, damaged cells and pathogens. Active substances isolated from medicinal plants should be chosen carefully when using
them as a new therapeutic strategy in the treatment of inflammatory diseases. Kaempferol is a polyphenol abundantly found in
medicinal plants, vegetables, fruits. Kaempferol has anti-cancer, anti-viral, anti-bacterial properties.

Aim: The aim of this study is to examine the effect of kaempferol on NO and PGE; levels, which are target molecules in studies for
the treatment of inflammation, and cell viability in LPS-induced THP-1 macrophage cells.

Result: In 2022, Kaempferol was applied to LPS-induced THP-1 macrophage cells at a concentration of 2.5, 5, 7.5, 10 uM. Kaempferol
administration to THP-1 macrophage cells did not affect cell viability and also decreased PGE, and NO % levels. It was determined
that administration of kaempferol at different doses did not decrease cell viability in THP-1 macrophage cells. In addition, in THP-1
macrophage cells induced by LPS, 2.5 uM kaempferol application decreased NO % level and 7.5 uM kaempferol application decreased
PGE?2 level statistically.

Discussion and Conclusion: The application of 7.5 uM kaempferol does not have a negative effect on the proliferation of macrophage
cells, but decreases both NO level and PGE2 order and shows good anti-inflammatory effect.
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Giris
Bitki kokenli etkin maddeler inflamasyonun 6nlenmesi ve insan saghginin iyilestiriilmesinde yeni se¢cenek

olarak popllerlesmektedir. Son yillarda biyoaktif maddeler ve onlarin saglik tzerine etkileri yaygin olarak
cahsiimaktadir.

Flavonoidler difenilpropan yapisi ile karakterize edilen ikincil bitki metabolitidir. Bazi iceceklerde, sebze ve
meyvelerde bolca bulunur. Kimyasal yapilara gore flavonoidler antisiyanodinler, flavonoller, flavanonlar,
flavanoller, flavonler ve izosiyanidin olmak lzere 6 gruba ayrilir. Flavonoller, bati toplumlarinin diyetinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu vyapilar, gidaya renk ve lezzet vermekten, yagin oksidasyonunu
dnlemekten, vitaminleri ve enzimleri korumaktan sorumludur.®

Kaempferol, bitkisel kaynakli besinlerde bol bulunan disik molekiiler agirhiga sahip sari renkli dogal bir
flavonoldiir. Yapisinda kaempferol iceren laden otu Anadolu halk hekimliginde inflizyon halinde hazirlanip
kabizlik giderici, balgam soktiiriicii, mide ve romatizmal hastaliklarin tedavisinde, ayrica mikroorganizma
enfeksiyonlarina karsi koruyucu ve tedavi edici olarak ylzyillardir geleneksel olarak kullaniimaktadir.

Kaempferol geleneksel tipta soguk alginligi, sakinlestirici, sindirim sistemi rahatsizliklari, 6ksiiriik ve bronsit
gibi gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan anason, adagayi, defne, melisa, nane ve reyhan gibi bitki
turlerinden izole edilmistir. Anti-kanser, anti-viral, anti-bakteriyel ve anti-inflamatuvar gibi cesitli 6zelliklere
sahiptir.?”

inflamasyon, yaralanma, kimyasal irritasyon, patojen enfeksiyonu sonucunda meydana gelen doku hasarina
karsi fizyolojik bir tepkidir. Hasarli dokuyu iyilestirmek adina doku hasarindan sonra kimyasal sinyaller
induklenir. Lokositlerin aktivasyonu, migrasyonu ve inflamatuar cevapta kritik rol alan nitrojen, reaktif
oksijen, sitokin ve bilyime faktorleri salinir.®

insan monositik 16semi hiicreleri (THP-1), monositlerin ve monosit kékenli makrofajlarin immiin cevap
kapasitesi ile ilgili calismalarda model olarak yaygin kullanilmaktadir. Bu hiicreler PMA ile tedavi sonucunda
makrofaj benzeri hiicrelere dénustirler. Donustlrilmis THP-1 hiicreleri inflamatuvar sinyallere cevap olarak
inflamatuvar mediyatorlerin salinimini yapar. Bu sayede, bu hicreler yeni tedavi edici ajanlarin inflamatuvar
hastaliklar Gzerine etkilerinin incelenmesinde ve tedaviye etki ettikleri mekanizmalarin kesfedilmesinde

kullanilmaktadir.>*©

Lipopolisakkarit (LPS) gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda eksprese edilir.'t LPS indiiklenmesi
makrofajlarda degisime sebebiyet verir ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2
ekspresyonunu arttirir (COX-2).*2 INOS ve COX-2’nin iretimi inflamasyon mekanizmasinda transkripsiyon
faktori olan NF-kB ile kontrol edilir.’®

Nitrik oksit (NO), kisa yari dmiirli inflamasyonun patogenezinde anahtar role sahip sinyal molekiltdiir.*
Normal fizyolojik sartlarda diisik seviyede NO endotelyal NO sentaz (eNOS) tarafindan Uretilir ve anti-
inflamatuvar etkiye sahiptir. Ancak anormal sartlarda Fosforile eNOS ve iNOS asiri tretilen NO inflamasyonu
tetikleyen pro-inflamatuvar mediyator olarak davranir.®

Prostaglandiler, inflamasyon, platalet aggregasyonu, norotransmitter salimi gibi patolojik ve fizyolojik
aktiviteler tzerine biyolojik etkilere sahiptir. PGE, agri, ates, 6dem ve vazodilatasyona neden olan ve lizerinde
en cok calisma yapilan inflamatuvar prostaglandilerden biridir.2® Bu nedenle son yillarda inflamasyonun
tedavisi izerine yapilan ¢alismalarda NO ve PGE, molekiiler hedef olarak kullaniimaktadir.

Bu ¢alismada LPS ile indiklenmis THP-1 makrofaj hiicrelerinde kaempferolln hiicre canliigi ve NO ve PGE;
diizeyleri lizerine etkisi incelenmistir.
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Materyal ve Metot
Hiicre kiiltiirii

Akut I6semi monosit hiicreleri (THP-1 hiicreleri) %10 FCS ile zenginlestirilmis RPMI hiicre mediumunda kultir
edilmistir. Hicre klltlrt galismalari %5 CO; atmosferinde 37°C nemlendirilmis inklGbatorde kiltiir edilmistir.

Hiicre canhlig: testi

Ticari olarak satin alinan kaempferoliin THP-1 makrofajlari hiicrelerinde hiicre canliigi MTT testi kullanilarak
belirlenmistir. THP-1 hiicreleri 80.000 hiicre/kuyucuk ayarlandiktan sonra 30 ng/mL PMA eklenmistir. THP-1
hiicreleri pleytlere ekildikten sonra 48 saat boyunca déniisiim icin inkibe edilmistir. Daha sonra besi yeri
PMA icermeyen taze besi yeri ile degistirilmistir. Hicreler 2,5-10 uM keampferol ile 24 saat inkiibasyon
edilmistir. inkiibasyondan sonra besi yeri aspire edilmis, hiicreler PBS ile yikanmistir ve 4 saat boyunca MTT
¢Ozeltisiile inklibe edilmistir. Cozelti aspire edilmistir ve 20 dakika DMSO ile inkiibe edilmistir. Absorbans 550
nm’de TECAN reader’da 6lclilmistiir. Bu deney en az 3 kere yapilmistir.

Sitokin diizeylerinin belirlenmesi

NO ve PGE; diizeyleri ticari ELISA kit yardimiyla firmanin protokoliine gore olgllmustiir. Kisaca, PMA ile
dénistirilen THP-1 makrofajlari 24 kuyucuklu playte 5x10° (hiicre sayisi/kuyucuk) ekilmistir. Tutunmayan
hicreler 3 kere PBS ile yikandiktan sonra LPS ile indiiklenmistir. Hicreler 24 saat boyunca 2,5-10 uM
konsantrasyonda kaempferol ile inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben siipernatanlar toplanmistir. 40 pl
siipernatan, 10 pl antibody and 50 pl streptavidin-HRP 6rnek kuyularina eklenmis ve 37 °C’'de 60 dakika
inkGbe edilmistir. Reaksiyon karisimi bosaltilip her kuyu yikama solisyonu ile 5 kere yikanmistir. Daha sona
50 pl substrat solisyonu A ve 50 ul substrat sollisyonu B eklenip 37 °C’'de 60 dakika karanlikta inkibe
edilmistir. 50 pl durdurma soliisyonu eklendikten sonra absorbans 450 nm’de mikroplate okuyucu yardimiyla
OlcUlmaistir.

istatistiksel analiz

Veriler en az 3 bagimsiz deney sonucunda ortalama + SD olarak ifade edilmistir. istatistik analizler Graphpad
Prism 5.0 programi kullanilarak yapilmistir. Hicre canliligi icin t testi kullaniimistir.

Bulgular

Kaempferolliin THP-1 makrofaj hiicrelerinde NO ve PGE; dlizeyleri (izerine etkilerini incelemeden dnce toksik
olmayan dozlarit MTT 6l¢iim ile belirlendi. Kaempferolun THP-1 hiicrelerinde sitotoksik etkilerini arastirmak
icin hiicrelere gesitli konsantrasyonda kaempferol uygulandi (0, 2,5, 5, 7,5, 10 uM). Kaempferol 10 uM ve
daha distik dozlarda hiicre canlihgina etki etmedi (Sekil 1).
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Sekil 1. Kaempferoliin THP-1 makrofajlarina sitotoksik etkisi
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Kaempferollin LPS ile indiiklenmis THP-1 makrofajlarinda NO Uzerine potansiyel anti inflamatuvar etkisini
inceledik. NO tiretimi kontrol hiicreleriile karsilastirildiginda LPS ile indliklenmis hiicrelerde istatistiksel olarak
anlamli diizeyde ylikseldigi Sekil 2’'de gosterilmistir. Ayrica 2,5, 5, 7,5, 10 uM kaempferol tedavisi NO diizeyini
tedavi uygulanmayan LPS ile indiklenmis hicrelere gore %31,66, %43,66, %53,33, %53,99 oraninda
azaltmistir.
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Sekil 2. Kaempferoliin LPS ile indiiklenen THP-1 makrofajlarinda NO Uretimi {izerine etkisi
ap<0.05, kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, bp<0.05 LPS ile indiiklenen hiicreler ile karsilastirildiginda

Kaempferollin PGE; diizeyi lizerine etkisi hesaplanmistir. LPS ile indiklenen hiicreler ile kaempferol tedavisi
verilen gruplar karsilastirildiginda 2.5 ve 5 uM kaempferol tedavisinin PGE; diizeyin azda olsa diistligi ancak
bu dislsin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Ancak, dozlar 7,5 uM ve 10 uM’ a
cikartildiginda PGE; diizeyinin istatistiksel olarak anlamli diistigi bulunmustur (p<0,05) (Sekil 3).
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Sekil 3. Kaempferoliin LPS ile indliklenen THP-1 makrofajlarinda PGE; diizeyi lizerine etkisi
ap<0,05, kontrol hiicreleri ile kargilastirildiginda, bp<0,05 LPS ile indiiklenen hiicreler ile karsilastirildiginda

Tartisma ve Sonug

LPS maruziyeti THP-1 makrofajlarinda pro-inflamatuvar sitokinlerin (IL-6, IL-1B ve TNF-a) yani sira COX-2, NO
ve PGE; diizeylerinin artmasina neden olur.’ indiiklenebilir NO sentazin asiri ekspresyonu makrofajlarda LPS
indikli stresin énemli bir gdstergesidir.’” Bunun neticesinde NO’in asiri lretimine ve sonug olarak
inflamasyona neden olur. Asiri NO eksprese edilmesi viicudun diyabet, endotoksemi gibi patolojik
semptomlardan etkilendigini gésterir. Ayrica, COX-2 pro-inflamatuvar faktdr PGE,'nin salinimini saglar.!®
Calismamizda THP-1 makrofajlarina LPS indliklemesi yapildiginda NO ve PGE; diizeyleri artmistir.

iNOS ve COX-2 gibi inflamatuvar markerlerinin indliklenmesi karacigerinde icinde yer aldigi cesitli organlarda
zararli etkilere neden olacagi belirtilmistir.’® Ayrica, COX-2 pro-inflamatuvar faktér PGE,’nin salinimini
saglar.’® iNOS ve COX-2 inflamatuvar cevabin ana diizenleyici faktorleri olarak bilinmektedir. Béylece bircok
calismada anti-inflamatuvar ajanlarin gelistiriimesinde bu faktorlerin diizeyleri incelenmistir. Yapilan bircok
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¢alismada flavanoidlerin anti-oksidan ve anti-inflamatuvar etki gostererek metabolik dengenin
duzenlenmesinde rol aldigi bildirilmistir.?°

LPS ile indiklenmis THP-1 makrofajlarinda nontoksik, dogal flavonoid apigenin ERK 1/2 yolagini baskilayarak
IL-6 ve IL-1 B Uretimini inhibe eder.?! Olea europaea kaynakli biyoaktif molekiil olan oleacein (OLC) THP-1
makrofajlarinda LPS maruziyetinden sonra artan COX-2, NO ve PGE; diizeylerini azaltmistir.?

Kaempferol halk tarafindan geleneksel tipta olarak sakinlestirici olarak kullanilan anasondan, gastrointestinal
rahatsizliklarini giderici olarak kullanilan naneden, depresyonu yatistirmak amaciyla kullanilan melissa
bitkisinden izole edilebilir.®

Melissa bitkisi 6zutiniin ¢calismamizda kullandigimiz PGE, parametresinin diizeyini azalttigi bildirilmistir.?

NO temizleyici etkisi incelendiginde Kaempferoliin izoflavonlardan etkin oldugu ve ayrica LPS ile indiklenmis
RAW 264.7 makrofajlarinda iNOS lzerine inhibe edici etki géstermistir.2* Ayrica, LPS ile indiklenmis 1774.2
hiicrelerinde nitrit birikiminin inhibisyonunda kaempferoliin kuersetine oranla daha aktif oldugu
bildirilmistir.®® Bu calisma ile LPS ile indiiklenmis THP-1 makrofajlarinda disik konsantrasyonlarda
kaempferol tedavisinin NO dizeyini azalttigi kanitlanmistir. PGE; diizeyi doza bagli olarak (7,5-10 uM)
kaempferol tedavisi ile azalmistir.

RAW 264.7 makrofajlarinda 10 pM’ a kadar kaempferol uygulamasi hiicre canliigini etkilememistir.?® Bir
baska calismada 2,5-10 pg/ml kaempferol tedavisi THP-1 makrofajlarina sitotoksik etki gostermemistir.?” Ayni
dozlar ¢alismamizda kullandigimiz THP-1 makrofajlari icinde toksik degildir.

Kaempferol, LPS ile indiiklenmis mikroglial BV2 hiicrelerinde NO, PGE;, TNF-a, IL-13 ve ROS (retimini doza
bagimli olarak azaltmistir. Ayrica, TLR-4, NF-kB, p38 MAPK, JNK ve AKT asagi dogru reglile etmistir. Bu sayede
kaempferoliin néroinflamatuvar hastaliklarin tedavisi terépatik potansiyele sahip oldugunu bildirilmistir.2® Bir
baska calismada, AGS hiicrelerinde (Fare fibrolast hiicreleri) helicobacter pylori enfeksiyonun neden oldugu
inflamasyonda kaempferoliin roli incelenmistir. TNF-a, IL-1B, IL-8 ekspresyonunun ve IL-8 {iretiminin azaldig
sonucunu elde edilmistir.?® Bu c¢alisma ile literatiirde yer alan flavonoidlerin NO ve PGE, diizeyini paralel
sekilde azalttig1 verileri desteklemektedir. Sonug¢ olarak bu calismanin sonugclari agikca gostermistir ki
kaempferol THP-1 makrofajlarinin profliferasyonunu etkilememistir. Kaempferoliin PGE; {izerindeki belirgin
inhibitor etkisi, 6zellikle 7,5 uM konsantrasyonda gozlenirken %NO igin bu konsatrasyon 2,5 uM dir. Bu
calisma, kaempferol tedavisinin Ozellikle inflamasyon faktorlerinin dizeylerinin azalmasi yoluyla
inflamasyonu inhibe etti. Bu calisma sayesinde geleneksel tipta siklikla kullanilan bitkilerde bulunan
kaempferol’tin inflamatuvar hastaliklarin tedavisindeki roli agiga ¢ikmistir. Calismamiz kaempferoliin insan
makrofajlarinda meydana gelen inflamasyon (izerinde yapilan ilk arastirma calismasi olmasi nedeniyle diger
etkin maddelerin arastirilmasina yonelik 6n veriler sunmaktadir. Ayrica daha ileriki ¢calismalarda bu etkin
maddenin ve bu ekin maddeyi iceren geleneksel tipta kullanilan bitkilerin molekiiler yolaklar tzerine etki
mekanizmalarini aydinlatmayi amaclayan yeni ¢calismalara oncliliik edecektir.

Bilgi
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