ARASTIRMA (Research Report)

LEISHMANIA TROPICA ILE INFEKTE MAKROFAJ HUCRELERINDE
PROPOLISIN SITOKIN SALINIMINA ETKILERI*
The Effects of Propolis on the Levels of Cytokine on Leishmania Tropica
Infected Macrophage Cells

Hatice OZBILGE', Esma Giindiiz KAYA?

Ozet: Leishmanialar memeli konakta makrofaj hiicreleri
icinde amastigot, vektorde ise promastigot olarak yasayan
bir doku parazitidir. Propolis, balarilar: tarafindan
bitkilerden toplanan ve mumla karistirlarak kovan
igerisinde bircok amaca yénelik olarak kullanmlan dogal
bir tiriindiir. Bu ¢alismanin amaci, Leishmania tropica ile
infekte insan makrofaj hiicrelerinde interlokin (IL)-1p, IL-
6 ve IL-12 sitokin seviyelerine propolisin etkilerini
arastirmaktir.

Calisma; makrofaj (M), makrofaj+parazit (M+P) ve
makrofaj+parazittpropolis (M+P+Pr) olmak iizere ii¢
farkli grup iizerinde yapudi. U-937 insan makrofaj
hiicreleri, % 10 fetal bovin serum ve % 2 penisilin-
streptomisin ilaveli RPMI-1640 besiyerinde iiretilerek, son
konsantrasyonu 1x10° hiicre/ ml olacak sekilde 24 ’liik
hiicre kiiltiir - plaklarina dagitildl. L.tropica
promastigotlary, makrofaj:promastigot orant 1:10 olacak
sekilde makrofaj  hiicreleri  iizerine ilave edildi.
Makrofajlar igine giren promastigotlar, amastigot forma
gecti. Son konsantrasyonu 64 ug/ml olacak sekilde
propolis ilave edildi. Plaklar %5 CO;’li ortamda 37°C’de
24 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda ii¢ ayr
grubun siipernatanlarinda IL-15, IL-6 ve IL-12 sitokin
seviyeleri ELISA yontemiyle ol¢iildii. IL-12 sitokin seviyesi
M+P+Pr grubunda diger iki gruba gére daha yiiksek
bulundu (p<0.05). IL-15 ve IL-6 sitokin seviyeleri propolis
uygulanan grupta M+P grubuna gére daha diisiik bulundu
(p<0.05).

Bu ¢alisma, propolisin L.tropica ile infekte makrofaj
hiicrelerinde IL-1f ve IL-6 sitokinlerinin baskilanmasina
ve IL-12 seviyesinin artmasina sebep oldugunu ve boylece
immiin yanmiti destekledigini gostermistir.
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Abstract: Leishmania, a tissue parasite, live in
macrophage cells in the mammalian host as amastigote,
in vector as promastigote. Propolis, collected from plants
by bees and hives in mixed wax is a natural product used
for many purposes. The aim of this study was to
investigate the effects of propolis on the levels of
interleukin (IL)-1§, IL-6 and IL-12 cytokines on
Leishmania tropica infected human macrophage cells.
This study was performed on three different groups of
macrophage (M), macrophage+parasite (M+P), and
macrophage+parasite+propolis ~ (M+P+Pr).  U-937
human macrophage cells were grown in RPMI-1640
supplemented with 10% fetal bovine serum and 2 %
penicillin-streptomycin. The final cell concentration as
I1x10°cells/ml were dispended in 24-well cell culture
plates. L.tropica promastigotes were added by a ratio of 1
macrophage cell:10 promastigotes to be on the
macrophage cells. Promastigotes were entered into
macrophage cells and transformed into amastigotes form.
The final concentration of propolis is 64 ug/ml were
added. The plates were incubated at 37°C and in 5%
CO; incubator for 24 hours. At the end of incubation, IL-
15, IL-6 and IL-12 cytokine levels were measured in
supernatants of the three different groups by ELISA.

IL-12 cytokine levels in the M+P+Pr group were found
higher than the others groups. (p<0.05). IL-1§ and IL-6
cytokine levels in the M+P+Pr group were found lower
than in the M+P group (p<0.05).

This study shows that, propolis causes the supression of
IL-1p and IL-6 cytokines and the increases IL-12 cytokine
levels on the L.tropica infected macrophage cells and this
also supports the immun response.
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Leishmania tropica ile infekte makrofaj hiicrelerinde propolisin sitokin salimimina etkileri

Apis mellifera olarak isimlendirilen is¢i bal arilari-
nin agaclarin kozalak ve kabuklarindan, bitkilerin
tomurcuk ve filizlerinden gesitli yaglari, bitki 6z
sularimi, polenleri, 6zel regine ve mumsu maddeleri
toplayarak ve salgiladiklart birtakim enzimlerle
bunlar1 biyokimyasal degisiklige ugratarak olustur-
duklart propolis adi verilen dogal iiriiniin,
antimikrobiyal ve immiinstimiilan etkileri oldugu
bilinmektedir (1- 4).

Leishmania sp., Kinetoplastida takiminda ve
Trypanosomatidae ailesinde yer alan ve insan ve
bazi memeli hayvanlarin makrofajlarinda yasayabi-
len bir doku parazitidir. Bu parazite karsi olusan
Th, immiin yanit leishmaniasisin ilerlemesine se-
bep olurken, Th; immiin yaniti amastigotlarin iire-
mesini ve hastaligin ilerlemesini sinirlamaktadir.
Makrofajlardan salinan IL-12 bu yaniti destekle-
mektedir (5).

Propolisin  makrofajlardan  bazi  sitokinlerin
salmimini arttirarak veya baskilayarak
immunmodiilasyonda etkili oldugu ¢esitli ¢aligma-
larda gosterilmistir (1, 6). Bu ¢aligmada, makrofaj
icine yerlesmis leishmania amastigotlar1 {izerine
uygulanan propolisin IL-1p, IL-6 ve IL-12 sitokin
salinimi iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmig-
tir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii: Calismada LGC Promochem’den
elde edilen U937 insan monositik hiicreleri
[AmericanTypeCulture Collection (ATCO),
Manassas, VA] kullanildi. Hiicre mediumu olarak,
L-Glutamin iceren RPMI-1640 besiyeri (Sigma,
USA) kullanild1. Bu besiyeri iizerine % 10 oranin-
da inaktive edilmis steril fetal bovin serum (FBS),
100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin ilave
edildi. Hiicreler hazirlanan hiicre mediumunda,
37°C ve %5 COy’li inkiibasyon sartlarinda kiiltiire
edildi, haftada ti¢ kez pasajlanarak ¢ogalmasi sag-
land1 ve diizenli olarak invert mikroskopta morfo-
lojisi, sayist ve canlilig1 yoniinden incelendi. De-
ney icin 4.-10. pasaj sayist araligindaki hiicreler

kullanildt ve hiicre yogunlugu hemositometre kul-
lanilarak ayarlandi.

Propolisin Hazirlanmasi: Calismada, Kayseri ve
¢evresinden toplanan propolisin etanol ile hazirla-
nan ektresi kullanildi. Propolisin son konsantras-
yonlarindaki etanol igerigi % 5’in altinda olacak
sekilde ayarlama yapildi. Steril membran filtreden
stiziilerek steril hale getirilen stok soliisyondan 16-
512 pg/ml arasinda ikiser kat propolis konsantras-
yonlar1 hazirlanarak makrofaj hiicreleri igin toksik
doz belirlendi. Propolisin, hiicreler iizerinde toksik
olmayan en yiiksek konsantrasyonu 64 pg/ml ola-
rak belirlendi ve deneyde bu konsantrasyon kulla-
nild1.

Leishmania  tropica’mm  Uretilmesi: Sanlurfa
Harrankapt Sark Cibam1 merkezine bagvuran
kutandz leishmaniasisli bir hastadan elde edilen ve
L. tropica olarak tiplendirmesi yapilmis olan bir
sus calismada kullanildi. Parazitin {iretilmesi igin
% 20 FBS ilaveli RPMI-1640 besiyeri kullanildi.
Caligsma logaritmik {ireme fazinda bulunan parazit-
ler ile gerceklestirildi ve parazit yogunlugu
hemositometrede sayilarak ayarlandi.

Deneyin Yapilisi: Caligma gruplart su sekilde be-
lirlendi:

1. Grup: Sadece makrofaj igeren kuyucuk (M)
(Kontrol)

2. Grup: Makrofaj hiicreleri ve parazit iceren ku-
yucuk (M+P)

3. Grup: Makrofaj hiicreleri + Parazit+ Propolis
iceren kuyucuk (M+P+Pr)

Yogunlugu hemositometrede sayilarak ayarlanmig
makrofaj hiicreleri 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plak-
larma  dagitildi.  L.tropica  promastigotlari,
makrofaj parazit oran1 1:10 olacak sekilde
makrofajlar iizerine birakildi. Promastigotlarin
makrofajlar i¢ine girmesi ve amastigot forma gec-
mesi beklendi. Daha sonra kuyucuklara son hacim-
de 64 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde
propolis ilave edildi. Uygun ortamda 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda hiicre kiiltiir siipernatantlari
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toplandi. ELISA Kkitleri (Iinvitrogen, USA) ve
ELISA cihaz1 (Biotek, Synergy HT, USA) kullani-
larak ii¢ ayr1 grubun siipernatantlarinda IL-1p, IL-6
ve IL-12 sitokin seviyeleri ol¢iildii. Her bir grup
alt1 kez cahgildi. Grafikler, gruplarin ortalama *
standart sapma degerlerine gore elde edildi.

Istatistiksel Degerlendirme: Elde edilen verilerin
istatistiksel degerlendirilmesinde, SPSS 15.0 ista-
tistik programi kullanildi. Gruplar arasi anlamlilik
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile deger-
lendirildi. Testlerde anlamlilik diizeyi p < 0.05
olarak kabul edildi.

Ozbilge H, Kaya EG

BULGULAR

Makrofajlar iizerine parazitin verildigi grupta IL-
1B, IL-6 ve IL-12 sitokin seviyelerinde kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p
<0.05).

Propolis uygulanan grupta (M+P+Pr), IL-1f ve IL-
6 proinflamatuar sitokin seviyeleri,
makrofaj+parazit grubuna gore daha diisiik bulun-
du (p <0.05) (Sekil 1-2).

Propolis uygulanan grupta (M+P+Pr), IL-12
sitokin seviyesi hem kontrole gore, hem de
makrofaj+parazit grubuna gore daha yiiksek bulun-
du (p <0.05) (Sekil 3).
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Sekil 1. Leishmania tropica ve propolisin U937 hiicrelerinde IL-18 tretimine etkisi (M, sadece
makrofaj igeren kuyucuk; M+P, makrofaj hiicreleri ve parazit igeren kuyucuk; M+P+Pr, makrofaj

hiicreleri + parazit + propolis i¢ceren kuyucuk)
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Sekil 2. Leishmania tropica ve propolisin U937 hiicrelerinde IL- 6 iiretimine etkisi
(M, sadece makrofaj iceren kuyucuk; M+P, makrofaj hiicreleri ve parazit igeren ku-
yucuk; M+P+Pr, makrofaj hiicreleri + parazit + propolis iceren kuyucuk)

IL-12 konsantrasyonu {pa/mi)

h+P+Pr

Sekil 3. Leishmania tropica ve propolisin U937 hiicrelerinde IL-12 iiretimine
etkisi (M, sadece makrofaj igeren kuyucuk; M+P, makrofaj hiicreleri ve parazit
igeren kuyucuk; M+P+Pr, makrofaj hiicreleri + parazit + propolis igeren kuyu-
cuk)
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TARTISMA

Farkli bolgelerden elde edilen propolis ekstreleri-
nin antileishmanial etkilerinin, propolisin toplandi-
&1 bolgeye gore degistigi bulunmustur. Leishmania
tirleri ve formlar1 lizerine propolisin etkisinde

farkliliklar oldugu gosterilmistir (7).

Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda propolis ekstresinin
makrofajlar ile infekte hiicrelerde parazit miktarim
azalttig1 gosterilmistir (8-10). Parazitle infekte olan
makrofajlar tarafindan dogal savunma mekanizma-
s1 olarak bazi sitokinler salinmaktadir. Bu ¢alisma-
da, herhangi bir uyar1 olmadiginda makrofajlardan
IL-1, IL-6 ve IL-12 sitokinin salinim diisiik diizey-
de bulunurken, parazitlerin makrofaj igine girme-
sinden sonra her ¢ sitokinin de salimiminda artis
tespit edilmistir. Bu artisin dogal bagisik yanit so-
nucu olustugu diistiinilmiistiir.

Bazi aragtirmacilar, makrofajlar {izerine uygulanan
propolisin proinflamatuar sitokinlerin salinimim
arttirdigini, bazilar1 azalttigini, bazilari ise degistir-
medigini 6ne siirmiislerdir (1, 7). Yapilan bir ¢alig-
mada, makrofajlarin fazla uyarilmalar1 sonucunda
IL-1B ve IL-6 seviyelerinin asir1 yiikselmesinin
hiicrelerde hasara sebep olabilecegi bildirilmigtir
(6). Bu caligmada makrofajlar i¢indeki amastigotlar
tizerine propolis verildiginde IL-1p ve IL-6 seviye-
lerinin azaldigi goriilmiistiir. Dogal immiin yanit
olarak makrofajlarin proinflamauar sitokinleri art-
tirmasina karsilik bu dogal immiin yanitin hasarimi
azaltmak i¢in propolisin proinflamatuar sitokin
seviyelerini azalttig1 diisliniilmistiir.

Bazi arastiricilar, makrofajlar iizerine uygulanan
propolisin, makrofajlardan IL-12 gibi sitokinlerin
salinimin artirarak dogal katil hiicrelerin sitotoksik
aktivitelerini artirdigini belirtirken, bazi arastirici-
lar ise kars1 yonde goriis belirtmiglerdir (1, 7). Bu
calismada propolis ilave edilen grupta IL-12 sevi-
yelerinde artis olmasi ilk goriisii destekler nitelikte
degerlendirilmistir.

Ozbilge H, Kaya EG

Caligmada, parazit uyarimi ile makrofajlar tarafin-
dan salinimmu artirilan IL-13 ve IL-6 sitokinlerinin
propolis ilavesi sonrasinda salinimlariin baskilan-
dig1, boylece proinflamatuar sitokinlerin asirt
salmimindan hiicrelerin korundugu, Th; yanitinin
bir gostergesi olan IL-12 sitokin seviyesinin
propolis verilen grupta yiikseldigi, boylece parazi-
tin elimine edilmesini saglayan hiicresel immiin
yanita destek olundugu sonucuna ulastlmistir.
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