
Fulvik  asit,  insan  monositlerinde  homosistein  
kaynaklı  siklooksijenaz-2  ekspresyonunu  zayıflatır

Soyut

Arka  Plan  
Hümik  maddelerin  bir  bileşik  sınıfı  olan  Fulvik  asit  (FA),  ölü  
bitkiler,  mikroplar  ve  hayvanlar  gibi  organik  maddelerin  kimyasal  
ve  biyolojik  süreçlerle  parçalanmasıyla  oluşan  polifenolik  asit  
bileşiklerinin  bir  karışımıdır  [1].  Son  zamanlarda  FA'nın  insan  
vücudu  üzerinde  nutrasötik  özelliklere  ve  fizyolojik  etkiye  sahip  
olduğu  bildirilmiştir.  Nöroprotektif  etkisi  ile  doğal  olarak  oluşan  
en  ilginç  fitokimyasallardan  biridir  [2,3].  FA'nın  antimikrobiyal  ve  
antiinflamatuar  özellikleri  de  bildirilmiştir  [4,5].  ek  olarak
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Turbadan  ekstrakte  edilen  FA,  bir  antioksidan  aktiviteye  ve  
bazofillerde  kimyasal  aracı  salımını  inhibe  edici  bir  etkiye  
sahipti  [6].  Bu  sonuçlar,  FA'nın  biyolojik  aktivitelerinde  
baskın  bir  role  sahip  olabileceğini  ima  eder.  FA'nın  hücresel  
ve  biyolojik  fonksiyonlar  üzerindeki  etkisine  ilişkin  çok  sayıda  
çalışma  olmasına  rağmen,  FA'nın  düzenleyici  etkisinin  altında  
yatan  ayrıntılı  mekanizmalar  belirsizliğini  koruyor.

Sigara  içme,  diabetes  mellitus,  hiperlipidemi,  hipertansiyon  
ve  hiperhomosistein  mia  dahil  olmak  üzere  çeşitli  risk  
faktörlerinin  aterosklerozu  teşvik  etmede  yer  aldığı  
bilinmektedir.  Hiperhomo  sisteinemili  hastalarda  kandaki  
homosistein  düzeylerinde  anormal  yükselme  bildirilmiştir  
[8].  Şiddetli  hiperhomosisteinemi  (100  mmol/L'den  yüksek  
homosistein  plazma  seviyeleri)

Aterosklerotik  lezyonların  oluşumu,  kronik  inflamatuar  
yanıtların  bir  süreci  olarak  kabul  edilir  [7].
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Yöntemler:  Tüm  deneylerde  periferik  kan  monositleri  ve  U937  hücreleri  kullanıldı.  Sırasıyla  COX-2  mRNA  ekspresyonunu  ve  
PGE2  sekresyonunu  analiz  etmek  için  gerçek  zamanlı  PCR  ve  ELISA  testi  kullanıldı.  Spesifik  inhibitörler,  homosistein  aracılı  
COX-2  mRNA  ekspresyonu  ve  PGE2  salgılanmasının  mekanizmasını  araştırmak  için  kullanıldı.  Luciferase  testi,  transkripsiyon  
faktörü  ELISA  ve  kromatin  immünopresipitasyon,  monositler  üzerindeki  homosistein  etkisinin  FA  aracılı  inhibisyonunda  
nükleer  faktör-κB'nin  rolünü  belirlemek  için  kullanıldı.

Sonuçlar:  Sonuçlar,  monositlerin  FA  ile  ön  muameleye  tabi  tutulmasının  homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonunu  doza  
bağlı  bir  şekilde  inhibe  ettiğini  göstermektedir.  U937  monositlerinin  homosistein  ile  uyarılması,  ERK  ve  JNK  fosforilasyonunda  
hızlı  artışlara  neden  oldu;  ERK  ve  JNK  inhibitörü,  homosistein  kaynaklı  nükleer  faktör-κB  aktivasyonunu  ve  COX-2  ekspresyonunu  
zayıflattı.  Transkripsiyon  faktörü  ELISA  ve  kromatin  immünopresipitasyon  deneyleri,  FA'nın  monositlerde  nükleer  faktör-κB'nin  
bağlanma  aktivitesinde  ve  in  vivo  promotör  bağlanmasında  homosistein  kaynaklı  artışları  bloke  ettiğini  gösterdi.

Arka  plan:  Homosistein  ve  siklooksijenaz-2  (COX-2)  gibi  proinflamatuar  mediatörler,  vasküler  disfonksiyon  ve  kardiyovasküler  
hastalık  riskleri  ile  ilişkilendirilmiştir.  Bir  hümik  madde  bileşikleri  sınıfı  olan  fulvik  asit  (FA),  çeşitli  farmakolojik  özelliklere  
sahiptir.  Bununla  birlikte,  FA'nın  monositlerin  enflamatuar  tepkileri  üzerindeki  etkisi  belirsizliğini  koruyor.  FA'nın  insan  
monositlerinde  homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonu  üzerindeki  düzenleyici  etkisini  araştırdık.

Anahtar  Kelimeler:  Anti-inflamasyon,  Siklooksijenaz-2,  Fulvik  asit,  Homosistein,  Monositler

Sonuçlar:  Bulgularımız,  FA'nın  monositlerde  homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonunu  inhibe  ettiği  moleküler  bir  mekanizma  
ve  FA'nın  enflamasyona  karşı  farmasötik  tedavide  kullanılması  için  bir  temel  sağlar.
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Hücre  kültürü

Endotel  disfonksiyonu  ve  aktivasyon,  homosistein  ile  ilişkili  
vasküler  patolojideki  anahtar  olaylardan  biridir  [10].  Ayrıca  
oksidatif  stres,  inflamasyon  ve  düz  kas  hücresi  proliferasyonu  
da  bu  sürece  dahil  olur.

aşırı  erken  ateroskleroz  ve  erken  tıkayıcı  vasküler  hastalığı  
olan  hastalarda  bulunmuştur  [9].  Hiperhomosisteinemi,  
ateroskleroz  için  bağımsız  bir  risk  faktörü  olarak  kabul  
edilmesine  rağmen,  homosisteinin  vasküler  hasara  neden  
olma  mekanizması  henüz  anlaşılamamıştır.

Gerçek  zamanlı  kantitatif  
PCR  Gerçek  zamanlı  PCR  gerçekleştirildi  ve  ürünler,  FastStart  
DNA  SYBR  Green  I  kitiyle  (Roche  Diagnostics  GMbH,  Mannheim,  
Almanya)  bir  ABI  Prism  7900HT  kullanılarak  tespit  edildi.  Bu  
çalışmada  tasarlanan  primerler,  COX-2  ileri  primer,  5′-CTGAA  
AGATG  GACGC  TCAAT-3';  COX-2  ters  primer,  5'-CGTTT  CAGAA  
GCCAG  AAGAG-3';  18S  rRNA  ileri  primer,  5'-CGGCG  ACGAC  
CCATT  CGAAC-3',  18S  rRNA  ters  primer,  5'-GAATC  GAACC  
CTGAT  TCCCC  GTC-3'.

Yöntemler  
Malzemeler  
Tüm  kültür  malzemeleri  Gibco'dan  (Grand  Island,  NY,  ABD)  
satın  alınmıştır.  FA,  Esther  Material  Technology  Co.,  Ltd.,  
Kaohsiung,  Tayvan  tarafından  %20'lik  bir  solüsyon  olarak  sağlandı.

[14]  açıklanmıştır.  Periferik  kan  mononükleer  hücreleri  
(PBMC'ler),  Histopaque  1077  yoğunluk  gradyanlı  santrifüjleme  
ile  izole  edildi.  Monositler,  manyetik  aktive  edilmiş  hücre  
sıralama  (MACS)  monosit  izolasyon  kiti  (Miltenyi  Biotech,  
Auburn,  CA)  kullanılarak  negatif  seçimle  PBMC'lerden  
saflaştırıldı.  İnsan  monositik  hücre  dizisi  U937,  Gıda  Endüstrisi  
Araştırma  ve  Geliştirme  Enstitüsü'nün  (Hsinchu,  Tayvan)  
Bioresources  Toplama  ve  Araştırma  Merkezi'nden  (BCRC)  
temin  edildi.  Hücreler,  %10  FBS  ile  desteklenmiş  RPMI-1640  
ortamında  tutuldu.

Lusiferaz  tahlilleri  
Plazmit  pGL4'ün  (Promega,  Madison,  WI)  ateşböceği  lusiferaz  
raportör  genine  bağlı  -918/+49  COX-2  5'-yan  DNA  içeren  insan  
COX-2  promotör  yapıları  daha  önce  bildirildiği  gibi  
kullanılmıştır .  1  mg/ml'lik  bir  konsantrasyon,  Lipofektamin  
(Gibco)  ile  DLD-1  hücrelerine  transfekte  edildi.  pSV-p-
galaktosidaz  plazmidi,  transfeksiyon  etkinliğini  normalleştirmek  
için  birlikte  transfekte  edildi.  Elde  edilen  değerler,  hücre  
lizatlarındaki  p-galaktosidaz  seviyelerine  göre  normalleştirildi.  
β-galaktosidaz  aktiviteleri  bir  tahlil  kiti  ile  belirlendi  ve  
numuneler  arasında  <%20  varyasyon  sergiledi.

Bu  çalışmada,  birincil  insan  kan  monositlerinde  ve  insan  
monositik  U937  hücrelerinde  homosistein  kaynaklı  COX-2  
ekspresyonunu  modüle  etmede  FA'nın  rollerini  ve  ayrıca  
düzenleyici  etkilerin  altında  yatan  moleküler  mekanizmaları  
araştırdık.

Buffy  coat'dan  (Tayvan  Kanı)  elde  edilen  insan  monositleri
Center,  TBSF,  Tayvan)  önceden  olduğu  gibi  izole  edildi.

Western  blot  analizi  
Örnekler,  %1  NP-40,  %0.5  sodyum  deoksikolat,  %0.1  SDS  ve  
bir  proteaz  inhibitör  karışımı  (PMSF,  aprotinin  ve  sodyum  
ortovanadat)  içeren  bir  tamponla  parçalandı.  Protein  
konsantrasyonu,  Bio-Rad  protein  tahlil  kiti  (Bio-Rad,  Hercules,  
CA)  kullanılarak  belirlendi.  Eşit  miktarda  toplam  protein,  SDS-
poliakrilamid  jel  elektroforezi  (PAGE)  (%10  çalışma,  %4  
istifleme)  ile  ayrıldı,  bir  nitroselüloz  zara  aktarıldı  ve  belirtilen  
antikorlar  ve  Western-Light  chemilu  minescent  saptama  
sistemi  (Bio)  kullanılarak  analiz  edildi.  -Rad).

Monositler,  erken  aterosklerotik  plaklara  sızan  birincil  
enflamatuar  hücre  tipidir.  Monosit  türevli  makrofajlar  
tarafından  proinflamatuvar  mediatörlerin  salınması,  
aterosklerotikte  flamatuvar  yanıtlarda  çok  önemli  bir  rol  
oynayabilir  [11].  Siklooksijenaz-2  (COX-2),  eikozanoidlerin  
sentezi  için  anahtar  bir  enzimdir.  COX-2,  sitokinler,  mitojenler  
ve  lipopolisakarit  gibi  proinflamatuar  faktörlerin  uyarılması  
nedeniyle  vasküler  dokularda  önemli  ölçüde  eksprese  edilir  
[12].  Aktive  edilmiş  monositlerdeki  COX-2'nin  inflamasyon  ve  
aterosklerozda  özel  bir  önemi  olduğu  açıktır  [13].  Makrofajların  
aktivasyonu  daha  önce  COX-2'nin  indüksiyonu  ile  
ilişkilendirilmişti.  COX-2  eksprese  eden  makrofajların,  kemo  
taksileri  aktive  etmek,  vasküler  geçirgenliği  arttırmak  ve  hücre  
proliferasyonunu  teşvik  etmek  dahil  proinflamatuar  etkileri  
olan  prostaglandinler  ürettiği  bilinmektedir  [12].  Ateroskleroz,  
monosit  fonksiyonları  ve  hiperhomosi  teinemi  dahil  olmak  
üzere,  katkıda  bulunan  faktörlerin  karmaşık  bir  dizisini  içeren  
çok  faktörlü  bir  hastalık  olduğundan,  homo  sisteinin  insan  
monositlerinde  COX-2  gen  ekspresyonu  üzerindeki  etkisini  
araştırmak  gereklidir.

PD98059  (ERK  inhibitörü),  SP600125  (JNK  inhibitörü)  ve  
SB203580  (p38  inhibitörü),  Calbiochem'den  (La  Jolla,  CA)  satın  
alınmıştır.  ERK1/2,  JNK1/2,  fosfo-ERK1/2,  fosfo  JNK1/2  ve  NF-
κB  p65'e  karşı  fare  monoklonal  antikorları  (mAB'ler),  Santa  
Cruz  Biotechnology'den  (Santa  Cruz,  CA)  satın  alınmıştır.  
Pirolidin  ditiyokarba  mate  (PDTC),  SN50  ve  reaktif  sınıfındaki  
diğer  kimyasallar  Sigma'dan  (St.  Louis,  MO)  elde  edildi.

PGE2  tahlili  
Şartlandırılmış  ortamdaki  PGE2  seviyeleri ,  üreticinin  
talimatlarına  göre  PGE2  ELISA  tahlil  kiti  (R  &  D  Systems)  
kullanılarak  belirlendi  [16].

Ölçüm,  2 ΔΔCt  yöntemi  [15]  kullanılarak  yapıldı.  Tüm  
numuneler  çift  olarak  ölçüldü.  Kantitatif  değer  olarak  her  iki  
kopyanın  ortalama  değeri  kullanıldı.
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ChIP  analizleri  yayınlanmış  bir  protokol  izlenerek  
gerçekleştirilmiştir  [17].  Kısaca,  kromatinler  sonikasyonla  
kesildi  (3  kez,  10  saniye  açık,  60  saniye  kapalı).  Önceden  
temizlenmiş  ekstraktlar,  tavşan  anti-p65  ve  c-jun  antikorları  
veya  tavşan  IgG'si  ile  4°C'de  gece  boyunca  imüno-çökeltildi.  
DNA,  çökeltilmiş  komplekslerden  izole  edildi  ve  NF-κB  
bağlanma  bölgelerini  içeren  insan  COX-2  promotörlerinin  
kısmını  yükselten  aşağıdaki  primerlerle  PCR  ile  analiz  edildi:  
5'-GCCCT  CCCCC  GGTAT  CCCAT  C-3'  ve  5'-AAAAA  ATTGC  
GTAAG  CCCGG  T-3'.  Yükleme  kontrolü  olarak  toplam  girdi  
nükleer  ekstraktının  bir  kısmı  kullanıldı.

Hücrelerin  nükleer  ekstraktları,  nükleer  protein  ekstrakt  
kitleri  (Panomics,  Redwood  City,  CA)  kullanılarak  hazırlandı.  
Ticari  olarak  temin  edilebilen  ELISA  kitleri  (Panomics)  
kullanılarak  NF-κB  p65  aktivasyonunun  kantitatif  ölçümleri  
için  eşit  miktarda  nükleer  protein  kullanıldı.

FA,  monositlerde  homosistein  kaynaklı  COX-2  
ekspresyonunu  inhibe  eder  FA'nın  monositlerde  
homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonu  üzerindeki  etkilerini  
test  etmek  için  insan  birincil  monositleri  ve  U937  hücreleri,  
0.5,  1,  5  ve  10  μg  konsantrasyonlarda  FA  ile  ön  işleme  tabi  
tutuldu. /mL  4  saat  ve  ardından  FA  varlığında  4  saat  
homosistein  (200  uM)  ile  uyarıldı.  Gerçek  zamanlı  PCR  
analizinden  elde  edilen  sonuçlar,  homosisteinin,  uyarılmamış  
hücrelerle  karşılaştırıldığında  monositik  COX-2  mRNA  
ifadesinde  önemli  bir  artışa  neden  olduğunu  gösterdi  (insan  
birincil  monositleri  için  Şekil  2A,  U937  hücreleri  için  Şekil  2B).  
COX-2  mRNA  ekspresyonundaki  bu  artış,  hücrelerin  FA  ile  
önceden  işlenmesiyle  önemli  ölçüde  inhibe  edildi  (Şekil  2A  ve  
B)  ve  FA'nın  inhibe  edici  etkisi  doza  bağımlı  bir  şekildedir.  
Koşullu  ortamda  PGE2  salgılanması  için  ELISA  tahlilleri ,  
monositlerin  homosistein  ile  uyarılmasının,  uyarılmamış  
hücrelerle  karşılaştırıldığında  monositlerden  PGE2  
salgılanmasında  artışa  yol  açtığını  gösterdi  (insan  birincil  
monositleri  için  Şekil  2C,  U937  hücreleri  için  Şekil  2D).  
Monositlerin  1  veya  10  μg/mL  konsantrasyonda  FA  ile  ön  
işleme  tabi  tutulması,  homosistein  kaynaklı  PGE2  sekresyonunu  
azaltmıştır.  Bu  sonuç,  FA'nın  homosistein  kaynaklı  COX-2  gen  
ekspresyonu  üzerindeki  etkisine,  monositlerden  PGE2  
salınımındaki  karşılık  gelen  değişikliklerin  eşlik  ettiğini  
göstermektedir.
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Şekil  1  Fulvik  asidin  (FA)  insan  birincil  ve  U937  monositlerinin  hücre  canlılığı  üzerindeki  etkisi.  İnsan  birincil  monositleri  (A)  ve  U937  hücreleri  (B),  belirtilen  
FA  konsantrasyonları  ile  kültürlendi  ve  24  saat  boyunca  96  oyuklu  bir  plaka  içinde  37°C'de  inkübe  edildi.  Hücre  canlılığı,  "Yöntemler  Bölümü"nde  açıklandığı  
gibi  değerlendirildi  ve  kontrol  hücrelerinin  yüzdesi  (CL)  olarak  ifade  edildi.  Değerler,  üç  ayrı  deneyin  ortalamasının  (SEM)  ortalama  ±  standart  hatası  olarak  
ifade  edilir.

Hücre  canlılığı  (%) Hücre  canlılığı  (%)

(B)(A)

İstatistiksel  analiz  
Sonuçlar  ortalama  ±  ortalamanın  standart  hatası  (SEM)  olarak  ifade  
edilir.  İstatistiksel  analiz,  iki  veri  grubu  için  bağımsız  bir  Student  t  testi  
ve  varyans  analizi  (ANOVA)  ve  ardından  çoklu  karşılaştırmalar  için  
Scheffe  testi  kullanılarak  belirlendi.  0.05'ten  küçük  P  değerleri  anlamlı  
kabul  edildi.

Kromatin  immünopresipitasyon  (ChIP)

Transkripsiyon  faktörü  deneyleri  (TF  ELISA  deneyleri)

Sonuçlar  

FA'nın  insan  monositleri  üzerindeki  sitotoksik  etkisi  
FA'nın  monositlerin  yaşayabilirliği  üzerindeki  etkisini  incelemek  için,  
insan  birincil  monositleri  ve  U937  hücreleri,  24  saat  boyunca  0.5,  1,  5  
veya  10  μg/mL  konsantrasyonda  FA  ile  muamele  edildi  ve  MTT  tahlili  
yapıldı.  Şekil  1'de  gösterildiği  gibi,  FA  ile  tedavi  edilmiş  ve  işlenmemiş  
insan  primer  monositleri  (Şekil  1A)  ve  U937  hücreleri  (Şekil  1B)  
arasında  bility  yoluyla  hücre  üzerinde  önemli  bir  fark  yoktu.  Bu  
sonuçlar,  bu  çalışmada  kullanılan  FA'nın  monositler  üzerinde  sitotoksik  
etkisinin  olmadığını  göstermektedir.

FA,  transkripsiyon  seviyesinde  homosistein  kaynaklı  COX-2  gen  
ekspresyonuna  aracılık  eder  Homosistein  kaynaklı  COX-2  
ekspresyonunun  FA  modülasyonlarının  transkripsiyonel  olaylar  olup  

olmadığını  daha  fazla  belirlemek  için  U937  hücreleri,  promotör  
bölgesini  içeren  COX-2  promotör  yapısı  ile  geçici  olarak  transfekte  
edildi  COX-2  ve  haberci  gen  lusiferaz  (p918-  Luc),  4  saat  FA  ile  ön  
işleme  tabi  tutuldu  ve  ardından  4  saat  homosistein  ile  işlendi.  4  saat  
boyunca  homosist  eine  ile  işlenen  U937  hücreleri,  uyarılmamış  
hücrelere  kıyasla  COX-2  promotör  aktivitesini  yaklaşık  7.65  kat  önemli  
ölçüde  artırdı  (Şekil  3).  Hücrelerin  4  saat  süreyle  FA  (0,5-10  μg/mL)  ile  
ön  işleme  tabi  tutulması  bunu  önemli  ölçüde  azalttı
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30  mM),  JNK  (SP600125,  20  mM)  veya  p38  (SB203580,  10  mM),  
200  uM  homosistein  ile  stimülasyondan  1  saat  önce  ve  
sırasında.  Homosistein  kaynaklı  COX-2  mRNA  ekspresyonu  
(Şekil  4A)  ve  PGE2  salgılanması  (Şekil  4B),  PD98059  ve  SP600125  
tarafından  önemli  ölçüde  inhibe  edildi,  ancak  SB203580  
tarafından  inhibe  edilmedi.  Ayrıca,  U937  hücrelerinde  ERK  ve  
JNK'nın  fosforilasyonu  da  homosistein  stimülasyonundan  
sonra  hızla  artarak  10-30  dakikada  maksimum  seviyelere  ulaştı  
(Şekil  4C).  Bu  geçici  kırışıklardan  sonra,  fosforilasyon  neredeyse  
bazal  seviyelere  indi.

homosistein  kaynaklı  COX-2  promotör  aktivitesi.  Bu  sonuçlar,  
homosistein  tarafından  FA  aracılı  COX-2  indüksiyonunun  
transkripsiyon  seviyesinde  düzenlendiğini  göstermektedir.

Homosistein  ile  indüklenen  COX-2  ekspresyonunun  MAPK'ya  
bağlı  yolaklar  yoluyla  aracılık  edip  etmediğini  belirlemek  için,  
insan  birincil  monositleri  ve  U937  hücreleri,  ERK  için  spesifik  
bir  inhibitör  (PD98059,  PD98059, Homosistein  ilavesinden  önce  4  saat  boyunca  FA  (1  ve  10  μg/

mL)  ile  tedavi  edilen  U937  hücreleri,  homosistein  kaynaklı  ERK  
ve  JNK  fosforilasyonunu  önemli  ölçüde  inhibe  etti  (Şekil  4D).  
FA'nın  kendisinin  kontrol  hücrelerinde  ERK,  JNK  ve  p38  MAPK  
fosforilasyonunun  bazal  seviyeleri  üzerinde  hiçbir  etkisi  
olmamıştır  (veriler  gösterilmemiştir).  Bu  sonuçlar,  FA'nın  
homosistein  kaynaklı  COX  2  ekspresyonu  üzerindeki  inhibe  
edici  etkisinin,  monositlerde  homosistein  kaynaklı  ERK  ve  JNK  
aktivasyonundaki  inhibisyonlarına  atfedilebileceğini  
göstermektedir.

Homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonunun  FA  aracılı  
inhibisyonu,  NF-κB'ye  bağlıdır  COX-2  geni,  promotör  
bölgesinde  NF-κB  bağlama  elemanları  içerir  [16].  NF-κB'nin  
monositlerde  homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonunun  FA  
aracılı  inhibisyonuna  dahil  olup  olmadığını  araştırmak  için,  NF-
κB  inhibitörlerinin  insan  primer  monositlerinde  ve  U937  
hücrelerinde  homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonu  
üzerindeki  etkilerini  inceledik.  NF-κB  inhibitörleri  SN50  ve  
PDTC.  İnsan  birincil  monositleri  ve  U937  hücreleri,

Şekil  2  Fulvik  asidin  (FA)  insan  monositlerinde  homosistein  kaynaklı  COX-2  mRNA  ekspresyonu  ve  PGE2  salgılanması  üzerindeki  etkisi .
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#  P  <  0.05

İnsan  birincil  monositleri  ve  U937  hücreleri,  4  saat  FA  (0-10  μg/mL)  ile  ön  işleme  tabi  tutuldu  ve  ardından  4  saat  (A,  B)  ve  8  saat  (C,  D)  homosistein  (200  
μg/mL)  ile  uyarıldı. ).  Homosistein  ile  uyarılmayan  monositler  kontrol  (CL)  olarak  kullanıldı.  (A,  B)  RNA  örnekleri  izole  edildi  ve  gerçek  zamanlı  PCR  analizine  
tabi  tutuldu.  Veriler,  üç  ayrı  deneyin  18S  rRNA  düzeyine  normalleştirilmiş  CL  monositlerinden  flüoresan  yoğunluğundaki  kat  değişiklikleri  olarak  sunulur.  
(C,  D)  Koşullu  ortamda  PGE2  salgılanması  ELISA  analizleriyle  belirlendi.  Veriler,  ortalama  ±  üç  ayrı  deneyin  ortalamasının  (SEM)  standart  hatası  olarak  
gösterilmiştir.  *P  <  0.05,  CL  monositlerine  karşı.
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P  <  0.05,  FA  ön  tedavisi  olmadan  homosisteinle  uyarılmış  hücrelere  karşı.

Şekil  3  Homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonunun  Fulvik  asit  (FA)  
modülasyonu,  transkripsiyonel  bir  olaydır.  U937  hücreleri,  COX-2  p918-
Luc  promotör  plazmidi  ile  transfekte  edildi.  Homosistein  ile  uyarılmayan  
p918-Luc  ile  transfekte  edilmiş  hücreler  kontrol  (CL)  olarak  kullanıldı.  
COX-2  promotör  aktivitesi,  en  az  üç  ayrı  deneyden  p-galaktosidaz  
aktivitesine  normalize  edilmiş  lusiferaz  tahlili  kullanılarak  kat  değişiklikleri  
olarak  ölçüldü.  *P  <  0.05,  CL  monositlerine  karşı.  FA  ön  tedavisi  olmadan  
homosisteinle  uyarılan  hücrelere  karşı.

#

Homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonunun  FA  aracılı  
inhibisyonu,  MAPK'ya  bağlıdır
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1  saat  boyunca  spesifik  NF-κB  inhibitörleri  (SN50  ve  PDTC,  
50  mM)  ile  inkübe  edildi,  ardından  4  saat  boyunca  
homosistein  ile  muamele  edildi.  Homosistein  kaynaklı  COX-2  
mRNA  ifadesi  (Şekil  5A)  ve  PGE2  salgılanması  (Şekil  5B),  
PDTC  ve  SN50  ile  inhibisyon  yoluyla  önemli  ölçüde  azaldı,  
bu  da  NF-κB'nin  COX-2  gen  indüksiyonunun  düzenlenmesinde  
yer  aldığını  gösterir.  NF-κB'nin  U937  hücrelerinde  COX-2  
promotör  bölgesini  bağlayıp  bağlamadığını  araştırmak  için  
NF-κB  aktivasyonunu  TF  ELISA  testi  ve  IκB  fosforilasyon  
analizi  kullanarak  belirledik.  Bu  sonuçlar,  U937  hücrelerinin  
homo  sistein  ile  işlenmesinin  NF-κB  p65  aktivitesinin  (Şekil  
5C)  ve  IκB  fosforilasyonunun  (Şekil  5D)  1  saatte  artmasına  
ve  en  az  4  saat  yüksek  kalmasına  neden  olduğunu  gösterdi.  
Ayrıca,  ERK  veya  JNK'ya  özgü  inhibitör  ile  ön  işleme  tabi  
tutulan  hücreler,  homosisteinle  artan  NF-κB  p65  aktivitesini  
önemli  ölçüde  zayıflattı  (Şekil  5E).  Bu  sonuçları  doğrulamak  
için  ChIP  analizi  yapıldı.  Anti-NF-KB  p65  antikoru  ile  immün  
çökeltilmemiş  kromozomal  DNA,  NF-KB  bağlanma  bölgelerini  
barındıran  COX-2  promotör  bölgesini  büyütmek  için  
tasarlanmış  primerler  kullanılarak  PCR'ye  tabi  tutuldu.  NF-
κB  p65  gerçekten  de  NF-κB  sitelerini  içeren  COX-2  pro  moter  
bölgesine  bağlıdır  (Şekil  5F).  FA'nın  homosisteine  yanıt  
olarak  monositlerin  çekirdeğindeki  NF-κB  p65-DNA  bağlama  
aktivitesine  aracılık  edip  etmeyeceğini  belirlemek  için  TF  
ELISA  deneyleri  yaptık.  Şekil  6A'da  gösterildiği  gibi,  U937  
hücrelerinin  FA  (1  ve

Tartışma  
Homosisteinin  insanlarda  ateroskleroz  için  bağımsız  bir  
risk  faktörü  olduğu  düşünülmektedir.  Oksidatif  stres  ve  
inflamasyon  gibi  çok  faktörlü  mekanizmaların  
hiperhomosisteinemi  kaynaklı  aterogenezde  rol  oynadığı  
bulunmuştur  [18,19].  Ek  olarak,  önceki  çalışma,  yüksek  
homosistein  düzeylerinin  doğrudan  aterogenezi  
indüklemeyebileceğini,  bunun  yerine  diğer  kardiyovasküler  
risk  faktörleriyle  kombinasyon  halinde  aterosklerotik  lezyon  
gelişimini  hızlandırabileceğini  öne  sürdü  [20].  Monositlerde  
COX-2  gibi  proinflamatuar  mediatörlerin  üretimi  
aterogenezde  önemli  bir  rol  oynar  [21].  Bununla  birlikte,  
homosisteinin  monositlerin  COX-2  gen  ekspresyonunu  
düzenlediği  mekanizma  belirsizliğini  koruyor.  Fulvik  asit,  en  
ilginç  fitokompleks  moleküllerden  biridir  ve  çeşitli  nutrasötik  
özelliklere  sahip  olduğu  rapor  edilmiştir.

10  μg/mL)  4  saat  boyunca  homosistein  kaynaklı  NF-κB-DNA  
bağlanma  aktivitesini  azalttı.  FA  varlığında  homo  sistein  ile  
uyarılan  monositlerde  NF-κB'nin  COX-2  geninin  promotör  
bölgelerine  bağlanmasının  in  vivo  düzenlemesini  daha  fazla  
değerlendirmek  için,  p65'e  karşı  bir  antikor  kullanarak  U937  
hücrelerinde  söylendiği  gibi  ChIP  gerçekleştirdik. .  
Homosistein  kaynaklı  in  vivo  NF-κB  p65'in  COX-2  
promotörüne  bağlanması,  hücrelerin  4  saat  FA  ile  ön  işleme  
tabi  tutulmasıyla  önemli  ölçüde  inhibe  edildi  (Şekil  6B).
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Şekil  4  Fulvik  asidin  (FA),  insan  monositindeki  MAPK  sinyal  yolaklarının  homosistein  kaynaklı  fosforilasyonu  üzerindeki  etkisi.
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İnsan  birincil  monositleri  ve  U937  hücreleri  CL  olarak  tutuldu  veya  200  μg/mL  homosistein  ile  4  saat  (A)  veya  8  saat  (B)  uyarıldı.  CL  olarak  tutulmadan  veya  
homosistein  ile  uyarılmadan  önce  hücreler,  1  saat  boyunca  ayrı  ayrı  PD98059  (PD),  SP600125  (SP)  veya  SB203580  (SB)  ile  ön  işleme  tabi  tutuldu.  (A)  Tüm  
çubuk  grafikler,  CL  monositlerinin  kıvrımlarını  temsil  eder  ve  18S  rRNA'ya  normalize  edilir.  (B)  PGE2  salgılanması,  ELISA  tahlili  ile  belirlendi.  Sonuçlar,  üç  ayrı  
deneyin  ortalama  ±  SEM'si  olarak  gösterilmiştir.  *P  <  0.05,  CL'ye  karşı.  hücreler  CL  olarak  tutuldu  veya  belirtilen  süreler  boyunca  homosistein  ile  uyarıldı.  (D)  
U937  monositleri,  4  saat  süreyle  FA  (0-10  μg/mL)  ile  ön  işleme  tabi  tutuldu  ve  ardından  0,5  saat  süreyle  homosistein  ile  uyarıldı.  ERK  ve  JNK'nın  fosforilasyonu,  
Western  lekeleme  ile  belirlendi.  Gösterilen  sonuçlar,  benzer  sonuçlara  sahip  üç  bağımsız  deneyi  temsil  etmektedir.

Homosistein  stimülasyonu  ile  araç  kontrolüne  (DMSO)  karşı  P  <  0.05.  (C)  U937#
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Homosistein  stimülasyonu  ile  DMSO  ile  tedavi  edilen  hücreler.  (C)  ve  (E)  NF-κB  aktivasyonu,  sadece  homosistein  (C)  ve  hem  homosistein  hem  de  PD98059/
SP600125  (E)  ile  işleme  tabi  tutulan  U937  hücrelerinde  TF  ELISA  deneyleriyle  belirlendi.  *P  <  0.05,  CL'ye  karşı.  (D)  IκB'nin  fosforilasyonu  Western  lekeleme  ile  
belirlendi.  (F)  p65  antikoru  kullanılarak  NF-κB  için  ChIP  deneyleri  yapıldı.  Gösterilen  sonuçlar,  benzer  sonuçlara  sahip  üç  bağımsız  deneyi  temsil  etmektedir.

#  P  <  0.05'e  karşı

Şekil  6  U937  monositinde  fulvik  asidin  (FA)  homosistein  kaynaklı  NF-κB  aktivasyonu  üzerindeki  etkisi.  U937  hücreleri,  CL  olarak  tutuldu  veya  200  μg/mL  
homosistein  ile  4  saat  süreyle  uyarıldı.  CL  olarak  tutulmadan  veya  homosistein  ile  uyarılmadan  önce,  hücreler  4  saat  FA  (0-10  μg/mL)  ile  ön  işleme  tabi  
tutuldu.  (A)  NF-κB  aktivasyonu,  U937  hücrelerinde  TF  ELISA  deneyleri  ile  belirlendi.  *P  <  0.05,  CL'ye  karşı.  (B)  p65  antikoru  kullanılarak  NF-κB  için  ChIP  
deneyleri  yapıldı.  Gösterilen  sonuçlar,  benzer  sonuçlara  sahip  üç  bağımsız  deneyi  temsil  etmektedir.
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Şekil  5  NF-κB'nin  homosistein  kaynaklı  COX-2  mRNA  ekspresyonu  ve  PGE2  sekresyonundaki  rolleri.  (A)  COX-2  mRNA  ve  (B)  PGE2  ekspresyonu,  insan  primer  
monositlerinde  ve  NF-κB  inhibitörleri  PDTC  ve  SN50  ile  ön  işleme  tabi  tutulan  U937  hücrelerinde  belirlendi  ve  ardından  2  saat  boyunca  200  μg/mL  
homosistein  ile  uyarıldı.  Tüm  çubuk  grafikler,  CL  monositlerinin  kıvrımlarını  temsil  eder,  üç  ayrı  deneyin  ortalama  ±  SEM  değeri.  *P  <  0.05,  CL'ye  karşı.

Mevcut  çalışmamız,  ilk  kez  FA'nın  monositlerde  homosistein  
kaynaklı  COX-2  ekspresyonu  üzerinde  inhibe  edici  etkiler  
gösterebileceğini  ve  böylece  muhtemelen  anti-inflamatuar  ve  
ateroprotektif  fonksiyonlara  hizmet  ettiğini  göstermektedir.  
FA'nın  homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonu  üzerindeki  bu  
inhibe  edici  etkisine,  çeşitli  kanıtlara  dayanan  ERK/JNK  ve  NF-
κB  sinyal  yolları  aracılık  etti  (Şekil  7).  İlk  olarak,  insan  birincil  
monositlerinin  ve  U937  hücrelerinin  FA  ile  ön  tedavisi,  
homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonunu  doza  bağlı  bir  
şekilde  inhibe  etti.

homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonundaki  inhibisyon,  
transkripsiyonel  seviyede  düzenlenmiştir.  Üçüncüsü,  hücrelerin  
homosistein  ile  tedavi  edilmesi,  ERK  ve  JNK  fosforilasyonlarında  
hızlı  artışlara  neden  oldu;  ERK  ve  JNK  inhibitörleri,  homosistein  
kaynaklı  COX-2  ekspresyonunu  zayıflattı.  U937  hücrelerinin  FA  
ile  ön  işleme  tabi  tutulması,  homosistein  kaynaklı  ERK  ve  JNK  
aktivasyonunu  inhibe  etti;  bu,  ERK  ve  JNK  yollarının,  FA'nın  
homosistein  kaynaklı  COX-2  ekspresyonu  üzerindeki  inhibe  
edici  etkisine  dahil  olduğunu  öne  sürdü.  Son  olarak  
homosistein,  U937  hücrelerinde  NF-κB  p65-DNA  bağlanma  
aktivitesini  ve  NF-κB'nin  in  vivo  promotör  bağlanmasını  
tetikledi.  NF-κB  aktivasyonundaki  ve  NF-κB-promoterindeki  bu  
artışlar

potansiyel  antioksidan  ve  antiinflamatuar  aktiviteler  [22].

İkincisi,  FA,  homosistein  kaynaklı  COX-2  promotör  aktivitesini  
inhibe  etti.  Bu,  FA  aracılı

(A)

(D)

(C)

(F)

(B)

(B)

(A)

(VE)
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Şekil  7  İnsan  monositlerinde  homosistein  kaynaklı  enflamatuar  COX2  ekspresyonu  üzerindeki  FA  yapısını  ve  FA'nın  antagonistik  etkilerini  gösteren  
şematik  diyagram.
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Transkripsiyon  faktörü  NF-κB,  enflamatuar  yanıtlarda  
indüklenebilir  gen  ekspresyonunun  düzenlenmesinde  kritik  bir  rol  
oynar.  COX-2  geninin  promotör  bölgelerindeki  NF-κB'nin,  yanıt  
verebilirliği  için  gerekli  olduğu  gösterilmiştir.

uyarana  bu  gen  [27].  NF-κB  dimerleri,  IκB  proteinleri  ile  etkileşimleri  
yoluyla  sitozolde  aktif  olmayan  bir  biçimde  tutulur.  Proinflamatuar  
faktörlerin  hücreler  üzerindeki  etkileşimi,  IκB'nin  fosforilasyonunu  
ve  degradasyonunu  indükler,  böylece  çekirdeğe  yer  değiştiren  NF-
κB  dimerlerini  serbest  bırakır.  NF-κB  daha  sonra,  hedef  gen  
ekspresyonunu  düzenleyen  promotör  bölgelerdeki  spesifik  κB  
bölgelerinde  DNA'ya  bağlanır  [28].  Hepatik  hücrelerde,  homosistein  
kaynaklı  COX-2  ekspresyonunun  NF-κB  aktivasyonu  yoluyla  aracılık  
ettiği  bildirilmiştir  [29].  Bununla  birlikte,  homosisteine  yanıt  olarak  
insan  monositlerinde  COX-2  ekspresyonunun  düzenlenmesinde  
NF-κB'nin  yer  alıp  almadığının  açıklığa  kavuşturulması  
gerekmektedir.  Mevcut  çalışmamızın  TF  ELISA  ve  ChIP  tahlillerinden  
elde  edilen  sonuçlar,  homosistein  stimülasyonunun  in  vitro  DNA  

bağlanma  aktivitesini  ve  monositlerde  NF-κB'nin  in  vivo  COX-2-
promoter  bağlanmasını  arttırdığını  gösterdi.  Homosistein  
tarafından  indüklenen  NF-κB  DNA  bağlanma  aktivitesinin  bu  
aktivasyonu,  monositlerde  homosistein  kaynaklı  COX-2  
ekspresyonunu  da  inhibe  edebilen  NF-κB  inhibitörleri  PDTC  veya  
SN50  ile  monositlerin  ön  işleme  tabi  tutulmasıyla  önemli  ölçüde  
inhibe  edilebilir.  Homosistein  ile  stimülasyondan  önce,  FA  ile  ön  
işleme  tabi  tutulan  hücreler,  monositlerde  homosistein  kaynaklı  
NF-κB-DNA  bağlanma  aktivitesinin  yanı  sıra  in  vivo  NF  κB-promoter  
bağlanmasını  önemli  ölçüde  inhibe  etti.  Bu  sonuçlar  homosistein  
ve  FA'nın  monositlerde  COX-2  ekspresyonuna  aracılık  etmede  
ortak  bir  yolu,  yani  NF-κB'yi  paylaşabileceğini  düşündürür.  
Sonuçlarımız,  FA'nın  homosistein  ile  uyarılan  monositler  üzerinde  
bir  anti-inflamatuar  fonksiyon  uyguladığını  göstermektedir.  Ek  
olarak  bu  sonuçlar,  homosistein  ile  uyarılan  COX-2  ekspresyonunun  
bu  FA  inhibisyonunun,  monositlerdeki  gen  ekspresyonlarında  
FA'nın  düzenleyici  rollerini  yansıtabileceğini  düşündürmektedir.  
Mevcut  veriler,  FA'nın  anti-enflamatuar  ve  ateroprotektif  hizmet  
edebileceğini  göstermektedir.

Monositler,  COX-2'yi  eksprese  eden  ana  hücre  tiplerinden  biridir  
[23].  Damar  duvarına  monositlerin  transendotelyal  göçü,  
aterosklerotik  lezyonların  oluşumunda  ilk  adımdır.  Önceki  çalışma,  
akut  miyokard  enfarktüslü  hastalardan  alınan  periferik  kan  
monositlerinde  COX-2  yukarı  regülasyonunun  gözlemlendiğini  
göstermiştir,  bu  da  akut  miyokard  enfarktüsüne  akut  inflamatuar  
yanıtın,  periferik  kan  monositlerindeki  COX-2  aktivasyonu  ile  korele  
olduğunu  düşündürmektedir  [24].  Ek  olarak,  COX-2'nin  varlığı,  
vasküler  yeniden  şekillenmeye  ve  aterotrombotik  sendromlara  yol  
açan,  başlıca  makrofajlar  ve  matriks  metalloproteinazlarla  
kollokalize  olan  aterosklerotik  plakların  omuz  bölgesinde  de  
bildirilmiştir  [25].  Bu  çalışmanın  sonuçları,  homosist  einin  insan  
monositlerinde  hem  COX-2  gen  ekspresyonunu  hem  de  PGE2  
salgılanmasını  indüklediğini  göstermektedir.  Homosisteinin,  NMDA  
reseptör  aracılı  kalsiyum  sinyal  yolakları  yoluyla  üretilen  ROS  
tarafından  fare  makrofajlarında  COX-2  ekspresyonunu  indüklediği  
bildirilmiştir  [26].  Bu  çalışmada,  homosisteinin  U937  hücrelerinde  
ERK  ve  JNK  fosforilasyonunda  hızlı  artışlara  neden  olduğunu  
bulduk.  Ayrıca,  ERK  ve  JNK  için  spesifik  bir  inhibitör,  homosistein  
kaynaklı  COX-2  ekspresyonunu  inhibe  etti.  Bu  sonuçlar,  ERK  ve  JNK  
aktivasyonunun,  COX-2'nin  homosistein  indüksiyonu  için  kritik  
olduğunu  göstermektedir.  Mevcut  çalışmamız  ayrıca  FA'nın  
homosistein  kaynaklı  ERK  ve  JNK  fosforilasyonu  ve  COX-2  
ekspresyonu  üzerinde  inhibe  edici  bir  etkiye  sahip  olduğunu  
göstermiştir.

bağlanma,  insan  birincil  monositlerinin  ve/veya  U937  hücrelerinin  
FA  ile  ön  işleme  tabi  tutulmasıyla  inhibe  edilebilir.
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Sonuç  Sonuç  
olarak  FA ,  homosistein  kaynaklı  monositlerden  COX-2  
ekspresyonunu  ve  PGE2  üretimini  inhibe  etti .  Monositlerde  
homosisteinin  uyarılması,  ERK  ve  JNK  fosforilasyonunun  
artmasına  ve  NF-κB'nin  aktivasyonuna  neden  oldu.  FA,  bu  
yolların  aktivasyonunu  düzenleyerek  homosistein  kaynaklı  
enflamatuar  mediatör  ekspresyonunu  inhibe  etti.

homosistein  uyaranlarına  yanıt  olarak  monositlerde  
proinflamatuar  gen  ekspresyonunu  inhibe  ederek  işlev  görür.
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