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ARASTIRMA SEMASI Acik Erisim

Fulvik asit, insan monositlerinde homosistein
kaynakl siklooksijenaz-2 ekspresyonunu zayiflatir

Shao-Ju Chien1 Te Chuan Chen2 Hsing-Chun Kuo3,4,5, Cheng-Nan Chen6* ve Shun-Fu Chang7*

Soyut

Arka plan: Homosistein ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi proinflamatuar mediatorler, vaskuler disfonksiyon ve kardiyovaskuler
hastalik riskleri ile iliskilendirilmistir. Bir himik madde bilesikleri sinifi olan fulvik asit (FA), gesitli farmakolojik 6zelliklere
sahiptir. Bununla birlikte, FA'nin monositlerin enflamatuar tepkileri Gizerindeki etkisi belirsizligini koruyor. FA'nin insan
monositlerinde homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonu Uzerindeki diizenleyici etkisini arastirdik.

Yéntemler: Tim deneylerde periferik kan monositleri ve U937 huicreleri kullanildi. Sirasiyla COX-2 mRNA ekspresyonunu ve
PGE2 sekresyonunu analiz etmek icin gercek zamanl PCR ve ELISA testi kullanildi. Spesifik inhibitorler, homosistein aracili
COX-2 mRNA ekspresyonu ve PGE2 salgilanmasinin mekanizmasini arastirmak icin kullanildi. Luciferase testi, transkripsiyon
faktoru ELISA ve kromatin immunopresipitasyon, monositler Gizerindeki homosistein etkisinin FA aracili inhibisyonunda
nukleer faktor-«kB'nin rolunu belirlemek icin kullanildi.

Sonuglar: Sonuglar, monositlerin FA ile 6n muameleye tabi tutulmasinin homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonunu doza

bagli bir sekilde inhibe ettigini gdstermektedir. U937 monositlerinin homosistein ile uyarilmasi, ERK ve JNK fosforilasyonunda
hizli artislara neden oldu; ERK ve JNK inhibitdr, homosistein kaynakli nikleer faktor-kB aktivasyonunu ve COX-2 ekspresyonunu
zayiflatti. Transkripsiyon faktort ELISA ve kromatin immunopresipitasyon deneyleri, FA'nin monositlerde nikleer faktér-«kB'nin
baglanma aktivitesinde ve in vivo promot6r baglanmasinda homosistein kaynakli artislari bloke ettigini gésterdi.

Sonuglar: Bulgularimiz, FA'nin monositlerde homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonunu inhibe ettigi molekuler bir mekanizma
ve FA'nin enflamasyona karsi farmasotik tedavide kullanilmasi icin bir temel saglar.

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

Arka Plan Turbadan ekstrakte edilen FA, bir antioksidan aktiviteye ve
Himik maddelerin bir bilesik sinifi olan Fulvik asit (FA), 61a bazofillerde kimyasal araci salimini inhibe edici bir etkiye
bitkiler, mikroplar ve hayvanlar gibi organik maddelerin kimyasal sahipti [6]. Bu sonuglar, FA'nin biyolojik aktivitelerinde

ve biyolojik sureglerle pargalanmasiyla olusan polifenolik asit baskin bir role sahip olabilecegini ima eder. FA'nin hiicresel
bilesiklerinin bir karisimidir [1]. Son zamanlarda FA'nin insan ve biyolojik fonksiyonlar Gizerindeki etkisine iliskin ¢cok sayida
viicudu Gzerinde nutrasétik ézelliklere ve fizyolojik etkiye sahip calisma olmasina ragmen, FA'nin diizenleyici etkisinin altinda
oldugu bildirilmistir. Néroprotektif etkisi ile dogal olarak olusan yatan ayrintih mekanizmalar belirsizligini koruyor.

en ilging fitokimyasallardan biridir [2,3]. FA'nin antimikrobiyal ve Aterosklerotik lezyonlarin olusumu, kronik inflamatuar
antiinflamatuar 6zellikleri de bildirilmistir [4,5]. ek olarak yanitlarin bir sireci olarak kabul edilir [7].

Sigara icme, diabetes mellitus, hiperlipidemi, hipertansiyon
ve hiperhomosistein mia dahil olmak Gzere cesitli risk
faktorlerinin aterosklerozu tesvik etmede yer aldigi
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asiri erken ateroskleroz ve erken tikayici vaskuler hastaligi
olan hastalarda bulunmustur [9]. Hiperhomosisteinemi,
ateroskleroz icin bagimsiz bir risk faktért olarak kabul
edilmesine ragmen, homosisteinin vaskuler hasara neden
olma mekanizmasi hendz anlasilamamistir.

Endotel disfonksiyonu ve aktivasyon, homosistein ile iliskili
vaskuler patolojideki anahtar olaylardan biridir [10]. Ayrica
oksidatif stres, inflamasyon ve diiz kas hicresi proliferasyonu
da bu sulrece dahil olur.

Monositler, erken aterosklerotik plaklara sizan birincil
enflamatuar hiicre tipidir. Monosit trevli makrofajlar
tarafindan proinflamatuvar mediatérlerin salinmasi,
aterosklerotikte flamatuvar yanitlarda ¢ok 6nemli bir rol
oynayabilir [11]. Siklooksijenaz-2 (COX-2), eikozanoidlerin
sentezi icin anahtar bir enzimdir. COX-2, sitokinler, mitojenler
ve lipopolisakarit gibi proinflamatuar faktérlerin uyarilmasi
nedeniyle vaskiler dokularda 6nemli 6l¢lide eksprese edilir
[12]. Aktive edilmis monositlerdeki COX-2'nin inflamasyon ve
aterosklerozda 6zel bir énemi oldugu agiktir [13]. Makrofajlarin
aktivasyonu daha énce COX-2'nin indUksiyonu ile
iliskilendirilmisti. COX-2 eksprese eden makrofajlarin, kemo
taksileri aktive etmek, vaskuler gegirgenligi arttirmak ve hicre
proliferasyonunu tesvik etmek dahil proinflamatuar etkileri
olan prostaglandinler Urettidi bilinmektedir [12]. Ateroskleroz,
monosit fonksiyonlari ve hiperhomosi teinemi dahil olmak
Uzere, katkida bulunan faktérlerin karmasik bir dizisini iceren
cok faktorli bir hastalik oldugundan, homo sisteinin insan
monositlerinde COX-2 gen ekspresyonu tzerindeki etkisini
arastirmak gereklidir.

Bu calismada, birincil insan kan monositlerinde ve insan
monositik U937 hicrelerinde homosistein kaynakli COX-2
ekspresyonunu module etmede FA'nin rollerini ve ayrica
duzenleyici etkilerin altinda yatan molekuler mekanizmalari
arastirdik.

Yontemler

Malzemeler

TUum kalttr malzemeleri Gibco'dan (Grand Island, NY, ABD)
satin alinmistir. FA, Esther Material Technology Co., Ltd.,
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[14] agiklanmistir. Periferik kan monontikleer hicreleri
(PBMC'ler), Histopaque 1077 yogunluk gradyanl santrifijleme
ile izole edildi. Monositler, manyetik aktive edilmis hlcre
siralama (MACS) monosit izolasyon kiti (Miltenyi Biotech,
Auburn, CA) kullanilarak negatif secimle PBMC'lerden
saflastirildi. Insan monositik hiicre dizisi U937, Gida Enddistrisi
Arastirma ve Gelistirme Enstitisu'nun (Hsinchu, Tayvan)
Bioresources Toplama ve Arastirma Merkezi'nden (BCRC)
temin edildi. Hicreler, %10 FBS ile desteklenmis RPMI-1640
ortaminda tutuldu.

Gergek zamanli kantitatif

PCR Gergek zamanli PCR gergeklestirildi ve Grinler, FastStart
DNA SYBR Green I kitiyle (Roche Diagnostics GMbH, Mannheim,
Almanya) bir ABI Prism 7900HT kullanilarak tespit edildi. Bu
calismada 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'.

Olcim, 2 AACt yéntemi [15] kullanilarak yapildi. Tim
numuneler cift olarak 6l¢uldd. Kantitatif deger olarak her iki
kopyanin ortalama degeri kullanildi.

PGE2 tahlili

Sartlandinimis ortamdaki PGE2 seviyeleri, Ureticinin
talimatlarina gére PGE2 ELISA tahlil kiti (R & D Systems)
kullanilarak belirlendi [16].

Western blot analizi

Ornekler, %1 NP-40, %0.5 sodyum deoksikolat, %0.1 SDS ve
bir proteaz inhibitér karisimi (PMSF, aprotinin ve sodyum
ortovanadat) iceren bir tamponla parcalandi. Protein
konsantrasyonu, Bio-Rad protein tahlil kiti (Bio-Rad, Hercules,
CA) kullanilarak belirlendi. Esit miktarda toplam protein, SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) (%10 calisma, %4
istifleme) ile ayrildi, bir nitroseltloz zara aktarildi ve belirtilen
antikorlar ve Western-Light chemilu minescent saptama
sistemi (Bio) kullanilarak analiz edildi. -Rad).

Kaohsiung, Tayvan tarafindan %20'lik bir solisyon olarak saglandi.

PD98059 (ERK inhibitéra), SP600125 (JNK inhibitoru) ve
SB203580 (p38 inhibitdrl), Calbiochem'den (La Jolla, CA) satin
alinmistir. ERK1/2, JNK1/2, fosfo-ERK1/2, fosfo JNK1/2 ve NF-
KB p65'e karsi fare monoklonal antikorlari (mAB'ler), Santa
Cruz Biotechnology'den (Santa Cruz, CA) satin alinmistir.
Pirolidin ditiyokarba mate (PDTC), SN50 ve reaktif sinifindaki
diger kimyasallar Sigma'dan (St. Louis, MO) elde edildi.

Hucre kiltara
Buffy coat'dan (Tayvan Kani) elde edilen insan monositleri
Center, TBSF, Tayvan) 6nceden oldugu gibi izole edildi.

Lusiferaz tahlilleri

Plazmit pGL4'Un (Promega, Madison, WI) atesbdcedi lusiferaz
raportor genine bagli -918/+49 COX-2 5'-yan DNA iceren insan
COX-2 promotdr yapilari daha 6nce bildirildigi gibi
kullanilmistir . 1 mg/ml'lik bir konsantrasyon, Lipofektamin
(Gibco) ile DLD-1 hicrelerine transfekte edildi. pSV-p-
galaktosidaz plazmidi, transfeksiyon etkinligini normallestirmek
icin birlikte transfekte edildi. Elde edilen degerler, hiicre
lizatlarindaki p-galaktosidaz seviyelerine gore normallestirildi.
B-galaktosidaz aktiviteleri bir tahlil kiti ile belirlendi ve
numuneler arasinda <%20 varyasyon sergiledi.
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Transkripsiyon faktort deneyleri (TF ELISA deneyleri)

Hucrelerin nukleer ekstraktlari, nikleer protein ekstrakt
kitleri (Panomics, Redwood City, CA) kullanilarak hazirlandi.
Ticari olarak temin edilebilen ELISA kitleri (Panomics)
kullanilarak NF-kB p65 aktivasyonunun kantitatif lgiimleri
icin esit miktarda nukleer protein kullanildi.

Kromatin immunopresipitasyon (ChIP)

ChIP analizleri yayinlanmis bir protokol izlenerek
gerceklestirilmistir [17]. Kisaca, kromatinler sonikasyonla
kesildi (3 kez, 10 saniye acik, 60 saniye kapali). Onceden
temizlenmis ekstraktlar, tavsan anti-p65 ve c-jun antikorlari
veya tavsan IgG'si ile 4°C'de gece boyunca imuno-¢okeltildi.
DNA, ¢Okeltilmis komplekslerden izole edildi ve NF-kB
baglanma bolgelerini iceren insan COX-2 promotérlerinin
kismini yUkselten asagidaki primerlerle PCR ile analiz edildi:
5'-GCCCT CCCCC GGTAT CCCAT C-3' ve 5-AAAAA ATTGC
GTAAG CCCGG T-3". Yukleme kontroll olarak toplam girdi
nikleer ekstraktinin bir kismi kullanildi.

Istatistiksel analiz

Sonuclar ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak ifade
edilir. Istatistiksel analiz, iki veri grubu icin bagimsiz bir Student t testi
ve varyans analizi (ANOVA) ve ardindan ¢oklu karsilastirmalar igin
Scheffe testi kullanilarak belirlendi. 0.05'ten kuglk P degerleri anlamh
kabul edildi.

Sonuglar

FA'nin insan monositleri tizerindeki sitotoksik etkisi

FA'nin monositlerin yasayabilirligi Gzerindeki etkisini incelemek igin,
insan birincil monositleri ve U937 hiicreleri, 24 saat boyunca 0.5, 1, 5
veya 10 pg/mL konsantrasyonda FA ile muamele edildi ve MTT tahlili
yapildi. Sekil 1'de gésterildigi gibi, FA ile tedavi edilmis ve islenmemis
insan primer monositleri (Sekil 1A) ve U937 hucreleri (Sekil 1B)
arasinda bility yoluyla hiicre Gzerinde 6nemli bir fark yoktu. Bu
sonuglar, bu ¢alismada kullanilan FA'nin monositler Gzerinde sitotoksik

etkisinin olmadigini géstermektedir.

Sayfa3/8

FA, monositlerde homosistein kaynakl COX-2
ekspresyonunu inhibe eder FA'nin monositlerde
homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonu Uzerindeki etkilerini
test etmek icin insan birincil monositleri ve U937 hucreleri,
0.5, 1, 5 ve 10 pg konsantrasyonlarda FA ile 6n isleme tabi
tutuldu. /mL 4 saat ve ardindan FA varliginda 4 saat
homosistein (200 uM) ile uyarildi. Gercek zamanli PCR
analizinden elde edilen sonuglar, homosisteinin, uyariimamis
hucrelerle karsilastirildiginda monositik COX-2 mRNA
ifadesinde 6dnemli bir artisa neden oldugunu goésterdi (insan
birincil monositleri icin Sekil 2A, U937 huicreleri igin Sekil 2B).
COX-2 mRNA ekspresyonundaki bu artis, hicrelerin FA ile
onceden islenmesiyle 6nemli 6lctide inhibe edildi (Sekil 2A ve
B) ve FA'nin inhibe edici etkisi doza bagiml bir sekildedir.
Kosullu ortamda PGE2 salgilanmasi icin ELISA tahlilleri,
monositlerin homosistein ile uyarilmasinin, uyariimamis
hicrelerle karsilastirildiginda monositlerden PGE2
salgilanmasinda artisa yol actigini gésterdi (insan birincil
monositleri icin Sekil 2C, U937 hucreleri icin Sekil 2D).
Monositlerin 1 veya 10 pg/mL konsantrasyonda FA ile 6n
isleme tabi tutulmasi, homosistein kaynakli PGE2 sekresyonunu
azaltmistir. Bu sonug, FA'nin homosistein kaynakli COX-2 gen
ekspresyonu Uzerindeki etkisine, monositlerden PGE2
salimmindaki karsilik gelen degisikliklerin eslik ettigini
gOstermektedir.

FA, transkripsiyon seviyesinde homosistein kaynakli COX-2 gen
ekspresyonuna aracilik eder Homosistein kaynakli COX-2
ekspresyonunun FA modulasyonlarinin transkripsiyonel olaylar olup
olmadigini daha fazla belirlemek icin U937 hiicreleri, promotér
bélgesini iceren COX-2 promotor yapisi ile gegici olarak transfekte
edildi COX-2 ve haberci gen lusiferaz (p918- Luc), 4 saat FA ile 6n
isleme tabi tutuldu ve ardindan 4 saat homosistein ile islendi. 4 saat
boyunca homosist eine ile islenen U937 hicreleri, uyariimamig
hicrelere kiyasla COX-2 promotér aktivitesini yaklasik 7.65 kat dnemli
Olclide artirdi (Sekil 3). Hicrelerin 4 saat stireyle FA (0,5-10 pyg/mL) ile
on isleme tabi tutulmasi bunu 6nemli 6lglide azaltt
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Sekil 1 Fulvik asidin (FA) insan birincil ve U937 monositlerinin hiicre canlih@i Gzerindeki etkisi. insan birincil monositleri (A) ve U937 hiicreleri (B), belirtilen
FA konsantrasyonlari ile kiltirlendi ve 24 saat boyunca 96 oyuklu bir plaka iginde 37°C'de inkutbe edildi. Hicre canliligi, "Yéntemler Bolim"nde agiklandigi
gibi degerlendirildi ve kontrol hiicrelerinin yiizdesi (CL) olarak ifade edildi. Degerler, tg¢ ayri deneyin ortalamasinin (SEM) ortalama + standart hatasi olarak
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Sekil 2 Fulvik asidin (FA) insan monositlerinde homosistein kaynakli COX-2 mRNA ekspresyonu ve PGE2 salgilanmasi tzerindeki etkisi .

Insan birincil monositleri ve U937 hiicreleri, 4 saat FA (0-10 pg/mL) ile 6n isleme tabi tutuldu ve ardindan 4 saat (A, B) ve 8 saat (C, D) homosistein (200
pg/mL) ile uyarildi. ). Homosistein ile uyariimayan monositler kontrol (CL) olarak kullanildi. (A, B) RNA 6rnekleri izole edildi ve gergek zamanl PCR analizine
tabi tutuldu. Veriler, tg¢ ayri deneyin 18S rRNA diizeyine normallestirilmis CL monositlerinden fliioresan yogunlugundaki kat degisiklikleri olarak sunulur.
(C, D) Kosullu ortamda PGE2 salgilanmasi ELISA analizleriyle belirlendi. Veriler, ortalama + ti¢ ayri deneyin ortalamasinin (SEM) standart hatasi olarak

*P <0.05, FA 6n tedavisi olmadan homosisteinle uyarilmis hicrelere karsi.

@

U937 cells

o

e 0 1 10 FA (ug/mL)

homosistein kaynakli COX-2 promotdr aktivitesi. Bu sonuglar,
homosistein tarafindan FA aracili COX-2 induksiyonunun
transkripsiyon seviyesinde dizenlendigini gdstermektedir.

Homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonunun FA aracili
inhibisyonu, MAPK'ya baghdir

Homosistein ile induklenen COX-2 ekspresyonunun MAPK'ya
bagl yolaklar yoluyla aracilik edip etmedigini belirlemek igin,
insan birincil monositleri ve U937 hicreleri, ERK icin spesifik
bir inhibitér (PD98059, PD98059,

=
N
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Sekil 3 Homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonunun Fulvik asit (FA)
moddlasyonu, transkripsiyonel bir olaydir. U937 hucreleri, COX-2 p918-
Luc promotér plazmidi ile transfekte edildi. Homosistein ile uyarilmayan
p918-Luc ile transfekte edilmis hiicreler kontrol (CL) olarak kullanildi.
COX-2 promotdr aktivitesi, en az t¢ ayr deneyden p-galaktosidaz
aktivitesine normalize edilmis lusiferaz tahlili kullanilarak kat degisiklikleri
olarak 8l¢uildi. *P < 0.05, CL monositlerine karsi. FA 6n tedavis¥ 8Iffa8an
homosisteinle uyarilan hiicrelere karsi.

=
<

[+-]

N B

COX-2 promoter activity (fold)
[+2]

30 mM), JNK (SP600125, 20 mM) veya p38 (SB203580, 10 mM),
200 uM homosistein ile stimilasyondan 1 saat 6nce ve
sirasinda. Homosistein kaynakli COX-2 mRNA ekspresyonu
(Sekil 4A) ve PGE2 salgilanmasi (Sekil 4B), PD98059 ve SP600125
tarafindan 6nemli 6lgtide inhibe edildi, ancak SB203580
tarafindan inhibe edilmedi. Ayrica, U937 hiicrelerinde ERK ve
JNK'nin fosforilasyonu da homosistein stimilasyonundan
sonra hizla artarak 10-30 dakikada maksimum seviyelere ulasti
(Sekil 4C). Bu gegici kingiklardan sonra, fosforilasyon neredeyse
bazal seviyelere indi.

Homosistein ilavesinden énce 4 saat boyunca FA (1 ve 10 pg/
mL) ile tedavi edilen U937 hicreleri, homosistein kaynakli ERK
ve JNK fosforilasyonunu dnemli 6lctide inhibe etti (Sekil 4D).
FA'nin kendisinin kontrol hicrelerinde ERK, JNK ve p38 MAPK
fosforilasyonunun bazal seviyeleri Gzerinde hicbir etkisi
olmamistir (veriler gosterilmemistir). Bu sonuclar, FA'nin
homosistein kaynakli COX 2 ekspresyonu tzerindeki inhibe
edici etkisinin, monositlerde homosistein kaynakli ERK ve JNK
aktivasyonundaki inhibisyonlarina atfedilebilecegini
gOstermektedir.

Homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonunun FA aracil
inhibisyonu, NF-kB'ye baglidir COX-2 geni, promotor
bdlgesinde NF-kB baglama elemanlari igerir [16]. NF-kB'nin
monositlerde homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonunun FA
aracili inhibisyonuna dahil olup olmadigini arastirmak icin, NF-
KB inhibitdrlerinin insan primer monositlerinde ve U937
hiicrelerinde homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonu
Uzerindeki etkilerini inceledik. NF-kB inhibitorleri SN50 ve
PDTC. insan birincil monositleri ve U937 hiicreleri,
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Sekil 4 Fulvik asidin (FA), insan monositindeki MAPK sinyal yolaklarinin homosistein kaynakli fosforilasyonu tizerindeki etkisi.

insan birincil monositleri ve U937 hiicreleri CL olarak tutuldu veya 200 pg/mL homosistein ile 4 saat (A) veya 8 saat (B) uyarildi. CL olarak tutulmadan veya
homosistein ile uyarilmadan énce hiicreler, 1 saat boyunca ayri ayri PD98059 (PD), SP600125 (SP) veya SB203580 (SB) ile 6n igsleme tabi tutuldu. (A) Tum
cubuk grafikler, CL monositlerinin kivrimlarini temsil eder ve 18S rRNA'ya normalize edilir. (B) PGE2 salgilanmasi, ELISA tahlili ile belirlendi. Sonuglar, g ayri
deneyin ortalama + SEM'si olarak gosterilmistir. *P < 0.05, CL'ye karsi." hisrresistdirkiiakitasytmhuvitya tael ititencd iinel ¢D MSOnicarhoProsigt&inG) €Jagarildi. (D)
U937 monositleri, 4 saat stireyle FA (0-10 ug/mL) ile 6n isleme tabi tutuldu ve ardindan 0,5 saat slreyle homosistein ile uyarildi. ERK ve JNK'nin fosforilasyonu,
Western lekeleme ile belirlendi. Gosterilen sonugclar, benzer sonuclara sahip ¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
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1 saat boyunca spesifik NF-kB inhibitorleri (SN50 ve PDTC,
50 mM) ile inkUlbe edildi, ardindan 4 saat boyunca
homosistein ile muamele edildi. Homosistein kaynakli COX-2
mRNA ifadesi (Sekil 5A) ve PGE2 salgilanmasi (Sekil 5B),
PDTC ve SN50 ile inhibisyon yoluyla 6nemli élctide azaldi,

bu da NF-kB'nin COX-2 gen indiiksiyonunun duzenlenmesinde

yer aldigini gosterir. NF-kB'nin U937 huicrelerinde COX-2
promotor bdlgesini baglayip baglamadigini arastirmak igin
NF-kB aktivasyonunu TF ELISA testi ve IkB fosforilasyon
analizi kullanarak belirledik. Bu sonuclar, U937 hicrelerinin
homo sistein ile islenmesinin NF-kB p65 aktivitesinin (Sekil
5C) ve IkB fosforilasyonunun (Sekil 5D) 1 saatte artmasina
ve en az 4 saat yUksek kalmasina neden oldugunu gosterdi.
Ayrica, ERK veya JNK'ya 6zgu inhibitor ile 6n isleme tabi
tutulan hicreler, homosisteinle artan NF-kB p65 aktivitesini
onemli dlctde zayiflatti (Sekil 5E). Bu sonuglari dogrulamak
icin ChIP analizi yapildi. Anti-NF-KB p65 antikoru ile immun
¢okeltiimemis kromozomal DNA, NF-KB baglanma bélgelerini
barindiran COX-2 promotor bélgesini blyutmek igin
tasarlanmis primerler kullanilarak PCR'ye tabi tutuldu. NF-
KB p65 gercekten de NF-kB sitelerini iceren COX-2 pro moter
bélgesine baghdir (Sekil 5F). FA'nin homosisteine yanit
olarak monositlerin ¢ekirdegindeki NF-kB p65-DNA baglama
aktivitesine aracilik edip etmeyecegini belirlemek icin TF
ELISA deneyleri yaptik. Sekil 6A'da gésterildigi gibi, U937
htcrelerinin FA (1 ve

10 pg/mL) 4 saat boyunca homosistein kaynakli NF-kB-DNA
baglanma aktivitesini azaltti. FA varliginda homo sistein ile
uyarilan monositlerde NF-kB'nin COX-2 geninin promotoér
bolgelerine baglanmasinin in vivo diizenlemesini daha fazla
degerlendirmek icin, p65'e karsi bir antikor kullanarak U937
hucrelerinde sdylendigi gibi ChIP gerceklestirdik. .
Homosistein kaynakli in vivo NF-kB p65'in COX-2
promotdrine baglanmasi, hiicrelerin 4 saat FA ile 6n isleme
tabi tutulmasiyla 6nemli 6lctide inhibe edildi (Sekil 6B).

Tartisma

Homosisteinin insanlarda ateroskleroz i¢in bagimsiz bir

risk faktori oldugu distnulmektedir. Oksidatif stres ve
inflamasyon gibi ¢cok faktérli mekanizmalarin
hiperhomosisteinemi kaynakli aterogenezde rol oynadigi
bulunmustur [18,19]. Ek olarak, énceki ¢calisma, ylksek
homosistein duzeylerinin dogrudan aterogenezi
indtklemeyebilecegini, bunun yerine diger kardiyovaskuler
risk faktorleriyle kombinasyon halinde aterosklerotik lezyon
gelisimini hizlandirabilecegini 6ne strdi [20]. Monositlerde
COX-2 gibi proinflamatuar mediatérlerin tretimi
aterogenezde dnemli bir rol oynar [21]. Bununla birlikte,
homosisteinin monositlerin COX-2 gen ekspresyonunu
dizenledigi mekanizma belirsizligini koruyor. Fulvik asit, en
ilging fitokompleks molekillerden biridir ve cesitli nutrasotik
Ozelliklere sahip oldugu rapor edilmistir.
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Sekil 5 NF-kB'nin homosistein kaynakli COX-2 mRNA ekspresyonu ve PGE2 sekresyonundaki rolleri. (A) COX-2 mRNA ve (B) PGE2 ekspresyonu, insan primer
monositlerinde ve NF-kB inhibitorleri PDTC ve SN50 ile 6n isleme tabi tutulan U937 hiicrelerinde belirlendi ve ardindan 2 saat boyunca 200 pg/mL
homosistein ile uyarildi. Tim cubuk grafikler, CL monositlerinin kivrimlarini temsil eder, G ayri deneyin ortalama + SEM degeri. *P < 0.05, CL%/8 k&r&p.e karsi
Homosistein stimilasyonu ile DMSO ile tedavi edilen huicreler. (C) ve (E) NF-kB aktivasyonu, sadece homosistein (C) ve hem homosistein hem de PD98059/
SP600125 (E) ile isleme tabi tutulan U937 hiicrelerinde TF ELISA deneyleriyle belirlendi. *P < 0.05, CL'ye karsi. (D) IkB'nin fosforilasyonu Western lekeleme ile
belirlendi. (F) p65 antikoru kullanilarak NF-kB icin ChIP deneyleri yapildi. GOsterilen sonuglar, benzer sonuglara sahip ¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.

o

potansiyel antioksidan ve antiinflamatuar aktiviteler [22].
Mevcut calismamiz, ilk kez FA'nin monositlerde homosistein
kaynakli COX-2 ekspresyonu uzerinde inhibe edici etkiler
gosterebilecegini ve bdylece muhtemelen anti-inflamatuar ve
ateroprotektif fonksiyonlara hizmet ettigini géstermektedir.
FA'nin homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonu Uzerindeki bu
inhibe edici etkisine, cesitli kanitlara dayanan ERK/JNK ve NF-
KB sinyal yollari aracilik etti (Sekil 7). ilk olarak, insan birincil
monositlerinin ve U937 hicrelerinin FA ile 6n tedavisi,
homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonunu doza bagl bir
sekilde inhibe etti.

Ikincisi, FA, homosistein kaynakli COX-2 promotér aktivitesini
inhibe etti. Bu, FA aracil

homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonundaki inhibisyon,
transkripsiyonel seviyede diizenlenmistir. Uclincisi, hiicrelerin
homosistein ile tedavi edilmesi, ERK ve JNK fosforilasyonlarinda
hizli artislara neden oldu; ERK ve JNK inhibitorleri, homosistein
kaynakli COX-2 ekspresyonunu zayiflatti. U937 hicrelerinin FA
ile 6n isleme tabi tutulmasi, homosistein kaynakli ERK ve JNK
aktivasyonunu inhibe etti; bu, ERK ve JNK yollarinin, FA'nin
homosistein kaynakli COX-2 ekspresyonu uzerindeki inhibe
edici etkisine dahil oldugunu 6ne strdud. Son olarak
homosistein, U937 hiicrelerinde NF-kB p65-DNA baglanma
aktivitesini ve NF-kB'nin in vivo promotdr baglanmasini
tetikledi. NF-kB aktivasyonundaki ve NF-kB-promoterindeki bu
artislar

z
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Sekil 6 U937 monositinde fulvik asidin (FA) homosistein kaynakli NF-kB aktivasyonu Gzerindeki etkisi. U937 hticreleri, CL olarak tutuldu veya 200 pg/mL
homosistein ile 4 saat streyle uyarildi. CL olarak tutulmadan veya homosistein ile uyarilmadan énce, hlcreler 4 saat FA (0-10 pg/mL) ile 6n isleme tabi
tutuldu. (A) NF-kB aktivasyonu, U937 hiicrelerinde TF ELISA deneyleri ile belirlendi. *P < 0.05, CL'ye karsi. (B) p65 antikoru kullanilarak NF-kB icin ChIP
deneyleri yapildi. Gosterilen sonuglar, benzer sonuglara sahip i¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
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Sekil 7 insan monositlerinde homosistein kaynakl enflamatuar COX2 ekspresyonu lzerindeki FA yapisini ve FA'nin antagonistik etkilerini gésteren

s Fulvic acid

baglanma, insan birincil monositlerinin ve/veya U937 hiicrelerinin
FA ile 6n isleme tabi tutulmasiyla inhibe edilebilir.

Monositler, COX-2'yi eksprese eden ana hiicre tiplerinden biridir
[23]. Damar duvarina monositlerin transendotelyal gé¢u,
aterosklerotik lezyonlarin olusumunda ilk adimdir. Onceki ¢alisma,
akut miyokard enfarktislu hastalardan alinan periferik kan
monositlerinde COX-2 yukari regiilasyonunun gézlemlendigini
g6stermistir, bu da akut miyokard enfarktistne akut inflamatuar
yanitin, periferik kan monositlerindeki COX-2 aktivasyonu ile korele
oldugunu dustndidrmektedir [24]. Ek olarak, COX-2'nin varhgi,
vaskduler yeniden sekillenmeye ve aterotrombotik sendromlara yol
acan, baslica makrofajlar ve matriks metalloproteinazlarla
kollokalize olan aterosklerotik plaklarin omuz bélgesinde de
bildirilmistir [25]. Bu calismanin sonuglari, homosist einin insan
monositlerinde hem COX-2 gen ekspresyonunu hem de PGE2
salgilanmasini indikledigini gdstermektedir. Homosisteinin, NMDA
reseptor aracili kalsiyum sinyal yolaklari yoluyla tGretilen ROS
tarafindan fare makrofajlarinda COX-2 ekspresyonunu indikledigi
bildirilmistir [26]. Bu ¢calismada, homosisteinin U937 hiicrelerinde
ERK ve JNK fosforilasyonunda hizl artislara neden oldugunu
bulduk. Ayrica, ERK ve JNK icin spesifik bir inhibitér, homosistein
kaynakli COX-2 ekspresyonunu inhibe etti. Bu sonuclar, ERK ve JNK
aktivasyonunun, COX-2'nin homosistein indiksiyonu icin kritik
oldugunu géstermektedir. Mevcut ¢aligmamiz ayrica FA'nin
homosistein kaynakli ERK ve JNK fosforilasyonu ve COX-2
ekspresyonu Uzerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir.

Transkripsiyon faktord NF-kB, enflamatuar yanitlarda
indUklenebilir gen ekspresyonunun diizenlenmesinde kritik bir rol
oynar. COX-2 geninin promotdr bolgelerindeki NF-kB'nin, yanit
verebilirligi icin gerekli oldugu gdsterilmistir.

uyarana bu gen [27]. NF-kB dimerleri, IkB proteinleri ile etkilesimleri
yoluyla sitozolde aktif olmayan bir bicimde tutulur. Proinflamatuar
faktorlerin hlcreler Gzerindeki etkilesimi, IkB'nin fosforilasyonunu
ve degradasyonunu indikler, boylece cekirdege yer degistiren NF-
kB dimerlerini serbest birakir. NF-kB daha sonra, hedef gen
ekspresyonunu diizenleyen promotor bolgelerdeki spesifik kB
bolgelerinde DNA'ya baglanir [28]. Hepatik hiicrelerde, homosistein
kaynakli COX-2 ekspresyonunun NF-kB aktivasyonu yoluyla aracilik
ettigi bildirilmistir [29]. Bununla birlikte, homosisteine yanit olarak
insan monositlerinde COX-2 ekspresyonunun dizenlenmesinde
NF-kB'nin yer alip almadiginin acikliga kavusturulmasi
gerekmektedir. Mevcut ¢calismamizin TF ELISA ve ChIP tahlillerinden
elde edilen sonuglar, homosistein stimilasyonunun in vitro DNA
baglanma aktivitesini ve monositlerde NF-kB'nin in vivo COX-2-
promoter baglanmasini arttirdigini gosterdi. Homosistein
tarafindan indiklenen NF-kB DNA baglanma aktivitesinin bu
aktivasyonu, monositlerde homosistein kaynakli COX-2
ekspresyonunu da inhibe edebilen NF-«kB inhibitorleri PDTC veya
SN50 ile monositlerin 6n isleme tabi tutulmasiyla 6nemli élctide
inhibe edilebilir. Homosistein ile stimilasyondan énce, FA ile 6n
isleme tabi tutulan hicreler, monositlerde homosistein kaynakli
NF-kB-DNA baglanma aktivitesinin yani sira in vivo NF kB-promoter
baglanmasini énemli 6l¢lide inhibe etti. Bu sonuglar homosistein
ve FA'nin monositlerde COX-2 ekspresyonuna aracilik etmede

ortak bir yolu, yani NF-kB'yi paylasabilecegini dusunduirar.
Sonuglarimiz, FA'nin homosistein ile uyarilan monositler tGzerinde
bir anti-inflamatuar fonksiyon uyguladigini gdstermektedir. Ek
olarak bu sonuclar, homosistein ile uyarilan COX-2 ekspresyonunun
bu FA inhibisyonunun, monositlerdeki gen ekspresyonlarinda
FA'nin dizenleyici rollerini yansitabilece@ini disindirmektedir.
Mevcut veriler, FA'nin anti-enflamatuar ve ateroprotektif hizmet
edebilecegini gdstermektedir.
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homosistein uyaranlarina yanit olarak monositlerde

proinflamatuar gen ekspresyonunu inhibe ederek islev gortr.

Sonug Sonug

olarak FA , homosistein kaynakli monositlerden COX-2
ekspresyonunu ve PGE2 Uretimini inhibe etti . Monositlerde
homosisteinin uyariimasi, ERK ve JNK fosforilasyonunun
artmasina ve NF-kB'nin aktivasyonuna neden oldu. FA, bu
yollarin aktivasyonunu dizenleyerek homosistein kaynakli
enflamatuar mediatdr ekspresyonunu inhibe etti.

Cakisan cikarlar Yazarlar,
catisan gikarlari olmadigini beyan ederler.

Yazarlarin katkilari SJC, CNC

ve SFC, calismanin tasariminda ve tasariminda yer aldi. Verilerin toplanmasinda SJC, TCC ve
HCK yer almistir. YPS, tiim yazarlar verilerin istatistiksel analizi ve yorumlanmasinda yer aldi.
El yazmasini HCK, CNC ve SFC yazdi. Tim yazarlar son striimu yorumladi ve onayladi. Tim
yazarlarin tim verilere tam erisimi vardi.
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