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ÖZET 

NARİNGİNİN BÖBREK HÜCRE HATTINDA OLUŞTURULAN 

ENFLAMASYONA ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

Amaç: Güçlü antienflamatuar etkiye sahip bir flavonoid olan naringinin, sitokin 

ekspresyonunu baskılayarak antienflamatuar etkide bulunduğu bilinmektedir. Bununla 

birlikte, naringinin in vitro böbrek hücre enflamasyonuna etkisi bilinmemektedir. 

Sunulan tez çalışmasının amacı, naringinin lipopolisakkarit (LPS) ile indüklenen böbrek 

hücre enflamasyonu üzerindeki etkisinin araştırılmasıdır. 

Materyal ve Metot: Sunulan tez çalışmasında, in vitro böbrek hücre enflamasyon 

modeli oluşturulması amacıyla Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hücre kültürü 

kullanıldı. Enflamasyonun oluşturulması amacıyla MDBK hücre hattı 4 saat boyunca 5 

μg/ml LPS’ye maruz bırakıldı. Çalışmada, negatif kontrol grubu (n=4), LPS grubu 

(n=4), naringin grubu (n=4)  ve LPS+naringin grubu (n=4) olmak üzere 4 grup 

oluşturuldu. Naringinin uygun koruyucu dozu hücre sayım testi ile değerlendirildi. 

Hücre kültürü mediumlarında IL-1β ve TNF-α konsantrasyonları ELISA test kitleri 

kullanılarak belirlendi. 

Bulgular: Naringinin 1900 µM konsantrasyonu ile 4 saat boyunca inkube edilen 

MDBK hücrelerinde hücre sağkalımının % 50 olduğunun belirlenmesi nedeniyle bu doz 

ve süre uygun koruyucu doz ve süre olarak seçildi. Bu çalışmanın sonuçları, LPS 

grubuna kıyasla naringinin, enflamatuar mediyatörler olan IL-1β ve TNF-α'nın üretimini 

doza bağlı bir şekilde önemli ölçüde bastırdığını gösterdi (p<0,05).  

Sonuç: Sunulan tez çalışmasının bulguları, böbrek hücre enflamasyonu in vitro 

modelinde naringin uygulamasının proenflamatuar sitokin yanıtını baskıladığını 

göstermektedir. Bu çalışmadan elde edilen bulguların in vivo ve klinik araştırmalarla 

desteklenmesine ihtiyaç bulunmaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Naringin; Böbrek hücre hasarı; in vitro; Lipopolisakkarit 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF NARINGIN ON INFLAMMATION 

INDUCED IN RENAL CELL LINE 

Aim: Naringin, a flavonoid with a strong anti-inflammatory effect, is known to exert its 

anti-inflammatory effect by suppressing cytokine expression. However, the effect of 

naringin on in vitro renal cell inflammation is unknown. The purpose of this study was 

to investigate the effect of naringin on lipopolysaccharide (LPS)-induced renal cell 

inflammation. 

Material and Method: In this thesis study, Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) cell 

culture was used to create in vitro renal cell inflammation model. In order to induce 

inflammation, the MDBK cell line was exposed to 5 μg / ml LPS for 4 hours. In the 

study, 4 groups were composed: negative control group (n = 4), LPS group (n = 4), 

naringin group (n = 4) and LPS + naringin group (n = 4). The protective dose of 

naringin was evaluated by cell counting test. IL-1β and TNF-α concentrations were 

determined using ELISA test kits in cell culture media. 

Results: Since the cell survival was 50% in MDBK cells incubated with a 1900 ildM 

concentration of naring for 4 hours,  this dose and duration were selected as 

prophylactic dose and duration. The results of this study showed that naringin 

significantly suppressed the production of inflammatory mediators IL-1β and TNF-α  in 

a dose-dependent manner compared to the LPS group. 

Conclusion: The results of present study show that the naringin treatment in the in vitro 

model of renal cell inflammation suppresses the proinflammatory cytokine response. 

The findings of the this study need to be supported by in vivo and clinical trials. 

Keywords: Naringin; in vitro; Lipopolysaccharide; Renal cell injury 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

AGE:  İleri glikasyon son ürünleri  

CaXPi:  Kalsiyum Fosfat ürünü  

COX-2 Siklooksijenaz-2 

CPP:   Kalsiprotein parçacıkları  

DMEM:  Dulbecco’s minimum essential medium  

DMSO: Dimetil sülfoksit 

gal:   D-galaktoz  

GFR:   Glomeruler filtrasyon hızı 

gln:   Glutamin  

HA:   Hidroksiapatit  

ICAM-1: Hücrelerarası adhezyon molekül-1  

IL-1β: İnterlökin-1 beta  

IL-2:  İnterlökin-2 

IL-6:  İnterlökin-6 

IS:   İndoksil sülfat  

iNOS : İndüklenebilir nitrik oksit sentaz   

KDO:  2-keto-3-deoksioktulosonik asit 

LITAF:  Lipopolisakkarit-indüklü tümör nekroz faktör 

LPS:  Lipopolisakkarit 

man:   D-mannoz  
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MAPK Mitojen aktif protein kinaz  

MCP-1 Monosit kemoatraktant protein-1   

MDBK:  Madin Darby Bovine Kidney  

Mg:   Magnezyum  

MMP:  Matriksmetalloproteinazlar  

NF-kB: Nükleer faktör kappa b 

rha:  L-rannoz  

Th1:    T yardımcı hücre-1 

Th2:    T yardımcı hücre-2 

TNF-α: Tümör nekroz faktör-alfa 

uc-MGP:  Karboksile olmamış matriks glaproteini  

Vit D:  D vitamini  

Vit K:  K vitamini 
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1. GİRİŞ 

Böbrek hastalıklarının etiyopatogenezinde enflamasyon önemli bir rol 

oynamaktadır (Zhang ve ark., 2008; Panzer ve ark., 2009; Tucci ve ark., 2010; Lepenies 

ve ark., 2011). Sitokinler, nefritojenik immuniteyi başlatmak ve modüle etmek için 

antijenik hücreler, lökositler ve düzenleyici hücreler arasındaki ilişkiye katılarak böbrek 

enflamasyonuna neden olan immun yanıtları düzenlemektedirler (Tipping ve 

Hodlsworth, 2007). Sitokinler, böbreğe immun hücre infiltrasyonunu uyaran endoteliyal 

hücre adezyon moleküllerini ve kemokinleri modüle ederek etki göstermektedirler 

(Banas  ve ark., 1999; Burne ve ark., 2001; Ramesh ve Reeves, 2002). Sitokin-aracılı 

enflamasyonun böbrek hemodinamiğini bozarak mikrovasküler tepkiyi etkilediği, 

reaktif oksijen türleri ile tubuler toksinleri uyararak tubuler hasara, nefron kaybına ve 

kronik böbrek hastalığına neden olduğu bilinmektedir (Beasley ve ark., 1988; Kohan ve 

ark., 1989; Girardin ve ark., 1994; Noronha ve ark., 2002; Shahid ve ark., 2008; 

Ponnuchamy ve Khalil, 2009; Safranow ve ark., 2009; Imig ve Ryan, 2013; Morrell ve 

ark., 2014). Enflamasyon, baskılanmadığında, glomeruler filtrasyon hızında devamlı 

düşüşe yol açarak son dönem böbrek hastalığı gibi ağır bir tabloyla 

sonuçlanabilmektedir (Noronha ve ark., 2002; Harris ve Neilson, 2006).  

Flavonoidlerin, sitokin-aracılı enflamatuar yanıtları modüle ederek 

enflamasyonla giden hastalıkların tedavisinde başarıyla kullanıldığı pek çok bilimsel 

çalışma ile ortaya konulmuştur. Flavonoidler bu etkilerini sitokinlerin ekspresyonunu 

azaltarak, reaktif oksijen türleri  ve nitrik oksit gibi enflamatuar mediyatörleri inhibe 

ederek, siklooksijenazlar ve indüklenebilir nitrik oksit sentaz gibi enflamatuar 

enzimlerin aktivitesini düzenleyerek ve transkripsiyon faktörlerini modüle ederek 

göstermektedirler (Tuñón ve ark., 2009; González-Gallego ve ark., 2010; Kumar ve 

Pandey, 2013; Ribeiro ve ark., 2015). Antienflamatuar etkili flavonoidler, böbrek 

enflamasyonunun baskılanmasında da kullanılmaktadır (Impellizzeri ve ark., 2015; Xu 

ve ark., 2015; Kandemir ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017).  
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Güçlü antienflamatuar etkiye sahip bir flavonoid olan naringinin, sitokin 

ekspresyonunu baskılayarak antienflamatuar etkide bulunduğu bilinmekle birlikte, in 

vitro böbrek hücre enflamasyonuna etkisi bilinmemektedir. Sunulan tez çalışması ile 

naringinin lipopolisakkarit (LPS) ile indüklenen böbrek hücre enflamasyonu üzerindeki 

olası etkisi proenflamatuar sitokinler olan IL-1β ve TNF-α konsantrasyonlarının 

ölçümüyle araştırıldı. Naringinin, MDBK hücrelerinde LPS’nin  indüklediği 

enflamasyonu IL-1β ve TNF-α konsantrasyonlarını azaltarak hafiflettiği saptandı. Tez 

çalışmasından elde edilen bulgular, naringinin enflamatuar böbrek hastalıklarının 

tedavisinde terapötik bir seçenek olarak değerlendirilebileceğine işaret etmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Enflamatuar Böbrek Hastalıkları 

Böbrek hastalıkları hem insanlarda hem de hayvanlarda yaşam kalitesini 

olumsuz yönde etkileyen önemli bir sağlık sorunu olmaya devam etmektedir. Böbrek 

hastalıklarının erken tanısı ve tedavisi ilerleyici böbrek fonksiyon kaybının 

engellenmesinde ve morbiditenin azaltılmasında büyük önem taşımaktadır (Locatelli ve 

ark., 2002). Böbrek hastalıkları başlıca; akut böbrek yetmezliği, kronik böbrek 

yetmezliği, kalıtsal böbrek hastalıkları, böbrek taşı hastalığı, böbrek tümörü, böbrek 

enfeksiyonu, ilaç kaynaklı böbrek hastalığı ile diyabet ve hipertansiyon-ilişkili böbrek 

hastalıkları olmak üzere sınıflandırılmaktadır (Akdemir ve Birol, 2005). Enflamasyonun 

ve bağışıklık sistemindeki değişikliklerin hem akut böbrek yetmezliği hem de kronik 

böbrek yetmezliğinde rol oynadığı bilinmektedir. Böbrek hastalıklarını tetikleyen 

nedenler farklı olmakla birlikte,  akut böbrek yetmezliği kronik böbrek yetmezliğine 

dönüşebilmekte ve kontrol altına alınmadığında son dönem böbrek hastalığına kadar 

varan ağır bir tablo şekillenebilmektedir  (Imig ve Ryan, 2013). 

Enflamatuar yollar, enflamatuar mediyatörleri ve düzenleyici yolları içermekte 

ve pek çok hastalığın patogenezini etkilemektedir. Enflamatuar yolları uyaran etmenler 

enflamatuar mediyatörlerin üretimini aktive eden hücre içi sinyal yollarını aktive 

etmektedir. Sitokinler dahil enflamasyon uyarıcıları, toll benzeri reseptörler (TLR) ve 

sitokin reseptörleri ile etkileşime girerek enflamasyona aracılık etmektedir. Reseptör 

aktivasyonu, transkripsiyon (STAT) yollarının aktivatörü, mitojenle aktive olan protein 

kinaz (MAPK), nükleer faktör kappa-B (NF-κB) ve Janus kinaz (JAK)-sinyal 

dönüştürücü de dahil olmak üzere önemli hücre içi sinyal yollarını tetiklemektedir 

(Hendrayani ve ark., 2016). Son dönem böbrek yetmezliği olan hastalarda interlökin-1 

beta (IL-1β), IL-6 ve tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) gibi proenflamatuar sitokinlerin 

aterosklerotik komplikasyonlar için risk faktörü olduğu, kardiyovasküler bozukluklara 

yol açtığı ve bu hastalarda morbiditede ve mortalitede rol oynadığı bildirilmiştir 

(Stenvinkel ve ark., 2000; 2002; Zoccali ve ark., 2000). Kronik böbrek hastalığında 

enflamasyonun neden olduğu vasküler kalsifikasyon döngüsü Şekil 1’de sunuldu.  
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Şekil 1. Kronik böbrek hastalığında enflamasyonun neden olduğu vasküler kalsifikasyon döngüsü. Üremi 

klasik proenflamatuar M1 fenotipine karşı monosit/makrofajların aktivasyonunu teşvik eder (1). TNF-α, 

IL-6, IL-1β proenflamatuar sitokinlerin salgılanmasını artırır (2). Enflamasyon kaynaklı oksidatif stres, 

vasküler düz kas hücrelerinde osteojenik farklılaşma ve kalsifikasyonun güçlü bir indükleyicisidir (3). 

Enflamasyona yanıt olarak  fetuin-A’nın karaciğer sekresyonun azalması, kalsiprotein partiküllerinin 

azalması yoluyla dolaylı olarak vasküler kalsifikasyonu destekleyebilir (4). Enflamatuar stokinler, kronik 

böbrek hastalığı kaynaklı matriks metalloproteinaz sekresyonun güçlü indükleyicisidir (5), elastin 

yıkımını ve pro-kalsifik elastin peptidlerinin salınımını teşvik eder (6). Ca/P nanokristalleri sabit 

makrofajlar tarfından proenflamatuar sitokinlerin üretimini teşvik edebilir ve kalsifikasyonu daha da 

güçlendirebilir (7). AGE: İleri glikasyon son ürünleri; CaXPi: Kalsiyum Fosfat ürünü; CPP: Kalsiprotein 

parçacıkları; HA: Hidroksiapatit; IS: İndoksil sülfat; Mg: Magnezyum; MMP: Matriksmetalloproteinazlar; 

uc-MGP: Karboksile olmamış matriks glaproteini; Vit D: D vitamini; Vit K: K vitamini (Hénaut ve 

Massy’den, 2018) 
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2.2. Lipopolisakkarit 

Lipopolisakkarit (LPS), çoğu gram negatif bakteri dış zarının ana lipidik 

bileşeni olup bu bakterileri ortamdaki zararlı bileşiklerden koruyan geçirgen bir bariyer 

oluşturan ve doğal immun sistem için önemli rol oynayan sinyal molekülüdür (Putker 

ve ark., 2015). Lipopolisakkarit bağışıklık sistemi üzerinde önemli etkiye sahiptir ve bir 

çok hastalık sürecinin patofizyolojisinde büyük önem taşımaktadır (Caroff ve ark., 2002; 

Erridge ve ark., 2002). Lipopolisakkarit, sadece doğuştan gelen bağışık yanıtı değil, 

aynı zamanda adaptif yanıtı da aktive etmektedir (Reyes ve ark., 2012). İnsan 

monositlerinde lipopolisakkarit uygulamasının sitokin ve kemokin salınımını artırdığı 

rapor edilmiştir (Rittig  ve ark., 2004).  

Lipopolisakkaritin yapısı, lipit A, çekirdek polisakkarit ve O antijeninden 

oluşmaktadır. Lipit A, zarın içine bağlanan yapının endotoksik ve hidrofobik kısımlarını 

meydana getirmektedir. Çekirdek polisakkarit, lipit A'yı O antijenine bağlamaktadır. O 

antijeni, LPS'nin bağışıklığı baskın kısmıdır ve bu nedenle konakçının humoral tepkisi 

için başlıca hedeftir. O antijen, gram-negatif bakterilerin serolojik sınıflandırılmasının 

temelini oluşturmaktadır. O antijeni doğuştan gelen bağışıklık yanıtı tarafından 

tanınmakta ve kompleman aktivasyonuna katılmaktadır (Reyes ve ark., 2012). 

Lipopolisakkarit yapısının şematik görünümü Şekil 2’de sunuldu. 
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Sekil 2. Lipopolisakkarit yapısının şematik görünümü. gal: D-galaktoz; man: D-mannoz; rha:L-rannoz; 

gln: glutamin; KDO: 2-keto-3-deoksioktulosonik asit (Galdiero ve ark.’dan, 2012) 

  

Lipopolisakkarit, IL-1β, IL-6 ve TNF-α gibi proenflamatuar sitokinlerin 

üretimini teşvik ederek bağışıklık hücreleri için güçlü bir uyarıcı olmaktadır (Reyes ve 

ark., 2012). Bu sitokinlerin aşırı üretimi, sistemik enflamatuar cevap sendromu (SIRS), 

ciddi doku hasarı ve septik şokla sonuçlanabilmektedir (Huang ve ark., 2005; Shimazu 

ve ark., 1999). Lipopolisakkarit-indüklü tümör nekroz faktörün (LITAF) hücre içi 

lokalizasyonunun şematik görünümü Şekil 3’te sunuldu.  
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Şekil 3. Lipopolisakkarit-indüklü tümör nekroz faktörün (LITAF) hücre içi lokalizasyonunun şematik 

görünümü. LPS’nin stimülasyonu hedef geni uyarmak için stoplazmadaki LITAF’ın çekirdeğe yer 

değiştirmesine neden olur. LITAF protein parçalanmasını regüle etmek için lizozom veya endozomu 

hedef alabilir (Zou ve ark.’dan, 2015) 

 

2.3. Böbrek Hastalıklarında Sitokinlerin Rolü 

Böbrek hastalıklarının etiyopatogenezinde sitokinlerin rol  oynadığı pek çok 

bilimsel çalışma ile kanıtlanmıştır (Floege ve Johnson, 1993; Lakkis  ve Coêlho, 1995; 

Wada ve ark., 2003; Tipping ve Holdsworth, 2007; Ernandez ve Mayadas, 2009; Ortega 

ve Alessia, 2010; Glassock, 2011; Biswas, 2018). Nefrotik sendromun, mononükleer 

hücre TNF-α, IL-1, IL-4 ve IL-13 düzeylerinin, IL-18 düzey ve ekspresyonu ile IL-2 

ekspresyonunun artışına neden olduğu bildirilmiştir (Suranyi ve ark., 1993; Shimoyama 

ve ark., 2004; Shalaby ve ark., 2013). Sitokinlerin böbrek hastalıklarındaki/hasarındaki 

rolü Şekil 4’te sunuldu (Vianna ve ark., 2011). 
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Şekil 4. Sitokinlerin böbrek hastalıklarındaki/hasarındaki rolü (Vianna ve ark.’dan, 2011) 

 

Böbrek hastalıklarının patogenezinde enflamatuar süreçlerin rol oynadığı 

bilinmektedir (Furuichi ve ark., 2009; Lepenies ve ark., 2011; Panzer ve ark., 2009; 

Tucci ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2008). Böbrek hastalığının akut veya kronik olup 

olmamasına bakılmaksızın, enflamatuar sitokinler, hem bağışıklık işlevinin 

mediyatörleri hem de renal hasarın  başlatıcıları olarak merkezi bir role sahiptirler. 

TNF-α , TGF-β ve IL ailesi sodyum atılımı, böbrek kan akışı ve glomeruler filtrasyon 

hızını etkileyerek böbrekteki hemodinamiği bozmaktadırlar (Imig ve Ryan, 2013).  

IL-1, konak savunması, enflamasyon ve yaralanmada pek çok mekanizmadan 

sorumlu tutulan çok işlevli bir sitokin olarak bilinmektedir. Başlıca makrofajlar olmak 

üzere birçok hücre tipi tarafından üretilmektedir (Kielian  ve ark., 2004; Morrissey ve 

Charrier, 1994). Glomeruler makrofajların ve mezengial hücrelerin  IL-1 kaynağı 

olduğu bilinmektedir (Tipping ve ark., 1991; Tesch ve ark., 1997). IL-1β hem fizyolojik 

hem de patolojik durumlarda birden fazla rol oynayan bir pleiotropik sitokindir 

(Dinarello, 1998; Tan ve ark., 1999; Tripepi G ve ark., 2005; Medzhitov, 2008; Arranz 
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ve ark., 2017). Akut‐faz yanıtın mediyatörü olan IL‐6’nın, böbrek fonksiyon kaybı 

nedeniyle yükselmiş düzeyleri, son dönem böbrek yetmezliği hastalarında hipertansiyon 

ve sekonder enfeksiyon gelişiminde rol oynamaktadır (Pecoits-Filho ve ark., 2003). IL-

6’nın kronik enflamasyonda da önemli rol oynadığı bilinmektedir (Smith ve ark., 2008, 

Kishimoto, 2010).  

Sitokinler arasında TNF-α'nın enflamatuar hastalıkların en önemli 

mediyatörlerinden biri olduğu ileri sürülmektedir. TNF-α düzeyi bazı patojenik 

durumlarda yükselmekte ve kronik enflamasyon ile aşırı duyarlılık reaksiyonlarına 

neden olmaktadır (Levine  ve ark., 1990; Morrison ve ark., 1994; Tan ve ark., 1999; 

Locksley ve ark., 2001; Medzhitov, 2008). Kemokin/kemokin reseptör aracılı 

enflamasyon, akut böbrek hasarından kronik böbrek hastalığına kadar patolojik 

değişiklikleri düzenlemektedir (Furuichi ve ark., 2009). Kronik böbrek hastalığı olan 

hastalarda bağışıklık sisteminde rol oynayan Toll benzeri reseptörler ailesinden 

TLR4’ün böbrekteki ekspresyonunun enflamatuar belirteçler olan monosit 

kemoatraktan protein-1  (MCP-1) ve dönüştürücü büyüme faktörü-beta1 (TGF-β1) ile 

ilişkili olduğu saptanmıştır (Lepenies ve ark., 2011). 

Diyaliz hastalarında IL-4 ve IL-10 serum düzeylerinin prediyaliz hastalarına 

göre daha yüksek olduğu rapor edilmiştir (Kim ve ark., 2012). B lenfositler tarafından 

enfeksiyonları takiben salgılanan TNF-α ve interferon gamma (IFNγ) glomerülonefrit 

de dahil olmak üzere böbreği etkileyen immun aracılı süreçlerde rol oynamaktadır 

(Haas ve ark., 1997; Noronha ve ark., 1993). Glomerulonefritis hayvan modelinde TNF 

özellikle bağışıklık  hücrelerini ve lokal kemokin oluşumunu uyararak enflamasyonu 

şiddetlendirmekte ve böbrek hasarını artırmaktadır (Timoshanko ve ark., 2003). MRL-

Fas (lpr) farelerde IL-12 eksikliğinin nefriti ve böbrekteki IFNγ ekspresyonunu 

baskıladığı ve sistemik patolojiyi azalttığı rapor edilmiştir (Kikawada ve ark., 2003). 

Lupus nefrit hastalarının böbrek dokusunda IFNγ'nın CD40'ın upregülasyonuna aracılık 

ederek hücresel bağışıklığı uyardığı ve glomerulonefritisin patogenezine katıldığı 

bildirilmiştir (Uhm ve ark., 2003). 

Hücre kültürü modellerinde, klorür bakımından zengin mikro ortamların 

proenflamatuar olduğu, artan nitrik oksit salınımına, interlökin-6: interlökin-10 

oranlarına ve NF-κB DNA bağlanmasına yol açtığı bildirilmiştir (Kellum ve ark., 2004). 

Rat sepsis modelinde yüksek klorit içeren çözeltiler ile resüsitasyonun, normotensif bile 
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olsa, artan IL-6, IL-10 ve TNF-α seviyeleri ile proenflamatuar bir durumu desteklediği 

gösterilmiştir (Kellum ve ark., 2006).  Sistemik klorür seviyelerinden bağımsız olarak, 

distal tubuler klorür maruziyetini artıran sepsisteki faktörlerin hemodinamik ve 

enflamatuar süreçler boyunca bozulmuş böbrek fonksiyonlarına neden olması 

muhtemeldir (Schnermann ve ark., 1976; Salomonsson ve ark., 1993;  Hashimoto ve 

ark., 2004). Proenflamatuar sitokinler sepsis sırasında renal klorür giriş nakil 

proteinlerinin aşağı yönde düzenlenmesine neden olarak klorürün distal dağıtımını 

artırmaktadır (Schmidt ve ark., 2007). Proenflamatuar sitokinlerin böbreğe klorür 

taşıyan proteinlerin aşağı yönde düzenlenmesine neden olarak klorürün distal 

dağıtımının artışındaki etkisi Şekil 5’te sunuldu. 

 

 

 

Şekil 5. Proenflamatuar sitokinler sepsis sırasında böbreğe klorür taşıyan proteinlerin aşağı yönde 

düzenlenmesine neden olarak, klorürün distal dağıtımını artırmaktadır (Morrell ve ark.’dan, 2014) 

Enflamasyonun baskılanması, böbrek dokusunun korunmasında önemli bir 

terapötik yaklaşım olarak görülmektedir (Chen ve ark., 2015; Jung ve ark., 2014; Lin ve 

ark., 2014; Pye  ve ark., 2014; Xu  ve ark., 2015). 
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2.4. Naringin 

              Naringin (4',5,7-trihidroksi flavon 7-ramnoglukozid), turunçgillerde bulunan 

bir flavondur (Bharti ve ark., 2014). Naringinin  kimyasal formülü C27 H32O14 olup 

580,4 g/mol moleküler ağırlığına sahiptir ve suda orta derecede çözünmektedir 

(Choudhury ve ark., 1999; Alam ve ark., 2014). Naringinin antioksidan, antienflamatuar 

ve antiapoptotik aktiviteye sahip olduğu  pek çok bilimsel çalışma sonucunda rapor 

edilmiştir. Aterosklerozda, kardiyovasküler bozukluklarda, diabetes mellitusta, 

nörodejeneratif bozukluklarda, osteoporozda ve romatolojik bozukluklarla ilgili in vivo 

ve in vitro çalışmalarda naringinin faydalı etkileri belirlenmiştir (Bharti ve ark., 2014). 

Naringin, yüksek yağ ve yüksek kolesterol diyeti ile beslenen ratlarda kolesterol 

biyosentezini azaltmaktadır (Kim ve ark., 2006). Naringinin yapısı Şekil 6’da sunuldu. 

 

Şekil 6. Naringinin yapısı (Zhang ve ark.’dan, 2013) 

2.5. Naringinin Enflamasyon Üzerine Etkileri 

 

Naringinin antienflamatuar etkili olduğu in vivo ve in vitro çalışmalar ile ortaya 

konulmuştur (Singh ve ark. 2004; Kanno ve ark., 2006; Inês Amaro ve ark., 2009; Jain 

ve ark., 2011; Kawaguchi ve ark., 2011; Liu ve ark., 2012; Bi ve ark., 2016). Naringin 

doğal biyoaktif bileşiktir (Zhang ve ark., 2012) ve metal kenetleme özelliğine sahiptir 

(Ganesh ve Tiyagura, 2011). Naringinin radyasyonla indüklenen mikronukleus 

oluşumunu ve farelerde kromozomal bozuklukları azalttığı bildirilmiştir (Jagetia ve 

Reddy, 2002; Jagetia ve ark., 2003). Doğrudan serbest radikal süpürücü aktivitesi ve 
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dolaylı antioksidan etkisinden dolayı oksidatif stresin baskılanmasında naringinin 

önemli etkileri belirlenmiştir (Singh ve ark., 2004; Amudha ve Pari, 2011). Ayrıca, 

naringin, süperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazının gen ifadesini yukarı 

regüle ettiği bildirilmektedir (Jeon ve ark., 2001). Deneysel çalışmalar naringinin ayrıca 

hipolipidemik (Jeon ve ark., 2004), antikanserojenik ve kardiyoprotektif (Rajadurai ve 

Prince, 2009), antimutajenik (Higashimoto ve ark., 1996), antienflamatuar (So ve ark., 

1996; Gopinath ve Sudhandiran, 2012) ve antimikrobiyal (Kim ve ark., 1998) etki 

gösterdiğini ortaya koymaktadır. Meme kanseri hücre çoğalmasının ve meme tümör 

oluşumunun naringin tarafından inhibe edildiği gösterilmiştir (So ve ark., 1996). Fare 

makrofaj hücre hattında naringin uygulamasının lipopolisakkaritle uyarılan NF-κB 

sinyalizasyon yolağını baskılayarak antienflamatuar etki gösterdiği ileri sürülmüştür 

(Hattori ve ark., 2016). Naringinin, fare primer kondrosit kültüründe TNF-α ile uyarılan 

NF-κB sinyalizasyon yolağını bloke ederek antienflamatuar etki gösterdiği ve 

osteartritis de dahil olmak üzere dejeneratif eklem hastalıklarının tedavisinde potansiyel 

bir hedef olabileceği rapor edilmiştir (Zhao ve ark., 2016). Naringinin siklofosfamid ile 

indüklenen hepatotoksisite ve nefrotoksisiteye karşı etkili bir koruyucu olduğu 

bildirilmiştir (Çağlayan ve ark., 2018). Naringin, diyabetik nefropatinin ilerlemesini 

NADPH oksidaz 4'ü inhibe ederek baskılamaktadır (Zhang ve ark., 2017). Naringinin, 

ratlarda alüminyum kaynaklı nörotoksisitede gelişen hafıza kaybına ve mitokondriyal 

oksidatif hasara karşı koruyucu etki gösterdiği rapor edilmiştir (Prakash ve ark., 2013). 

Naringin farelerde akrolein ile indüklenen akciğer hasarında apoptotik ve 

enflamatuar sinyal yollarını modüle ederek koruyucu etki gösterdiği ifade 

edilmişir (Kim ve ark., 2018). Naringinin, ksantin oksidaz aktivitesini önemli ölçüde 

inhibe ettiği in vitro olarak gösterilmiştir (Russo ve ark., 2000). Yüksek yağlı bir diyetle 

beslenen farelerde naringinin, düşük dereceli enflamatuar  bir  durum olan metabolik 

sendromu iyileştirdiği bildirilmiştir (Pu ve ark., 2012).  
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TNF-α ve IL-1β gibi LPS tarafından indüklenen proenflamatuar sitokinlerin, 

enflamatuar hastalıkların sürecinde önemli bir rol oynadığı iyi bilinmektedir. Bu 

nedenle de bu enflamatuar mediyatörlere müdahale etmek pek çok enflamatuar 

hastalığın tedavisinde önemli bir hedef olarak görülmektedir (Yang  ve ark., 2019). 

Flavonoidler, enflamatuar hastalıkların profilaksisinde ve tedavisinde yaygın kullanım 

alanı bulmaktadır (Xin  ve ark., 2016; Escribano-Ferrer  ve ark., 2019; Ginwala  ve ark., 

2019; Jin  ve ark., 2019; Ye ve ark., 2019). Böbreğin enflamatuar hastalıklarının 

tedavisinde de flavonoid uygulamaları enflamasyon mediyatörlerini modüle ederek 

başarıyla kullanılmaktadır (Xin  ve ark., 2016; Tomar  ve ark., 2017; Zhong ve ark., 

2018).  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. MDBK Hücre Kültürünün Hazırlanması 

Sunulan tez çalışmasında, in vitro böbrek hücre enflamasyon modeli 

oluşturulması amacıyla Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) devamlı hücre kültürü 

kullanıldı. Hücre kültürü çalışmaları Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Viroloji Anabilim Dalı Laboratuvarı’nda gerçekleştirildi. Hücreler için besi ortamı 

olarak % 10 fötal dana serumu ve % 1 penisilin/streptomisin içeren Dulbecco’s 

minimum essential medium (DMEM) kullanıldı. Hücreler bu besi ortamını içeren 25 

cm
2
’lik ve 75 cm

2
’lik flasklarda, iç ortamı % 5 CO2, % 95 hava karışımı kapsayan 37º 

C’lik inkubatörde tutularak ve rutin pasajları yapılarak üretildi. Hücrelerin sağkalımı ve 

morfolojik yapıları invert mikroskopta takip edildi. 

3.2. MDBK Hücre Kültüründe Enflamasyonun Oluşturulması 

MDBK hücreleri, enflamasyonun indüklenmesi amacıyla 2, 4, 8 ve 24 saat 

boyunca steril dimetil sülfoksit içerisinde hazırlanan 0,1 μg/ml, 1 μg/ml, 2 μg/ml, 5 

μg/ml ve 10 μg/ml lipopolisakkarit (E. coli O111: B4) (L4391, Sigma-Aldrich Corp., St. 

Louis, MO, USA) konsantrasyonlarına maruz bırakıldı (Hu ve ark., 2012). Uygulamalar 

sonucunda hücre mediumları 2.500 rpm'de 10 dakika santrifüj edildikten sonra elde 

edilen supernatantlarda IL-1β ve TNF-α konsantrasyonları ölçüldü.  

3.3. MDBK Hücre Kültürüne Naringin Uygulaması 

Hücreler 4 saat boyunca steril dimetil sülfoksit içerisinde hazırlanan farklı 

naringin (N1376, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) konsantrasyonları (500 

μM, 1000 μM, 1500 μM, 1900 μM ve 2000 μM) ile kültüre edildi ve uygun koruyucu 

doz hücre sayım testi sonucuna göre belirlendi (Liu ve ark., 2012; Bacanlı ve ark., 

2015). Hücre kültürlerinde tüm uygulamalar dört tekrarlı gerçekleştirildi. 
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3.4. Deneme Planı 

MDBK hücre kültürü çalışmalarında kullanılan deneme gruplarında 

gerçekleştirilen uygulamalar Tablo 1’de özetlendi. 

Tablo 1. Deneme grupları (n=4). 

 

Gruplar  Uygulama 

Grup 1  

(negatif kontrol grubu) 

DMEM vasat ortamındaki MDBK hücrelerine 

herhangi bir uygulama yapılmadı 

Grup 2  DMEM vasat ortamındaki MDBK hücreleri 4 saat 

boyunca 5 µg/ml lipopolisakkarite maruz bırakıldı 

Grup 3 DMEM vasat ortamındaki MDBK hücreleri 4 saat 

boyunca 1900 µM naringine maruz bırakıldı 

Grup 4 DMEM vasat ortamındaki MDBK hücreleri aynı anda 

olmak üzere 4 saat boyunca 5 µg/ml lipopolisakkarite 

+ 1900 µM naringine maruz bırakıldı 

 

 

Deneme gruplarında gerçekleştirilen uygulamalardan sonra MDBK hücre 

kültürü mediumları 2.500 rpm'de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında üstte 

bulunan berrak supernatantlar ELISA analizleri gerçekleştirilinceye kadar -80ºC’da 

muhafaza edildi. 

3.5. Sitotoksisite Analizleri 

MDBK hücrelerinin canlılığı,  kolorimetrik hücre sayım kiti (96992, Sigma-

Aldrich, USA) yardımıyla tespit edildi. Testin uygulanmasında üretici firmanın 

bildirdiği basamaklar gerçekleştirildi. Kısaca, grup1, grup 2, grup 3 ve grup 4’teki 

MDBK hücreleri, 96 oyuklu bir mikropleytte 1 ml’sinde 1×10
5
 hücre olacak şekilde 

ekilerek 37°C’ lik inkübatörde 24 saat bekletildi. Hücreler pleyt yüzeyini kapladığında 

kuyucuklardaki hücre üretme vasatı uzaklaştırıldıktan sonra hücre üretme vasatında 

hazırlanan LPS (0,1 μg/ml, 1 μg/ml, 2 μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml) ve/veya naringin 

(500 μM, 1000 μM, 1500 μM, 1900 μM ve 2000 μM) ikişer kuyucuğa olmak üzere 10 
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μl eklendi ve 22°C’ lik inkübatörde 12 saat süre ile inkube edildi. Negatif kontrol 

hücrelerin kuyucuklarına naringin yerine 10 μl hücre üretme vasatı pipetlendi. Daha 

sonra, her bir kuyucuğun kültür ortamına 10 µl CCK-8 çözeltisi ilave edildi ve 

mikropleyt 2 saat boyunca 37° C' lik inkübatörde bekletildi. Süre sonunda her bir 

kuyucuğun 450 nm'deki absorbansı, mikropleyt okuyucuda (Infinite F50, Tecan Austria 

GmbH, Grödig, Austria) kaydedildi. Test 4 defa yinelendi ve LPS’nin sitotoksik dozu 

ile naringinin nonsitotoksik dozu “[1- (OD test) / (OD kontrol] ×100” formülüne göre 

hesaplandı. 

3.6. IL-1β Konsantrasyonunun Ölçümü  

MDBK hücre kültürü supernatantlarında IL-1β konsantrasyonu sığır spesifik 

ELISA test kiti (MBS2609338, MyBioSource, Inc. San Diego, CA, USA) kullanılarak 

belirlendi. ELISA basamakları üretici firmanın önerdiği şekilde gerçekleştirildi ve çift 

örnekleme gerçekleştirildi. Kitin ölçüm aralığı 15,6 pg/ml - 1.000 pg/ml olup ölçüm 

hassasiyeti 5.0 pg/ml idi. Stok standart solüsyondan (1.000 pg/ml) standart örnek 

sulandırıcı kullanılarak 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 

pg/ml’lik standartlar hazırlandı. Negatif kontrol olarak standart örnek sulandırıcı 

kullanıldı. Mikropleytteki kuyucuklara standart örneklerinden ve hücre kültürü 

supernatantlarından 100’er µl pipetlendi. Mikropleytin üzerine şeffaf film 

yapıştırıldıktan sonra 37° C’de 90 dak bekletildi. Daha sonra mikropleyt 2 kez yıkandı. 

Ardından, tüm kuyucuklara 100’er µl biyotinlenmiş IL-1β antikoru eklenerek üzerine 

şeffaf film yapıştırıldıktan sonra mikropleyt 37° C’de 60 dak inkube edildi. Süre 

sonunda mikropleyt 3 kez yıkandı. Blank kuyucukları hariç olmak üzere diğer 

kuyucuklara 100 µl enzim konjugat pipetlendi ve üzeri şeffaf filmle kaplanarak 37° 

C’de 30 dak bekletildi. Daha sonra mikropleyt 5 kez yıkandı. Bütün kuyucuklara 100 µl 

renk solüsyonu eklenerek 37° C’de 30 dak bekletildi. Daha sonra tüm kuyucuklara 100 

µl renk solüsyonu C eklenerek 10 dak içinde mikropleytin optik dansitesi mikropleyt 

okuyucuda  (Infinite F50, Tecan Austria GmbH, Grödig, Austria) 450 nm’de okundu. 

IL-1β konsantrasyonları standart eğriden hesaplanarak sonuçlar pg/ml olarak sunuldu. 
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3.7. TNF-α Konsantrasyonunun Ölçümü 

Hücre kültürü supernatantlarında TNF-α konsantrasyonu sığır spesifik ELISA 

kiti (MBS2609886,) kullanılarak ölçüldü ve çift örnekleme gerçekleştirildi. Kitin ölçüm 

aralığı 15,6 pg/ml - 1.000 pg/ml olup olup ölçüm hassasiyeti 5.0 pg/ml idi. Stok standart 

olan 1.000 pg/ml konsantrasyondaki standart örnek sulandırıcı ile sulandırılarak 500 

pg/ml 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml ve 15,6 pg/ml ve 0 pg/ml’lik 

standartlar hazırlandı. Standart örnek sulandırıcı negatif kontrol olarak kullanıldı. 

Mikropleytteki standart kuyucuklarına 100’er µl standart örneklerinden, test 

kuyucuklarına 100’er µl hücre kültürü supernatantlarından eklendi. Üzeri şeffaf filmle 

kaplanan mikropleyt 37° C’de 90 dak inkubasyona alındı ve süre sonunda mikropleyt 2 

kere yıkandı. Bütün kuyucuklara 100 µl biyotinlenmiş TNF-α antikoru eklendi ve üzeri 

şeffaf filmle kapatıldıktan sonra mikropleyt 37° C’de 60 dak bekletildi ve ardından 

ikropleyt 3 kez yıkandı. Blank kuyucukları hariç tutularak diğer kuyucuklara 100 µl 

enzim konjugat pipetlendi ve üzeri şeffaf filmle kaplanarak 37° C’de 30 dak bekletildi 

ve süre sonunda mikropleyt 5 kez yıkandı. Tüm kuyucuklara 100 µl renk solüsyonu 

pipetlendi ve 37° C’de 30 dak bekletildi. Süre sonundatüm kuyucuklara 100 µl renk 

solüsyonu C pipetlendikten sonra 10 dak içinde mikropleytin optik dansitesi 450 nm’de 

mikropleyt okuyucuda (Infinite F50, Tecan Austria GmbH, Grödig, Austria) okundu. 

IL-1β konsantrasyonları standart eğriden hesaplanarak sonuçlar pg/ml olarak sunuldu. 

3.8. İstatistiksel Değerlendirme 

Deneme gruplarından elde edilen sonuçların istatistiksel analizlerinde SPSS 22.0 

paket programından yararlanıldı. Tüm sonuçlara önemlilik testi öncesinde parametrik 

test varsayımlarından normallik yönünden Shapiro Wilk, varyansların homojenliği 

yönünden Levene testi uygulandı. Gruplar arası farklılığın anlamlı bulunduğu 

durumlarda ileri aşama (post-hoc) testi olarak parametrik test varsayımlarını sağlayan 

değişkenler için Duncan testinden yararlanıldı. Tekrarlı deneylerin sonuçları, ortalama ± 

standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Tüm istatistiksel değerlendirmeler için p <0,05 

anlamlı fark olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. LPS’nin Enflamasyon Dozu 

        MDBK hücre kültüründe enflamasyonun oluşturulması amacıyla 4 saat 

boyunca 5 μg/ml dozda uygulanan LPS’nin en yüksek IL-1β ve TNF-α düzeylerine 

yol açması nedeniyle bu süre ve doz seçildi (Şekil 7 ve 8). Bütün uygulamalar dört 

kez tekrarlandı.  

           

Şekil 7. LPS’nin farklı süre ve konsantrasyonlarda uygulandığı MDBK hücrelerinde IL-1β düzeyi 
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Şekil 8. LPS’nin farklı süre ve konsantrasyonlarda uygulandığı MDBK hücrelerinde TNF-α 

düzeyi 

4.2. MDBK Hücrelerinde Naringinin Farklı Dozlarının Sitotoksisite 

Yüzdeleri 

Naringinin, MDBK hücre hattında 500 µM - 2000 µM konsantrasyonlardaki 

dozlarının 4 saat süre sonunda oluşturduğu hücre sağkalım oranları Tablo 2’de sunuldu.  

Tablo 2. Naringinin farklı konsantrasyonlarına ait hücre sağkalım oranları (4 tekrarlı). 

Naringin 

konsantrasyonu 

OD Hücre sağ 

kalım oranı 

(%) 
1. tekrar 2. tekrar 3. tekrar 4. tekrar Ort. OD 

500 µM 0,2632 0,2029 0,2019 0,2519 0,2299 88 

1000 µM 0,1823 0,1643 0,1808 0,1707 0,1745 68 

1500 µM 0,1885 0,1568 0,1169 0,157 0,1548 61 

1900 µM 0,1241 0,1242 0,1302 0,1301 0,1271 50 

2000 µM 0,1147 0,1104 0,1278 0,1286 0,1203 47 

Negatif kontrol 0,2611 0,2299 0,2582 0,2632 0,2531 100 

 

MDBK hücre hattında 4 saat boyunca 500 µM, 1000 µM, 1500 µM, 1900 µM ve 

2000 µM konsantrasyonlarında naringin uygulaması sonucunda hücre sağkalım 

oranlarının sırasıyla % 88, % 68, % 61, % 50 ve % 47 olduğu belirlendi. Naringinin 

1900 µM konsantrasyonu ile 4 saat boyunca inkube edilen MDBK hücrelerinde hücre 
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sağkalımının % 50 olduğunun belirlenmesi nedeniyle bu doz ve süre uygun koruyucu 

doz ve süre olarak seçildi. 

 

4.3. IL-1β Konsantrasyonu 

Negatif kontrol, LPS,  naringin ve LPS + naringin gruplarına ait IL-1β 

konsantrasyonları Şekil 9’da sunuldu.  

 

Şekil 9. MDBK hücre hattında IL-1β konsantrasyonları (n=4). 
a,b,c:

 p < 0,05, (Duncan test) 

 

Negatif  kontrol   grubunun   hücre  supernatantında   IL-1β   konsantrasyonu 

44,8 ± 3,9 pg/ml olarak ölçüldü. Dört saat boyunca 5 μg/ml LPS’ye maruz bırakılan 

MDBK hücre mediumunda IL-1β konsantrasyonunun 312,5 ± 12,0 pg/ml olduğu 

anlaşıldı. Dört saat süre ile 1900 μM naringin uygulanan hücre mediumundaki IL-1β 

konsantrasyonu 41,3 ± 5,1 pg/ml olarak belirlendi. Dört saat boyunca 5 μg/ml LPS + 

1900 μM naringin uygulanan MDBK hücre mediumundaki IL-1β konsantrasyonu 152,0 

± 7,0 pg/ml olarak ölçüldü. Dört saat boyunca 5 μg/ml LPS’ye maruz kalan MDBK 

hücre mediumundaki IL-1β konsantrasyonunun negatif hücrelerdekine göre 6,98 kat 

artmış olduğu kaydedildi (p < 0,05). Dört saat boyunca 5 μg/ml LPS + 1900 μM 
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naringin uygulanan MDBK hücre mediumundaki IL-1β konsantrasyonunun negatif 

hücrelerdekine göre 3,39 kat kadar yükseldiği belirlendi (p < 0,05).  

 

4.4. TNF-α Konsantrasyonu 

Negatif kontrol, LPS,  naringin ve LPS + naringin gruplarına ait TNF-α 

konsantrasyonları Şekil 10’da sunuldu.  

 

Şekil 10. MDBK hücre hattında TNF-α konsantrasyonları (n=4). 
a,b,c:

 p < 0,05, (Duncan test) 

 

Negatif  kontrol   grubunun   hücre  supernatantında   TNF-α konsantrasyonu 

22,8 ± 3,3 pg/ml olarak ölçüldü. Dört saat boyunca 5 μg/ml LPS’ye maruz bırakılan 

MDBK hücre mediumunda TNF-α konsantrasyonunun 296,5 ± 6,6 pg/ml olduğu 

anlaşıldı. Dört saat süre ile 1900 μM naringin uygulanan hücre mediumundaki TNF-α 

konsantrasyonu 19,3 ± 2,2 pg/ml olarak belirlendi. Dört saat boyunca 5 μg/ml LPS + 

1900 μM naringin uygulanan MDBK hücre mediumundaki TNF-α konsantrasyonu 

135,8 ± 2,9 pg/ml olarak ölçüldü. Dört saat boyunca 5 μg/ml LPS’ye maruz kalan 

MDBK hücre mediumundaki TNF-α konsantrasyonunun negatif hücrelerdekine göre 13 

kat artmış olduğu kaydedildi (p < 0,05). Dört saat boyunca 5 μg/ml LPS + 1900 μM 
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naringin uygulanan MDBK hücre mediumundaki TNF-α konsantrasyonunun negatif 

hücrelerdekine göre 5,96 kat kadar yükseldiği belirlendi (p < 0,05).  
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5. TARTIŞMA 

Sunulan tez çalışmasında, antienflamatuar etkili olan naringinin böbrek hücre 

hattında LPS ile indüklenen enflamatuar yanıta etkisi değerlendirildi. Enflamasyonun 

indüklenmesi amacıyla LPS maruziyetine bırakılan MDBK hücrelerinin mediumlarında 

proenflamatuar sitokinler olan IL-1β ve TNF-α düzeylerinin önemli oranda arttığı ancak 

naringin uygulamasının bu artışı engellediği belirlendi. Tez çalışmasının bulguları, 

naringinin doza bağımlı olarak, MDBK hücre hattında LPS-indüklü enflamasyonu 

proenflamatuar sitokin yanıtını baskılayarak hafiflettiğini gösterdi. 

Böbrekler, kan basıncının kontrolü, salgıladığı eritropoietin ile eritrositlerin 

üretimini uyarması, tuz ve su homeostazı, asit-baz dengesi ve kalsiyum homeostazını 

içeren bir dizi temel fizyolojik fonksiyonda çok önemli bir role sahiptir. Böbrek 

fonksiyon bozukluğu çeşitli patolojilerden kaynaklanabileceği gibi çeşitli patolojik 

durumlar da böbrek fonksiyonlarının bozulmasına yol açmaktadır (Imig ve Ryan, 2013). 

Hem insanlarda (Go ve ark., 2004; Tonelli  ve ark., 2006; Gómez de la Torre-Del 

Carpio ve ark., 2018; Wang ve ark., 2019) hem de hayvanlarda (Jacob  ve ark., 2005; 

Kuwahara  ve ark., 2006; Egenvall ve ark., 2009; O'Neill  ve ark., 2015; Pelander ve 

ark., 2015) böbrek hastalığı ölümün en sık nedenleri arasında yer almaktadır. Bu 

raporlar, böbrek hastalığının önemli bir sağlık sorunu olduğunu ortaya koymaktadır. 

Böbrek hastalığına yol açan mekanizmaların anlaşılması ve tedavisine yönelik bilimsel 

çalışmaların gerçekleştirilmesi oldukça önem arz etmektedir.    

Böbrek hastalıklarının etiyopatogenezinde enflamatuar süreçlerin önemli rol 

oynadığı bilinmektedir (Zhang ve ark., 2008; Panzer ve ark., 2009; Tucci ve ark., 2010; 

Lepenies ve ark., 2011). Enflamasyon, sistemik veya intrarenal olsun sadece 

düzenleyicilerine verilen mikrovasküler tepkiyi kaldırmakla kalmamakta ayrıca reaktif 

oksijen türlerini de içeren bir dizi tubuler toksini de uyararak tubuler hasara, nefron 

kaybına ve kronik böbrek hastalığının başlamasına yol açmaktadır. Böbrek 

enflamasyonu, böbreğe makrofaj birikimi ve enflamatuar hücrelerin infiltrasyonu ile 

oluşmakta ve enflamatuar mediyatörlerin böbrek hemodinamiğine ve tubuler 

disfonksiyona katkısı patolojik duruma ve enflamasyon bölgesine bağlı olarak 

değişmektedir (Imig ve Ryan, 2013). Genel olarak, böbrek enflamasyonu, böbrek kan 

akışında ve glomeruler filtrasyon hızında azalmalara neden olmaktadır (Noronha ve 

ark., 2002; Ponnuchamy ve Khalil, 2009). Böbrekteki kronik enflamasyon, glomeruler 
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filtrasyon hızında   devamlı düşüşe yol açarak son dönem böbrek hastalığı ile 

sonuçlanmaktadır (Noronha ve ark., 2002; Harris ve Neilson, 2006). Enflamasyonun 

böbrek hastalıklarının oluşumundaki ve ilerlemesindeki rolünü anlamak, altta yatan 

enflamasyonun önlenmesine ve tedavi edilmesine katkı sağlayarak böbrek hastalığına 

bağlı olumsuz sonuçları iyileştirmek için oldukça önemlidir (Qian, 2017).  

Sitokinlerin ve enflamatuar mediyatörlerin patolojik durumlarda böbrek 

hemodinamiğine ve epitel hücrelerine önemli ölçüde etkide bulunduğuna dair çok 

sayıda kanıt bulunmaktadır (Beasley ve ark., 1988; Kohan ve ark., 1989; Girardin ve 

ark., 1994; Shahid ve ark., 2008; Safranow ve ark., 2009; Morrell ve ark., 2014). 

Sitokinler, sistemik olarak nefritojenik immuniteyi başlatmak ve modüle etmek için 

antijenik hücreler, lökositler ve düzenleyici hücreler arasındaki çapraz ilişkiye katılarak 

böbrek enflamasyonuna neden olan hem doğal hem de adaptif immun cevaplarda 

merkezi rol oynamaktadırlar (Tipping ve Hodlsworth, 2007). Sitokinler böbrek 

hastalığının patogenezinde, böbreğe immun hücre infiltrasyonunu artıran endoteliyal 

hücre adezyon moleküllerini ve kemokinleri modüle ederek katkıda bulunmaktadırlar 

(Banas  ve ark., 1999; Burne ve ark., 2001; Ramesh ve Reeves, 2002). Doğal veya 

adaptif immunitenin olup olmadığına veya böbrek hastalığının akut veya kronik 

olmasına bakılmaksızın, enflamatuar sitokinler, hem immun fonksiyon mediyatörleri 

hem de böbrek hasarı başlatıcıları olarak böbrek hastalığının gelişimini de durdurabilen 

immünomodülatör rollere sahiptirler. Sitokin üretimindeki artış, glomerüler hücrelere 

etki etmekte ve glomerüler hasarın gelişmesine ve ilerlemesine katkıda bulunmaktadır 

(Harris ve Neilson, 2006; Holdsworth ve Summers, 2008). Th1 sitokin olan interferon-

gama, böbrek hastalığının patogenezinde, hastalığın ilerlemesini hem destekleyebilen 

hem de sınırlandırabilen potansiyel çift etki göstermektedir. Fare lupus nefrit 

modelinde, renal kapsül altına doğrudan IL-12 salgılayan hücrelerin transferinin böbrek 

içinde interferon-gama salgılayan CD4, CD8 ve CD4-CD8-B220 + T hücrelerinin 

birikmesini ve otoimmun böbrek hastalığının gelişmesini teşvik ederek  böbrek hasarına 

neden olduğu saptanmıştır (Schwarting ve ark., 1999). Bununla birlikte, lupus nefrit 

modeli olan MRL-Fas (lpr) farelerin böbreklerinde makrofaj salgılayan büyüme 

faktörlerinin neden olduğu böbrek hasarının ilerlemesini baskılamak için interferon-

gama reseptörlerinin varlığının gerekli olduğu da ileri sürülmüştür (Schwarting ve ark., 

1998). 
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TNF süper ailesinin bir üyesi olan TNF benzeri zayıf apoptoz indükleyici 

faktörün (TWEAK),  fare proksimal tubular hücre hattında (MCT) NF-kappaB' nin 

aktivasyonunu indüklediği in vitro belirlenmiştir. Farelerde sistemik TWEAK 

uygulamasının, böbrek NF-kappaB aktivasyonunu, kemokin ve IL-6 ekspresyonunu ve 

interstisyel enflamasyonu indüklediği, ancak TWEAK nötralizasyonunun, tubuler 

hücrelerde kemokin ekspresyonunu baskıladığı ve interstisyel enflamasyonu azalttığı 

saptanmıştır (Sanz ve ark., 2008). İmmun fonksiyon, hücre farklılaşması ve 

proliferasyonu, apoptoz ve enerji metabolizması gibi birçok hücresel ve biyolojik işlemi 

modüle eden çok fonksiyonlu bir sitokin olan TNF-α, diğer proenflamatuar sitokinlerin 

üretimini düzenleyerek periferik organlar üzerindeki etkilerine aracılık etmektedir 

(Cawthorn ve Sethi, 2007). Domuzlarda obezite-metabolik bozukluk durumunda artmış 

perirenal yağ hacmine bağlı olarak gelişen enflamasyonda TNF-α' nın parakrin olarak 

aracılık ederek renal arterlerin endotel disfonksiyonuna neden olduğu saptanmıştır. (Ma 

ve ark., 2016). TNF-α, süperoksit aktivitesini artırarak ve böylece nitrik oksit düzeyini 

azaltarak renal vazokonstriksiyon ve hipofiltrasyonu indüklemektedir (Shahid ve ark., 

2008). Klorürce zengin mikro ortamların artmış IL-6:IL-10 oranlarına yol açarak 

proenflamatuar duruma neden olduğu in vitro ortaya konulmuştur (Kellum ve ark., 

2004). Rat sepsis modelinde yüksek klorit içeren resüsitasyonun, dolaşımdaki IL-6, IL-

10 ve TNF-α düzeylerinin artışına neden olduğu rapor edilmiştir (Kellum ve ark., 2006). 

Enflamasyonun aracılık ettiği tubuler disfonksiyon sonucunda distal tubule ve makula 

densaya sodyum ve klor geçişinin artarak tubuloglomeruler geri beslemeye ve bozulmuş 

glomeruler filtrasyon hızına katkıda bulunduğu ileri sürülmektedir (Morrell ve ark., 

2014). Tavşan endotoksemik şok modelinde, TNF-α'nın böbrekteki kan akışında 

azalmaya neden olarak şokun erken hemodinamik değişikliklerinde rol oynadığı  

gösterilmiştir (Girardin ve ark., 1994). Koroner arter hastalığı olan bireylerde artmış 

TNF-α düzeyleri azalmış böbrek kan akımı ve glomeruler filtrasyon hızı ile ilişkilidir 

(Safranow ve ark., 2009). TNF-α'nın neden olduğu apolipoprotein-A4 ekspresyon 

seviyesindeki artışın, insan böbrek hücrelerinde proenflamatuar akut böbrek yetmezliği 

ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Lee ve ark., 2017). Sunulan tez çalışmasında, LPS’ye 

maruz kalan MDBK hücre hattında IL-1β konsantrasyonunun negatif kontrol grubuna 

göre önemli düzeyde (p < 0,05) yükselmiş olduğu belirlendi. Benzer olarak, TNF-α 

konsantrasyonunun da LPS’ye maruz kalan hücre hattında negatif kontrol grubundakine 
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göre artmış olduğu kaydedildi (p < 0,05). Daha önceki çalışmalarda (He  ve ark., 2018; 

van der Bruggen  ve ark., 1999; Xue  ve ark., 2005; Zou ve ark., 2015) ileri sürüldüğü 

gibi projemizde de LPS’nin proenflamatuar sitokinlerin salgılanmasını uyardığı 

anlaşıldı.  

İnterlökinlerin böbrekte vasküler etkilerinin olduğu gösterilmiştir. Akut böbrek 

yetmezliği olan hastalara dört gün boyunca IL-2 uygulamasının glomeruler filtrasyon 

hızında azalmaya neden olduğu rapor edilmiştir (Shalmi ve ark., 1990). IL-1'in sodyum 

atılımını arttırdığı bu yanıtın böbrek kan akışında veya glomeruler filtrasyon hızında bir 

artış ile ilişkili olmadığı bildirilmiştir (Beasley ve ark., 1988; Kohan ve ark., 1989). IL-1 

periferik arterleri genişletmekte ancak böbrek arteriyollerini genişletmemektedir ve 

doğrudan böbrek epitel hücrelerine etki ederek sodyum atılımını artırmaktadır. Bu 

çalışmalar, sitokinlerin ve enflamatuar mediaytörlerin böbrek kan akışını ve glomeruler 

filtrasyon hızını doğrudan değiştirebildiğini göstermektedir. 

IL-1β karaciğerden akut faz proteinlerinin salınımını uyararak, endotel 

hücrelerini aktive ederek, ateşi tetikleyerek, kemik iliğinden nötrofil mobilizasyonunu 

sağlayarak ve tüm lökosit ve renal hücre sınıflarını aktive ederek sistemik enflamasyona 

katkıda bulunmaktadır  (Dinarello, 2000; Anders 2016). Dokularda, yerleşik dendritik 

hücreler, dokuya sızan makrofajlar ve nötrofiller, büyük miktarlarda IL-1β 

salgılayabilirken parankimal hücreler belirli koşullar altında sadece küçük miktarlarda 

salgılyabilmektedirler (Garlanda ve ark., 2013). Genç farelerin böbrek tubuler epitel 

hücrelerinde IL-1β'nın indüklenebilir olduğu ve yaşla birlikte IL-1β ekspresyonunun  

arttığı belirlenmiştir (Hacham ve ark., 2002). Böbrekteki parankimal hücreler pro-IL-

1β'yi metalloendopeptidaz meprin A aracılığıyla olgun IL-1β'ye dönüştürmektedirler 

(Herzog ve ark., 2009). Glomerüler IL-1β salınımının tek kaynağı olarak infiltre 

lökositler gösterilmiştir (Timoshanko ve rak., 2004). 

Enflamasyonla karakterize hastalıkları tedavi etmek amacıyla terapötik hedefler 

olarak enflamatuar sitokinlerin potansiyel olduğuna dair çalışmalar (Siebert ve ark., 

2015; Leyva-López ve ark., 2016), flavonoidlerin, özellikle sitokinleri modüle ederek 

enflamasyonla ilişkili hastalıklar için alternatif tedaviler geliştirmek amacıyla 

kullanılabileceğini ortaya koymaktadır. Flavonoidler, sitokinlerin ekspresyonunu 

azaltarak, reaktif oksijen türleri  ve nitrik oksit gibi enflamatuar mediyatörleri inhibe 

ederek, siklooksijenazlar ve indüklenebilir nitrik oksit sentaz gibi enflamatuar 
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enzimlerin aktivitesini düzenleyerek ve transkripsiyon faktörlerini modüle ederek 

enflamatuar yanıt üzerinde etkili olmaktadırlar (Tuñón ve ark., 2009; González-Gallego 

ve ark., 2010; Kumar ve Pandey, 2013; Ribeiro ve ark., 2015). Antienflamatuar etkili 

flavonoidler enflamatuar böbrek hastalıklarının tedavisinde başarıyla kullanılmaktadır 

(Impellizzeri ve ark., 2015; Xu ve ark., 2015; Kandemir ve ark., 2017; Zhang ve ark., 

2017). Böbrek iskemi ve reperfüzyon fare modelinde bir flavonoid olan silimarin ile 

tedavinin böbrek fonksiyon bozukluğunu, nötrofil infiltrasyonunu ve oksidatif stresi 

doza bağlı bir şekilde azaltarak ve nükleer faktör-kappa B (NF-kappa B) yolunu ve 

apoptoz yolaklarını önemli ölçüde inhibe ederek böbrekteki enflamasyon derecesini 

azalttığı rapor edilmiştir (Impellizzeri ve ark., 2015). Antienflamatuar etkili flavonoid 

luteolinin, D-galaktozun neden olduğu böbrek hasarını, oksidatif stresi ve enflamasyonu 

baskılayarak hafiflettiği ortaya konulmuştur (Xu ve ark., 2015). Ratlarda parasetamol 

kaynaklı nefrotoksisiteye karşı krisinin uygulamasının parasetamolün neden olduğu 

böbrek dokusunda artmış TNF-α, IL-1β ve IL-33 seviyelerini önemli ölçüde düşürerek 

böbrek dokusunu enflamasyondan koruduğu belirlenmiştir (Kandemir ve ark., 2017). 

Streptozotosinin indüklediği diyabetik nefropati rat modelinde naringinin takviyesinin 

podositlerde NOX4 mRNA ekspresyonunu  ve protein seviyesini inhibe etmek suretiyle 

apoptozu hafiflettiği ve diyabetik nefropati için koruyucu olduğu rapor edilmiştir 

(Zhang ve ark., 2017).  

Flavonoidlerin sitokin sekresyonu üzerindeki etkisine ilişkin olarak, LPS 

uygulanmış RAW 264.7 makrofaj hattında flavonoid takviyesinin IL-6 ve TNF-α 

seviyelerini azalttığı ortaya konulmuştur (Mueller ve ark., 2010). Forbol-12-miristat-13-

asetat+kalsiyum iyonofor ile uyarılmış insan mast hücrelerinde fisetin (3-30 μM) 

uygulamasının TNF-α, IL-1β, IL-6 ve IL-8 ekspresyonunu ve düzeyini azalttığı ve 

MAPK'lerin fosforilasyonunu ve NF-KB'nin nükleer translokasyonunu inhibe ettiği 

rapor edilmiştir (Park ve ark., 2007). LPS ile aktive edilmiş RAW 264.7 

makrofajlarında 10-50 μM dozlarında naringenin uygulamasının NO, MCP-1 ve TNF-α 

üretimi ve 10-25 μM dozlarında  iNOS, COX-2 ve fosfo-ERK'nın protein 

ekspresyonları üzerinde  belirgin inhibitör etkisi belirlenmiştir (Hsu ve ark., 2013). 

Naringinin P388 hücrelerinde hidrojen peroksit kaynaklı apoptoptozu baskıladığı 

belirlenmiştir (Kanno ve ark., 2003). Güncel bir çalışma, böbrek iskemisi/reperfüzyon 

hasarı oluşturulmuş ratlarda 100 mg/kg naringin uygulamasının apoptozu inhibe ve 
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micoRNA-10a'yı aşağı yönde regüle ederek renoprotektif etki gösterdiğini rapor etmiştir 

(Amini ve ark., 2019).  

Apigenin, krisin ve luteolinin, insan periferik kan mononükleer hücrelerinde  

LPS ile uyarılmış proenflamatuar sitokin üretimini doza bağlı olarak azalttığı 

bildirilmiştir (Hougee ve ark., 2005). RAW 264.7 makrofaj hücre hattında LPS ile 

indüklenen IL-6 ve TNF-α artışının kurkumin uygulaması ile baskılandığı rapor 

edilmiştir (Ma ve ark., 2017). Farelerde LPS ile indüklenen akut böbrek hasarında 

luteolin uygulamasının NF-κB aktivasyonunu ve TNF-α, MCP-1 ve ICAM-1 gibi 

enflamatuar faktörleri azaltarak ve apoptozla ilgili proteinlerin ekspresyonunu 

baskılayarak LPS-aracılı nefrotoksisiteyi iyileştirdiği bildirilmiştir (Xin  ve ark., 2016). 

LPS ile uyarılmış RAW 264.7 makrofajlarında 10 µg/ml, 20 µg/ml ve 40 µg/ml 7-O-

metilnaringenin uygulamasının doza bağımlı olarak TNF-α, IL-1β, IL-6 

konsantrasyonlarını azalttığı rapor edilmiştir (Soromou ve ark., 2012). Sunulan tez 

çalışmasında, LPS ile enflamasyon oluşturulan MDBK hücre hattında 312,5 ± 12,0 

pg/ml olan IL-1β düzeyinin, 1900 μM naringin takviyesinden sonra 152,0 ± 7,0 

pg/ml’ye düştüğü belirlendi. LPS uygulanan MDBK hücre hattında TNF-α düzeylerinin 

296,5 ± 6,6 pg/ml olduğu ve 1900 μM naringin uygulamasının ardından bu düzeyin 

135,8 ± 2,9 pg/ml’ye gerilediği kaydedildi. Böylece, LPS ile enflamasyon oluşturulmuş 

böbrek hücre hattında 1900 μM naringin uygulamasının IL-1β düzeyini 2,06 kat, TNF-α 

düzeyini 2,18 kat azalttığı anlaşıldı. Bu bulgular, böbrek hücre enflamasyonu in vitro 

modelinde naringin uygulamasının proenflamatuar sitokin yanıtını baskıladığına işaret 

etmektedir. 

Tez çalışmasından elde edilen veriler değerlendirildiğinde, antienflamatuar etkili 

naringinin, LPS’ye maruz bırakılan böbrek hücrelerinden IL-1β ve TNF-α 

salgılanmasını baskıladığını gösterdi. Bu bulgular, naringinin proenflamatuar sitokin 

yanıtlarını module ederek in vitro böbrek hücre enflamasyonunu hafiflettiğini ortaya 

koydu. Enflamatuar böbrek hastalıklarında naringinin tedavi edici potansiyeli 

olabileceği hipotezini güçlendiren bu tez çalışmasının sonuçlarının tüm dünyada hem 

insanlarda hem de hayvanlarda önemli bir sağlık problemi olan böbrek hastalıklarının 

tedavisinde yeni stratejilerin geliştirilmesine önemli katkılar sağlayacağı 

öngörülmektedir. Sunulan çalışmadan elde edilen bulguların in vivo ve klinik 

araştırmalarla desteklenmesine ihtiyaç bulunmaktadır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Böbrek hastalıkları, hem insanlarda hem de hayvanlarda ölümün en sık 

nedenleri arasında yer almakta ve tüm dünyada önemli bir sağlık problemi olmaya 

devam etmektedir. Böbrek hastalıklarının etiyopatogenezinde sitokin aracılı 

enflamasyonun rol oynadığı iyi bilinmektedir. Sitokinler, böbreğe immun hücre 

infiltrasyonunu artıran endotelyal hücre adezyon moleküllerini ve kemokinleri modüle 

ederek enflamasyona katkıda bulunmaktadırlar. Böbrekteki enflamasyon, böbrek 

hemodinamiğini bozarak ve tubuler disfonksiyona katkıda bulunarak böbrek hasarının 

başlamasında ve böbrek fonksiyonlarının bozulmasında etkili olmakta ve akut böbrek 

hasarından kronik böbrek hastalığına kadar varan değişikliklere yol açmaktadır. Böbrek 

kan akışında azalmalara yol açan enflamasyon kronikleştiğinde glomeruler filtrasyon 

hızında devamlı düşüşe yol açarak son dönem böbrek hastalığı ile sonuçlanabilmektedir. 

Böbrek hastalıklarında enflamasyonun baskılanması, böbrek dokusunun 

korunmasında önemli bir terapötik yaklaşımdır. Böbrek hastalıklarının tedavisi 

konusunda gerçekleştirilen in vivo ve in vitro çalışmalar, antienflamatuar aktiveteye 

sahip flavonoidlerin başarıyla kullanıldığını göstermektedir. Flavonoidler, sitokinlerin 

ekspresyonunu azaltarak, reaktif oksijen türleri ve nitrik oksit gibi enflamatuar 

mediyatörleri inhibe ederek, siklooksijenazlar ve indüklenebilir nitrik oksit sentaz gibi 

enflamatuar enzimlerin aktivitesini ve transkripsiyon faktörlerini modüle ederek 

enflamatuar yanıtı etkilemektedirler. Naringinin, sitokinlerle uyarılan NF-κB 

sinyalizasyon yolağını bloke ederek antienflamatuar etki gösterdiği bilimsel çalışmalar 

ile ortaya konulmuştur. 

Sunulan tez çalışmasında, naringinin LPS ile indüklenen böbrek hücre 

enflamasyonu modelinde proenflamatuar sitokin yanıtına etkisi in vitro koşullarda 

araştırıldı. MDBK hücre hattında 4 saat boyunca 500 µM, 1000 µM, 1500 µM, 1900 

µM ve 2000 µM konsantrasyonlarında naringin uygulaması sonucunda hücre sağkalım 

oranlarının sırasıyla % 88, % 68, % 61, % 50 ve % 47 olduğu belirlendi. Naringinin 

1900 µM konsantrasyonu ile 4 saat boyunca inkube edilen MDBK hücrelerinin 

sağkalım oranının % 50 olduğunun belirlenmesi nedeniyle bu doz ve süre hücre kültürü 

uygulamalarında koruyucu doz ve süre olarak seçildi. Bu tez çalışmasında, LPS’ye 

maruz kalan MDBK hücre hattında IL-1β konsantrasyonunun negatif kontrol grubuna 

göre önemli düzeyde (p < 0,05) yükselmiş olduğu belirlendi. Benzer olarak, TNF-α 
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konsantrasyonunun da LPS’ye maruz kalan hücre hattında negatif kontrol grubundakine 

göre artmış olduğu kaydedildi (p < 0,05). LPS ile enflamasyon oluşturulan MDBK 

hücre hattında 312,5 ± 12,0 pg/ml olan IL-1β düzeyinin, 1900 μM naringin 

takviyesinden sonra 152,0 ± 7,0 pg/ml’ye düştüğü belirlendi. LPS uygulanan MDBK 

hücre hattında TNF-α düzeylerinin 296,5 ± 6,6 pg/ml olduğu ve 1900 μM naringin 

uygulamasının ardından bu düzeyin 135,8 ± 2,9 pg/ml’ye gerilediği kaydedildi. Böylece, 

LPS ile enflamasyon oluşturulmuş böbrek hücre hattında 1900 μM naringin 

uygulamasının IL-1β düzeyini 2,06 kat, TNF-α düzeyini 2,18 kat azalttığı anlaşıldı. Bu 

bulgular, böbrek hücre enflamasyonu in vitro modelinde uyarılmış IL-1β ve TNF-α 

salgılanmasının naringin uygulaması ile baskılandığını gösterdi. Enflamatuar böbrek 

hastalıklarının tedavisinde naringinin kullanılabileceğine işaret eden bu tez çalışmasının 

sonuçlarının böbrek hastalıklarının tedavisinde yeni stratejilerin geliştirilmesine katkı 

sunacağı öngörülmektedir. Sunulan çalışmadan elde edilen bulguların in vivo ve klinik 

araştırmalarla desteklenmesine ihtiyaç bulunmaktadır. 
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