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OZET

SISPLATINLE INDUKLENEN /N ViTRO BOBREK HUCRE HASARINA
HESPERIDININ KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

Amag¢: Sunulan tez projesinin amaci, sisplatinle olusturulan in vitro bobrek hiicre hasari
modelinde hesperidin uygulamasimin antienflamatuar etkisinin belirlenmesidir.

Materyal ve Metot: Hesperidin uygulamasinin olasi antienflamatuar etkisi, Vero hiicre
mediumlarinda IL-1f ve TNF-a konsantrasyonlarinin olciilmesi ile degerlendirildi. Bu
amacla, negatif kontrol hiicre grubu (n=4), 50 umol/I sisplatin eklenmis hiicre grubu (n=4), 40
umol/l hesperidin eklenmis hiicre grubu (n=4) ve 50 umol/l sisplatin+40 pumol/l hesperidin
eklenmis hiicre grubu (n=4) olmak iizere dort grup olusturuldu. Hiicre canliligi hiicre sayim
testi ile degerlendirildi. Uygulamalar sonunda hiicre mediumlarinda IL-1f ve TNF-a
diizeyleri enzim bagli immiinosorbent analiz kitleri kullanilarak 6l¢iildii.

Bulgular: Sisplatin uygulanan hiicre mediumlarindaki IL-1 ve TNF-o diizeylerinin, negatif
kontrol, hesperidin ve hesperidin+sisplatin hiicre mediumlarindaki IL-1 ve TNF-a
diizeylerine gore onemli oranda yiikselmis oldugu belirlendi (p<0,05). Hesperidinin, Vero
hiicrelerinde sisplatinin neden oldugu enflamasyonu IL-1 ve TNF-a diizeylerini azaltarak
baskiladig1 anlasildi.

Sonug¢: Tez ¢alismasindan elde edilen bulgularin, kemoterapotik olarak kullanilan sisplatinin
bobrek hiicrelerinde olusturdugu hasarin engellenmesinde ve/veya hafifletilmesinde yeni
yaklagimlarin gelistirilmesine onemli katkilar saglayacagi ongoriilmektedir. Bununla birlikte,
bu sonuglarin in vivo c¢alismalar ve klinik arastirmalar ile desteklenmesine ihtiyag
bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bébrek hiicre hasar1, Hesperidin; /n vitro; Sisplatin.

Altan ERSOZ, Doktora
Ondokuz Mayis Universitesi- Samsun, Kasim -2018
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF HESPERIDIN ON
CISPLATIN-INDUCED RENAL CELL INJURY IN VITRO

Aim: The purpose of this thesis project is to determine the anti-inflammatory effect of
hesperidin administration in a cisplatin-induced renal cell injury model in vitro.

Material and Method: The possible anti-inflammatory effect of hesperidin administration
was assessed by measuring IL-13 and TNF-a concentrations in Vero cell mediums. For this
purpose, a negative control cell group (n = 4), a cell group with 50 umol/I cisplatin (n = 4), a
cell group with 40 umol/l hesperidin (n = 4) and a cell group with 50 umol/l cisplatin plus 40
umol/l hesperidin (n = 4) were formed. Cell viability was assessed by cell count test. At the
end of the experiments, IL-1p and TNF-a levels in cell mediums were measured using
enzyme-linked immunosorbent assay Kits.

Results: IL-1p and TNF-a levels in cell media treated with cisplatin were determined
significantly higher (p<0.05) than in control cells, hesperidine treated cells and cisplatin +
hesperidin treated cells. Hesperidin was found to suppress the inflammatory IL-1 and TNF-a
levels caused by cisplatin in Vero cells.

Conclusion: Findings from the thesis study are expected to provide significant contributions
to the development of novel approaches in the prevention and/or alleviation of the damage
caused by chemotherapeutic cisplatin in renal cells. However, these results need to be
supported by in vivo studies and clinical trials.

Keywords: Cisplatin; Hesperidin; /n vitro; Renal cell injury.

Altan ERSOZ, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, November-2018
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Akt
ATP
ATPaz
CTR1
ERK
GFR
GGT
COX-1
COX-2
DMHP
FADD
FLICE
GS-X
GSH
GSSG
H20:2
HIF-1a
HMC
Hsd
HsT
ICAM-1
IL-10
IL-1a
IL-1p
IL-6
IL-8
IL-12
IL-18
IxB
IRAK1
INOS

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Protein kinaz B yolag1

: Adenozin trifosfat

: Adenozin trifosfataz

: Bakar transport proteini 1

. Ekstraseliiler-regiile edici kinaz
- Glomertiler filtrasyon hizi

: Gama glutamil transferaz

: Siklooksijenaz 1

: Siklooksijenaz 2

: 7,3"-dimetoksi Hesperetin

: Fas iligkili 6liim bolgesi

: Fas ile iliskili ICE benzeri proteaz
> Glutatyon tasiyict ailesi

: Glutatyon

: Oksitlenmis glutatyon

: Hidrojen peroksit

: Hipoksi ile indiiklenen faktor-1a
- Hesperidin metil kalkon

: Hesperidin

: Hesperetin

- Hiicre i¢i adhezyon molekiilii

: Interlokin-10

: Interlokin-1alfa

: Interldkin-1 beta

: Interlkin-6

: Interlokin-8

: Interlokin-12

: Interlokin-18

. Inhibitor kapa B

. IL-1 reseptor ile iliskili kinaz

- Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
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JNK/SAPK :Jun N-terminal kinaz/stres aktive protein kinaz

LPS > Lipopolisakkarit

MAPK : Mitojen aktif protein kinaz

MCP-1 : Monosit kemotaktik Proteini-1
MIP-2 : Makrofaj inflamatuar proteini 2
MKK4 : Mitojen aktif protein kinaz kinaz 4
MKK7 : Mitojen aktif protein kinaz kinaz 7
NF-«xB - Niikleer faktor kapa B

NK : Dogal oldiirticii

NO2 : Azot dioksit

OCT : Organik katyon transport proteini
OCT-1 : Organik katyon transport proteini 1
OCT-2 : Organik katyon transport proteini 2
OCT-3 : Organik katyon transport proteini 3
pg/ml : Pikogram/mililitre

PKC : Protein kinaz C yolag1

PMA : Phorbolmyristateacetate

Pt-GSH : Platin - glutatyon-S-transferaz konjugati
pM : Mikrometre

RANTES . Aktivasyonu diizenlenmis normal T lenfosit ekspresyonu
ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SH : Siilfidril (tiol) grubu

TMB : Tetrametilbenzidin

TCA3 : T hiicre aktivasyonu-3

TGF-B : Doniistiirticti bliyltime faktorii beta
Th2 - Yardimc1 T hiicreleri 2

TLR4 : Toll benzeri reseptor

TNF-a : Timor nekroz faktor-alfa

TNFR : Tlimor nekroz faktor reseptor
TNF-RI : Timor nekroz faktor reseptor 1
TNF-RII : Timor nekroz faktor reseptor 2

TRADD : TNRF’ ye bagh 6liim bolgesi
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TRAF2 : TNF reseptorii 2 ile iliskili faktor
VCAM-1 : Vaskiiler adezyon molekiili
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1. GIRIS

Sisplatin (cis diamminedichloroplatinum (1), cis- [PtCI2(NH3)2], inorganik bir
platin bilesigi olup akciger, beyin, yumurtalik, serviks ve testis kanserlerinin tedavisinde
kemoterapotik olarak kullanilmaktadir (Rose ve ark., 1999; Turrisi ve ark., 1999;
Cooper ve ark.,, 2004). Sisplatin tedavisinin en sik rapor edilen yan etkileri
nefrotoksisitedir (Gonzales-Vitale ve ark., 1977; Laurent ve ark., 1988; MacLeod ve
ark., 1988; Gomez ve ark., 1986; Hamilton ve ark., 1989; Arany ve Safirstein, 2003;
Gao ve ark., 2013). Sisplatin maruziyetinin en 6nemli renal etkisi proksimal tiibiiler
hasardir (Lieberthal ve ark., 1996). Proksimal tiibiil hiicrelerinde metabolize olan
sisplatinin nefrotoksiteye neden oldugu gosterilmistir (Townsend ve ark., 2003).
Sisplatin kaynakli nefrotoksisitenin olusumunda enflamasyon, tiibiiler hiicre toksisitesi,
reaktif ara maddeler ve apoptoz ile iliskili mekanizmalarin rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir
(Lieberthal ve ark., 1996; Kaushal ve ark., 2001; Ramesh ve Reeves, 2002; Tsuruya ve
ark., 2003; Faubel ve ark., 2007).

Hesperidin ~ (5,7,3'-trihidroksi-4'-metoksiflavonon ~ 7-ramno  glikozid),
narenciyelerde bulunan polimetoksi flavonondur (Emim ve ark., 1994; Mouly ve ark.,
1998; Kawaii ve ark., 1999; Erlund ve ark., 2001; Garg ve ark., 2001; Ernawita ve ark.,
2017). Arastirmalar, hesperidinin giiglii antienflamatuar etki gosterdigini ortaya
koymaktadir (Galati ve ark., 1994; Yeh ve ark., 2007; Nizamutdinova ve ark., 2008;
Jain ve Parmar, 2011; Milenkovic ve ark., 2011; Yamamoto ve ark., 2013; Parhiz ve
ark., 2015). iki hafta boyunca oral hesperidin uygulanan farelerden elde edilen makrofaj
kiiltiirtine  lipopolisakkarit uygulamasiyla olusturulan enflamasyon modelinde,
hesperidin’in 1L-10, IL-12 ve TNF-a diizeylerini diisiirerek lipopolisakkaritle
olusturulan enflamasyon {iizerinde baskilayici etki gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Zanotti
Simoes Dourado ve ark., 2013). Hesperidinin fare makrofaj hiicre hattinda
lipopolisakkaritle uyarilan siklooksijenaz artisin1 baskilayarak antienflamatuar etki
gosterdigi anlasilmistir (Sakata ve ark., 2003). Farelerde ovalbumin ile olusturulan
alerjik astim modelinde hesperidin uygulamasinin bronkoalveolar sividaki enflamatuar
hiicre infiltrasyonununu ve Th2 sitokin diizeyini énemli dlgiide azalttifi saptanmistir
(Wei ve ark., 2012). Bu bilimsel arastirmalarin 1s1ginda, hesperidin uygulamasinin,
sisplatinden kaynaklanan nefrotoksisitenin 6nlenmesinde ve/veya hafifletilmesinde

yararl olabilecegi diislintilmek



tedir. Sunulan tez projesinin amaci, hesperidinin in vitro bobrek hiicre hasar1 modelinde
enflamasyon iizerindeki olas1 koruyucu etkisini degerlendirmektir.

Hesperidinin sitokin salimimini baskilayarak antienflamatuar etki gosterdigi
bilinmekle birlikte, bobrek hiicre hasar1 modelinde, antienflamatuar ve proenflamatuar
sitokin protein diizeyleri iizerindeki etkisi bilinmemektedir. Bu proje ile hesperidinin
sisplatinle olusturulan bobrek hiicre hasarinin in vitro modelinde enflamasyon
tizerindeki etkisi belirlendi. Bu kapsamda, baslica proenflamatuar sitokinler olan IL-13
ve TNF-a diizeylerinin hiicre mediumlarinda analizi gerceklestirildi. Hesperidinin, Vero
hiicrelerinde sisplatinin neden oldugu enflamasyonu IL-1B ve TNF-a diizeylerini
azaltarak baskiladigi belirlendi. Projeden elde edilen bulgularin, kemoterapdtik olarak
kullanilan sisplatine bagli gelisen bobrek hiicre hasarinin Onlenmesinde ve/veya
hafifletilmesinde hesperidin gibi antienflamatuar flavonoidlerin kullanimi konusunda

yapilacak bilimsel ¢aligmalara katki saglayabilecegi ongoriilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sisplatin

Giinlimiizde kanser ilaglar1 icinde yer alan sisplatin, bas-boyun (Oosting ve ark.,
2016; Chen ve ark., 2017; Szturz ve ark., 2018), testis (Amidi ve ark., 2017), ovaryum
(Lee ve ark., 2018) ve akciger (Li ve ark., 2017) gibi bircok organda meydana gelen
kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan etkili bir ajandir.

Rossenberg ve ¢alisma ark. (1965), 1960’11 yillarda elektromanyetik radyasyon
uygulamasinin Escherichia Coli ve memeli hiicrelerinin boliinmesi iizerine etkisini
arastirdiklari ¢alismalarinda, platin elektrotlarinin bulundugu biiylime alaninda bakterinin
normalden 300 kat daha uzun olan filamanlara sahip oldugunu gozlemlemisler ve bu
etkinin elektromanyetik alandan degil platin elektrotlarindan ortaya ¢ikan elektroliz
tiriinlerinden kaynaklandigini saptamiglardir. Detayli kimyasal analiz sonucunda bu
biyolojik etkiye yol agan bilesenin ilk olarak 1845 yilinda Peyron tarafindan sentezlenip
tanimlanan ve Peyron kloridi olarak da bilinen ve sonradan sisplatin adini alan platinin
notral bir Sis izomeri oldugu anlagilmistir (Rossenberg ve ark., 1967). Rosenberg ve ark.
(1969), sarkomlu bir farede intraperitoneal sisplatin uygulamasi ile tiimér boyutunda
belirgin gerileme oldugunu rapor etmislerdir. Tiimoral biiylimenin baskilanmasinda
kullanilan sisplatin 1978 yilinda Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu’ndan onay almistir
(Kelland, 2007).

2.1.1. Sisplatinin Molekiiler Yapisi
Sisplatin, divalan, inorganik, suda ¢6ziinen platinum igeren bir komplekstir.
Molekiiler yapisi, sis yapilandirmanin i¢inde, merkezde iki klor iyonu ile ¢evrili platin

atomu ve iki amonyak grubundan olusmaktadir (Sekil 1) (Tablo 1) (Page ve ark., 1985).

N /m
Pt
H3N/ \CI

Sekil 1. Sisplatinin molekiiler yapis1 (Bertram’dan, 2001)

HsN



Tablo 1. Sisplatinin kimyasal 6zellikleri

Kimyasal Isim Cis-diaminodikloroplatinum
Molekiiler Formiil C12HsN2Pt
Molekiiler agirlik 301.1 g/mol
Renk Koyu sar1 kristal toz/berrak ¢ozelti
Suda ¢oziiniirlik 2.53 g/L (25°C ’de)
Erime Noktasi 270 °C

2.1.2. Sisplatinin Hiicresel Alim

Intravendz enjeksiyondan bir saat sonra sisplatin, karaciger, bobrek, deri ve
kaslarda birikmektedir. Yiiksek dozlarda verildiginde sisplatin birikimi karaciger ve
bobreklerde bir haftadan daha uzun siire kalabilmektedir. Sisplatin konsantrasyonu,
uterus ve yumurtaliklar gibi anti neoplastik aktivitelerini uygulayabilecegi dokularda
daha yiiksek olma egilimindedir (Litterst ve ark., 1976).

Sisplatin damar i¢i uygulamasindan sonra %90 oraninda plazma proteinlerine
baglanmaktadir. Dolagimdan sisplatinin uzaklasmasi ise iki fazli bir seyir géstermektedir.
[1k fazda, sisplatinin damar i¢i uygulanmasini takiben baslangi¢ yar1 dmrii 25-49 dakika,
ikinci fazda ise yar1 omrii 58-73 saattir. Uygulamadan sonraki ilk bes giinde ise {irliniin
sadece %27-45’1ik kismi1 degismeden atilmaktadir (DeConti ve ark., 1973).

Sisplatinin hiicre igine girisi ¢esitli yollar ile ger¢eklesmektedir. Bunlardan ilki
pasif diflizyon olarak belirlenmis fakat giliniimiizde aktif transport sistemi timor
direnciyle iliskili bulunmustur. Sisplatin nefrotoksisitesi ile iliskili olan kolaylastirilmis
transport sisteminin, organik katyon tasiyicisi (OCT2) ve son zamanlarda da bakir
tastyicist (CTR1) aracihigr ile oldugu caligmalar ile gosterilmistir (Gately ve Howell,
1993; Ishida ve ark., 2002; Holzer ve ark., 2004; Ludwig ve ark., 2004; Pabla ve ark.,
2009).

Bu transport mekanizmasi elektriksel, voltaj bagimli, ¢ift yonlii, pH ve
sodyumdan bagimsiz bir mekanizmadir. OCT’nin 3 tipi bulunmaktadir. OCT-1
karacigerde, OCT-2 bobrekte ve OCT-3 plasentada bulunmaktadir. OCT-1 sisplatin



transportu yapmamakta ve bu durum sisplatinin organa spesifik toksisitesini
gostermektedir. Diger sisplatin analoglari karboplatin ve oksaliplatin OCT-2 ile
tasinmamakta ve bu durum da bu ajanlarm daha az nefrotoksik olmasini agiklamaktadir
(Gorboulev ve ark., 1997; Ciarimboli ve ark., 2005).

Bobrek dokusunda biriken asir1 sisplatin nefrotoksisiteye neden olmaktadir.
Sisplatin en fazla oranda proksimal tiibiiliin S3 segmentinde birikmektedir. Bunu sirasiyla
distal toplayici tiibiil ve proksimal tiibiiliin S1 segmenti izlemektedir (Sekil 2) (Kréning
ve ark., 2000).

Korteks
3 -
Di1s serit
=
=
B
g 4
=D
]
ic serit
4
10— 5
ic medulla

Sekil 2. Nefronlarin sematik gosterimi, bobregin fonksiyonel birimleri. Korteks, dis medullada
i¢ ve dis serit ve i¢ medulla kesik ¢izgilerle ayrilmistir. Sayilar farkl tiibiiler segmentleri
gostermektedir: (1) renal korpus, (2) proksimal kivrik tiibiil, (3) proksimal diiz tiibiil, (4)
ince inen kol, (5) ince ¢ikan kol (6) kalin ¢ikan kol, (7) makula densa, (8) distal kivrimli
tiibiil, (9) baglant: tiibiilii ve (10) toplama kanali. Isimlendirme bébrek olusumu igin

standart terminolojiye dayanmaktadir (Kriz ve Bankir, 1988)



Erdemli ve ark. (1999), sisplatinin, hiicre siklusuna 6zgii olmaksizin DNA
sentezini baskilayarak sitotoksik etki gdsterdigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada ayni
zamanda tedavi dozunda sisplatinin histopatolojik olarak bobreklerde baslica korteks -
dis medulla bolgesindeki proksimal tiip epitelini, daha az oranda distal tiipleri etkiledigi

de anlasilmistir.

2.1.3. Sisplatin Aktivitesinin Biyokimyasal Mekanizmalari

Hiicre i¢cinde %10 kadar1 genomik DNA’ya baglanan sisplatinin  geri kalani
proteinlere ve diger hiicresel yapilara baglanmaktadir (Akaboshi ve ark., 1994).

Sisplatin reaktivitesi bulundugu ortamdaki Cl konsantrasyonuna gore
degismektedir. Ekstraselliiler ortam ve kandaki CI konsantrasyonu yaklasik 100 mM’diir
ve sisplatin bu ortamlarda goreceli daha az aktiftir. Sisplatinin reaktivitesi hiicre i¢inde
bu oran daha diisiik oldugu i¢in artmaktadir. Bu ortamda sisplatinden Cl iyonlar1
ayrilmakta ve yerine su molekiilleri baglanmaktadir. Su molekiilleri Cl iyonundan daha
kolay ayrilabildigi i¢in bunlarin yerine niikleofilik gruplar baglanmaktadir (Sekil 3)
(Jamieson ve Lippard, 1999).
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Sekil 3. Sisplatin'in etki mekanizmasi (i) Hiicresel alim, (ii) Hidratlama / aktivasyon, (iii) DNA

platenasyonu ve (iv) apoptoza yol agan hiicresel siire¢ (Johnstone ve ark.’dan, 2015)



Sisplatin, DNA ile etkileserek, zincir i¢i ile zincirler arasinda ve en fazla da ayn
DNA zincirindeki komsu guaninler arasinda ¢apraz bag olusturmaktadir. Bu baglar,
DNA‘nimn transkripsiyon ve replikasyonunu inhibe etmektedir (Sekil 4). Ortaya ¢ikan
DNA hasar1 apoptozisi baglatmakta ve daha az bir oranda protein ve RNA sentezini de
inhibe etmektedir. Sisplatin ayrica, hiicre mitokondirisine zarar vermekte, ATPaz
aktivitesini inhibe etmekte, hiicreyi G2 fazinda hapsetmekte ve hiicresel transport
sistemini baskilamaktadir (Parker ve ark., 1991; Pabla ve Dong, 2008).

Sekil 4. DNA-sisplatin zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglar (a) zincirler arasi ¢capraz bag (b)
, 1,2-zincir igi ¢apraz bag (c), 1,3-zincir i¢i ¢capraz baglanma (d), protein-DNA ¢apraz
bag (Gonzalez ve ark.’dan, 2001)

Sisplatin nefrotoksisitesinde diger bir yolda intraseliiler ‘‘mitojen-aktive protein
kinaz’> (MAPK) sinyal yolagi olup bu yolak hiicre proliferasyonunu, diferansiasyonunu
ve sag kalim siiresini belirlemektedir. Baslica 3 MAPK yolag1 bulunmakta ve bu yolaklar
1; “‘ekstraseliiler regulated kinase”’ (ERK), 2; p38 ve 3; “‘Jun N-terminal kinase/stres-
activated protein kinaz”’ (JNK/SAPK) enzimlerinde sonlanir. Sisplatinin bobrekte her ti¢

yolagi da aktive ettigi invivo ve invitro ¢aligmalar olarak gosterilmistir. ERK ve p38



“tiimor nekroz faktor-o’” (TNF-a)’y1 aktive eder. ERK ise kaspaz 3’i aktive ederek
tiibliler apoptozu tetiklemektedir (Sekil 5) (Arany ve ark., 2004; Jo ve ark., 2005; Ramesh

ve Reeves, 2005).
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Sekil 5. Kanser tedavisinde molekiiler mekanizmalara genel bakis (Dasari ve Tchounwou’dan,
2014)

2.1.4. Sisplatin Sitotoksisitesi

Sisplatinin sitotoksik etkilerini, niikleer DNA’ya baglanip transkripsiyon ve
DNA replikasyonunu bozarak ve ¢esitli sinyal iletim yolaklarmni aktive ederek sagladigi
ifade edilmektedir. Sisplatin hiicre mitokondrisine zarar vermekte, hiicre siklusunu

duraklatmakta, ATPaz aktivitesini engellemekte, hiicresel transport sistemlerini



degistirmekte ve sonug olarak apoptoz, enflamasyon, nekroz ve hiicre 6liimiine neden

olmaktadir (Sekil 6) (Sekil 7) (Kelland, 2007).
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Sekil 6. Renaltiibiiler hiicrelerde sisplatine bagh gelisen apoptotik yolaklar (Boulikas ve
Vougiouka, 2003)
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Sekil 7. Hiicrede sisplatine bagli gelisen apoptoz ve apoptotik yolaklarin timii (Siddik’dan |,
2003)

Kanser hiicreleri sisplatine maruz kaldiginda, sisplatin i¢indeki platin atomu
glutatyon (GSH) tarafindan selatlanmakta ve glutatyon-Pt kompleksi, GSH-X pompalar1
olarak adlandirilan glutatyon tasiyici ailesi tarafindan ATP'ye bagh bir sekilde hiicreden
disar1 akitilmaktadir (Ishikawa ve Ali Osman, 1993).

Sisplatin toksisitesinde gama glutamin transpeptidaz (GGTP) enziminin 6nemli
roli. bulunmaktadir. GGTP ekstraselliler GSH’u glutamik asit ve sistein-glisin’e
ayirmaktadir. Diaminopeptidaz sistein-glisini, sistein ve glisin olarak pargalamaktadir.
Bu sekilde, hiicre dis1 GSH kendini olusturan aminoasitlere ayrilmakta ve GGTP hiicreye

sistein kaynag1 sunmus olmaktadir. Ayrilan bu aminoasitlerin bir kismi tekrar hiicre i¢ine
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alinmakta ve hiicreye alman aminoasitler ile GSH hiicre i¢inde yeniden
sentezlenmektedir. Sisplatin, glutatyon-S-transferaz (GST) varliginda GSH ile
birlesmekte Pt-GSH konjugati olugmaktadir. Olusan Pt-GSH konjugatlar1 oldukca
kararsiz yapida olup, GGTP tarafindan hiicre disinda Pt-sistein-glisin konjugatlarina
metabolize olmaktadir. Hiicre i¢ine alinan Pt-Sistein konjugati, beta liyazlar araciligi ile
reaktif tiyollere doniismektedir. Olusan reaktif tiyoller, hiicre 6liimiine yol agabilmektedir
(Sekil 8) (Hanigan ve Devarajan, 2003; Sabuncuoglu ve Ozgunes, 2010).
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Sekil 8. Sisplatinin nefrotoksine doniisiim metabolizmasi (Zhang ve ark.’dan, 2003)

Sisplatin, sitokrom P-450, GSH, GSH S-transferaz, GSH rediiktaz ve GSH
peroksidaz aktivitelerinde azalma ve bobrek kortikal mikrozomlarinda ve sitozolik
fraksiyonlarda N-glukuronil transferaz, lipid peroksidasyon ve oksitlenmis glutatyonda
(GSSQ) artisa neden olmaktadir. Sisplatin nefrotoksisitesinin, birka¢ enzim ve SH igeren
bilesiklerin SH gruplar1 i¢in afinitesi ile agiklanabilecegi belirtilmistir. Bunlar arasinda
GSH ve bununla ilgili enzimatik sistemi birincil rol oynamaktadir. Dahasi, sisplatin,
sisplatin nefrotoksisitesine katilabilecek lipid peroksidasyonunu artirmakta, sitoplazmada
onemli enzim sistemlerinin aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir (Bompart, 1989).

Hiicresel hasarm biiyiikligii, hiicresel reaktif SH grubuna bagli olup hiicresel

GSH’1n bozulmas: sisplatin toksisitesini artirmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda SH
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grubu veya SH indirgeyici ajan uygulamasinin, sisplatine bagli hasar1 (in vivo ve in vitro)
Onleyebilecegi ileri siiriilmistiir (Kuhlmann ve ark., 1997).

Sisplatin pasif ve / veya kolaylastirilmis mekanizmalarla bobrek hiicrelerine
girmektedir. Tiibil hiicrelerinin sisplatin'e maruz kalmasi, hiicre liimiinii tesvik (MAPK,
p53, ROS ve benzeri) veya sitoprotektif (p21) sinyal yollarini aktive etmektedir. Bu
arada, sisplatin, tiibiiler hiicrelerde TNF-a iiretimini tetiklemekte ve bu da giiglii bir
enflamatuar yanita neden olmaktadir. Bunun sonucunda da tiibiil seklinde hiicre hasarina
ve Oliime katkida bulunmaktadir. Sisplatin ayn1 zamanda renal vaskiilatiirde yaralanmaya
yol agmakta, bdylelikle iskemik tiibiiler hiicre 6liimiine ve glomeriiler filtrasyon hizinda
azalmaya (GFR) neden olmaktadir. Tiim bu patolojik siire¢ akut bobrek yetmezligi ile
sonuglanmaktadir (Sekil 9) (Pabla ve Dong, 2008).

SISPLATIN
Sisplatinin renal tiibil hicreleri e Vaskiiler
/ tarafindan alinmasi hasar
TMNF-a ROS /
| P53 —— | |——p21 iskemi
MAPK
inflamasyon /
\ Renal tiibililer hiicre hasari

|

Renal doku hasari

|

GFR'de azalma

Akut bobrek yetmezligi

Sekil 9. Sisplatin nefrotoksisitesinde patofizyolojik olaylar (Pabla ve Dong’dan, 2008)

Bobrek tutulumunun erken sathalarinda histolojik olarak ozellikle distal ve
toplayici tiibiilleri etkileyen, tiibiillerde dilatasyon ve tortu olusumu ile giden fokal akut
tiibiiler nekroz olusmaktadir (Dentino ve ark., 1978). Proksimal tiibiillerde ise 6zellikle
S3 segmentinde doza bagimli nefrotoksisite goriilmektedir (Tablo 2). Sisplatin kullanimi
sirasinda gelisen akut bobrek yetmezligi idrar konsantrasyon yeteneginin erkenden

bozulmasina bagli non-oligiiriktir ve 6zellikle proksimal tiibiil hasarina bagh elektrolit

12



bozukluklar1 sik goriilmektedir. En sik goriilen elektrolit bozukluklar: ise
hipomagnezemi, hipokalsemi ve hipokalemi olmaktadir (Dentino ve ark., 1978;
Weatherall ve ark., 1996).

Tablo 2. Sisplatin kullanimina bagh gelisebilen nefrotoksisite tipleri (Eren ve ark.’dan, 2012)

Akut bdbrek yetmezligi
Hipomagnazemi

Fanconi benzeri sendrom
Distalrenaltiibiilerasidoz
Hipokalsemi

Hiperiirisemi
Renalkonsantrasyondefektleri

Gegici proteiniiri

nefrotoksisite tipleri

Eritropoetin eksikligi

Trombotikmikroanjiyopati

Sisplatin kullanimina bagli gelisebilen

Kronik bobrek yetmezligi

Sisplatinin bobrek ve karaciger dokular1 tizerinde giiglii bir toksik etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir (Basol ve ark., 2018). Norotoksisite ise baslica periferik sinirlerde
meydana gelen semptomlar, parestezi ve ciddi nevralji olarak ortaya ¢ikar (Ozols ve
Young, 1985).

Genomik DNA genel olarak sisplatin ile indiiklenen sitotoksisitenin kritik
farmakolojik hedefi olarak kabul edilmesine ragmen, diger hiicresel hedeflerin ilacin
sitotoksisitesine de dahil olabilecegine dair kanitlar bulunmaktair. Boylece, sisplatin
mitokondriyal DNA'ya baglanmakta, membranlardaki fosfolipitler ve fosfatidilserin ile
etkilesmekte, sitoskeletonu bozmakta ve aktinin polimerizasyonunu etkilemektedir

(Jamieson ve Lippard, 1999).

2.1.5. Renal Hasar Olusumunda Enflamasyon

Sisplatinin indiikledigi bobrek hasari olusumunda enflamasyonun onemli bir
rolii bulunmaktadir. Sisplatin, zaman bagimli bir etki ile inhibitér kB (IkB) yikimini ve
niikleer faktor-xB (NF-kB) nin baglanma aktivitesini artirmaktadir. Bu olaylar renal
TNF- a aktivitesini artrmaktadir (Sekil 11). TNF- a renal hasar olusumunda merkezi bir

role sahiptir. Apoptozu indiiklemekte, reaktif oksijen metabolitlerinin olusumuna neden
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olmakta, kemokin ve sitokinler arasindaki yollar1 koordineli bir sekilde aktive etmektedir

(Sekil 10) (Ramesh ve Reeves, 2004).

Sisplatin
Y
MAPK (p38)
Renal TNF-a
/ O\
TNFF3.1 IN FR2

;

~"  Sitokinler ———3 infiltrasyon
Kemokinler € Lgkositler

R ' l /
Apoptozis — Enflamasyon
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N
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Hasari

f

Sekil 10. Sisplatin ile indiiklenmis akut bobrek hasarinda TNF-a iligkisini ve liretimini
gosteren sematik diyagram (MAPK, mitojen aktif protein kinaz; TNFR, TNF-a
reseptoril) (Dong ve Atherton’dan, 2007)

Sisplatine maruz birakilmis farelerin bobreklerindeki TNF-a, TGF-, RANTES,
MIP-2, MCP-1, TCAS3, IL-1B ve ICAM-1' ekspresyonunun 6nemli oranda yiikseldigi
rapor edilmistir. Bununla birlikte, serum, bobrek ve idrarda TNF-a diizeylerinin arttigi
bildirilmistir. Bu ¢alismanin bulgulari, sisplatin nefrotoksisitesinin proenflamatuar
sitokinlerin ve kemokinlerin aktivasyonu ile karakterize oldugunu gostermektedir. TNF-
a, bu sitokin cevabmin aktivasyonunda ve ayni zamanda sisplatin bobrek hasarmin

patogenezinde merkezi bir rol oynamaktadir (Sekil 11) (Ramesh ve Reeves, 2002).
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Sekil 11. Sisplatine bagli akut tiibiiler hiicre hasarinda yer alan baglica yolaklar (Yao ve
ark.’dan, 2007)

Sisplatin, etkilenen tiibiillerin etrafinda makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu ile
fibrozisi de indiiklemektedir (Yamate ve ark., 2002). TNF-a’s1 eksik farelerin sisplatin
nefrotoksisitesinden biiyiik oranda korundugu gézlenmistir (Ramesh ve Reeves, 2002).

Farelere periton i¢i tek doz 20 mg/kg sisplatin enjeksiyonunun siddetli akut
bobrek yetmezligine yol agtigi, TNF-a ve TGF-f up-regiilasyonuna neden oldugu ve
sisplatin nefrotoksisitesinin proenflamatuar sitokinlerin aktivasyonu ile karakterize
oldugu ileri stiriilmiistiir (Ramesh ve Reeves, 2002). C57BL/6 farelere periton i¢i sisplatin
uygulanmasimdan 72 saat sonra aliman bobrek dokusunda, TNF-reseptor-1 ve TNF-
reseptor-2 mRNA ekspresyonlarinin arttigi ve sisplatinle indiiklenen bdbrek hasarinda
TNF-o-aracili enflamasyonun rol oynadigi rapor edilmistir (Ramesh ve Reeves, 2004).
Sisplatin kaynakli bdbrek tiibiiler hiicre dlimiinde TNF-reseptor-1 aracili apoptotik
yolaklarm aktive oldugu saptanmustir (Tsuruya ve ark., 2003).
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2.2. Hesperidin
2.2.1. Hesperidinin Kimyasal Yapisi

Hesperidin C2gH34015 kapali formiiliine sahiptir. Molekiil agirhigi; 610,5606
g/mol, yogunlugu; 1,65 g/cm?, erime noktasi; 258-262°C ve kaynama noktasi; 930,1 °C
de 760 mmHg olup ac1 bir tada sahiptir (Garg ve ark., 2008; Mauludin ve Miiller, 2013).

Hesperidinin agik formiili Sekil 12°de sunulmustur.

Sekil 12. Hesperidin (Etcheverry ve ark.’dan, 2008)

Hesperidin, ana kaynagi olan limon, portakal, mandalina gibi turunggil
agaclarinin irettigi meyve anlamina gelen "hesperidium" kelimesinden tiliretilmistir.
Hesperidin ilk defa 1828 yilinda Fransiz kimyaci Lebreton tarafindan izole edilmistir
(Manthey ve Grohmann, 1998). Narenciye kabuklarinda yiiksek miktarlarda
bulunmaktadir (Sekil 13). Mandalina kabugunun kuru kiitlesinin %5-10" unun hesperidin
icerdigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2013).
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Sekil 13. Turunggil meyvesinin anatomisi (Ramful ve ark.’dan, 2010)

Hesperidin ve hesperetin ¢esitli biyolojik aktiviteler gostermektedirler.
Hesperidin vitamin-C benzeri aktiviteye sahip olup kapillar permeabiliteyi, sizint1 ve
kirllganligi  azaltabilmektedir. Ayn1i  zamanda antioksidan, antienflamatuar,
antikarsinojenik ve antialerjik 6zellik gostermektedir (Garg ve ark., 2001). Hesperidin
mikro sirkiilasyonu ve vendz tonu gelistirmekte, kan lipid diizeyini diisiirmekte, vendz

tilserlerin iyilesmesine yardimci olmaktadir (EI-Shafae ve EI-Domiaty, 2001).

2.2.2. Hesperidinin Metabolizmasi

Hesperidin bir aglikozid olarak barsaktan emilmektedir. Aglikon hesperetin
alindiktan 3 saat sonra plazmada bulunmakta ve 5 ve 7. saatlerde pik diizeye ulagsmaktadir.
Hesperetinin sirkiilasyon formu %87 glukuronid ve %13 sulfaglukuronidlerdir.
Hesperidinin alimindan yaklasik 24 saat sonra idrarla atilimi ger¢eklesmekte ve bu atilim
doza bagli olmamaktadir (Manach ve ark., 2003).

Hesperidin, oral yol ile alindiginda kolon tarafindan hesperetine
donistiirilmekte ve daha sonra, proton-ciftli aktif nakil ve trans-selliiler pasif diflizyon

yoluyla kolonosit tarafindan absorbe edilmektedir. Hesperetin ve hesperetin-7-glukozit
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incebagirsak enterositleri tarafindan direkt olarak emilebilmektedir (Sekil 14) (Manach
ve ark., 2003; Nielsen ve ark., 2006).

Lumen Enterosit Kan
SGLT-I
Hesperidin Hp-7-glu T Hp-7-glu
Laktaz\
pirolizin 3- Glikozidaz
Hidrolaz

v
Hesperetin =% Hesperetin

Konjugat
Enzimleri

A 4

Hesperetin =====tf{csperetin

Hesperetin

Konjugatlari Konjugatlan Konjugatlan
. Kolonosit
Mikroflora
v Hesperetin
Hesperetin ==—————p Konjugat
enzimleri
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! ""*_P““‘“" Konjugatlan
Bozulma veya Bogaltim Konjugatlan

Sekil 14. Enterosit ve Kolonositlerde hesperidin ve hesperetin-7-glukozit emilimi (Nielsen ve
ark.’dan, 2006)

2.2.3. Hesperidinin Antienflamatuar Etkileri

Hesperidinin CD-1 fare derisinde tiim6r promotoriiniin neden oldugu nétrofil in
filtrasyonunu %73 oraninda engelleyerek enflamasyona karsi koruyucu oldugu rapor
edilmistir (Koyuncu ve ark., 1999).

Sican hava kesesi iltihab1 modelinde hesperidin uygulamasinimn, eksiidat lipit
peroksidasyonu, indirgenmis glutatyon, TNF-a, katalaz, 16kosit ve notrofil, doku 6demi
ve enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu ile birlikte artig gdsteren tiim degisikliklerin

normalize olmasini sagladigi bildirilmistir (Jain ve Parmar, 2011).
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Metabolik sendromlu hastalarda hesperidin  takviyesinin  enflamatuar
sitokinlerin dolasimdaki konsantrasyonlarmi azalttigi ve c¢oziinebilir adezyon
molekiillerini baskiladigi saptanmistir (Rizza ve ark., 2011).

Hesperidinin, farelerde TNF-a, IL1p ve IL-6 gibi proenflamatuar sitokinlerin
inhibisyonu ve prostaglandinlerin ve enflamatuar yolagi bloke eden NF-«xB ve COX-II
genlerinin transkripsiyonunun bastirilmasma bagl olabilecek agri ve enflamatuar
degisiklikleri baskiladigi, analjezik ve antienflamatuar etkiler gosterdigi rapor edilmistir.
(\Vabeiryureilai ve ark., 2015). LPS ile indiiklenmis RAW 264,7 hiicrelerinde hesperidin
uygulamasinin COX-2 geninin ekspresyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi anlagilmistir
(Hirata ve ark., 2005). LPS ile indiiklenmis RAW 264,7 modelinde 20 uM ve 30 uM

dozlarinda hesperidin takviyesinin NO. diizeyini azalttig1 ve INOS proteinin salinimini

baskiladig1 belirtilmistir (Sekil 15) (Sakata ve ark., 2003).
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Sekil 15. Hesperidin ve hesperetinin antioksidan aktiviteleri i¢in hiicresel bazda mekanizmalarin
gosterilmesi (+, diizenleyen / etkinlestiren; - inaktive eden / inhibe eden) (Parhiz ve
ark.’dan, 2015)



Lee ve Kim (2010), hesperidin ve hesperetinin NO ve COX-1 {izerinde 6nemli
olctide etkisinin olmadigini ancak COX-2 iizerinde kuvvetli inhibitor etkisinin oldugunu
belirtmiglerdir. Hirata ve ark. (2005), COX-2 gen salinmminin 250 pM
konsantrasyonlardaki hesperidin ve hesperetin tarafindan inhibe edildigini saptamislardir.
Bununla birlikte bazi arastirmalarda hesperidinin kiigiikk dozlarinin COX-2 enzimleri
tizerine etkisiz oldugu rapor edilmistir (Lee ve ark., 2004).

LPS ile stimiile edilmis makrofajlarin haricinde hesperidin ve metabolitleri
sellier model enflamasyonlarda da biiyiik antienflamatuar etki gostermektedirler
(Nizamutdinova ve ark., 2008; Yamamoto ve ark., 2013).

Rat endotel hiicrelerinde H.O> maruziyetinin neden oldugu ICAM-1 ve MCP-1
artisginin hesperidin ve Hesperetin-7-O-glukuronid ile tedavi sonrasinda dikkate deger
diizeyde azaldig1 bildirilmistir (Yamamoto ve ark., 2013).

Insan mast hiicreleri enflamatuar sitokinlerin iiretilmesi ve HIF-1a’y1 aktive
etmek i¢in Forbol miristat asetat (PMA) ve kalsiyum ionofor A23187 ile sitiimiile edildi.
Bu ¢alisma sonucunda IL-1B, IL-8, ve TNF-a iiretiminin satsuma mandalina kabuk
ekstrakti veya hesperidin uygulamasimi takiben onemli derecede inhibe edildigi
belirlenmistir (Choi ve ark., 2007).

Adjuvant artritin rat modellerinde synovial membranmn proliferasyonu ve
bozulmanin ortak gelismesinde TNF-a, IL-18 ve IL-6 gibi proenflamatuar sitokinlerin
artmus serum diizeyleri goriilmektedir. Hesperidinin aktive olmus makrofajlar1 azalttigina
ve disfonksiyonel T-lenfositlerin fonksiyonlarini arttirdigina inanilmaktadir. Hesperidin
ile tedavinin acik bir sekilde IL-1p ve TNF-a iiretimini baskiladigi ve IL-10’nun da
transkripsiyon diizeyinde tiretimini artirdigi bilinmektedir (Li ve ark., 2008a; 2010b).

Lipopolisakkarit  uygulamasiyla olusturulan enflamasyon modelinde,
hesperidinin NO, IL-10, IL-12 ve TNF-a diizeylerini sirasiyla %56, %47, %29 ve %63
oraninda diisiirerek lipopolisakkarit ile makrofajlar lizerinde olusturulan enflamasyonda
baskilayici etki gosterdigi ifade edilmistir (Dourado ve ark., 2013).

Farelerde ovalbumin ile olusturulan alerjik astim modelinde hesperidin
uygulamasinin bronko alveolar sividaki enflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve Th2 sitokin
diizeyini 6nemli dl¢lide azalttig1 saptanmistir (Wei ve ark., 2012). PSNL ile indiiklenen

mekanik ve termal hiperaljezideki hesperetin uygulamasi, mekanik allodinin bulgularmnimn
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yani sira IL-1, IL-6 ve TNF-a'nin asag1 regiilasyonu ve biyokimyasal markirlarda doza
bagli azalma ile sonuglanmustir (Aswar ve ark., 2014).

Ratlarda hesperetinin solunum ile ilgili akut akciger hasar1 iizerindeki koruyucu
etkisinin arastirilmas1 ¢alismasinda, hesperetin ile tedavinin, akciger dokusunun
histolojisini dnemli dlgiide iyilestirdigi ve TNF-o, IL -6 ve IL-1p ile bronko-alveolar
yikama sivisinda bulunan MIP-2 iiretimini azalttigi gézlendi (Ma ve ark., 2015).

Siddetli akut pankreatitis rat modelinde hesperidin uygulamasinin
TLR4/IRAK1/NF-kB sinyal yolunun inhibisyonuna ve proenflamatuar sitokin
ekspresyonlarinin baskilanmasina yol agtigi rapor edilmistir (Li ve ark., 2017).

Pinho-Ribeiro ve ark. (2015), hesperidin metil kalkonun mekanizmali olarak,
karagenan kaynakl sitokin (TNF-a, IL-1f, IL-6 ve IL-10) {iretimini, oksidatif stresi ve
NF-«xB aktivasyonunu inhibe ettigini ileri siirmiislerdir.

Hesperidinin, TNF-a-indiiklii VCAM-1 protein ekspresyonunu onemli 6lgiide
baskiladig:r fakat ICAM-1 iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Bu
etkisini monositlerin endotele yapismasini engelleyerek gerceklestirdigi vurgulanmistir
(Nizamutdinova ve ark., 2008).

Live ark. (2013), sentezlenmis hesperidin tiirevi DMH’nin (7,3’-dimetoksi Hst),
biiyiik 6l¢iide TNF-a, IL-1p, IL-6 'y1 azalttigini tespit etmislerdir.

Ratlarda streptozotosin ile indiiklenmis diabetes mellitus tizerine yapilan bir
caligmada hesperidin ve kuersetin uygulamasinin; insiilin, total kolesterol, trigliserit,
diistik dansiteli lipoprotein, kolesterol ve malondialdehit serum seviyelerini diistirdigi
gbzlenmistir. Ayrica hesperidin ve kuersetin ile tedavi edilen ratlarda, diabetes mellitus
grubuna goére daha yiiksek IL-6 ve TNF-a sitokin seviyeleri tespit edilmistir
(Dokumacioglu ve ark., 2018).

2.3. IL-1B

IL-1 dogal ve kazanilmis immun sistemi aktive ederek konak defansinda akut ve
kronik enflamasyonu indiikleyen birden ¢ok etkisi olan bir proenflamatuar sitokindir.
Insanlarda IL-10, IL-1p, IL-1 reseptor antagonisti ve IL-18’e ek olarak en az 11 adet IL-
1 ailesi iiyesi tanimlanmistir (Thomson ve Lotze, 2003).

IL-1B’nin primer kaynagi kandaki monositler, doku makrofajlar1 ve dendritik
hiicreler olup B lenfositler ve NK hiicrelerden de salgilanmaktadir. Hemen hemen her

mikrobiyal {rtin toll benzeri reseptdr araciligryla IL-1B salimimmi uyarabilmektedir
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(Thomson ve Lotze, 2003). Normal olarak IL-1p, hedef hiicrelerin yiizeyi lizerinde ilk
once IL-1R1'e baglanir ve daha sonra IL-1RAcP toplanir, bdylece bir trimolekiiler
sinyalleme kompleksi olusturulur (Sekil 16) (O'Neill, 2008).

IL-1RAcP

Plazma membran¢

MyD88

TIRAK2 )

Gen Transkripsiyonu

Salap ™

atuar sitokin salinimi

3

Nikleus

Sekil 16. NF-xB aktivasyonunda IL-1 sinyal iletimi (Turner ve ark’dan., 2014)

Kilo kaybi, uykunun diizenlenmesi, endokrin sistem, immun sistem ve sinir
sistemi fonksiyonlarmi degistirme, néronal iletim, epilepsi, sinir hiicre 6limi dahil IL-
1’in endojen ve ekzojen bir ¢ok etkisi bulunmaktadir (Dinarello, 2000).

IL-1, IL-1 ailesinin prototipik ve kuskusuz en kapsamli olarak incelenen
sitokindir ve romatoid artrit, osteo artrit, gut, periyodik ates ve tip II diyabet dahil olmak

lizere genis bir yelpazede enflamatuar hastaliklarla iligkilidir (Dinarello, 2009).

2.4.TNF-a

TNF-a, ilk olarak 1975 yilinda, Carswell ve arkadaslar1 tarafindan endotoksin
(lipopolisakkarit) verilen farelerin serumlarinda tiimoér dokusunda nekroza yol agan bir
mediyator olarak tanimlanmigtir (Carswell ve ark., 1975; Aggarwal ve ark., 1985). TNF-

a, ¢cok sayida sitokin tarafindan olusturulan peptid mediyator ailesinin bir {iyesidir. Bu


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761315002253#bib29

aileye ait diger tiyeler arasinda lenfotoksin- a, fas ligand ve CD40 ligand yer alir. TNF-a
dogal ve kazanilmig immunite, hiicre proliferasyonu ve apoptozda rol oynayan ve dnemli
proenflamatuar Ozelliklere sahip olan bir sitokindir. Bu sitokin basta makrofaj ve
monositler olmak iizere, T hiicreleri, diiz kaslar, adipositler ve fibroblastlar tarafindan
uretilmektedir (Popa ve ark., 2007).

TNF-a; TNF-RI (P55) ve TNF-RII (P75) isimli iki adet reseptorii lizerinden
biyolojik aktivite gostermektedir. Bu iki reseptor yapisal olarak benzemekte, fakat
fonksiyonel olarak farkli 6zellik gosterip TNF-o’nin biyolojik etkilerini diizenlemektedir.
Bu iki reseptor birgok hiicre iizerinde beraber bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda TNF-
anin biyolojik olarak etkin bir sinyal olusturabilmesi icin TNF-RI iizerinde etki

gostermesi gerektigi gosterilmistir (Sekil 17) (Shalaby ve ark., 1990).
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Sekil 17. TNF reseptorii I (TNFRI) ve TNFRII araciligiyla tiimor nekrozis faktor o (TNF-a)
sinyalinde benzerlikler ve farkliliklar. TNFRI'nin sitoplazmik alanimnin, sitoplazmik
domen iginde yer alan 6liim bolgesi tarafindan TRADD / FADD / FLICE' nin siral
olarak harekete gegmesi yoluyla apoptozise aracilik ettigi gosterilmistir. TRADD /
TNFR-iligkili faktér 2'nin (TRAF2) aktive olmasi, NF’iin deaktivasyonuna yol
agmustir. Bu durum daha sonra artrit ve kalp yetmezligi dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
hastaliklara bagl iltihaplanmaya aracilik eder. Buna karsilik, TNFRII'nin TRAF2'yi
TRAF1 vyoluyla aktive ettigi ve bununda immiinoregiilasyon, anjiyogenez ve
kardiyoproteksiyonda rol oynadig: gosterilmistir (Aggarwal’dan, 2014)

Ramesh ve Reeves (2002), yaptiklar1 bir ¢aligmada sisplatin uygulamasi sonucu

bobrekte TNF-o’nin da dahil oldugu ¢esitli kemokin ve sitokinlerin ekspresyonunun
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arttigin1 gostermislerdir. Bu ¢alismada ayrica TNF-o bloke edildiginde, sitokinlerin
uyarilmasmin azaldigi, nefrotoksisitenin iyilestigi ve sonu¢ olarak TNF-a'nin sisplatin

nefrotoksisitesinde 6nemli bir rol oynadig1 ifade edilmistir.

Alhoshani ve ark. (2017), sisplatin ile tedavi edilen ratlarda IL-1o (%260),
TRFA2 (%491), P38 (%410), MKK4 (%263), MKK7 (%412), JNK (%680) ve TNF-a
(%300) ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis goriildiigiinii

rapor etmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi1 ve sitotoksisite analizleri Ondokuz Mayis
Universitesi  Veteriner  Fakiiltesi  Viroloji Anabilim Dali  Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. ELISA analizleri, Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dal1 Laboratuvari’nda yiiriitiildii.

3.1. Materyal

3.1.1. Vero Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Sunulan tez projesinde, bobrek hiicre hasar1 olusturmak amaciyla Vero
kullanildi. Vero hiicre kiiltiiriinii iretmek amaciyla Dulbecco tarafindan modifiye edilen
MEM solusyonu Dulbecco Minimal Essential Medium (DMEM) ve %10 fotal dana
serumu ile hazirlanan vasat kullanildi ve 75 cm?lik flasklarda hazirlanan hiicreler,
37°C’lik etiivde kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirii iiretiminde kontaminasyonu Onlemek
amaciyla filtre kapakli hiicre kiiltiirii flasklar1 kullanildi ve besiyeri iki giinde bir

degistirilerek hiicrelerin canliliklar1 ve morfolojik yapilar1 invert mikroskop ile takip
edildi.

3.1.2. Deneme Gruplari
1. grup (negatif kontrol grubu): Hic¢bir kimyasalla muamele edilmeyen DMEM vasat
ortamindaki Vero hiicreleri (n=4)
2. grup: Sisplatin eklenmis DMEM vasat ortamindaki Vero hiicreleri (n=4)
3. grup: Hesperidin eklenmis DMEM vasat ortamindaki Vero hiicreleri (n=4)
4. grup: Sisplatin + hesperidin eklenmis DMEM vasat ortamindaki Vero hiicreleri
(n=4).

3.2. Metot

3.2.1. Sisplatinin Nefrotoksik Dozunun Belirlenmesi
Sisplatin nefrotoksisitesinin olusturulmasi amaciyla, daha 6nceki bir ¢alismada

kullanilan prosediir uygulandi (Yarim ve ark., 2017).
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3.2.2. Hesperidinin Nonsitotoksik Dozunun Belirlenmesi

Hesperidin uygulamasi i¢in uygun dozun belirlenmesi amactyla daha 6nceki in
vitro calismalarin (Choi ve ark., 2003; Yeh ve ark., 2007) sonuglar1 goz Oniinde
bulundurulmakla birlikte hiicreler, 24 saat boyunca farkli hesperidin konsantrasyonlari
(10 pmol/1, 20 pumol/l, 30 umol/l, 40 pmol/l, 50 pumol/l, 100 pmol/l, 200 pmol/l) ile
inkube edildi ve uygun koruyucu doz hiicre sayim testi sonucuna gore belirlendi. Hiicre

caligmalarinda tiim uygulamalar dort tekrarl gerceklestirildi.

3.2.3. Hiicre Sayim Testi

Vero hiicrelerinde sisplatinin ve hesperidinin sitotoksik etkisi hiicre sayim testi
(96992, Sigma-Aldrich, USA) ile belirlendi. Testin gergeklestirilmesinde, {iretici
firmanin &nerdigi prosediir takip edildi. Mikropleytteki kuyucuklara, 1 ml’sinde 1x10°
Vero hiicresi olan siispansiyondan 100 pl konuldu ve 37°C’ lik etiivde 24 saat inkube
edildi. Siire sonunda hiicreler pleyt yiizeyini kapladiginda kuyucuklardaki hiicre {iretme
vasati bosaltilarak hiicre iiretme vasati igerisinde hazirlanan sisplatin (10 pumol/l, 50
pmol/l, 100 pmol/l, 200 umol/l) ve/veya hesperidin (10 pmol/l, 20 pmol/1, 30 pmol/1, 40
pmol/l, 50 umol/l, 100 pmol/l, 200 umol/l) ikiser kuyucuga 10 pl pipetlendi ve 22°C’
lik etiivde inkube edildi. Kontrol hiicrelerin kuyucuklarina ise hesperidin yerine 10 pl
hiicre iiretme vasati pipetlendi. inkubatérden 12 saat sonra alman pleytlerin tiim
kuyucuklarina hiicre sayim soliisyonundan 10 pl eklendi ve 37°C de 2 saat inkube
edildi. Mikropleytteki kuyucuklarin optik dansitesi, mikropleyt okuyucuda (Tecan
Infinite F50) 450 nm dalga boyunda kaydedildi. Test 4 kez tekrarlandi ve sisplatinin
sitotoksik dozu ile hesperidinin nonsitotoksik dozu “[1- (OD test) / (OD kontrol] x100”

formiiliine gore hesaplandi.
3.2.4. ELISA Analizleri

IL-1p Diizeyinin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirii mediumlarinda IL-1f diizeyinin 6l¢iilmesinde maymuna 6zgi
IL-1B ELISA test kiti (LS-F25200, LifeSpan Biosciences Inc., Seattle Downtown,
Washington, USA) kullanildi. Stok standart olan 1.000 pg/ml konsantrasyondaki
standart numune sulandirici ile sulandirilarak 500 pg/ml 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5
pg/ml, 31,25 pg/ml ve 15,63 pg/ml, 7,815 pg/ml ve 0 pg/ml’lik standartlar hazirlandi.
Mikropleytteki standart kuyucuklarina 100’er pl standart, test kuyucuklarina 100’er pl
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hiicre kiiltiirii mediumlarindan pipetlendi ve iizeri seffaf yapiskan filmle kapatilarak 37°
C’de 1 saat bekletildi. Siire sonunda, tiim kuyucuklardaki sivi aspire edildikten sonra
her bir kuyucuga 100 ul Reaktif A soliisyonu eklenerek mikropleytin iizeri seffaf
yapiskan filmle kapatilarak 37° C’de 1 saat inkubasyona tabi tutuldu. Siire sonunda tiim
kuyucuklardaki sivi aspire edildi ve kuyucuklarin hepsine 350 pl yikama soliisyonu
eklendi ve 1-2 dakika sonra sivi aspire edilerek mikropleyt kurutma kagidi tizerine ters
cevirilerek sivi tamamen uzaklastirildi. Yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Tim
kuyucuklara 100 pl Reaktif B soliisyonu pipetlenerek {izeri filmle kapatildi ve 37° C’de
30 dakika inkube edildi. Siire sonunda 5 kez yikama islemi gergeklestirildi.
Mikropleytteki tiim kuyucuklara 90 pl TMB substrat soliisyonu eklenerek seffaf
yapiskan filmle kapatildiktan sonra 37° C'de 15 dakika inkubasyona tabi tutuldu. Siire
sonunda tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklendi. Mikropleytin optik dansitesi
450 nm dalga boyunda okundu. IL-1p diizeyleri standartlarin optik dansitelerine gore

hesaplandi. Sonuglar pg/ml olarak verildi.

TNF-a diizeyinin belirlenmesi

Hiicre kiiltiirii mediumlarinda TNF-o diizeyinin belirlenmesi amaciyla
maymuna 6zgii TNF-o ELISA test kitinden (LS-F4818, LifeSpan Biosciences Inc.,
Seattle Downtown, Washington, USA) yararlanildi. Analizler ¢ift 6rnekleme yapilarak
gerceklestirildi ve iiretici firmanin belirttigi prosediir takip edildi. Referans standart 500
pg/ml konsantrasyondaki standart numune sulandirici ile sulandirilarak 250 pg/ml, 125
pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml ve 15,63 pg/ml, 7,815 pg/ml ve 0 pg/ml’lik standartlar
hazirlandi. Mikropleytteki standart kuyucuklarina 100’er pl standart, test kuyucuklarina
100’er pl hiicre kiiltiiri mediumlarindan pipetlendi ve {lizeri seffaf yapiskan filmle
kapatilarak 37° C* de 90 dakika bekletildi. Daha sonra kuyucuklara aspire edilerek, 100
pl Reaktif A sollisyonu pipetlendi. Mikropleyt seffaf yapiskan filmle kapatilarak 37°
C’de 1 saat inkube edildi. Siire sonunda biitiin kuyucuklardaki sivi aspire edilerek tiim
kuyucuklara 350 pl yikama soliisyonu eklendi ve 1-2 dakika siireyle bekletildikten
sonra aspire edilip mikropleyt kurutma kagidi lizerine ters ¢evrildi. Bu asama 3 kere
tekrarlandi. Biitiin kuyucuklara 100 pl Reaktif B soliisyonu pipetlenerek mikropleyt
filmle kaplandi ve 37° C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra kuyucuklardaki sivi
uzaklastirilarak biitlin kuyucuklar yikama soliisyonu ile 5 kere yikandi. Biitiin

kuyucuklara 90 ul TMB substrat soliisyonu eklenerek seffaf yapiskan filmle kapland: ve
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37° C'de 15 dakika bekletildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu
pipetlendi. Mikropleyt okuyucuda her bir kuyucugun optik dansiteleri kaydedildi ve
TNF-a diizeyleri standartlarin optik dansitelerine gore hesaplandi ve sonuglar pg/ml

olarak verildi.

3.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Projeden elde edilen verilerin istatistiksel analizleri i¢in istatistiksel paket
programi (SPSS Statistics V21.0, IBM Corporation, Armonk, NY') kullanildi. Sonuglar
ortalama deger + ortalama degerin standart sapmasi olarak verildi. Onemlilik
testlerinden oOnce tiim veriler parametrik test varsayimlarindan normallik yoniinden
Shapiro-Wilk, varyanslarin homojenligi yoniinden ise Levene testine tabi tutuldu.
Gruplar aras1 farkliligin anlamli bulundugu durumlarda parametrik test varsayimlarini
saglayan degiskenler i¢in Duncan testi kullanildi. Tiim istatistiksel degerlendirmeler

icin minimum p<0,05 degeri istatistiksel agidan anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Vero hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriiniimii Sekil 18’de sunuldu.

Sekil 18. Vero hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriiniimii (x 4 biiyiitme)

4.1. Hesperidinin Farkh Sulandirmalarina Ait Sitotoksisite Testi Sonuclar:
Hesperidinin nonsitotoksik dozunun belirlenmesi amaci ile kullanilan dozlara ait

sitotoksisite testi sonuglar1 Sekil 19’da sunuldu.

20 7 3 I 200
10 - | 5 100 ymolnt

I 10
Hesperidin Kontrol umol/1 pumol/l

umol/l

Sekil 19. Hesperidinin farkli sulandirmalarina ait sitotoksisite testi sonuglar1 (n=4)
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24 saat boyunca farkli hesperidin konsantrasyonlari (10 umol/l, 20 pmol/l, 30
pmol/l, 40 pmol/1,50 pmol/l, 100 umol/l, 200 umol/1) ile inkube edilen vero hiicrelerinde,
hiicre sayim testi sonucunda 12 saat siire 40 umol/l hesperidin uygulamasi ile hiicre

canliliginin %55,6 oldugu anlasildi (Sekil 19).

4.2. IL-1p Diizeylerine Iliskin Bulgular
Vero hiicre mediumlarinda IL-1f diizeyleri Sekil 20°de sunuldu.

IL-1pB diizeyi (pg/ml)

negatif kontrol sisplatin hesperidin sisplatin+hesperidin

Sekil 20. Vero hiicre mediumlarinda IL-1p diizeyleri (n=4).a.b.c: p<0,05

IL-1B diizeyinin negatif kontrol grubunun hiicre mediumunda 48,3+3,9 pg/ml
oldugu belirlendi. Dort saat stire ile 50 umol/1 sisplatin eklenen hiicre mediumundaki IL-
1B diizeyi 284,0+7,8 pg/ml idi. On iki saat boyunca 40 umol/l hesperidine maruz birakilan
hiicre mediumundaki IL-1 diizeyi 47,0+3,2 pg/ml olarak 6l¢iildii. Dort saat siire ile 50

umol/l sisplatin+12 saat siire ile 40 pmol/l hesperidine maruz birakilan hiicre
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mediumundaki IL-1p diizeyi 149,345,7 pg/ml bulundu. Sisplatine maruz birakilan hiicre
mediumlarindaki IL-1p diizeyinin negatif kontrol hiicre mediumundaki, hesperidin
uygulanan hiicre mediumundaki ve sisplatin+hesperidin uygulanan hiicre mediumundaki

IL-1pB diizeyine oranla artmis oldugu belirlendi (p<0,05).

4.3. TNF-a diizeylerine iliskin bulgular
Vero hiicre mediumlarinda TNF-a diizeyleri Sekil 21°de sunuldu.

TNF-a diizeyi (pg/ml)

a a

negatif kontrol sisplatin hesperidin sisplatin+hesperidin

Sekil 21. Vero hiicre mediumlarinda TNF-a diizeyleri (n=4).a.b.c: p<0,05

TNF-a diizeyinin, negatif kontrol grubunda 24,0+2,6 pg/ml oldugu saptandi.
Vero hiicrelerinin 4 saat siire ile 50 umol/I sisplatine maruz birakilmasi 275,3+5,7 pg/ml
diizeyde TNF-a diizeyi ile sonuglandi. Vero hiicrelerinde 12 saat siire ile 40 pmol/l
hesperidin maruziyeti sonucunda TNF-a diizeyinin 30,0+3,4 pg/ml oldugu anlasildi. Vero
hiicrelerinin, 4 saat boyunca 50 umol/l sisplatine ve 12 saat boyunca 40 umol/l hesperidin
uygulamasina maruz birakilmasi ile hiicre mediumundaki TNF-a diizeyinin 126,8+7,5
pg/ml oldugu belirlendi. Sisplatine maruz birakilan hiicre mediumundaki TNF-a
diizeyinin, negatif kontrol hiicre mediumundaki, hesperidin uygulanan hiicre
mediumundaki ve sisplatinthesperidin uygulanan hiicre mediumundaki TNF-a diizeyine

gore artmis oldugu anlasildi (p<0,05).
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5. TARTISMA

Giincel ¢alismalar, hesperidinin enflamasyon mediyatorlerini modiile ederek
enflamasyonu hafiflettigini ya da engelledigini ortaya koymaktadir. Hesperidinin
antienflamatuar etkili oldugu bilinmekle birlikte, in vitro bobrek hiicre hasarinda,
antienflamatuar ve proenflamatuar sitokin protein diizeyleri tizerindeki etkisi
bilinmemektedir. Sunulan tez g¢alismasinda, hesperidinin antienflamatuar etkisinden
faydalanilarak, sisplatinle indiiklenen bobrek hiicre hasarinda enflamasyon tizerindeki
olas1 koruyucu etkilerini ortaya koymak amaclandi.

Sisplatinin nefrotoksisiteye neden oldugu, enflamatuar sitokin iiretimine yol
acarak bobrek hiicre hasarinin olugmasina katkida bulundugu ileri siiriilmektedir.
Sisplatin kaynakl tiibiiler bobrek hasarinda TNF-reseptor-1 aracili apoptotik yolaklarin
rol oynadigi bilinmektedir (Tsuruya ve ark., 2003). Farelere periton igi sisplatin
uygulamasindan sonra bobrek dokusunda TNF-a ve TGF-f ekspresyonlarinin artisiyla
birlikte siddetli akut bobrek yetmezligi olustugu rapor edilmistir (Ramesh ve Reeves,
2002). C57BL/6 farelere periton igi uygulanan sisplatinin bobrek dokusunda TNF-
reseptor-1 ve TNF-reseptor-2 mRNA ekspresyonlarini artirarak enflamasyona neden
oldugu bildirilmistir (Ramesh ve Reeves, 2003). Sisplatin kaynakli nefrotoksisiteye,
bobrek paransimal hiicreleri tarafindan salgilanan TNF-o’nin aracilik ettigi bildirilmistir
(Zhang ve ark., 2007).

Bobrek hastaliklarinin profilaksisinde ve tedavisinde antienflamatuar etkili
flavonoid uygulamalariin basari sagladigi pek ¢ok caligma ile rapor edilmistir (Dahal
ve Mulukuri, 2015). Son donem bobrek yetersizligi hastalarinda izoflavon iceren diyetin
sistemik enflamasyonu baskiladig1 ve soya izoflavonlarinin kan diizeyleri ile akut faz
reaktanlar1 arasinda korelasyon oldugu ifade edilmistir (Fanti ve ark., 2006). Ratlarda
adenin uygulamasinin yol a¢tig1 bobrek dokusundaki enflamasyonu ve oksidatif stresi
krisinin flavonoidinin hafiflettigi rapor edilmistir (Ali ve ark., 2015). Asetaminofen ile
nefrotoksisite olusturulan ratlarda hesperidin uygulamasinin asetaminofenin neden
oldugu renal enflamasyonu NF«kB ekspresyonunu baskilayarak hafiflettigi bildirilmistir
(Ahmad ve ark., 2012). Ratlarda yiiksek fruktoz diyetinin neden oldugu renal korteks
enflamasyonunun flavonoid epikatesin uygulamasi ile giderildigi bildirilmistir (Prince
ve ark., 2016). Ratlarda kursun ile indiiklenen enflamasyonda kuersetinin doza bagiml

olarak dolasimdaki IL-18 ve TNF-a konsantrasyonlarini diislirdiigii ve bdbrek
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dokusundaki 16kosit infiltrasyonunu engelledigi belirlenmistir (Liu ve ark., 2012).
Chtourou ve ark. (2016), yashi ratlarda sisplatin uygulamasiyla gelisen bdbrek
dokusundaki lipit peroksidasyon artisinin, protein ve DNA oksidasyonunun, TNF-a ve
nitrit seviyeleri ile kaspaz-3 ve p53 ekspresyonlarindaki artisin doza bagimli olarak
naringin takviyesi ile hafifletildigini rapor etmislerdir. Arastiricilar, naringin
uygulamasmin sisplatin kaynakli nefrotoksisitenin gelisiminde oksidatif stresi ve
enflamasyonu azaltarak etkili bir terapotik strateji olabilecegini ileri stirmislerdir.

Daha 6nceki ¢alismalarda (Ramesh ve Reeves, 2002; Tsuruya ve ark., 2003;
Faubel ve ark., 2007) ileri siirildigii gibi bu tez ¢alismasinda sisplatin uygulamasinin
bobrek hiicre sag kalimini azalttig1 ve hiicre mediumundaki IL-1p ve TNF-a diizeyinde
artigla sonuglandigi belirlendi. Sunulan tez ¢alismasinda, Vero hiicrelerinde sisplatin
maruziyetinin neden oldugu IL-1P artisinin, hesperidin uygulamasi ile baskilandigi
gozlendi (p<0,05). Benzer sekilde, negatif kontrol hiicrelere kiyasla sisplatin uygulanan
vero hiicrelerden alinan mediumlardaki TNF-a diizeyinin 6nemli oranda artmis oldugu
(p<0,05), bu diizeyin, sisplatinthesperidin uygulanan hiicre mediumunda azalmis
oldugu (p<0,05) saptandi. Bu bulgular, hesperidin uygulamasmin sisplatinin neden
oldugu proenflamatuar yanit1 baskiladigina isaret etmektedir. Sisplatin kaynakli akut
bobrek hasarinda, nobiletin ile profilaksinin, bobrek fonksiyonlarini korudugu,
apoptotik yolaklart ve DNA hasarin1 inhibe ettigi ve bu sekilde nobiletinin
nefroprotektif potansiyeli oldugu belirtilmistir (Malik ve ark., 2015). Biitiin bu
calismalarin sonuglari, enflamasyonla seyreden bobrek hastaliklarin profilaksisinde
ve/veya tedavisinde flavonoid uygulamalarinin basar1 sagladigini gostermektedir.

Sunulan tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar irdelendiginde, in vitro sisplatin
kaynakli bobrek hiicre enflamasyonu modelinde hesperidin uygulamasinin
proenflamatuar sitokin salimimini baskiladigi belirlendi. Bulgularimiz, hesperidinin
antienflamatuar etkisinden yararlanarak, bobrek hiicre hasarinda enflamatuar siirecte rol
alan IL-1B ve TNF-a diizeyini azalttigini gosterdi. Sisplatinin en 6nemli yan etkisi
olarak gelisen bobrek hiicre hasarinda hesperidinin koruyucu ve tedavi edici potansiyeli
olabilecegi hipotezini giiclendiren bu tez projesinin sonuclarinin bilime énemli katkilar
saglayacagi ongoriilmektedir.

Tez calismasindan elde edilen bulgularin in vivo c¢alismalar ve klinik

arastirmalarla teyit edilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Glinlimiizde akciger, beyin, yumurtalik, serviks ve testis gibi bir¢cok kanser
tiirlinde kullanim alan1 bulan sisplatinin kullanimindan kaynakli yan etkileri, yapilan bir
cok bilimsel c¢alisma ile goOsterilmistir. Karsilasilan bu yan etkileri igerisinde
nefrotoksisite 6nemli bir yer kaplamaktadir. Bu durumun olusmasinda enflamasyonun,
tiibiiler hiicre toksisitesinin, reaktif ara {irlinlerin ve apoptoz ile iliskili mekanizmalarin
rol oynadigi one stiriilmektedir. Kanser tedavisinde yapilan aragtirmalar devam etmekle
birlikte yeni ajanlarin bilim diinyasina katilmasinin yani sira bugiin kullanilan etken
maddelerin de yan etkilerinin sinirlandirilarak kullanilmas: gerekmektedir.

Daha o6nce yayinlanan bilimsel makaleler bir polimetoksi flavonon olan
hesperidinin gliglii antienflamatuar etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
Hesperidinin sitokin salinimini baskilayarak antienflamatuar etki gosterdigi bilinmekle
birlikte, bobrek hiicre hasar1 modelinde, antienflamatuar ve proenflamatuar sitokin
protein diizeyleri lizerindeki etkisi bilinmemektedir.

Bu doktora caligmasinin amaci, hesperidinin sisplatinle olusturulan bobrek
hiicre hasarinin in vitro modelinde enflamasyon iizerine olasi etkilerinin belirlenmesidir.
Bu amagla, sisplatin maruziyeti ile hasar olusturulan Afrika yesil maymun bobrek hiicre
hattina (Vero) hesperidin uygulamasinin olasi antienflamatuar etkisi, proenflamatuar
sitokinler olan interlokin-1 beta (IL-1B) ve timor nekroz faktor alfa (TNF-a)
konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi ile degerlendirildi.

Calismanin sonuglart,

1-  Sisplatin ile indiiklenmis Afrika yesil maymun bobrek hiicre hattindaki

(Vero) TNF-a konsantrasyonu 275,3 pg/ml olgiliirken, hesperidin
uygulanmasi sonucunda TNF-a konsantrasyonunda %46°’lik bir azalma ile
bu miktar 126,8 pg/ml olarak dl¢tilmiistiir.

2-  Sisplatin ile indiiklenmis Afrika yesil maymun bobrek hiicre hattindaki

(Vero) IL-1B konsantrasyonu 284,0 pg/ml Oolgiilirken, hesperidin
uygulanmasi sonucunda IL-1f konsantrasyonunda %52’lik bir azalma ile bu
miktar 149,3 pg/ml olarak 6l¢iilmiistiir.

Calismadan elde edilen bulgulara gore hesperidinin IL-1 ve TNF-a
diizeylerini azaltarak baskiladig1 anlagildi. Sisplatinin bobrek hiicrelerinde olusturdugu

hasarin engellenmesinde ve/veya hafifletilmesinde yeni yaklasimlarin gelistirilmesine
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onemli katkilar saglayacagi ongoriilmektedir. Bununla birlikte, bu sonuglarin in vivo

caligsmalar ve klinik arastirmalar ile desteklenmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.
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