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ÖZET 

 

BÖBREK HÜCRELERİNDE LİPOPOLİSAKKARİTLE İNDÜKLENEN 

ENFLAMASYONA APİGENİNİN OLASI KORUYUCU ETKİSİNİN İN VİTRO 

BELİRLENMESİ 

Amaç: Apigeninin iyi bir antienflamatuar etki gösterdiği bilinmekle birlikte, 

lipopolisakkaritle indüklenen böbrek hücre enflamasyonu üzerine olası koruyucu etkisi 

bilinmemektedir. Önerilen tez çalışmasında, apigeninin in vitro böbrek hücre 

enflamasyonu modelinde antienflamatuar sitokinler olan IL-10 ve TGF-β düzeylerine 

etkisinin belirlenmesi amaçlandı.  

Materyal ve Metot: Sunulan tez projesinde, böbrek hücre enflamasyonu Afrika yeşil 

maymun böbrek hücre hattında (Vero) oluşturuldu. Çalışmamızda, negatif kontrol 

grubu, lipopolisakkarit (LPS) ile enflamasyonun indüklendiği grup, apigenin uygulanan 

grup ile LPS+apigenin uygulanan grup olmak üzere 4 grup oluşturuldu. Apigeninin 

Vero hücrelerindeki sitotoksik etkisi hücre sayım testi ile değerlendirildi. 

Lipopolisakkaritin enflamasyon dozu hücre kültürü supernatantlarındaki TNF-α ve IL-6 

konsantrasyonlarının ölçümüyle belirlendi. Hücre kültürü mediumlarında TNF-α, IL-6, 

IL-10 ve TGF-β konsantrasyonları ELISA test kitleri kullanılarak ELISA yöntemi ile 

ölçüldü.  

Bulgular: Lipopolisakkarit uygulanan hücrelerdeki IL-10 ve TGF-β 

konsantrasyonlarının, kontrol hücrelerdeki, apigenin uygulanan hücrelerdeki ve 

LPS+apigenin uygulanan hücrelerdeki IL-10 ve TGF-β konsantrasyonlarından önemli 

düzeyde (p<0,05) yüksek olduğu saptandı. 

Sonuç: Tez çalışmasından elde edilen bulgular, in vitro böbrek hücre enflamasyonu 

modelinde apigenin uygulamasının IL-10 ve TGF-β sitokinlerinin salınımını inhibe 

ederek enflamasyonu baskıladığını gösterdi.  

Anahtar Kelimeler: Apigenin; Böbrek hücre hasarı; İn vitro; Lipopolisakkarit 
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ABSTRACT 

DETERMINATION OF POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF APIGENIN ON 

LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED INFLAMMATION 

IN RENAL CELLS IN VITRO 

 

Aim: It is known that Apigenin has anti-inflammatory effects but the possible 

protective effects of Apigenin on lipopolysaccharide-induced renal cell inflammation is 

not known. In the proposed thesis study, it was aimed to determine the effect of 

apigenin on anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-β levels in an in vitro model of 

renal cell inflammation. 

Material and Method: In the presented thesis project, kidney cell inflammation was 

formed in the African green monkey kidney cell line (Vero). In our study, four groups, 

which were called as negative control group, lipopolysaccharide (LPS) -induced 

inflammation group, apigeninin treated group and LPS + apigenin treated group, were 

formed. The cytotoxic effect of Apigenin in Vero cells was evaluated by cell count test. 

Dose of inflammation of lipopolysaccharide was determined by measuring TNF-α and 

IL-6 concentrations in cell culture supernatants. TNF-α, IL-6, IL-10 and TGF-β 

concentrations in cell culture medium were measured by ELISA using ELISA test kits. 

Results: IL-10 and TGF-β concentrations in cells treated with lipopolysaccharide were 

found significantly higher (p<0.05) than IL-10 and TGF-β concentrations in control 

cells, apigenin treated cells and LPS + apigenin treated cells. 

Conclusion: Findings from thesis study demonstrated that treatment of apigenin in vitro 

inhibited inflammation via supressed the IL-10 and TGF-β release. 

Keywords: Apigenin; İn vitro; Lipopolysaccharide; Renal cell damage  
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Ondokuz Mayis University - Samsun, December-2017 



vi 

 

SİMGELER VE KISALTMALAR 

COX-2 : Siklooksijenaz-2 

GFR   : Glomeruler filtrasyon hızı 

ICAM-1 : Hücrelerarası adhezyon molekül-1  

IL-1β  : İnterlökin-1 beta  

IL-6  : İnterlökin-6 

IL-10  : İnterlökin-10 

LPS  : Lipopolisakkarit 

MCP-1 : Monosit kemoatraktant protein-1   

NF-kB : Nükleer faktör kappa b 

PDGF : Trombosit türevli büyüme faktörü 

TGF-β1 : Dönüştürücü büyüme faktörü beta1 

Th1    : T yardımcı hücre-1 

Th2    : T yardımcı hücre-2 

TNF-α : Tümör nekroz faktör-alfa 
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1. GİRİŞ 

Böbrek hastalıkları, ülkemizde ve diğer ülkelerde hem insanlarda hem de 

hayvanlarda önemli bir sağlık problemi olmaya devam etmektedir (Meguid El Nahas ve 

Bello, 2005; Jha ve ark., 2013; Grauer, 2016; Hill ve ark., 2016). Böbrek hastalıklarının 

patogenezinde enflamasyonun rol oynadığı bilinmektedir. Enflamasyon böbrek 

dokusunda sitokinlerin salınımını uyararak, adhezyon moleküllerinin üretimini ve 

aktivitesini artırarak böbrek hastalığının ilerlemesine katkıda bulunmaktadır 

(Grandaliano ve ark., 1996; Oberg ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2008; Silverstein, 2009; 

Tucci ve ark., 2010; Lepenies ve ark., 2011; Vianna ve ark., 2011; Tbahriti ve ark., 

2013; Akchurin ve Kaskel., 2015). Böbrek enflamasyonunda interlökin (IL)-6, tümör 

nekroz faktör alfa (TNF-α), trombosit türevli büyüme faktörü (PDGF) ve dönüştürücü 

büyüme faktörü-beta 1 (TGF-β1) gibi enflamatuar sitokinlerin rol oynadığı 

bilinmektedir (Wada ve ark., 2003; Glassock, 2011). Nefrotik sendromlu hastalarda, 

mononükleer hücre TNF-α, IL-1, IL-4 ve IL-13 düzeyleri, IL-18 düzey ve ekpresyonu 

ile IL-2 ekspresyonunu artmaktadır (Suranyi ve ark., 1993; Shimoyama ve ark., 2004; 

Shalaby ve ark., 2013). 

Son yıllarda, enflamatuar hastalıkların tedavisi konusundaki bilimsel çalışmalar 

antienflamatuar etkili flavonoidlerin kullanımına yoğunlaşmaktadır. Birçok flavonoid 

antibakteriyel, antioksidatif aktivite, serbest radikal süpürme kapasitesi, koroner kalp 

hastalığının önlenmesi, hepatoprotektif, antienflamatuar, antikanser ve antiviral ajan 

olarak tıbbi etkinlik göstermektedir (Kumar ve Pandey, 2013). Benzer yapıdaki bitkiler 

tarafından sentezlenen bir polifenolik bileşik ailesi olan flavonoidler, antosiyanidin, 

flavanol, flavanon, flavonol, flavon ve isoflavon gibi alt sınıflara ayrılmaktadır. Meyve 

ve sebzelerde doğal olarak bol miktarda bulunan bir bitki flavonu olan apigenin çeşitli 

hücresel süreçlerde antienflamatuar, antioksidan ve antikanser, antiproliferatif, 

antimetastatik, antiviral, anti-mikrobiyal özellikler de dahil olmak üzere çeşitli biyolojik 

aktiviteleri gösteren biyoaktif bir flavonoid olarak bilinmektedir (Kowalski ve ark., 

2005; Yano ve ark., 2006; Chong ve ark., 2009; Jeong ve ark., 2009; Kang ve ark., 

2009; Li ve ark., 2010; Shukla ve Gupta, 2010; Chan ve ark., 2012; Johnson ve Mejia, 

2013; Wang ve Huang, 2013; Wójcik ve ark., 2013; Fu ve ark., 2014; Shibata ve ark., 

2014; Morimoto ve ark., 2015; Karamese ve ark., 2016). Apigenin, monosit hücreleri 
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tarafından mitojenle aktive protein kinaz yolaklarını modüle ederek T yardımcı hücre-1 

ve -2 ilişkili kemokin üretimini baskılamakta ve antienflamatuar etki göstermektedir 

(Huang ve ark., 2010). Fare makrofajlarında, lipopolisakkarit ile uyarılan siklooksijenaz 

(COX-2) ve nitrik oksit sentetaz-2 aktivitelerinin ve ekspresyonlarının apigenin 

tarafından baskılandığı ve bu şekilde apigeninin antienflamatuar etkisinin ortaya çıktığı 

ifade edilmiştir (Liang ve ark., 1999). İntratrakeal akut akciğer hasarı fare modelinde 

apigeninin profilaktik kullanımının bronkoalveoler lavaj sıvısında interlökin-1 beta (IL-

1β), interlökin-6 (IL-6) ve tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) konsantrasyonlarını 

azalttığı, lökosit sayısını ve nötrofil yüzdesini azaltarak, COX-2 ve NF-kB yolaklarını 

baskıladığı ve enflamasyonu hafiflettiği bildirilmiştir (Wang ve ark., 2014). 

Sunulan proje kapsamında apigeninin in vitro böbrek hücre enflamasyonu 

modelinde antienflamatuar sitokinler olan IL-10 ve TGF-β düzeylerine etkisi 

değerlendirildi. Sunulan proje ile böbrek hücrelerinde lipopolisakkaritle indüklenen 

enflamasyona apigeninin olası koruyucu etkisinin in vitro belirlenmesi amaçlandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. 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). 

2.2. Böbrek Hastalıklarında Enflamasyonun Rolü 

Akut ve kronik böbrek hastalıklarının etiyopatogenezinde enflamasyon ve 

bağışıklık sisteminin aktive olması rol oynamaktadır. Enflamasyonun glomeruler, 

tubuler ve interstisyel hasara yol açtığı bildirilmektedir (Imig ve Ryan, 2013). İmmun 

sistem aktivasyonu ve enflamasyonun akut böbrek hasarı ve kronik böbrek hastalığı 

patogenezindeki rolü Şekil 1’de özetlendi. 

 

Şekil 1. İmmun sistem aktivasyonu ve enflamasyonun akut böbrek hasarı ve kronik böbrek              

hastalığı patogenezindeki rolü (Imig ve Ryan, 2013) 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DImig%20JD%5BAuthor%5D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D23720336
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Nefrit, böbreğin iltihaplanması olup glomeruluslar ve tubulleri ve bunların 

etrafındaki interstisyel dokuyu da tutan yangısal bir tablodur. Akut nefrit, kronik nefrit 

ve nefrotik sendrom olmak üzere üç sınıfa ayrılmaktadır. Nefritte IL-6, TNF-α, PDGF 

ve TGF-β1 gibi enflamatuar sitokinler önemli rol oynamaktadır (Wada ve ark., 2003; 

Glassock, 2011). Nefrit tablosunda immun sistem aktivasyonunun ve enflamasyonun rol 

oynadığı bilinmektedir. Nefrotik sendromlu hastalarda mononükleer hücre TNF-α, IL-1, 

IL-4 ve IL-13 düzeylerinin, IL-18 düzey ve ekpresyonu ile IL-2 ekspresyonunun arttığı 

rapor edilmiştir (Suranyi ve ark., 1993; Shimoyama ve ark., 2004; Shalaby ve ark., 

2013). İmmun sistem bileşenleri ve böbrek hastalığının patogenezinde rol oynayan 

proteinler Şekil 2’de gösterildi (Imig ve Ryan, 2013). 

 

 

Şekil 2. İmmun sistem bileşenleri ve böbrek hastalığının patogenezinde rol oynayan 

proteinler (Imig  ve Ryan, 2013) 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DImig%20JD%5BAuthor%5D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D23720336
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DRyan%20MJ%5BAuthor%5D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D23720336
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Şekil 3. Böbrek hastalığının ilerlemesinde yangısal süreçlerin şematik gösterimi (Imig ve Ryan, 2013) 

 

Enflamasyonun böbrek dokusunda sitokinlerin üretimini uyararak ve adhezyon 

moleküllerinin sentezini ve aktivasyonunu uyararak böbrek hasarına neden olduğu öne 

sürülmüştür (Hill ve ark., 1994). Böbreğin enflamasyonu böbrekteki kan akımında ve 

glomeruler filtrasyon hızında (GFR) düşmeye yol açmaktadır (Noronha ve ark., 2002). 
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Şekil 4. Kronik böbrek hastalığında enflamasyonun nedenleri ve sonuçları (Akchurin ve Kaskel, 2015) 

2.3. Enflamasyonun Vasküler ve Hücresel Yanıtları  

Enflamasyon vasküler ve hücresel yanıtların ortaya çıkmasına neden 

olmaktadır. Aktive olan lenfosit ve makrofajlardan sitokinler üretilerek endoteli aktive 

etmekte ve büyüme faktörlerinin salgılanmasına, adhezyon artışına, nötrofillerin 

fagositik ve sitotoksik etki göstermesine ve nitrik oksit sentezine yol açmaktadır 

(Conner ve Grisham, 1996; Selders ve ark., 2017). Enflamatuar yanıtta IL-1β ve TNF-

α’nın başlıca rol oynadığı bilinmektedir (Tan ve ark., 1999; Medzhitov, 2008). Akut 

enflamasyon fazında hasarlı dokunun mikro damar sisteminde sıvı, plazma proteinleri 

ve lökositlerin transvasküler kaymaları gerçekleşmektedir ve mediyatörler lokal bir 

enflamatuar eksudat oluşturmaktadır. Vasküler endotel, bağışıklığın düzenlenmesi ve 

hemostazın sürdürülmesinde görev yapmaktadır. Vasküler endotel normalde inaktif 

durumdadır ancak uyaranın kendisi ile ya da zararlı uyarıya karşı üretilen enflamatuar 

sitokinler ile yara ve enflamasyon bölgelerinde aktifleşmektedir. Aktifleşen vasküler 

endotel, lökosit-endotel hücresi adhezyon molekülleri (CAM) dahil bir takım zara bağlı 

proenflamatuar molekülleri açığa çıkarmakta, periferal kan lökositlerini çeken ve 

pıhtılaşmaya neden olan çözünür faktörleri salgılamaktadır. Vasküler hasar, 

homeostazın sürdürülmesinde görevli platalet ve koagülasyon proteinlerinin 
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aktivasyonunu uyararak, enflamasyon alanında lökosit alımı ve platelet trombozunu 

gerçekleştirmektedir. Enflamatuar sitokinler, endotoksin, immun kompleksler, fiziksel 

ve kimyasal hasar gibi zararlı uyaranlara karşı aktif doku makrofajları ve lenfositler 

tarafından primer yanıt olarak salgılanan küçük peptidlerdir. Sitokinler farklı hücreler 

üzerinde geniş bir etki alanına sahiptir. Sitokinlerin ana etkileri akut faz reaksiyonu 

başlatmak ve vasküler endotel, lökositler, trombositler ile fibroblastları aktive ederek 

enflamatuar yanıtı oluşturan vasküler, hücresel ve humoral olayları kademeli olarak 

başlatmaktır. İnterlökin-1β ve TNF-α enflamatuar yanıt oluşturan başlıca sitokinlerdir 

(Tan ve ark., 1999; Medzhitov, 2008). 

2.4. Enflamatuar Süreçte Bilgi Akışı  

Enflamatuar süreç travmaya karşı doku bazlı bir dizi reaksiyon içermektedir. 

Travmaya ilk yanıt hücrelerin biyoaktif peptitleri serbest bırakması, ikinci yanıt ise 

hasarlı hücrelerin hücre dışı alanda bulunduklarında yapısal olarak hücre içinde 

eksprese edilen ve sitokin üretimini tetikleyen proteinleri salgılamasıdır (Nathan, 2002). 

Şekil 5’te hafif travma ve enfeksiyonu takiben bilgi akışının şematik görünümü yer 

almaktadır. 
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                           Şekil 5. Hafif travma ve enfeksiyonu takiben bilgi akışı (Nathan, 2002) 

 

Sinyallere tepki olarak, perivasküler mast hücreleri histamin, sitokin, kemokin, 

eikozanoid, triptaz ve proteaz salgılamaktadır. Makrofaj ve monosit-türevi TNF ve 

kemokinler nötrofilleri enflamasyon alanına çekerek etkin hale getirmektedir (Nathan, 

2002). Enflamasyon ve immun yanıt için protein tirozin kinazlar, protein kinaz C, 

fosfodiesteraz, fosfolipaz A2, lipoksijenazlar ve siklooksijenaz gibi düzenleyici 

enzimlerin aktivasyonları gereklidir. Bu enzimler, endotel hücreleri ve enflamasyona 

katılan birçok özel hücrenin aktivasyonu için oldukça önemlidir. Araşidonik asit 

salınımı, enflamatuar yanıt için başlangıç noktasıdır (Rathee, 2009). 
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2.5. Lipopolisakkaritlerin Yapısı 

Lipopolipolisakkaritler (LPS) gram-negatif bakterilerin dış zarında bulunan ve 

bakterilerin fonksiyonel bütünlüğü için hayati önem taşıyan yapılardır (Erridge ve ark., 

2002). Lipopolipolisakkarit molekülleri bir bisfosforillenmiş lipit ve bakterinin dışına 

doğru uzanan bir hidrofilik polisakkaritten oluşmaktadır. Lipit parçacığı iki değerlikli 

katyonlar tarafından stabilize edilmektedir ve LPS moleküllerinin en dış membran 

yaprağının matriksini oluşturmaktadır. Polisakkaritten ise genelikle 10-12 

monosakkaritten oluşan bir çekirdek oligosakkarit ve tekrar eden birimlerden oluşan bir 

polisakkarit zinciri olan O-spesifik zincir olmak üzere iki ayrı bölgeden oluşmaktadır. 

O-zincir yapısı, türe veya bakteri soyuna serotip özgünlüğünü vermekte ve birimler 

bakterilerin konakçı savunma sisteminden ve serum kompleksinin saldırısından kaçışına 

yardım etmektedir (Caroff ve ark., 2002). 

 

Şekil 6. Enterobakteriyel LPS kimyasal yapısının şematik gösterimi. Kısaltmalar: GlcN: glukozamin; 

Kdo: 2-keto-3-deoksioktulosonik asit; Hep: L-glisero-D-manno-heptoz; P: fosfat; Zikzak 

çizgiler: yağ asitleri (Caroff ve ark., 2002) 
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2.6.  Lipopolisakkaritlerin Fonksiyonel Özellikleri  

Bakteri LPS’leri enfekte olmuş konakçılarda bağışıklık sistemini güçlü bir 

şekilde düzenlemekte ve endotoksik şoka neden olabilmektedirler (Caroff ve ark., 

2002). Lipopolisakkarite yanıt hızlı gelişmekte, TNF-α, IL-6 ve IL-1β gibi bir dizi 

proenflamatuar mediyatör salınımına yol açmakta ve enflamasyonu tetikleyerek konakçı 

savunmasına katkıda bulunmaktadır (Erridge ve ark., 2002).  

2.7. Enflamasyon ile İlişkisi Olan Bazı Flavonoidler 

Flavonoidler ve diğer bitki fenolikleri antikanserojenik, antienflamatuar, 

antibakteriyel, bağışıklık uyarıcı, antialerjik, antiviral serbest radikal temizleme, 

vazodilatör ve östrojenik etkilerinin yanı sıra fosfolipaz A2, siklooksijenaz ve 

lipoksigenaz, glutatyon redüktaz ve ksantin oksidaz inhibitörleri olarak çok çeşitli 

biyolojik aktivite gösterirler (Rice-Evans ve ark., 1996; Havsteen, 2002; Williams ve 

ark., 2004; Kumar ve Pandey, 2013; Lu ve ark., 2013). 

2.8. Flavonoidlerin in vitro ve Hücre Modellerinde Antienflamatuar 

Özellikleri 

Bitkisel flavonoidlerin in vitro ve in vivo antienflamatuar etkinliğe sahip 

olduğu bilinmektedir. Bitkisel flavonoidler bu etkilerini fosfolipaz A2, siklooksijenazlar 

ve lipoksijenazlar da dahil olmak üzere eikozanoid üreten enzimlerin inhibisyonu ile 

gerçekleştirmektedir. Bu inhibisyon prostanoidlerin ve lökotrienlerin konsantrasyonunu 

azaltır. Bazı flavonoidler, özellikle flavon türevleri, siklooksijenaz-2, indüklenebilir 

nitrik oksit sentaz ve bazı önemli sitokinler gibi proenflamatuar etki gösteren 

moleküllerin gen ekspresyonu modüle ederek antienflamatuar aktivite gösterir (Kim ve 

ark., 2004). Flavonoidlerin etki mekanizması Şekil 7’de sunuldu. 
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 Şekil 7. Flavonoidlerin etki mekanizması, F: flavonoid, NSAID: nonsteroid antiinflamatuar ilaçlar, 

SAID: steroidal antenflamatuar ilaçlar, =: enzim inhibisyonu ifadesi ve    expresyonun down 

regulasyonu (Kim ve ark., 2004) 

2.9. Apigenin                                  

Apigenin (4’,5,7-trihidroksiflavon), moleküler ağırlığı 270,24 g ve kimyasal 

formülü C15H10O5 olan bitkisel bir flavonoiddir (Shukla ve Gupta, 2010). 

       

Apigeninin iki boyutlu yapısı                              Apigeninin üç boyutlu yapısı 

                           

Şekil 8. Apigeninin iki boyutlu ve üç boyutlu yapısı (Pashaei, 2016) 
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Apigenin elma, portakal, limon, greyfurt, çay, maydanoz, kereviz, biberiye, 

kekik, fesleğen, kişniş, sarı papatya, karanfil, enginar ve ıspanakta bol miktarda 

bulunmaktadır (Shukla ve Gupta, 2010; Pashaei, 2016). Apigenin 4',5,7 -

trihidroksiflavon olarak üç hidroksil ikame edicisine sahip bir flavonoid türevidir. 

Hidroksil gruplarının uzaklaştırılması, flavonların temel yapısını vermektedir (a). 

Apigenin 4', 5 ve 7 pozisyonlarında ayrı ayrı mono-sübstitüsyonlu hale getirilmekte ve 

sonuçta farklı bileşikler olan 4'-hidroksiflavon (b), 7-hidroksiflavon (c) ve 5-

hidroksiflavon (d) oluşmaktadır. Daha fazla hidroksilasyon ile 4 ', 7-dihidroksiflavon 

(e), 4', 5-dihidroksiflavon (f) ve 5,7-dihidroksi flavonları (g) şeklinde üç adet 

dihidroksi-flavon üretebilmektedir. Apigenin, temel flavonoid iskeletinin 4', 5 ve 7 

konumlarındaki seçici hidroksil substitusyonlarından üretilen en çok yedi olası analoğa 

sahiptir (Ali ve ark., 2017). Apigenin türevleri ve doğal analogları Şekil 9’da gösterildi. 

 

 

 Şekil 9. Apigenin türevleri ve doğal analogları (Ali ve ark., 2017) 

(a) Flavon temel yapısı, (b) 4'-hidroksiflavon, (c) 7-hidroksiflavon ve (d) 5-hidroksiflavon  

(e)  4 ', 7-dihidroksiflavon, (f) 4', 5-dihidroksiflavon, (g) 5,7-dihidroksi flavon 
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Apigenin, ikincil metabolit olarak bitkilerde sentezlenmektedir. Bütün 

flavonoidler temel olarak, bitkilerde şikimik asit yolu tek bir temel yolaktan 

sentezlenmektedir. Bu yolakta eritroz-4-fosfat ve fosfoenol piruvat aromatik amino 

asitlere dönüştürülmektedir. Eritroz-4-fosfat ve fosfoenol piruvat 

dihidroarabinoheptulosonat-7-fosfat sentaz etkisi altında birleşerek 

dihidroarabinoheptulosonat-7-fosfatı oluşturmaktadır. Dihidroarabinoheptulosonat-7-

fosfat daha sonra dehidroquinat, dehidro şikimik asit, şikimik asit ve amino asitler 

içeren aromatik halkaya dönüştürülmektedir. Halkalar sinnamik asit gibi fenil propanoid 

bileşiklerinden oluşmaktadır. Sinnamik asitten birkaç biyosentetik basamak ile 

naringenin üretilmektedir. Naringenin, flavon sentaz enzimi ile apigenine, apigenin ise 

glikozilasyon, metilasyon ve hidroksilasyon ile türevlerine dönüştürülmektedir 

(Kahraman ve ark., 2002; Ali ve ark., 2017). Apigeninin ve apigenin türevlerinin 

biyosentezi Şekil 10’da sunuldu.  

 

 

                 Şekil 10. Apigenin ve türevlerinin biyosentezi (Ali ve ark., 2017) 
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2.10. Bitkilerdeki Apigenin Türevleri 

 Bitkilerde bulunan bazı apigenin türevleri Tablo 1’de sunuldu. 

 

Tablo 1. Bitkilerdeki apigenin türevleri. 

İsim Kaynağı Kimyasal yapısı 

Apiin (apigenin 7-O-

apioglukozit) 

Maydanoz ve kereviz 

(Mencherini ve ark, 2007; 

Kasthuri ve ark, 2009) 

 
Apigetrin (apigenin 7-

glukozit) 

Papatya (Lim ve ark, 2016) 

 
Viteksin (apigenin 8-C-

glukozit) 

 

 

Mung fasulyesi, bambu 

yaprağı, alıç yaprağı  

(Prabhakar ve ark, 1981) 

 

İzoviteksin (apigenin 6-C-

glukozit) 

Mung fasulyesi, bambu 

yaprağı, bezelye yaprağı 

(Peng ve ark, 2008) 

 
 

Rhoifolin 

(apigenin 7-O-

neohesperidoside) 

Sumak yaprağı, greyfurt 

(Rao ve ark, 2011) 

 
 

Schaftoside (apigenin 6-C-

glukozit 8-C-arabinoside) 

Yılan yastığı (Wohlmuth ve 

ark., 2010) 

 
 

Acacetin   

(4’- metoksi 5,7-

dihidroksiflavon) 

Propolis, damiana ve huş 

ağacı (Kim ve ark., 2014; 

Jiang ve ark, 2017) 
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2.11. Apigeninin Metabolizması  

Polifenollerin emilimi başlıca bağırsaklarda olmaktadır. Glikozitler ince 

bağırsakta veya kolonda hidrolize edilerek salınan aglikonlar emilmektedir (D’Archivio 

ve ark., 2010). Bir polifenol türevinin serbest aglikona hidrolizinden sonra, polifenoller 

metilasyon, sülfasyon ve glukuronidasyon ile konjuge edilmektedir. Gıda polifenolleri 

farmakolojik dozlarda uygulandığında dolaşımda serbest formda bulunmaktadır 

(Scalbert ve ark., 2002). Büyük dozdaki polifenoller kan dolaşımına geçmeden önce 

esas başlıca karaciğerde konjugasyona maruz kalarak yapısal değişikliklere 

uğramaktadır (D’Archivio ve ark., 2010). Küçük dozda ise bağırsak mukozası 

tarafından metabolize edilmektedir (Scalbert ve ark., 2002). Midede ya da ince 

bağırsakta emilen, karaciğerde metabolize olan ve safra içine atılan veya enterositten 

doğrudan ince bağırsağa atılan polifenoller glukuronit formunda kolona ulaşmaktadır. 

Midede ya da ince bağırsakta emilime uğramayan polifenoller ise kolona taşınmakta ve 

kolon mikroflorası polifenolün fenolik asitler gibi daha basit bileşiklere parçalanmasını 

sağlamaktadır (Scalbert ve Williamson, 2000). 

2.12. Apigeninin Antienflamatuar Etkileri 

Apigeninin antienflamatuar özelliklere sahip olduğu pek çok araştırma ile 

ortaya konulmuştur (Nicholas ve ark., 2007; Rezai-Zadeh ve ark., 2008; Funakoshi-

Tago ve ark., 2011; Rithidech ve ark., 2012; Wang ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014). 

Farelerde intratrakeal akut akciğer hasarı modelinde profilaktik apigenin uygulamasının 

bronkoalveoler lavaj sıvısında IL-1β, IL-6 ve TNF-α konsantrasyonlarını, lökosit 

sayısını ve nötrofil yüzdesini azaltarak, COX-2 ve nükleer faktör kappa b (NF-κB) 

yolaklarını baskılayarak antienflamatuar etki gösterdiği rapor edilmiştir (Wang ve ark., 

2014). Apigeninin akciğer dokusunda lipopolisakkarit (LPS) ile indüklenen NF-κB 

aktivitesini baskıladığı, enflamatuar hücrelerin infiltrasyonunu azalttığı ve kemotaktik 

faktörlerin birikimini azalttığı rapor edilmiştir (Cardenas ve ark., 2016). Apigeninin, 

insan monosit hücreleri tarafından T yardımcı hücre-1 ve -2 (Th1- Th2) ilişkili kemokin 

üretimini mitojenle aktive protein kinaz yolaklarını modüle ederek baskıladığı 

antienflamatuar potansiyeli olduğu bildirilmiştir (Huang ve ark., 2010). Apigeninin fare 
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makrofajlarında, LPS ile indüklenmiş COX-2 ve nitrik oksit sentetaz-2 aktivitelerini ve 

ekspresyonlarını baskılayarak antienflamatuar etki gösterdiği anlaşılmıştır (Liang ve 

ark., 1999). Ovalbumin ile duyarlılaştırılmış BALB/c farelere diyetle apigenin 

uygulamasının, Th2 hücrelerden interlökin-4 (IL-4) salınımını inhibe ettiği 

belirlenmiştir (Yano ve ark., 2007). Apigenin, TNF-α kaynaklı NF-κB transkripsiyonel 

aktivasyonunu baskılamaktadır (Funakoshi-Tago ve ark., 2011). Apigeninin TNF-α 

sinyal yolağına etkisi Şekil 11’de sunuldu. 

  

 

 

 

      Şekil 11. Apigeninin TNF-α sinyal yolağına etkisi. Apigenin TNF-α kaynaklı NF-κB transkripsiyonel 

aktivasyonunu önemli ölçüde inhibe etmektedir (Funakoshi-Tago ve ark., 2011) 
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2.13. İnterlökin-10’un Böbrek Hastalıklarındaki Rolü 

İnterlökin-10, Th1 ve Th2 hücre cevaplarını baskılayan, NK hücrelerin 

sitotoksik etkisini artıran antienflamatuar bir sitokindir (Del Prete ve ark., 1993). Th2-

polarize hücreleri Th1 hücrelerini azaltarak ve makrofaj aktivasyonunu baskılayarak IL-

4, IL-5 ve IL-10 gibi antienflamatuar sitokinleri salgılamaktadırlar. İnterlökin 10, Th1 

hücrelerinin ürettiği sitokin üretimini engelleyebilen bir Th2 yardımcı T-hücresi ürünü 

olup B hücrelerini aktive ederek fazla miktarda IgG, IgA ve IgM salgılanmasını 

indüklemektedir. İnterlökin-10, humoral yanıtların düzenlenmesinde önemli bir rol 

oynamaktadır (Rousset ve ark., 1992; Mosmann ve Sad, 1996). 

Yetişkin sağlıklı böbrekte IL-10'un en büyük lokal kaynağı mesangiyal 

hücreler olup bu hücreler böbrek fonksiyonlarının anahtar regülatörleri olarak hücre dışı 

matriksin salgılanması ve bakımı ile glomerulun normal yapısının ve fonksiyonlarının 

sürdürülmesinde önemli görev almaktadır. Mesangiyal hücre çoğalması ile 

ilişkilendirilen IL-10 artışının glomerulonefrit, IgA nefropatisi (Berger hastalığı) ve 

mikroskopik polianjit gibi çeşitli böbrek hastalıklarının patofizyolojisinde rol oynadığı 

öne sürülmektedir (Sinuani ve ark., 2010; Sinuani ve ark., 2013). 

Son dönem böbrek hastalığı olan bireylerde, renal replesman tedavisi boyunca 

biyo-uyumsuzluk reaksiyonlarına neden olan ajanlar, endotoksinler, aktif tamamlayıcı 

parçacıklar nedeniyle monosit ve makrofajlarda IL-10 üretimi artmakta ve bu durum 

artmış IL-10 plazma düzeylerine yol açmaktadır. Kronik böbrek hastalığı bulunan 

üremik hastalarda kronik monosit aktivasyonunun bir sonucu olarak sağlıklı bireylere 

kıyasla IL-10 konsantrasyonları daha yüksek seviyelerdedir (Stenvinkel ve ark., 2005). 

Diyabetik nefropatili hastaların dolaşımındaki IL-10 seviyelerinin yükseldiği ve 

albuminuri ile birlikte serumda artmış IL-10 konsantrasyonları ile diyabetik nefropatinin 

şiddeti arasında korelasyon ve IL-10 artışının dolaylı olarak diyabetik nefropati 

progresyonuna katkıda bulunabileceği bildirilmektedir (Myśliwska ve ark., 2005). 

Dalaktan üretilen IL-10’un obezite kaynaklı böbrek hastalıklarına karşı koruyucu 

olabileceği ve obez bireylerde ise dalaktan IL-10 indüklenmesinin azaldığı bildirilmiştir 

(Gotoh ve ark., 2013; Spoto ve Zoccali, 2013). Interlökin 10 eksikliği tek taraflı uretral 

tıkanıklık oluşturulan fare modelinde böbrek enflamasyonunu ve fibrozisini 

artırmaktadır (Jin ve ark., 2013). 
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2.14. Dönüştürücü Büyüme Faktörü Beta (TGF-β)’nın Böbrek 

Hastalıklarındaki Rolü 

Dönüştürücü büyüme faktörü beta (TGF-β), hücre çoğalmasını, farklılaşmasını, 

apoptozunu, migrasyonunu ve birçok farklı hücrenin adhezyonunu düzenleyen sitokin 

ailesinin bir üyesidir. Dönüştürücü büyüme faktörü beta ailesi embriyogenezis, doku 

onarımı ve doku homeostazının korunmasında rol oynamakta ve enflamasyon ve 

fibrozisin büyük bir düzenleyicisi olarak bilinmektedir. Epitelyal mikro yaralanmalarda 

TGF-β sinyal dizisi aktivasyonu epitelyal apoptozis ve epitelyal/mezenkimal geçiş dahil 

olmak üzere, fibrojenik odakları tetikleyen ve kronik böbrek hasarında progresif 

fibrogenezise neden olan, hücre türüne bağlı çeşitli sinyalizasyon ve aktivasyonu 

başlatabilmektedir. Dönüştürücü büyüme faktörü beta’nın, kronik böbrek hastalığı 

gelişimi sırasında fibroblast çoğalması, epitelyal geçiş, tubuler ve ekstraselluler 

fibroblast üretimi, tubuler hücre silinmesine ve interstisyel fibroza yol açan epitelyal 

hücre ölümü gibi önemli patolojik olaylara aracılık ettiği gösterilmiştir (Chang ve ark., 

2002; Böttinger, 2007; López-Hernández ve López-Novoa, 2012).  

Farklı patolojik durumlarda glomerullerden TGF-β üretimi artmaktadır. 

Glomerulonefritlerde, antiglomeruler taban membranı nefritlerinde, Habu-venom 

glomerulonefritlerinde, puromisin kaynaklı nefrozda, diyabetik glomerulopatide, 

nefropati ile ilişkili üretral tıkanıklık durumlarında TGF-β sekresyonu uyarılmaktadır 

(Border ve ark., 1992; Kitamura ve Sütö, 1997; Koya ve ark., 1997; Murakami ve ark., 

1997). Tip 2 diyabet fare modelinde nötrleştirici bir anti-TGF-β antikoru ile yapılan 

tedavinin diyabetik nefropati gelişimini önleyebileceği gösterilmiştir. Renal TGF-β 

aktivitesinin inhibe edilmesinin, bu fare modelinde glomeruler bazal membran 

kalınlaşmasını ve mesangiyal matriks genişlemesini kısmen tersine döndürdüğü 

gösterilmiştir (Chen ve ark., 2003). Nefrotik sendromda idrarda TGF-β düzeyinin arttığı 

bildirilmiştir (Wasilewska ve Zoch-Zwierz, 2004). Nefrotik sendromlu olgularda 

yapılan bir çalışmada ağır proteinuriden muzdarip hastaların böbrek dokusunda TGF-β 

sentezi ve ekspresyonu tubuler epitel hücreleri sitoplazması içinde lokalizedir. Üriner 

TGF-β salgılanması nefrotik hastalarda sağlıklı kişilere kıyasla anlamlı olarak yüksek 

bulunmuştur (Goumenos ve ark., 2002). Fokal segmental glomeruloskleroz da TGF-
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β’nın anlamlı olarak yüksek olduğu bildirilmiştir (Akagi ve ark., 1996; Kim ve ark., 

2003). 

Ekstraselluler matriks birikimi ile TGF-β’nın yakından ilişkili olduğu 

bilinmektedir (Schnaper ve ark., 2009). Tekrarlanan glomeruler yaralanmalar 

sonrasında glomeruler türevli TGF-β’nın tubulointerstisyel hücreleri aktive ederek 

TGF-β üretebileceği ortaya konulmuştur. Glomeruler ve tubulointerstisyel hücreler 

tarafından sürekli olarak TGF-β ekspresyonunun hücre dışı matris birikimine ve 

ilerleyici böbrek fibrozunun gelişimine yol açacağı bildirilmiştir (Yamamoto ve ark., 

1994). 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Materyal  

 

3.1.1.  Vero Hücre Kültürü 

Sunulan tez çalışmasında, in vitro böbrek hücre enflamasyonu modeli Afrika 

yeşil maymun böbrek hücre hattında (Vero) oluşturuldu. Hücre kültürü Ondokuz Mayıs 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı Laboratuvarı’nda hazırlandı. 

 

 

Şekil 12. Vero hücrelerinin invert mikroskoptaki görünümü (x 4 büyütme) 

 

3.1.2. Deneme Planı 

Vero hücre kültürü Dulbecco tarafından modifiye edilen MEM solusyonu 

(DMEM) ve %10 fötal dana serumu ile hazırlanan vasatta üretildi. Olası 

kontaminasyonu engellemek amacıyla filtre kapaklı hücre kültürü flaskları kullanıldı ve 

besiyeri iki günde bir değiştirildi. Hücre sağkalımı ve morfolojik yapısı invert 
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mikroskop ile değerlendirildi. 

Enflamasyon oluşturulması amacıyla, hücreler, 2, 4, 8, 16 ve 24 saat boyunca 

farklı lipopolisakkarit (E. coli O111: B4) konsantrasyonları (0,1 μg/ml, 1 μg/ml, 2 

μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml) ile kültüre edildi. Lipopolisakkaritin enflamasyon dozu 

daha önceki bilimsel çalışmalar (Huang ve ark., 2005; Oda ve ark., 2007; Zager ve ark., 

2007; Hu ve ark., 2012; Etoh ve ark., 2013; Neiva ve ark., 2014) baz alınarak Vero 

hücre kültürü supernatantlarındaki TNF-α ve IL-6 konsantrasyonlarının ölçümüyle 

belirlendi. Vero hücrelerine 4 saat boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulamasının 

enflamatuar sitokinler olan TNF-α ve IL-6 konsantrasyonlarını artırdığı saptandı. 

Apigenin uygulaması için uygun dozun belirlenmesi amacıyla daha önceki in vitro 

çalışma (Smolinski ve Pestka, 2003) göz önünde bulundurulmakla birlikte hücreler, 12 

saat boyunca farklı apigenin konsantrasyonları (1 μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml) ile 

kültüre edildi ve uygun koruyucu doz hücre sayım testi sonucuna göre belirlendi. Buna 

göre, Vero hücrelerine apigenin uygulamasının uygun koruyucu dozu 5 μg/ml ve süresi 

12 saat olarak seçildi. Tüm uygulamalar dört tekrarlı gerçekleştirildi.  

 

Gruplar   

Tez çalışması kapsamında 4 grup oluşturuldu. 

1. grup (negatif kontrol grubu): Herhangi bir uygulama yapılmayan DMEM 

vasat ortamındaki Vero hücreleri 

2. grup: Lipopolisakkarit eklenen DMEM vasat ortamındaki Vero hücreleri 

3. grup: Apigenin eklenen DMEM vasat ortamındaki Vero hücreleri 

4. grup: Lipopolisakkarit + apigenin eklenen DMEM vasat ortamındaki Vero 

hücreleri 

Uygulamalardan sonra hücre kültürü mediumları 2.500 rpm'de 10 dakika 

santrifüj edildi ve üstteki supernatanlarda ELISA analizleri gerçekleştirildi (Li ve ark., 

2017).  

3.2. Metot 

3.2.1. Analizler 

Hücre kültürünün sitotoksisite analizleri Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Viroloji Anabilim Dalı Laboratuvarı’nda gerçekleştirildi. ELISA analizleri, 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı 
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Laboratuvarı’nda gerçekleştirildi. 

Apigeninin Non-sitotoksik Dozunun Hesaplanması (Sitotoksisite Testleri) 

Apigeninin Vero hücrelerindeki sitotoksik etkisi hücre sayım testi (96992, 

Sigma-Aldrich, USA) ile değerlendirildi. Test, üretici firma tarafından bildirilen 

yönteme göre uygulandı. Bu amaçla, 96 kuyucuklu pleyte mililitresinde 1×105 Vero 

hücresi olacak şekilde hazırlanan hücre süspansiyonundan 100 μl ilave edilerek 37°C’ 

lik etüvde inkube edildi. Hücreler 24 saat sonunda pleyt yüzeyini kapladığında 

kuyucuklardaki hücre üretme vasatı boşaltıldı ve hücre üretme vasatı içerisinde 

hazırlanan, stok apigeninin 1 μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml olmak üzere 3 farklı 

konsantrasyonundan ve her sulandırmadan 2’şer kuyucuğa 10 μl ilave edilerek pleytler 

22°C’ lik etüvde inkube edildi. Kontrol hücrelerin kuyucuklarına ise apigenin yerine 10 

μl hücre üretme vasatı ilave edildi. İnkubatörden 12 saat sonra alınan pleytlerin 

kuyucukları içerisindeki apigenin pipet yardımı ile boşaltılıp, tüm kuyucuklara hücre 

sayım solüsyonundan 10 μl eklendi ve 37°C de 2 saat inkube edildi. Süre sonunda 

Mikropleytin optik dansitesi, mikropleyt okuyucuda (Tecan Infinite F50) 450 nm dalga 

boyunda okundu. Test 4 kez tekrarlandı ve apigeninin non sitotoksik dozu “[1- (OD test) 

/ (OD kontrol] ×100” formülüne göre hesaplandı. 

 

ELISA analizleri 

IL-6 Konsantrasyonunun Ölçümü 

Hücre kültürü supernatantlarında IL-6 konsantrasyonunun ölçümünde maymuna 

özgü ELISA test kiti (LS-F4822, LifeSpan Biosciences Inc., Seattle Downtown, 

Washington, USA) kullanıldı. Tüm örnekler çift çalışıldı. ELISA basamakları üretici 

firmanın önerdiği şekilde gerçekleştirildi. Kitin ölçüm aralığı 0-1.000 pg/ml idi. 

Referens standart olan 1.000 pg/ml konsantrasyondaki standart örnek sulandırıcı ile 

sulandırılarak 1.000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 

15,63 pg/ml ve 0 pg/ml’lik standartlar hazırlandı. Mikropleytteki standart kuyucuklarına 

100’er µl standart örneklerinden, test kuyucuklarına 100’er µl hücre kültürü 

supernatantlarından pipetlendi. Mikropleytin üzeri şeffaf yapışkan filmle kapatılarak 

37° C’de 1 saat inkube edildi. Süre sonunda, kuyucukların tamamı boşaltılarak tüm 

kuyucuklara 100 μl Reaktif A solüsyonu pipetlendi. Mikropleytin üzeri şeffaf yapışkan 

filmle kapatılarak 37° C’de 1 saat inkubasyona bırakıldı. Ardından tüm kuyucuklardaki 
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sıvı boşaltılarak her bir kuyucuğa 350 μl yıkama solüsyonu eklendi ve 1-2 dakika 

süreyle bekletildikten sonra aspire edilip mikropleyt kurutma kâğıdı üzerine ters 

çevirilerek kuyucuklardaki sıvı tamamen uzaklaştırıldı. Yıkama aşaması 3 kez 

tekrarlandı. Tüm kuyucuklara 100 µl Reaktif B konulduktan sonra üzeri filmle 

kapatılarak 37° C’de 30 dakika inkube edildi. Süre sonunda kuyucuklardaki sıvı aspire 

edilerek tüm kuyucuklar yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı. Ardından her bir 

kuyucuğa 90 μl TMB substrat solüsyonu pipetlendi, yeni bir şeffaf yapışkan filmle 

kapatılarak ve 37 ° C'de 15 dakika inkube edildi. Daha sonra her bir kuyucuğa 50 µl 

stop solüsyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Mikropleytin optik dansitesi 450 nm 

dalga boyunda ölçüldü. Test sonunda her kuyucuğun absorbansı mikropleyt okuyucuda 

kaydedilerek IL-6 konsantrasyonları standart optik dansitelerine göre hesaplandı. 

Sonuçlar pg/ml olarak sunuldu. 

 

Tümör Nekroz Faktör-α Konsantrasyonunun Ölçümü 

Hücre kültürü supernatantlarında TNF-α konsantrasyonu ELISA yöntemi ile 

maymuna özgü ELISA test kiti (LS-F4818, LifeSpan Biosciences Inc., Seattle 

Downtown, Washington, USA) kullanılarak ölçüldü. Tüm örnekler çift çalışıldı. ELISA 

basamakları üretici firmanın önerdiği şekilde gerçekleştirildi. Kitin ölçüm aralığı 0-500 

pg/ml idi. Referens standart olan 500 pg/ml konsantrasyondaki standart örnek 

sulandırıcı ile sulandırılarak 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 hazırlandı. Mikropleytteki standart 

kuyucuklarına 100’er µl standart örneklerinden, test kuyucuklarına 100’er µl hücre 

kültürü supernatantlarından pipetlendi. Mikropleytin üzeri şeffaf yapışkan filmle 

kapatılarak 37° C’ de 90 dakika inkube edildi. Süre sonunda, kuyucukların tamamı 

boşaltılarak tüm kuyucuklara 100 μl Reaktif A solüsyonu pipetlendi. Mikropleytin üzeri 

şeffaf yapışkan filmle kapatılarak 37° C’de 1 saat inkubasyona bırakıldı. Ardından tüm 

kuyucuklardaki sıvı boşaltılarak her bir kuyucuğa 350 μl yıkama solüsyonu eklendi ve 

1-2 dakika süreyle bekletildikten sonra aspire edilip mikropleyt kurutma kâğıdı üzerine 

ters çevirilerek kuyucuklardaki sıvı tamamen uzaklaştırıldı. Yıkama aşaması 3 kez 

tekrarlandı. Tüm kuyucuklara 100 µl Reaktif B solüsyonu konulduktan sonra üzeri 

filmle kapatılarak 37° C’de 30 dakika inkube edildi. Süre sonunda kuyucuklardaki sıvı 

aspire edilerek tüm kuyucuklar yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı. Ardından her bir 
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kuyucuğa 90 μl TMB substrat solüsyonu pipetlendi,  yeni bir şeffaf yapışkan filmle 

kapatılarak ve 37° C'de yaklaşık 15 dakika inkube edildi. Daha sonra her bir kuyucuğa 

50 µl stop solüsyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Mikropleytin optik dansitesi 450 

nm dalga boyunda ölçüldü. Mikropleyt okuyucuda her bir kuyucuğun optik dansiteleri 

okundu ve TNF-α konsantrasyonları standartların optik dansitelerine göre hesaplandı ve 

sonuçlar pg/ml olarak sunuldu. 

 

IL-10 Konsantrasyonunun Ölçümü 

Hücre kültürü supernatantlarında IL-10 düzeyi ELISA yöntemi kullanılarak 

maymuna özgü ELISA kiti (LS-F25130, LifeSpan Biosciences Inc., Seattle Downtown, 

Washington, USA) ile ölçüldü. Kitin öölçüm aralığı 0-1.000 pg/ml olup tüm örnekler 

çift çalışıldı. 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, 31,25 pg/ml 

ve 15,63 pg/ml ve 0 pg/ml’lik standartlar hazırlandı. Mikropleytteki standart 

kuyucuklarına 100’er µl standart örneklerinden, test kuyucuklarına 100’er µl hücre 

kültürü supernatantlarından pipetlendi. Mikropleytin üzeri şeffaf yapışkan filmle 

kapatılarark 37° C’de 1 saat inkube edildi. Daha sonra kuyucuklardaki sıvı aspire 

edilerek bütün kuyucuklara 100 μl Reaktif A solüsyonu eklendi. Mikropleyt, üzeri şeffaf 

yapışkan filmle kapatılarak 37° C’de 1 saat inkubasyona bırakıldı. Tüm kuyucuklardaki 

sıvı boşaltılarak kuyucukların hepsine 350 μl yıkama solüsyonu eklendi ve 1-2 dakika 

süreyle bekletildikten sonra aspire edilip mikropleyt kurutma kâğıdı üzerine ters 

çevirilerek kuyucuklardaki sıvı tamamen uzaklaştırıldı. Yıkama aşaması 3 kez 

tekrarlandı. Tüm kuyucuklara 100 µl Reaktif B solüsyonu konulduktan sonra üzeri 

filmle kapatılarak 37° C’de 30 dakika inkube edildi. Süre sonunda kuyucuklardaki sıvı 

aspire edilerek tüm kuyucuklar yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı. Ardından her bir 

kuyucuğa 90 μl TMB substrat solüsyonu pipetlendi, yeni bir şeffaf yapışkan filmle 

kapatılarak ve 37° C'de yaklaşık 15 dakika inkube edildi. Daha sonra her bir kuyucuğa 

50 µl stop solüsyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Reaksiyon sonunda mikropleytin 

optik dansitesi 450 nm dalga boyunda kaydedildi. Mikropleyt okuyucuda her bir 

kuyucuğun optik dansiteleri okundu ve IL-10 konsantrasyonları standartların optik 

dansitelerine göre hesaplandı. Sonuçlar pg/ml olarak sunuldu. 
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Dönüştürücü Büyüme Faktörü-β Konsantrasyonunun Ölçümü 

Hücre kültürü supernatantlarında TGF-β konsantrasyonunun belirlenmesinde 

ELISA maymuna özgü ELISA kiti (MBS737903, MyBioSource, Inc., San Diego, CA, 

USA) kullanıldı. Tüm örnekler çift çalışıldı. ELISA basamakları üretici firmanın 

önerdiği şekilde gerçekleştirildi. Kitin ölçüm aralığı 0-1.000 pg/ml idi. Standartlar kiti 

içinde 0 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml olarak 

mevcuttu. Mikropleytteki standart kuyucuklarına 100’er µl standart örneklerinden, test 

kuyucuklarına 100’er µl hücre kültürü supernatantlarından pipetlendi. Tüm kuyucuklara 

önce 10 µl balans solüsyonu eklenerek mikropleyt nazikçe çalkalandı ve ardından 

kuyucuklara 50 µl konjugat pipetlendi ve mikropleyet çalkalandı.  Üzeri şeffaf yapışkan 

filmle kapatılan mikropleyt 37° C’de 1 saat inkubasyona bırakıldı. Süre sonunda, 

kuyucukların tamamı boşaltılarak tüm kuyucuklar yıkama solüsyonu ile 5 kez yıkandı. 

Bütün kuyucuklara 50 μl substrat A ve 50 μl substrat B solüsyonu eklendi. Mikropleytin 

üzeri şeffaf yapışkan filmle kapatılarak ve ışıktan uzak tutularak 25° C’de 15 dakika 

bekletildi. Daha sonra her bir kuyucuğa 50 µl stop solüsyonu eklenerek reaksiyon 

durduruldu. Mikropleytin optik dansitesi 450 nm dalga boyunda ölçüldü. Test sonunda 

her kuyucuğun absorbansı mikropleyt okuyucuda kaydedilerek TGF-β 

konsantrasyonları standart optik dansitelerine göre hesaplandı. Sonuçlar pg/ml olarak 

sunuldu. 

 

3.2.2. İstatistiksel Değerlendirme 

Tez çalışmasından elde edilen verilerin istatistiksel analizleri için SPSS 22.0 

paket programından yararlanıldı. Önemlilik testlerine geçilmeden önce tüm veriler 

parametrik test varsayımlarından normallik yönünden Shapiro Wilk ile, varyansların 

homojenliği yönünden ise Levene testi ile değerlendirildi. Gruplar arası farklılığın 

anlamlı bulunduğu durumlarda ileri aşama (post-hoc) testi olarak parametrik test 

varsayımlarını sağlayan değişkenler için Duncan testinden yararlanıldı. Tüm istatistiksel 

değerlendirmeler için minimum p<0,05 değeri istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul 

edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Apigeninin Vero Hücrelerindeki Sitotoksisite Yüzdeleri 

Apigeninin, 12 saat boyunca, 1 μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml konsantrasyondaki 

farklı dozlarının Vero hücrelerinde oluşturduğu sitotoksisite düzeyleri Şekil 13’te 

sunuldu. 

 

        Şekil 13. Apigeninin farklı dozlarındaki sitotoksisite yüzdeleri (4 tekrarlı) 

Apigeninin, 12 saat boyunca, 1 μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml konsantrasyondaki 

farklı dozlarının Vero hücrelerinde oluşturduğu sitotoksisite düzeyleri sırası ile % 24,2, 

% 44,5 ve % 58,6 olarak belirlendi. 
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4.2. Lipopolisakkarit Uygulamasının Vero Hücrelerinde Proenflamatuar 

Sitokin Yanıtına Etkileri 

 Lipopolisakkarit uygulamasının Vero hücrelerinde proenflamatuar sitokinler 

olan IL-6 konsantrasyonuna olan etkileri Şekil 14’te ve TNF-α konsantrasyonuna olan 

etkileri Şekil 15’te sunuldu. 

 

 

                 Şekil 14.LPS’nin farklı dozlarındaki IL-6 konsantrasyonları (4 tekrarlı) 

 

Hücre kültürüne 2, 4, 8 ve 24 saat boyunca 0,1 μg/ml, 1 μg/ml, 2 μg/ml, 5 

μg/ml ve 10 μg/ml konsantrasyonlarında LPS uygulaması sonucu Vero hücre kültürü 

mediumlarında IL-6 konsantrasyonu ölçüldüğünde, en yüksek 160±7,35pg/ml IL-6 

konsantrasyonu olarak 4 saat boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulaması ile ulaşıldığı 

anlaşıldı. Negatif kontrol hücrelerinde IL-6 konsantrasyonu 53±3,92 pg/ml olarak 

ölçüldü. 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0,1 μg/ml 1 μg/ml 2 μg/ml 5 μg/ml 10 μg/ml

KONTROL

2 saat

4 saat

8 saat

24 saat

IL
-6

 k
o
n

sa
n

tr
a
sy

o
n

u
 (

p
g
/m

l)



28 
 

 

                 Şekil 15. LPS’nin farklı dozlarındaki TNF-α konsantrasyonları (4 tekrarlı) 

Enflamasyon oluşturulması amacıyla 2, 4, 8 ve 24 saat boyunca 0,1 μg/ml, 1 

μg/ml, 2 μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml konsantrasyonlarında LPS ile kültüre edilen Vero 

hücre mediumlarından TNF-α konsantrasyonlarına dair elde edilen sonuçlara göre 4 saat 

boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulamasının 290 ±14,49 pg/ml TNF-α konsantrasyonuna 

neden olduğu anlaşıldı. Negatif kontrol hücrelerinde TNF-α konsantrasyonunun 

67±5,72 pg/ml olduğu belirlendi. 
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4.3. Lipopolisakkarit Uygulanan Vero Hücrelerinde Apigeninin IL-10 

Konsantrasyonuna Etkisi 

Lipopolisakkarit uygulanan Vero hücrelerinde apigeninin IL-10 

konsantrasyonuna etkisi Şekil 16’da sunuldu. 

 

Şekil 16. LPS uygulanan Vero hücrelerinde apigeninin IL-10 konsantrasyonuna etkisi (4 tekrarlı) 

Negatif kontrol grubundaki Vero hücrelerinin IL-10 konsantrasyonu 62,3±8,5 

pg/ml olarak ölçüldü. Dört saat boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulamasının Vero 

hücrelerinde 359,0±16,9 pg/ml IL-10 konsantrasyonuna neden olduğu anlaşıldı. Vero 

hücrelerinin 12 saat boyunca 5 μg/ml apigenine maruz bırakılması ile 58,3±6,4 pg/ml 

IL-10 düzeyi ölçüldü. Hücrelerin önce 4 saat boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulamasına 

ve ardından 12 saat boyunca 5 μg/ml apigenin uygulamasına tabi tutulması ile IL-10 

konsantrasyonunun 155,0±9,5 pg/ml olduğu belirlendi. Bu sonuçlar doğrultusunda LPS 

uygulanan hücrelerdeki IL-10 konsantrasyonun, kontrol hücrelerdeki, apigenin 

uygulanan hücrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan hücrelerdeki IL-10 

konsantrasyonuna göre anlamlı derecede yüksek olduğu bulundu (p<0,05). 
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4.4. Lipopolisakkarit Uygulanan Vero Hücrelerinde Apigeninin TGF-β 

Konsantrasyonuna Etkisi 

Lipopolisakkarit uygulanan Vero hücrelerinde apigeninin TGF-β 

konsantrasyonuna etkisi Şekil 17’de sunuldu. 

 

Şekil 17. LPS uygulanan Vero hücrelerinde apigeninin TGF-β konsantrasyonuna etkisi (4 tekrarlı) 

Dönüştürücü büyüme faktörü-beta konsantrasyonlarının, negatif kontrol 

grubunda 27,0±4,2 pg/ml olduğu belirlendi. Vero hücrelerine 4 saat boyunca 5 μg/ml 

dozda LPS uygulaması sonucunda TGF-β konsantrasyonunun 312,8±10,2 pg/ml olduğu 

anlaşıldı. Vero hücrelerine 12 saat boyunca 5 μg/ml apigenin uygulamasının 32,3±3,9 

pg/ml TGF-β konsantrasyonuna neden olduğu tespit edildi. Vero hücrelerinin, 4 saat 

boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulamasına ve hemen ardından 12 saat boyunca 5 μg/ml 

apigenin uygulamasına maruz bırakılması sonucunda TGF-β düzeyinin 150,0±11,0 

pg/ml olduğu anlaşıldı. LPS uygulanan hücrelerdeki TGF-β düzeyinin, kontrol 

hücrelerdeki, apigenin uygulanan hücrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan 

hücrelerdeki TGF-β düzeylerinden önemli düzeyde (p<0,05) yüksek olduğu saptandı.  
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5. TARTIŞMA 

Böbrek hastalıkları hem insanlarda hem de hayvanlarda önemli bir sağlık 

problemi olmaya devam etmektedir. Bilimsel araştırmalar böbrek hastalıklarının 

patogenezinde enflamasyonun rol oynadığını göstermektedir (Grandaliano ve ark., 

1996; Oberg ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2008; Silverstein, 2009; Tucci ve ark., 2010; 

Lepenies ve ark., 2011; Vianna ve ark., 2011; Tbahriti ve ark., 2013; Akchurin ve 

Kaskel, 2015). Böbrek hastalıklarında enflamasyon, sitokinlerin salınımını uyararak ve 

adhezyon moleküllerinin üretimini ve aktivitesini artırarak böbrek hastalığının 

ilerlemesine katkıda bulunmaktadır (Grandaliano ve ark., 1996; Oberg ve ark., 2004; 

Zhang ve ark., 2008; Silverstein, 2009; Tucci ve ark., 2010; Lepenies ve ark., 2011; 

Vianna ve ark., 2011; Tbahriti ve ark., 2013; Akchurin ve Kaskel, 2015). Son yıllarda, 

enflamatuar hastalıkların tedavisi konusundaki bilimsel çalışmalar antienflamatuar etkili 

flavonoidlerin kullanımına yoğunlaşmaktadır. Flavonoidler, enflamasyon 

mediyatörlerini modüle ederek enflamasyonu engellemek ya da hafifletmek amaçlı 

kullanım alanı bulmaktadır (Serafini ve ark., 2010; Ribeiro ve ark., 2015). Enflamatuar 

böbrek hastalığı modellerinde flavonoid uygulamalarının, enflamasyonu baskılayarak 

böbrek hasarını hafiflettiği rapor edilmiştir (Impellizzeri ve ark., 2015; Xu ve ark., 

2015; Kandemir ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017). Apigeninin iyi bir antienflamatuar 

etki gösterdiği bilinmekle birlikte, LPS ile indüklenen böbrek hücre enflamasyonu 

üzerine olası etkisi bilinmemektedir. Sunulan tez çalışmasında, apigeninin böbrek hücre 

hattında oluşturulan enflamasyon üzerine olası etkisi, antienflamatuar sitokinler olan IL-

10 ve TGF-β konsantrasyonlarının ölçülmesiyle belirlendi. 

Flavonoid kullanımının, böbrek hastalıklarının profilaksisinde ve tedavisinde 

etkili olduğu bilinmektedir. Flavonoidlerin antiviral, antienflamatuar ve antioksidan etki 

göstererek böbrekteki olası koruyucu etkileri üzerine yoğun araştırmalar devam 

etmektedir (Dahal ve Mulukuri, 2015). Hesperidinin, asetaminofen kaynaklı oksidatif 

stres ve toksisite üzerine hepatoprotektif ve nefroprotektif etkinliğinin araştırıldığı bir 

çalışmada ratlara 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarında hesperidin verilmiştir. Çalışma 

sonucunda, asetaminofenden kaynaklı proksimal ve distal kıvrımlı tüplerde aktifleşen 

NFκB ekspresyonunun renal enflamasyona yol açtığı ve hesperidinin NFκB 

ekspresyonunu inhibe ederek ratları böbrek enflamasyonundan koruduğu gösterilmiştir 

(Ahmad ve ark., 2012). İzoflavon bakımından zengin soya gıdalarının alımının 
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hemodiyaliz hastalarında enflamatuar mediyatörler aracılığı ile sistemik enflamasyonu 

hafifletebileceği bildirilmiştir (Fanti ve ark., 2006). Ratlarda adeninle indüklenen 

deneysel kronik böbrek hastalığında bitkisel bir flavonoid olan krisinin 10 mg/kg, 50 

mg/kg ve 250 mg/kg dozlarındaki uygulamasının, böbrekteki hasarı hafiflettiği rapor 

edilmiştir (Ali ve ark., 2015). Fruktoz ile beslenen ratlarda diyetle epikateşin 

takviyesinin renal korteksteki enflamasyonu hafiflettiği anlaşılmıştır (Prince ve ark., 

2016). 

İnsan renal proksimal tübüler epitel hücrelerinde (HK-2), 0,1-10 μg/ml doz 

aralığında LPS uygulamasının IL-6 salınımını artırdığı rapor edilmiştir (Huang ve ark., 

2005). Araştırıcılar, 24 saat süre ile 0,1 μg/mL konsantrasyonda LPS uygulanan HK-2 

hücrelerinin IL-6 düzeyinin 467±50 pg/ml, negatif kontrol hücrelerin IL-6 düzeyinin 

97±12 pg/ml olduğunu saptamışlardır. Doz 10 μg/ml olarak uygulandığında HK-2 

hücrelerindeki IL-6 düzeyinin 1204±130 pg/ml olduğu bildirilmiştir. Bu çalışma ile 

uyumlu olarak, çalışmamız sonucunda, negatif kontrol hücrelerinde IL-6 

konsantrasyonu 53±3,92 pg/ml iken 4 saat boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulandıktan 

sonra IL-6 konsantrasyonunun yaklaşık üç kat artarak 160±7,35 pg/ml’ye yükseldiği 

anlaşıldı. Hu ve ark., (2012) HK-2 hücrelerine 8 saat boyunca, 0-10 µg/ml 

konsantrasyonda LPS uygulamasının doza bağımlı olarak monosit kemoatraktan 

protein-1 düzeyini önemli ölçüde artırdığı rapor edilmiştir. Üç saat boyunca 10 μg/ml 

LPS'ye maruz bırakılan HK-2 hücrelerinde TNF-α konsantrasyonunun belirgin düzeyde 

yükseldiği rapor edilmiştir (Zager ve ark., 2007). Çalışmamızda, Vero hücrelerine 4 saat 

boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulamasının, hücre kültürü supernatantındaki TNF-α 

konsantrasyonunu negatif kontrol hücrelerinde 67±5,72 pg/ml olan düzeyden 290±14,49 

pg/ml’ye yükselttiği belirlendi.  

Rat makrofaj hücre hattına 12 saat boyunca 0,1 μg/ml, 1 μg/ml ve 10 μg/ml 

konsantrasyonlarda apigenin uygulanmış ve her üç dozun da sitotoksik etki 

göstermediği belirtilmiştir (Smolinski ve Pestka, 2003). Araştırıcılar, apigeninin 

sırasıyla 1 μg/ml ve 10 μg/ml dozlarının, LPS ile indüklenen IL-6 konsantrasyon artışını 

baskıladığını ancak TNF-α konsantrasyonu üzerine etki göstermediğini ifade 

etmişlerdir. Çalışmamızın bulguları, Vero hücrelerine 12 saat boyunca, 1 μg/ml, 5 μg/ml 

ve 10 μg/ml konsantrasyonda apigeninin uygulanması sonucunda sitotoksisite 

düzeylerinin sırası ile % 24,2, % 44,5 ve % 58,6 olduğunu gösterdi.  
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Apigeninin TNF-α kaynaklı NF-κB transkripsiyonel aktivasyonunu önemli 

ölçüde inhibe ettiği bildirilmiştir (Funakoshi-Tago ve ark., 2011). Bu araştırıcılar, 

farelerde apigenin uygulamasının, akut keregenen-indüklü ayak ödemini belirgin 

şekilde hafiflettiğini ortaya koymuşlardır. Apigenin LPS ile uyarılan fare 

makrofajlarında NF-κB aktivitesini baskılayarak proenflamatuar sitokinler olan IL-1β, 

IL-8 ve TNF üretimini inhibe ettiği ve apigenin inflamasyonu baskılayıp bağışıklık 

cevaplarını in vivo olarak modüle ettiği ortaya konulmuştur (Nicholas ve ark., 2007). 

İntratrakeal akut akciğer hasarı oluşturulmuş farelerde apigeninin profilaktik olarak 

uygulanmasının, COX-2 ve NF-κB yolaklarını baskılamak suretiyle bronkoalveoler 

lavaj sıvısında artmış IL-1β, IL-6 ve TNF-α düzeylerini, lökosit sayısını ve nötrofil 

yüzdesini azaltarak, antienflamatuar etki gösterdiği belirtilmiştir (Wang ve ark., 2014). 

Ratlarda kurşun uygulaması ile oluşturulan renal oksidatif stres ve enflamasyon üzerine 

25 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarında kuersetin uygulamasının plazma IL-1β, IL-6 ve TNF-

α konsantrasyonlarını anlamlı olarak (p<0,01) azalttığı ve kuersetinin rat böbreklerinde 

lökosit infiltrasyonunu etkili bir şekilde baskıladığı rapor edilmiştir (Liu ve ark., 2012).  

Sisplatin kaynaklı nefrotoksisitede naringin tedavisinin böbrek dokusundaki 

TNF-α düzeylerini azalttığı bildirilmiştir (Chtourou ve ark., 2016). Diyabete bağlı 

böbrek hasarının azaltılmasında genisteinin çeşitli enflamatuar belirteçler üzerine olası 

etkisinin değerlendirildiği bir çalışmada diyabetik farelere 10 hafta boyunca haftada üç 

kez, 10 mg/kg genistein verilerek üriner monosit kemoatraktant protein-1 (MCP-1) 

atılımı ve böbrek hücrelerarası adhezyon molekül-1 (ICAM-1) protein ekspresyonu 

üzerine etkileri değerlendirilmiştir. Genistein tedavisinin diyabetik farelerde üriner 

MCP-1 atılımını ve böbrekte ICAM-1 ekspresyonunu anlamlı olarak azalttığı 

gösterilmiştir (Elmarakby ve ark., 2011). Tek taraflı üreteral tıkanıklık oluşturulan 

farelerde tubulointerstisyel fibrozisin iyileştirilmesi amacıyla uygulanan baisaleinin, 

NF-κB ve Mitojen aktif protein kinaz sinyal yolaklarının inaktivasyonu yoluyla 

enflamatuar süreci inhibe ettiği rapor edilmiştir (Wang ve ark., 2015). Malik ve ark., 

(2015), sisplatin kaynaklı akut böbrek hasarında 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg 

nobiletin uygulamasının antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik özelliklerini 

değerlendirmişler ve nobiletin tedavisinin TNF-α düzeylerini doza bağımlı olarak 

baskıladığını ve en önemli baskılamanın ise 5 mg/kg dozunda olduğunu rapor 

etmişlerdir. Bütün bu çalışmaların sonuçları, enflamasyonla seyreden hastalıkların 
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tedavisinde flavonoid takviyesinin umut vaad ettiğini göstermektedir. 

Farelerde sisplatin ile indüklenen böbrek hasarı üzerine apigeninin etkilerinin 

ve moleküler mekanizmalarının araştırıldığı bir çalışmada farelere sisplatin ile birlikte 5 

mg/kg, 10 mg/kg ve 20 mg/kg apigenin uygulaması yapılmıştır. Çalışma sonucunda 

apigeninin, sisplatin ile indüklenen patolojik değişiklikleri doza bağımlı şekilde 

iyileştirdiği, TNF-α, IL-1β ve TGF-β mRNA ekspresyonlarındaki artışları doza bağımlı 

olarak azalttığı gösterilmiştir (He ve ark., 2016). Sunulan çalışmada, dört saat boyunca 

5 μg/ml dozda LPS uygulamasının Vero hücrelerinde 359,0±16,9 pg/ml IL-10 

konsantrasyonuna neden olduğu anlaşıldı. Vero hücrelerinin önce 4 saat boyunca 5 

μg/ml dozda LPS uygulamasına ve ardından 12 saat boyunca 5 μg/ml apigenin 

uygulamasına tabi tutulması ile IL-10 konsantrasyonunun 155,0±9,5 pg/ml olduğu 

belirlendi. Lipopolisakkarit uygulanan hücrelerdeki IL-10 konsantrasyonun, kontrol 

hücrelerdeki, apigenin uygulanan hücrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan 

hücrelerdeki IL-10 konsantrasyonuna göre önemli ölçüde artmış olduğu belirlendi 

(p<0,05). Benzer şekilde, LPS uygulanan hücrelerdeki TGF-β düzeyinin, kontrol 

hücrelerdeki, apigenin uygulanan hücrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan 

hücrelerdeki TGF-β düzeylerinden önemli düzeyde (p<0,05) yüksek olduğu saptandı.  

Tez çalışmasından elde edilen veriler bir bütün olarak dikkate alındığında 

apigeninin in vitro LPS-indüklü böbrek hücre hasarının iyileştirilmesi sürecinde 

belirlenen olumlu etkilerinin ortaya çıkmasında enflamasyon mediyatörleri olan 

proenflamatuar ve antienflamatuar sitokin yanıtlarını modüle etmesinin rol oynadığı 

anlaşıldı. Tez bulguları, in vitro böbrek hücre enflamasyonu modelinde apigenin 

uygulamasının IL-10 ve TGF-β sitokinlerinin salınımını inhibe ederek enflamasyonu 

baskıladığını gösterdi. Projeden elde edilen veriler, hem insanlarda hem de hayvanlarda 

enflamasyonla seyreden böbrek hastalıklarının tedavisinde kullanılma potansiyeli 

taşıdığını göstermesi bakımından önem arz etmektedir. Elde edilen sonuçların bilimsel 

merkezler tarafından teyit edilmesi yanında klinik uygulamalarla desteklenmesine 

ihtiyaç duyulmaktadır. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Böbrek hastalıklarının patogenezinde enflamasyon önemli bir rol 

oynamaktadır. Enflamasyon, böbrek dokusunda sitokinlerin salınımını indükleyerek, 

adhezyon moleküllerinin hem üretimini hem de aktivitesini artırarak enflamatuar hasara 

yol açmaktadır. Antienflamatuar, antioksidan ve antikanser, antiproliferatif, 

antimetastatik, antiviral ve antimikrobiyal etkisi kanıtlanmış bir flavonoid olan apigenin 

pek çok enflamatuar bozukluğun hafifletilmesinde ve/veya giderilmesinde kullanım 

potansiyeli taşımaktadır. Sunulan tez çalışması ile apigeninin LPS ile indüklenen in 

vitro böbrek hücre enflamasyonu üzerine olası etkisi değerlendirildi. Apigeninin, 12 

saat boyunca, 1 μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml konsantrasyondaki farklı dozlarının Vero 

hücrelerinde oluşturduğu sitotoksisite düzeylerinin sırası ile % 24,2, % 44,5 ve % 58,6 

olduğu tespit edildi. Vero hücre kültürünün, 2, 4, 8 ve 24 saat boyunca 0,1 μg/ml, 1 

μg/ml, 2 μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml konsantrasyonlarında LPS’ye maruz bırakılması 

sonucu hücre kültürü mediumlarındaki IL-6 konsantrasyonunun, 4 saat boyunca 5 μg/ml 

dozda LPS uygulaması ile en yüksek değer olan 160±7,35 pg/ml’ye ulaştığı belirlendi. 

Negatif kontrol hücrelerinde IL-6 konsantrasyonu 53±3,92 pg/ml olarak bulundu. 

Enflamasyon oluşturulması amacıyla 2, 4, 8 ve 24 saat boyunca 0,1 μg/ml, 1 μg/ml, 2 

μg/ml, 5 μg/ml ve 10 μg/ml konsantrasyonlarında LPS ile kültüre edilen Vero hücre 

mediumlarından TNF-α konsantrasyonlarına dair elde edilen sonuçlara göre 4 saat 

boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulamasının 290 ±14,49 pg/ml TNF-α düzeyine yol 

açtığı saptandı. Negatif kontrol hücrelerinde TNF-α düzeyinin 67±5,72 pg/ml olduğu 

kaydedildi.  Vero hücrelerinin önce 4 saat boyunca 5 μg/ml dozda LPS uygulamasına ve 

ardından 12 saat boyunca 5 μg/ml apigenin uygulamasına maruz bırakılması ile IL-10 

konsantrasyonunun 155,0±9,5 pg/ml olduğu anlaşıldı. Lipopolisakkarit uygulanan 

hücrelerdeki IL-10 ve TGF-β düzeylerinin, kontrol hücrelerdeki, apigenin uygulanan 

hücrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan hücrelerdeki IL-10 ve TGF-β düzeylerine 

yükseldiği tespit edildi (p<0,05).  
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Sunulan tez çalışmasının bulguları, in vitro böbrek hücre enflamasyonuna 

apigenin takviyesi ile IL-10 ve TGF-β sitokinlerinin salınımının baskılandığını gösterdi. 

Tez çalışmasının, enflamatuar böbrek hastalıklarının tedavisi konusunda yapılacak 

bilimsel çalışmalara katkıda bulunacağı düşünülmektedir. Bununla birlikte, tez 

çalışmasından elde edilen bulguların, klinik uygulamalardaki kullanılabilirliği açısından 

in vivo denemelerle desteklenmesi gerektiği düşünülmektedir. 
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