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OZET

BOBREK HUCRELERINDE LIPOPOLISAKKARITLE iINDUKLENEN
ENFLAMASYONA APIGENININ OLASI KORUYUCU ETKISININ IN VITRO
BELIRLENMESI
Amag: Apigeninin iyi bir antienflamatuar etki gosterdigi bilinmekle birlikte,
lipopolisakkaritle indiiklenen bobrek hiicre enflamasyonu iizerine olas1 koruyucu etkisi
bilinmemektedir. Onerilen tez calismasinda, apigeninin in vitro bdbrek hiicre
enflamasyonu modelinde antienflamatuar sitokinler olan 1L-10 ve TGF-f diizeylerine

etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: Sunulan tez projesinde, bobrek hiicre enflamasyonu Afrika yesil
maymun bobrek hiicre hattinda (Vero) olusturuldu. Calismamizda, negatif kontrol
grubu, lipopolisakkarit (LPS) ile enflamasyonun indiiklendigi grup, apigenin uygulanan
grup ile LPS+apigenin uygulanan grup olmak tizere 4 grup olusturuldu. Apigeninin
Vero hiicrelerindeki sitotoksik etkisi hiicre sayim testi ile degerlendirildi.
Lipopolisakkaritin enflamasyon dozu hiicre kiiltiirii supernatantlarindaki TNF-a ve 1L-6
konsantrasyonlarinin 6l¢iimiiyle belirlendi. Hiicre kiiltiirii mediumlarinda TNF-a, 1L-6,
IL-10 ve TGF-B konsantrasyonlart ELISA test kitleri kullanilarak ELISA yo6ntemi ile
olgiildii.

Bulgular:  Lipopolisakkarit ~ uygulanan  hiicrelerdeki  IL-10 ve  TGF-p
konsantrasyonlarinin, kontrol hiicrelerdeki, apigenin uygulanan hiicrelerdeki ve
LPS+apigenin uygulanan hiicrelerdeki IL-10 ve TGF-B konsantrasyonlarindan énemli
diizeyde (p<0,05) yiiksek oldugu saptandi.

Sonug: Tez calismasindan elde edilen bulgular, in vitro bobrek hiicre enflamasyonu
modelinde apigenin uygulamasimin IL-10 ve TGF-B sitokinlerinin salinimini inhibe
ederek enflamasyonu baskiladigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Apigenin; Bébrek hiicre hasari; /n vitro; Lipopolisakkarit

Selen AKSQY, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Aralik-2017



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-f 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-o and
IL-6 concentrations in cell culture supernatants. TNF-a, IL-6, IL-10 and TGF-p
concentrations in cell culture medium were measured by ELISA using ELISA test Kits.
Results: IL-10 and TGF-B concentrations in cells treated with lipopolysaccharide were
found significantly higher (p<0.05) than IL-10 and TGF-B 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 1L-10 and TGF-f release.

Keywords: Apigenin; /n vitro; Lipopolysaccharide; Renal cell damage

Selen AKSQOY, Master Thesis,
Ondokuz Mayis University - Samsun, December-2017
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1. GIRIS

Bobrek hastaliklari, iilkemizde ve diger iilkelerde hem insanlarda hem de
hayvanlarda énemli bir saglik problemi olmaya devam etmektedir (Meguid EI Nahas ve
Bello, 2005; Jha ve ark., 2013; Grauer, 2016; Hill ve ark., 2016). Bobrek hastaliklarinin
patogenezinde enflamasyonun rol oynadigi bilinmektedir. Enflamasyon bobrek
dokusunda sitokinlerin salinimini uyararak, adhezyon molekiillerinin iiretimini ve
aktivitesini artirarak bobrek hastaliginin ilerlemesine katkida bulunmaktadir
(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; Thahriti ve ark.,
2013; Akchurin ve Kaskel., 2015). Bobrek enflamasyonunda interlokin (IL)-6, timor
nekroz faktor alfa (TNF-a), trombosit tiirevli bliytime faktorii (PDGF) ve donistiiriicii
biylime faktorii-beta 1 (TGF-B1) gibi enflamatuar sitokinlerin rol oynadigi
bilinmektedir (Wada ve ark., 2003; Glassock, 2011). Nefrotik sendromlu hastalarda,
mononiikleer hiicre TNF-a, IL-1, IL-4 ve IL-13 diizeyleri, IL-18 diizey ve ekpresyonu
ile IL-2 ekspresyonunu artmaktadir (Suranyi ve ark., 1993; Shimoyama ve ark., 2004;
Shalaby ve ark., 2013).

Son yillarda, enflamatuar hastaliklarin tedavisi konusundaki bilimsel ¢alismalar
antienflamatuar etkili flavonoidlerin kullanimina yogunlasmaktadir. Birgok flavonoid
antibakteriyel, antioksidatif aktivite, serbest radikal siipiirme kapasitesi, koroner kalp
hastaliginin 6nlenmesi, hepatoprotektif, antienflamatuar, antikanser ve antiviral ajan
olarak tibbi etkinlik gostermektedir (Kumar ve Pandey, 2013). Benzer yapidaki bitkiler
tarafindan sentezlenen bir polifenolik bilesik ailesi olan flavonoidler, antosiyanidin,
flavanol, flavanon, flavonol, flavon ve isoflavon gibi alt siniflara ayrilmaktadir. Meyve
ve sebzelerde dogal olarak bol miktarda bulunan bir bitki flavonu olan apigenin gesitli
hiicresel siireglerde antienflamatuar, antioksidan ve antikanser, antiproliferatif,
antimetastatik, antiviral, anti-mikrobiyal 6zellikler de dahil olmak iizere gesitli biyolojik
aktiviteleri gosteren 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; W¢jcik ve ark., 2013; Fu ve ark., 2014; Shibata ve ark.,
2014; Morimoto ve ark., 2015; Karamese ve ark., 2016). Apigenin, monosit hiicreleri



tarafindan mitojenle aktive protein kinaz yolaklarin1 modiile ederek T yardimer hiicre-1
ve -2 iligkili kemokin iiretimini baskilamakta ve antienflamatuar etki gostermektedir
(Huang ve ark., 2010). Fare makrofajlarinda, lipopolisakkarit ile uyarilan siklooksijenaz
(COX-2) ve nitrik oksit sentetaz-2 aktivitelerinin ve ekspresyonlarinin apigenin
tarafindan baskilandig1 ve bu sekilde apigeninin antienflamatuar etkisinin ortaya ¢iktigi
ifade edilmistir (Liang ve ark., 1999). Intratrakeal akut akciger hasar1 fare modelinde
apigeninin profilaktik kullaniminin bronkoalveoler lavaj sivisinda interlokin-1 beta (IL-
1B), interlokin-6 (IL-6) ve timor nekroz faktor alfa (TNF-o) konsantrasyonlarini
azalttig1, 16kosit sayisin1 ve notrofil yiizdesini azaltarak, COX-2 ve NF-kB yolaklarin
baskiladig1 ve enflamasyonu hafiflettigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2014).

Sunulan proje kapsaminda apigeninin in vitro bobrek hiicre enflamasyonu
modelinde antienflamatuar sitokinler olan 1L-10 ve TGF-f diizeylerine etkisi
degerlendirildi. Sunulan proje ile bobrek hiicrelerinde lipopolisakkaritle indiiklenen

enflamasyona apigeninin olas1 koruyucu etkisinin in vitro belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek Hastaliklar

Bobrek hastaliklari hem insanlarda hem de hayvanlarda yasam Kkalitesini
olumsuz yonde etkileyen onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bobrek
hastaliklarinin  erken tanis1 ve tedavisi ilerleyici bobrek fonksiyon kaybinin
engellenmesinde ve morbiditenin azaltilmasinda biiyiik dnem tasimaktadir (Locatelli ve
ark., 2002). Bobrek hastaliklar1 baslica; akut bobrek yetmezligi, kronik bdbrek
yetmezligi, kalitsal bobrek hastaliklari, bobrek tasi hastaligi, bobrek tiimorii, bobrek
enfeksiyonu, ilag kaynakli bobrek hastaligi ile diyabet ve hipertansiyon-iliskili bobrek
hastaliklar1 olmak tizere siniflandirilmaktadir (Akdemir ve Birol, 2005).

2.2. Bobrek Hastaliklarinda Enflamasyonun Rolii

Akut ve kronik bobrek hastaliklarinin etiyopatogenezinde enflamasyon ve
bagisiklik sisteminin aktive olmasi rol oynamaktadir. Enflamasyonun glomeruler,
tubuler ve interstisyel hasara yol actigi bildirilmektedir (Imig ve Ryan, 2013). immun
sistem aktivasyonu ve enflamasyonun akut bobrek hasari ve kronik bobrek hastaligi

patogenezindeki rolii Sekil 1°de 6zetlendi.

Sekil 1. Immun sistem aktivasyonu ve enflamasyonun akut bobrek hasar1 ve kronik bébrek

hastalig1 patogenezindeki rolii (Imig ve Ryan, 2013)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DImig%20JD%5BAuthor%5D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D23720336

Nefrit, bobregin iltihaplanmast olup glomeruluslar ve tubulleri ve bunlarin
etrafindaki interstisyel dokuyu da tutan yangisal bir tablodur. Akut nefrit, kronik nefrit
ve nefrotik sendrom olmak iizere ti¢ sinifa ayrilmaktadir. Nefritte I1L-6, TNF-a, PDGF
ve TGF-B1 gibi enflamatuar sitokinler 6nemli rol oynamaktadir (Wada ve ark., 2003;
Glassock, 2011). Nefrit tablosunda immun sistem aktivasyonunun ve enflamasyonun rol
oynadig bilinmektedir. Nefrotik sendromlu hastalarda mononiikleer hiicre TNF-a, IL-1,
IL-4 ve IL-13 diizeylerinin, IL-18 diizey ve ekpresyonu ile IL-2 ekspresyonunun arttigi
rapor edilmistir (Suranyi ve ark., 1993; Shimoyama ve ark., 2004; Shalaby ve ark.,
2013). immun sistem bilesenleri ve bobrek hastaliginin patogenezinde rol oynayan

proteinler Sekil 2°de gosterildi (Imig ve Ryan, 2013).

Sekil 2. Immun sistem bilesenleri ve bdbrek hastaliginin 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

Sekil 3. Bobrek hastaliginin ilerlemesinde yangisal siireglerin sematik gosterimi (Imig ve Ryan, 2013)

Enflamasyonun bobrek dokusunda sitokinlerin {iretimini uyararak ve adhezyon
molekiillerinin sentezini ve aktivasyonunu uyararak bobrek hasarina neden oldugu 6ne
stirilmistiir (Hill ve ark., 1994). Bobregin enflamasyonu bobrekteki kan akiminda ve

glomeruler filtrasyon hizinda (GFR) diismeye yol agmaktadir (Noronha ve ark., 2002).



Sekil 4. Kronik bobrek hastaliginda enflamasyonun nedenleri ve sonuglar1 (Akchurin ve Kaskel, 2015)

2.3. Enflamasyonun Vaskiiler ve Hiicresel Yanitlari

Enflamasyon vaskiiler ve hiicresel yanitlarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Aktive olan lenfosit ve makrofajlardan sitokinler tretilerek endoteli aktive
etmekte ve biliylime faktorlerinin salgilanmasina, adhezyon artisina, nétrofillerin
fagositik ve sitotoksik etki gostermesine ve nitrik oksit sentezine yol agmaktadir
(Conner ve Grisham, 1996; Selders ve ark., 2017). Enflamatuar yanitta IL-1B ve TNF-
a’nin baglica rol oynadigi bilinmektedir (Tan ve ark., 1999; Medzhitov, 2008). Akut
enflamasyon fazinda hasarlt dokunun mikro damar sisteminde sivi, plazma proteinleri
ve lokositlerin transvaskiiler kaymalar1 gergeklesmektedir ve mediyatorler lokal bir
enflamatuar eksudat olusturmaktadir. Vaskiiler endotel, bagisikligin diizenlenmesi ve
hemostazin siirdiiriilmesinde gorev yapmaktadir. Vaskiiler endotel normalde inaktif
durumdadir ancak uyaranin kendisi ile ya da zararli uyariya karsi tiretilen enflamatuar
sitokinler ile yara ve enflamasyon bdlgelerinde aktiflesmektedir. Aktiflesen vaskiiler
endotel, 16kosit-endotel hiicresi adhezyon molekiilleri (CAM) dahil bir takim zara bagl
proenflamatuar molekiilleri agiga ¢ikarmakta, periferal kan lokositlerini ¢eken ve
pihtilasmaya neden olan c¢oziinlir faktorleri salgilamaktadir. Vaskiiler hasar,

homeostazin  siirdiiriilmesinde gorevli platalet ve koagiilasyon proteinlerinin

6



aktivasyonunu uyararak, enflamasyon alaninda 16kosit alimi1 ve platelet trombozunu
gerceklestirmektedir. Enflamatuar sitokinler, endotoksin, immun kompleksler, fiziksel
ve kimyasal hasar gibi zararli uyaranlara kars1 aktif doku makrofajlar1 ve lenfositler
tarafindan primer yanit olarak salgilanan kiiclik peptidlerdir. Sitokinler farkli hiicreler
tizerinde genis bir etki alanina sahiptir. Sitokinlerin ana etkileri akut faz reaksiyonu
baslatmak ve vaskiiler endotel, 16kositler, trombositler ile fibroblastlar1 aktive ederek
enflamatuar yanit1 olusturan vaskiiler, hiicresel ve humoral olaylar1 kademeli olarak
baslatmaktir. Interlokin-1p ve TNF-a enflamatuar yanit olusturan baslica sitokinlerdir

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

2.4. Enflamatuar Siirecte Bilgi Akisi

Enflamatuar siire¢ travmaya karsi doku bazli bir dizi reaksiyon igermektedir.
Travmaya ilk yanit hiicrelerin biyoaktif peptitleri serbest birakmasi, ikinci yanit ise
hasarli hiicrelerin hiicre dis1 alanda bulunduklarinda yapisal olarak hiicre iginde
eksprese edilen ve sitokin tiretimini tetikleyen proteinleri salgilamasidir (Nathan, 2002).
Sekil 5°te hafif travma ve enfeksiyonu takiben bilgi akisinin sematik goriiniimii yer

almaktadir.



Sekil 5. Hafif travma ve enfeksiyonu takiben bilgi akis1 (Nathan, 2002)

Sinyallere tepki olarak, perivaskiiler mast hiicreleri histamin, sitokin, kemokin,
eikozanoid, triptaz ve proteaz salgilamaktadir. Makrofaj ve monosit-tiirevi TNF ve
kemokinler nétrofilleri enflamasyon alanina gekerek etkin hale getirmektedir (Nathan,
2002). Enflamasyon ve immun yanit igin protein tirozin Kinazlar, protein kinaz C,
fosfodiesteraz, fosfolipaz A2, lipoksijenazlar ve siklooksijenaz gibi diizenleyici
enzimlerin aktivasyonlar1 gereklidir. Bu enzimler, endotel hiicreleri ve enflamasyona
katilan bir¢ok ©zel hiicrenin aktivasyonu igin oldukca Onemlidir. Arasidonik asit

salimimi, enflamatuar yanit i¢in baslangi¢ noktasidir (Rathee, 2009).



2.5. Lipopolisakkaritlerin Yapisi

Lipopolipolisakkaritler (LPS) gram-negatif bakterilerin dis zarinda bulunan ve
bakterilerin fonksiyonel biitlinltigii i¢in hayati 6nem tasiyan yapilardir (Erridge ve ark.,
2002). Lipopolipolisakkarit molekiilleri bir bisfosforillenmis lipit ve bakterinin disina
dogru uzanan bir hidrofilik polisakkaritten olugsmaktadir. Lipit parcacig: iki degerlikli
katyonlar tarafindan stabilize edilmektedir ve LPS molekiillerinin en dis membran
yapragimin matriksini  olusturmaktadir.  Polisakkaritten 1ise genelikle 10-12
monosakkaritten olusan bir ¢ekirdek oligosakkarit ve tekrar eden birimlerden olusan bir
polisakkarit zinciri olan O-spesifik zincir olmak tizere iki ayr1 bolgeden olusmaktadir.
O-zincir yapisi, tiire veya bakteri soyuna serotip 0zgiinliiglinii vermekte ve birimler
bakterilerin konak¢1 savunma sisteminden ve serum kompleksinin saldirisindan kagisina

yardim etmektedir (Caroff ve ark., 2002).

Sekil 6. Enterobakteriyel LPS kimyasal yapisinin sematik gosterimi. Kisaltmalar: GIlcN: glukozamin;
Kdo: 2-keto-3-deoksioktulosonik asit; Hep: L-glisero-D-manno-heptoz; P: fosfat; Zikzak
cizgiler: yag asitleri (Caroff ve ark., 2002)



2.6. Lipopolisakkaritlerin Fonksiyonel Ozellikleri

Bakteri LPS’leri enfekte olmus konakgilarda bagisiklik sistemini giiglii bir
sekilde diizenlemekte ve endotoksik soka neden olabilmektedirler (Caroff ve ark.,
2002). Lipopolisakkarite yanit hizli gelismekte, TNF-a, IL-6 ve IL-1B gibi bir dizi
proenflamatuar mediyator salinimina yol agmakta ve enflamasyonu tetikleyerek konaket

savunmasina katkida bulunmaktadir (Erridge ve ark., 2002).

2.7. Enflamasyon ile Tliskisi Olan Bazi Flavonoidler

Flavonoidler ve diger bitki fenolikleri antikanserojenik, antienflamatuar,
antibakteriyel, bagisiklik uyarici, antialerjik, antiviral serbest radikal temizleme,
vazodilator ve Ostrojenik etkilerinin yanm1 sira fosfolipaz A2, siklooksijenaz ve
lipoksigenaz, glutatyon rediiktaz ve ksantin oksidaz inhibitorleri olarak ¢ok cesitli
biyolojik aktivite gosterirler (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 Hiicre Modellerinde Antienflamatuar
Ozellikleri
Bitkisel flavonoidlerin in vitro ve in vivo antienflamatuar etkinlige sahip
oldugu bilinmektedir. Bitkisel flavonoidler bu etkilerini fosfolipaz A2, siklooksijenazlar
ve lipoksijenazlar da dahil olmak iizere eikozanoid iireten enzimlerin inhibisyonu ile
gerceklestirmektedir. Bu inhibisyon prostanoidlerin ve l16kotrienlerin konsantrasyonunu
azaltir. Baz1 flavonoidler, ozellikle flavon tiirevleri, siklooksijenaz-2, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz ve bazi Onemli sitokinler gibi proenflamatuar etki gosteren
molekiillerin gen ekspresyonu modiile ederek antienflamatuar aktivite gdsterir (Kim ve

ark., 2004). Flavonoidlerin etki mekanizmasi1 Sekil 7°de sunuldu.

10



Sekil 7. Flavonoidlerin etki mekanizmasi, F: flavonoid, NSAID: nonsteroid antiinflamatuar ilaglar,
SAID: steroidal antenflamatuar ilaglar, =: enzim inhibisyonu ifadesi Vel expresyonun down

regulasyonu (Kim ve ark., 2004)
2.9. Apigenin

Apigenin (4°,5,7-trihidroksiflavon), molekiiler agirhg 270,24 g ve kimyasal
formiilii C15H100s5 olan bitkisel bir flavonoiddir (Shukla ve Gupta, 2010).

Apigeninin iki boyutlu yapisi Apigeninin {i¢ boyutlu yapisi

Sekil 8. Apigeninin iki boyutlu ve ii¢ boyutlu yapis1 (Pashaei, 2016)
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Apigenin elma, portakal, limon, greyfurt, ¢ay, maydanoz, kereviz, biberiye,
kekik, feslegen, kisnis, sar1 papatya, karanfil, enginar ve ispanakta bol miktarda
bulunmaktadir (Shukla ve Gupta, 2010; Pashaei, 2016). Apigenin 4'5,7 -
trihidroksiflavon olarak {i¢ hidroksil ikame edicisine sahip bir flavonoid tiirevidir.
Hidroksil gruplarmin uzaklastirilmasi, flavonlarin temel yapisimi vermektedir (a).
Apigenin 4', 5 ve 7 pozisyonlarinda ayr1 ayr1 mono-siibstitiisyonlu hale getirilmekte ve
sonugta farkli bilesikler olan 4'-hidroksiflavon (b), 7-hidroksiflavon (c) ve 5-
hidroksiflavon (d) olusmaktadir. Daha fazla hidroksilasyon ile 4 ', 7-dihidroksiflavon
(e), 4', 5-dihidroksiflavon (f) ve 5,7-dihidroksi flavonlar1 (g) seklinde {i¢ adet
dihidroksi-flavon tiretebilmektedir. Apigenin, temel flavonoid iskeletinin 4', 5 ve 7
konumlarindaki segici hidroksil substitusyonlarindan iiretilen en ¢ok yedi olasi analoga

sahiptir (Ali ve ark., 2017). Apigenin tiirevleri ve dogal analoglar1 Sekil 9°da gosterildi.

Sekil 9. Apigenin tiirevleri ve dogal analoglar1 (Ali ve ark., 2017)
(a) Flavon temel yapisi, (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. Biitiin
flavonoidler temel olarak, bitkilerde sikimik asit yolu tek bir temel yolaktan
sentezlenmektedir. Bu yolakta eritroz-4-fosfat ve fosfoenol piruvat aromatik amino
asitlere doniistiirilmektedir. Eritroz-4-fosfat ve fosfoenol piruvat
dihidroarabinoheptulosonat-7-fosfat sentaz etkisi altinda birleserek
dihidroarabinoheptulosonat-7-fosfati olusturmaktadir. Dihidroarabinoheptulosonat-7-
fosfat daha sonra dehidroquinat, dehidro sikimik asit, sikimik asit ve amino asitler
iceren aromatik halkaya doniistiiriilmektedir. Halkalar sinnamik asit gibi fenil propanoid
bilesiklerinden olusmaktadir. Sinnamik asitten birka¢ biyosentetik basamak ile
naringenin iretilmektedir. Naringenin, flavon sentaz enzimi ile apigenine, apigenin ise
glikozilasyon, metilasyon ve hidroksilasyon ile tiirevlerine doniistiiriilmektedir
(Kahraman ve ark., 2002; Ali ve ark., 2017). Apigeninin ve apigenin tiirevlerinin

biyosentezi Sekil 10°da sunuldu.

Sekil 10. Apigenin ve tiirevlerinin biyosentezi (Ali ve ark., 2017)
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2.10. Bitkilerdeki Apigenin Tiirevleri

Bitkilerde bulunan bazi apigenin tiirevleri Tablo 1°de sunuldu.

Tablo 1. Bitkilerdeki apigenin tiirevleri.

[sim

Kaynagi

Kimyasal yapis1

Apiin (apigenin  7-O-
apioglukozit)

Maydanoz ve kereviz
(Mencherini ve ark, 2007,
Kasthuri ve ark, 2009)

Apigetrin  (apigenin  7- | Papatya (Lim ve ark, 2016)
glukozit)

Viteksin  (apigenin  8-C- | Mung  fasulyesi,  bambu
glukozit) yapragi, alig¢ yapragi

(Prabhakar ve ark, 1981)

Izoviteksin (apigenin 6-C-
glukozit)

bambu
yapragi

Mung  fasulyesi,
yapragi, bezelye
(Peng ve ark, 2008)

Rhoifolin
(apigenin 7-O-
neohesperidoside)

Sumak yapragi, greyfurt
(Rao ve ark, 2011)

Schaftoside (apigenin 6-C-
glukozit 8-C-arabinoside)

Yilan yastigi (Wohlmuth ve
ark., 2010)

Acacetin
(4’- metoksi 5,7-
dihidroksiflavon)

Propolis, damiana ve hus
agact (Kim ve ark., 2014,
Jiang ve ark, 2017)
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2.11. Apigeninin Metabolizmasi

Polifenollerin emilimi baslica bagirsaklarda olmaktadir. Glikozitler ince
bagirsakta veya kolonda hidrolize edilerek salinan aglikonlar emilmektedir (D’ Archivio
ve ark., 2010). Bir polifenol tiirevinin serbest aglikona hidrolizinden sonra, polifenoller
metilasyon, siilfasyon ve glukuronidasyon ile konjuge edilmektedir. Gida polifenolleri
farmakolojik dozlarda uygulandiginda dolasimda serbest formda bulunmaktadir
(Scalbert ve ark., 2002). Biiyiik dozdaki polifenoller kan dolasimina gegmeden 6nce
esas baglica karacigerde konjugasyona maruz kalarak yapisal degisikliklere
ugramaktadir (D’Archivio ve ark.,, 2010). Kiiciik dozda ise bagirsak mukozasi
tarafindan metabolize edilmektedir (Scalbert ve ark., 2002). Midede ya da ince
bagirsakta emilen, karacigerde metabolize olan ve safra i¢ine atilan veya enterositten
dogrudan ince bagirsaga atilan polifenoller glukuronit formunda kolona ulasmaktadir.
Midede ya da ince bagirsakta emilime ugramayan polifenoller ise kolona taginmakta ve
kolon mikroflorasi polifenoliin fenolik asitler gibi daha basit bilesiklere pargcalanmasini
saglamaktadir (Scalbert ve Williamson, 2000).

2.12. Apigeninin Antienflamatuar Etkileri

Apigeninin antienflamatuar 6zelliklere sahip oldugu pek ¢ok arastirma ile
ortaya konulmustur (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 akciger hasar1 modelinde profilaktik apigenin uygulamasinin
bronkoalveoler lavaj sivisinda IL-1B, IL-6 ve TNF-a konsantrasyonlarini, 16kosit
sayisin1 ve notrofil ylizdesini azaltarak, COX-2 ve niikleer faktér kappa b (NF-xB)
yolaklarin1 baskilayarak antienflamatuar etki gosterdigi rapor edilmistir (Wang ve ark.,
2014). Apigeninin akciger dokusunda lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen NF-xB
aktivitesini baskiladigi, enflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu azalttig1 ve kemotaktik
faktorlerin birikimini azalttigi rapor edilmistir (Cardenas ve ark., 2016). Apigeninin,
insan monosit hiicreleri tarafindan T yardimer hiicre-1 ve -2 (Th1- Th2) iliskili kemokin
liretimini mitojenle aktive protein kinaz yolaklarin1 modiile ederek baskiladig

antienflamatuar potansiyeli oldugu bildirilmistir (Huang ve ark., 2010). Apigeninin fare
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makrofajlarinda, LPS ile indiiklenmis COX-2 ve nitrik oksit sentetaz-2 aktivitelerini ve
ekspresyonlarin1 baskilayarak antienflamatuar etki gosterdigi anlagilmistir (Liang ve
ark., 1999). Ovalbumin ile duyarlilastirilmis BALB/c farelere diyetle apigenin
uygulamasinin, Th2 hiicrelerden interlokin-4 (IL-4) salimimimi inhibe ettigi
belirlenmistir (Yano ve ark., 2007). Apigenin, TNF-a kaynakli NF-«xB transkripsiyonel
aktivasyonunu baskilamaktadir (Funakoshi-Tago ve ark., 2011). Apigeninin TNF-a
sinyal yolagina etkisi Sekil 11’de sunuldu.

Sekil 11. Apigeninin TNF-a sinyal yolagina etkisi. Apigenin TNF-o kaynakli NF-kB transkripsiyonel

aktivasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe etmektedir (Funakoshi-Tago ve ark., 2011)
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2.13. interlékin-10’un Bébrek Hastahklarindaki Rolii

Interlokin-10, Thl ve Th2 hiicre cevaplarmi baskilayan, NK hiicrelerin
sitotoksik etkisini artiran antienflamatuar bir sitokindir (Del Prete ve ark., 1993). Th2-
polarize hiicreleri Th1 hiicrelerini azaltarak ve makrofaj aktivasyonunu baskilayarak IL-
4, IL-5 ve 1L-10 gibi antienflamatuar sitokinleri salgilamaktadirlar. interlokin 10, Thil
hiicrelerinin iirettigi sitokin {iretimini engelleyebilen bir Th2 yardimci T-hiicresi {iriinii
olup B hiicrelerini aktive ederek fazla miktarda IgG, IgA ve IgM salgilanmasini
indiiklemektedir. Interlokin-10, humoral yanitlarn diizenlenmesinde onemli bir rol
oynamaktadir (Rousset ve ark., 1992; Mosmann ve Sad, 1996).

Yetiskin saglikli bobrekte IL-10'un en biiyiik lokal kaynagi mesangiyal
hiicreler olup bu hiicreler bobrek fonksiyonlarinin anahtar regiilatorleri olarak hiicre disi
matriksin salgilanmasi ve bakimi ile glomerulun normal yapisinin ve fonksiyonlarinin
siirdiiriilmesinde 6nemli gorev almaktadir. Mesangiyal hiicre c¢ogalmasi ile
iliskilendirilen IL-10 artistnin glomerulonefrit, IgA nefropatisi (Berger hastaligi) ve
mikroskopik polianjit gibi ¢esitli bobrek hastaliklarinin patofizyolojisinde rol oynadigi
oOne siiriilmektedir (Sinuani ve ark., 2010; Sinuani ve ark., 2013).

Son donem bobrek hastaligi olan bireylerde, renal replesman tedavisi boyunca
biyo-uyumsuzluk reaksiyonlarina neden olan ajanlar, endotoksinler, aktif tamamlayict
parcaciklar nedeniyle monosit ve makrofajlarda IL-10 tiretimi artmakta ve bu durum
artmis IL-10 plazma diizeylerine yol agmaktadir. Kronik bobrek hastaligi bulunan
tiremik hastalarda kronik monosit aktivasyonunun bir sonucu olarak saglikli bireylere
kiyasla IL-10 konsantrasyonlar1 daha yiiksek seviyelerdedir (Stenvinkel ve ark., 2005).
Diyabetik nefropatili hastalarin dolagimindaki IL-10 seviyelerinin yiikseldigi ve
albuminuri ile birlikte serumda artmig I1L-10 konsantrasyonlari ile diyabetik nefropatinin
siddeti arasinda korelasyon ve IL-10 artisinin dolayli olarak diyabetik nefropati
progresyonuna katkida bulunabilecegi bildirilmektedir (Mysliwska ve ark., 2005).
Dalaktan iretilen IL-10’un obezite kaynakli bobrek hastaliklarina karsi koruyucu
olabilecegi ve obez bireylerde ise dalaktan IL-10 indiiklenmesinin azaldig bildirilmistir
(Gotoh ve ark., 2013; Spoto ve Zoccali, 2013). Interlokin 10 eksikligi tek tarafli uretral
tikaniklik  olusturulan fare modelinde bdbrek enflamasyonunu ve fibrozisini

artirmaktadir (Jin ve ark., 2013).
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2.14. Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta (TGF-f)’min Bdbrek
Hastahklarindaki Rolii

Doniistiirticti biiytime faktorii beta (TGF-p), hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini,
apoptozunu, migrasyonunu ve bir¢ok farkli hiicrenin adhezyonunu diizenleyen sitokin
ailesinin bir iyesidir. Donistiiriicti biiylime faktorii beta ailesi embriyogenezis, doku
onarimi ve doku homeostazinin korunmasinda rol oynamakta ve enflamasyon ve
fibrozisin biiyiik bir diizenleyicisi olarak bilinmektedir. Epitelyal mikro yaralanmalarda
TGF-B sinyal dizisi aktivasyonu epitelyal apoptozis ve epitelyal/mezenkimal gecis dahil
olmak {izere, fibrojenik odaklar1 tetikleyen ve kronik bdbrek hasarinda progresif
fibrogenezise neden olan, hiicre tiirline bagli ¢esitli sinyalizasyon ve aktivasyonu
baglatabilmektedir. Doniistiiriicii biiytime faktorii beta’nin, kronik bobrek hastaligi
gelisimi sirasinda fibroblast ¢ogalmasi, epitelyal gecis, tubuler ve ekstraselluler
fibroblast tiretimi, tubuler hiicre silinmesine ve interstisyel fibroza yol acan epitelyal
hiicre 6limii gibi 6nemli patolojik olaylara aracilik ettigi gosterilmistir (Chang ve ark.,
2002; Bottinger, 2007; Lopez-Hernandez ve Lopez-Novoa, 2012).

Farkli patolojik durumlarda glomerullerden TGF-f iiretimi artmaktadir.
Glomerulonefritlerde, antiglomeruler taban membrani nefritlerinde, Habu-venom
glomerulonefritlerinde, puromisin kaynakli nefrozda, diyabetik glomerulopatide,
nefropati ile iligkili tiretral tikaniklik durumlarinda TGF-B sekresyonu uyarilmaktadir
(Border ve ark., 1992; Kitamura ve Siitd, 1997; Koya ve ark., 1997; Murakami ve ark.,
1997). Tip 2 diyabet fare modelinde nétrlestirici bir anti-TGF-p antikoru ile yapilan
tedavinin diyabetik nefropati gelisimini Onleyebilecegi gosterilmistir. Renal TGF-f3
aktivitesinin inhibe edilmesinin, bu fare modelinde glomeruler bazal membran
kalinlagsmasint ve mesangiyal matriks genislemesini kismen tersine dondiirdiigii
gosterilmistir (Chen ve ark., 2003). Nefrotik sendromda idrarda TGF-f diizeyinin arttigi
bildirilmistir (Wasilewska ve Zoch-Zwierz, 2004). Nefrotik sendromlu olgularda
yapilan bir ¢alismada agir proteinuriden muzdarip hastalarin bobrek dokusunda TGF-f
sentezi ve ekspresyonu tubuler epitel hiicreleri sitoplazmasi i¢inde lokalizedir. Uriner
TGF-p salgilanmasi nefrotik hastalarda saglikli kisilere kiyasla anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (Goumenos ve ark., 2002). Fokal segmental glomeruloskleroz da TGF-
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B’nin anlamli olarak yiiksek oldugu bildirilmistir (Akagi ve ark., 1996; Kim ve ark.,
2003).

Ekstraselluler matriks birikimi ile TGF-B’nin yakindan iligkili oldugu
bilinmektedir (Schnaper ve ark., 2009). Tekrarlanan glomeruler yaralanmalar
sonrasinda glomeruler tiirevli TGF-B’nin tubulointerstisyel hiicreleri aktive ederek
TGF-B {iretebilecegi ortaya konulmustur. Glomeruler ve tubulointerstisyel hiicreler
tarafindan siirekli olarak TGF-B ekspresyonunun hiicre disi matris birikimine ve
ilerleyici bobrek fibrozunun gelisimine yol agacagi bildirilmistir (Yamamoto ve ark.,

1994).
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3.  MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Vero Hiicre Kiiltiirii
Sunulan tez ¢alismasinda, in vitro bobrek hiicre enflamasyonu modeli Afrika
yesil maymun bdbrek hiicre hattinda (Vero) olusturuldu. Hiicre kiiltiiri Ondokuz Mayis

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal1 Laboratuvari’nda hazirland.

Sekil 12. Vero hiicrelerinin invert mikroskoptaki goriiniimii (x 4 biiylitme)

3.1.2.Deneme Plani

Vero hiicre kiiltiirli Dulbecco tarafindan modifiye edilen MEM solusyonu
(DMEM) ve %10 fotal dana serumu ile hazirlanan vasatta {iretildi. Olasi
kontaminasyonu engellemek amaciyla filtre kapakli hiicre kiiltiirii flasklar1 kullanildi ve

besiyeri iki giinde bir degistirildi. Hiicre sagkalimi ve morfolojik yapisi invert
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mikroskop ile degerlendirildi.

Enflamasyon olusturulmasi amaciyla, hiicreler, 2, 4, 8, 16 ve 24 saat boyunca
farkli lipopolisakkarit (E. coli O111: B4) konsantrasyonlar1 (0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 2
ug/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml) ile kiiltiire edildi. Lipopolisakkaritin enflamasyon dozu
daha onceki bilimsel ¢alismalar (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 alinarak Vero
hiicre kiiltiirii supernatantlarindaki TNF-a ve IL-6 konsantrasyonlarinin ol¢iimiiyle
belirlendi. Vero hiicrelerine 4 saat boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamasinin
enflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-6 konsantrasyonlarmi artirdigi saptandi.
Apigenin uygulamasi i¢in uygun dozun belirlenmesi amaciyla daha onceki in vitro
calisma (Smolinski ve Pestka, 2003) g6z oniinde bulundurulmakla birlikte hiicreler, 12
saat boyunca farkli apigenin konsantrasyonlar1 (1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml) ile
kiiltiire edildi ve uygun koruyucu doz hiicre sayim testi sonucuna gore belirlendi. Buna
gore, Vero hiicrelerine apigenin uygulamasmin uygun koruyucu dozu 5 pg/ml ve siiresi

12 saat olarak secildi. Tiim uygulamalar dort tekrarli gerceklestirildi.

Gruplar

Tez caligmas1 kapsaminda 4 grup olusturuldu.

1. grup (negatif kontrol grubu): Herhangi bir uygulama yapilmayan DMEM
vasat ortamindaki Vero hiicreleri

2. grup: Lipopolisakkarit eklenen DMEM vasat ortamindaki Vero hiicreleri

3. grup: Apigenin eklenen DMEM vasat ortamindaki Vero hiicreleri

4. grup: Lipopolisakkarit + apigenin eklenen DMEM vasat ortamindaki Vero
hiicreleri

Uygulamalardan sonra hiicre kiiltiirii mediumlar1 2.500 rpm'de 10 dakika
santrifiij edildi ve tstteki supernatanlarda ELISA analizleri ger¢eklestirildi (L1 ve ark.,
2017).

3.2. Metot
3.2.1. Analizler
Hiicre kiiltiiriiniin sitotoksisite analizleri Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirildi. ELISA analizleri,

Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
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Laboratuvari’nda gercgeklestirildi.

Apigeninin Non-sitotoksik Dozunun Hesaplanmasi (Sitotoksisite Testleri)

Apigeninin Vero hiicrelerindeki sitotoksik etkisi hiicre sayim testi (96992,
Sigma-Aldrich, USA) ile degerlendirildi. Test, lretici firma tarafindan bildirilen
yonteme gore uygulandi. Bu amagcla, 96 kuyucuklu pleyte mililitresinde 1x10° Vero
hiicresi olacak sekilde hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl ilave edilerek 37°C’
lik etiivde inkube edildi. Hiicreler 24 saat sonunda pleyt ylizeyini kapladiginda
kuyucuklardaki hiicre {iiretme vasati bosaltildi ve hiicre iiretme vasati igerisinde
hazirlanan, stok apigeninin 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml olmak iizere 3 farklh
konsantrasyonundan ve her sulandirmadan 2’ser kuyucuga 10 pl ilave edilerek pleytler
22°C’ lik etiivde inkube edildi. Kontrol hiicrelerin kuyucuklarina ise apigenin yerine 10
ul hiicre iiretme vasati ilave edildi. Inkubatérden 12 saat sonra alinan pleytlerin
kuyucuklart icerisindeki apigenin pipet yardimi ile bosaltilip, tiim kuyucuklara hiicre
sayim soliisyonundan 10 pl eklendi ve 37°C de 2 saat inkube edildi. Siire sonunda
Mikropleytin optik dansitesi, mikropleyt okuyucuda (Tecan Infinite F50) 450 nm dalga
boyunda okundu. Test 4 kez tekrarlandi ve apigeninin non sitotoksik dozu “[1- (OD test)
/ (OD kontrol] x100” formiiliine gére hesaplandi.

ELISA analizleri

IL-6 Konsantrasyonunun Olciimii

Hiicre kiiltiiri supernatantlarinda IL-6 konsantrasyonunun dl¢iimiinde maymuna
O0zgii ELISA test kiti (LS-F4822, LifeSpan Biosciences Inc., Seattle Downtown,
Washington, USA) kullanildi. Tiim 6rnekler c¢ift calisildi. ELISA basamaklar iiretici
firmanin Onerdigi sekilde gerceklestirildi. Kitin Ol¢im araligit 0-1.000 pg/ml idi.
Referens standart olan 1.000 pg/ml konsantrasyondaki standart 6rnek sulandirici ile
sulandirilarak 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 hazirlandi. Mikropleytteki standart kuyucuklarina
100’er pl standart oOrneklerinden, test kuyucuklarma 100’er upl hiicre kiiltiirii
supernatantlarindan pipetlendi. Mikropleytin iizeri seffaf yapigkan filmle kapatilarak
37° C'de 1 saat inkube edildi. Siire sonunda, kuyucuklarin tamami bosaltilarak tiim
kuyucuklara 100 pl Reaktif A soliisyonu pipetlendi. Mikropleytin {izeri seffaf yapiskan
filmle kapatilarak 37° C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Ardindan tiim kuyucuklardaki
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stvi bosaltilarak her bir kuyucuga 350 pl yikama soliisyonu eklendi ve 1-2 dakika
stireyle bekletildikten sonra aspire edilip mikropleyt kurutma kagidi iizerine ters
cevirilerek kuyucuklardaki sivi tamamen wuzaklastirildi. Yikama asamasi 3 kez
tekrarland1i. Tim kuyucuklara 100 pl Reaktif B konulduktan sonra iizeri filmle
kapatilarak 37° C’de 30 dakika inkube edildi. Siire sonunda kuyucuklardaki sivi aspire
edilerek tim kuyucuklar yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Ardindan her bir
kuyucuga 90 ul TMB substrat soliisyonu pipetlendi, yeni bir seffaf yapiskan filmle
kapatilarak ve 37 © C'de 15 dakika inkube edildi. Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl
stop sollisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Mikropleytin optik dansitesi 450 nm
dalga boyunda 6l¢iildii. Test sonunda her kuyucugun absorbans1 mikropleyt okuyucuda
kaydedilerek IL-6 konsantrasyonlari standart optik dansitelerine gore hesaplandi.

Sonuglar pg/ml olarak sunuldu.

Tiimér Nekroz Faktor-o Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Hiicre kiiltiirii supernatantlarinda TNF-o konsantrasyonu ELISA yontemi ile
maymuna Ozglii ELISA test kiti (LS-F4818, LifeSpan Biosciences Inc., Seattle
Downtown, Washington, USA) kullanilarak 6l¢iildi. Tiim drnekler ¢ift ¢alisildi. ELISA
basamaklari iiretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi. Kitin 6l¢tim araligi 0-500
pg/ml 1idi. Referens standart olan 500 pg/ml konsantrasyondaki standart Ornek
sulandirict 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
kuyucuklarma 100’er ul standart 6rneklerinden, test kuyucuklarmma 100’er pl hiicre
kiltiirii  supernatantlarindan pipetlendi. Mikropleytin lizeri seffaf yapiskan filmle
kapatilarak 37° C’ de 90 dakika inkube edildi. Siire sonunda, kuyucuklarin tamanm
bosaltilarak tiim kuyucuklara 100 pl Reaktif A soliisyonu pipetlendi. Mikropleytin tizeri
seffaf yapigskan filmle kapatilarak 37° C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Ardindan tiim
kuyucuklardaki sivi bosaltilarak her bir kuyucuga 350 pl yikama soliisyonu eklendi ve
1-2 dakika siireyle bekletildikten sonra aspire edilip mikropleyt kurutma kagid1 iizerine
ters cevirilerek kuyucuklardaki sivi tamamen uzaklastirildi. Yikama asamasi 3 kez
tekrarlandi. Tiim kuyucuklara 100 pl Reaktif B soliisyonu konulduktan sonra {izeri
filmle kapatilarak 37° C’de 30 dakika inkube edildi. Siire sonunda kuyucuklardaki sivi

aspire edilerek tiim kuyucuklar yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Ardindan her bir

23



kuyucuga 90 ul TMB substrat soliisyonu pipetlendi, yeni bir seffaf yapiskan filmle
kapatilarak ve 37° C'de yaklasik 15 dakika inkube edildi. Daha sonra her bir kuyucuga
50 ul stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Mikropleytin optik dansitesi 450
nm dalga boyunda 6l¢iildii. Mikropleyt okuyucuda her bir kuyucugun optik dansiteleri
okundu ve TNF-a konsantrasyonlar1 standartlarin optik dansitelerine gére hesaplandi ve

sonuglar pg/ml olarak sunuldu.

IL-10 Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Hiicre kiiltiirii supernatantlarinda IL-10 diizeyi ELISA yontemi kullanilarak
maymuna 6zgii ELISA kiti (LS-F25130, LifeSpan Biosciences Inc., Seattle Downtown,
Washington, USA) ile 6l¢iildii. Kitin 66l¢lim araligi 0-1.000 pg/ml olup tiim 6rnekler
cift calisildi. Stok standart olan 1.000 pg/ml konsantrasyondaki standart Ornek
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 ve 0 pg/ml’lik standartlar hazirlandi. Mikropleytteki standart
kuyucuklarma 100’er pl standart Srneklerinden, test kuyucuklarina 100’er pl hiicre
kiiltiiri  supernatantlarindan pipetlendi. Mikropleytin {izeri seffaf yapiskan filmle
kapatilarark 37° C’de 1 saat inkube edildi. Daha sonra kuyucuklardaki sivi aspire
edilerek biitlin kuyucuklara 100 pl Reaktif A soliisyonu eklendi. Mikropleyt, lizeri seffaf
yapiskan filmle kapatilarak 37° C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Tiim kuyucuklardaki
s1v1 bosaltilarak kuyucuklarin hepsine 350 pl yikama soliisyonu eklendi ve 1-2 dakika
sireyle bekletildikten sonra aspire edilip mikropleyt kurutma kagidi iizerine ters
cevirilerek kuyucuklardaki sivi tamamen wuzaklastirildi. Yikama asamasi 3 kez
tekrarlandi. Tiim kuyucuklara 100 pl Reaktif B soliisyonu konulduktan sonra iizeri
filmle kapatilarak 37° C’de 30 dakika inkube edildi. Siire sonunda kuyucuklardaki sivi
aspire edilerek tiim kuyucuklar yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Ardindan her bir
kuyucuga 90 pul TMB substrat soliisyonu pipetlendi, yeni bir seffaf yapiskan filmle
kapatilarak ve 37° C'de yaklasik 15 dakika inkube edildi. Daha sonra her bir kuyucuga
50 ul stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Reaksiyon sonunda mikropleytin
optik dansitesi 450 nm dalga boyunda kaydedildi. Mikropleyt okuyucuda her bir
kuyucugun optik dansiteleri okundu ve IL-10 konsantrasyonlar1 standartlarin optik

dansitelerine gore hesaplandi. Sonuglar pg/ml olarak sunuldu.
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Déniistiiriicii Biiyiime Faktorii-p Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Hiicre kiiltlirii supernatantlarinda TGF-B konsantrasyonunun belirlenmesinde
ELISA maymuna 6zgii ELISA kiti (MBS737903, MyBioSource, Inc., San Diego, CA,
USA) kullanildi. Tim o6rnekler ¢ift calisildi. ELISA basamaklari iiretici firmanin
onerdigi sekilde gerceklestirildi. Kitin 6l¢iim araligi 0-1.000 pg/ml idi. Standartlar kiti
icinde 0 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml olarak
mevcuttu. Mikropleytteki standart kuyucuklarina 100’er ul standart 6rneklerinden, test
kuyucuklara 100’er ul hiicre kiiltiirii supernatantlarindan pipetlendi. Tiim kuyucuklara
once 10 pl balans soliisyonu eklenerek mikropleyt nazik¢e calkalandi ve ardindan
kuyucuklara 50 pl konjugat pipetlendi ve mikropleyet calkalandi. Uzeri seffaf yapiskan
filmle kapatilan mikropleyt 37° C’de 1 saat inkubasyona birakildi. Siire sonunda,
kuyucuklarin tamami bosaltilarak tiim kuyucuklar yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.
Biitlin kuyucuklara 50 pl substrat A ve 50 pl substrat B soliisyonu eklendi. Mikropleytin
tizeri seffaf yapiskan filmle kapatilarak ve 1siktan uzak tutularak 25° C’de 15 dakika
bekletildi. Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu. Mikropleytin optik dansitesi 450 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Test sonunda
her kuyucugun absorbanst  mikropleyt okuyucuda kaydedilerek = TGF-
konsantrasyonlar1 standart optik dansitelerine gore hesaplandi. Sonuglar pg/ml olarak

sunuldu.

3.2.2. Istatistiksel Degerlendirme

Tez calismasindan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri i¢in SPSS 22.0
paket programimdan yararlanildi. Onemlilik testlerine gegilmeden once tiim veriler
parametrik test varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro Wilk ile, varyanslarin
homojenligi yoniinden ise Levene testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi farkliligin
anlamli bulundugu durumlarda ileri asama (post-hoc) testi olarak parametrik test
varsayimlarini saglayan degiskenler icin Duncan testinden yararlanildi. Tiim istatistiksel
degerlendirmeler i¢in minimum p<0,05 degeri istatistiksel a¢idan anlamli olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Apigeninin Vero Hiicrelerindeki Sitotoksisite Yiizdeleri
Apigeninin, 12 saat boyunca, 1 ug/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyondaki
farkl1 dozlarinin Vero hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisite diizeyleri Sekil 13°te

sunuldu.

60 -
40 -

20 - |
10 pg/ml
0 - 5 pg/ml
1 pg/ml

APIGENIN Kontrol

Sekil 13. Apigeninin farkli dozlarindaki sitotoksisite yiizdeleri (4 tekrarli)

Apigeninin, 12 saat boyunca, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyondaki
farkli dozlarmin Vero hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisite diizeyleri sirasi ile % 24,2,

% 44,5 ve % 58,6 olarak belirlendi.
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4.2. Lipopolisakkarit Uygulamasimin Vero Hiicrelerinde Proenflamatuar
Sitokin Yanmtina Etkileri

Lipopolisakkarit uygulamasinin Vero hiicrelerinde proenflamatuar sitokinler
olan IL-6 konsantrasyonuna olan etkileri Sekil 14’te ve TNF-a konsantrasyonuna olan
etkileri Sekil 15°te sunuldu.
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Sekil 14.LPS’nin farkli dozlarindaki IL-6 konsantrasyonlar1 (4 tekrarlr)

Hiicre kiiltlirtine 2, 4, 8 ve 24 saat boyunca 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5
pg/ml ve 10 ug/ml konsantrasyonlarinda LPS uygulamasi sonucu Vero hiicre kiiltiirii
mediumlarinda IL-6 konsantrasyonu oOl¢iildiigiinde, en yiiksek 160+7,35pg/ml IL-6
konsantrasyonu olarak 4 saat boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamas: ile ulasildig
anlasildi. Negatif kontrol hiicrelerinde IL-6 konsantrasyonu 53+3,92 pg/ml olarak
olgiildi.
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Sekil 15. LPS’nin farkli dozlarindaki TNF-o konsantrasyonlar1 (4 tekrarlr)

Enflamasyon olusturulmasi amaciyla 2, 4, 8 ve 24 saat boyunca 0,1 pg/ml, 1
pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda LPS ile kiiltiire edilen Vero
hiicre mediumlarindan TNF-a konsantrasyonlarina dair elde edilen sonuglara gore 4 saat
boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamasinin 290 +14,49 pg/ml TNF-a konsantrasyonuna
neden oldugu anlasildi. Negatif kontrol hiicrelerinde TNF-a konsantrasyonunun

67+5,72 pg/ml oldugu belirlendi.
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4.3. Lipopolisakkarit Uygulanan Vero Hiicrelerinde Apigeninin IL-10

Konsantrasyonuna Etkisi

Lipopolisakkarit  uygulanan = Vero  hiicrelerinde  apigeninin  IL-10

konsantrasyonuna etkisi Sekil 16’da sunuldu.

400 1 b
350 s
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IL-10 konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 16. LPS uygulanan Vero hiicrelerinde apigeninin IL-10 konsantrasyonuna etkisi (4 tekrarli)

Negatif kontrol grubundaki Vero hiicrelerinin 1L-10 konsantrasyonu 62,3+8,5
pg/ml olarak o6l¢iildii. Dort saat boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamasinin Vero
hiicrelerinde 359,0+16,9 pg/ml IL-10 konsantrasyonuna neden oldugu anlasildi. Vero
hiicrelerinin 12 saat boyunca 5 pg/ml apigenine maruz birakilmasi ile 58,3+6,4 pg/ml
IL-10 diizeyi 6l¢iildii. Hiicrelerin 6nce 4 saat boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamasina
ve ardindan 12 saat boyunca 5 pg/ml apigenin uygulamasina tabi tutulmasi ile IL-10
konsantrasyonunun 155,0+9,5 pg/ml oldugu belirlendi. Bu sonuglar dogrultusunda LPS
uygulanan hiicrelerdeki 1L-10 konsantrasyonun, kontrol hiicrelerdeki, apigenin
uygulanan  hiicrelerdeki ve  LPS+apigenin uygulanan hiicrelerdeki  IL-10

konsantrasyonuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu (p<0,05).
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4.4. Lipopolisakkarit Uygulanan Vero Hiicrelerinde Apigeninin TGF-p
Konsantrasyonuna Etkisi

Lipopolisakkarit  uygulanan  Vero hiicrelerinde  apigeninin  TGF-

konsantrasyonuna etkisi Sekil 17°de sunuldu.
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Sekil 17. LPS uygulanan Vero hiicrelerinde apigeninin TGF-f konsantrasyonuna etkisi (4 tekrarli)

Dontistiiricti  biiytime  faktorii-beta konsantrasyonlarinin, negatif kontrol
grubunda 27,0+4,2 pg/ml oldugu belirlendi. Vero hiicrelerine 4 saat boyunca 5 pg/ml
dozda LPS uygulamasi sonucunda TGF-B konsantrasyonunun 312,8+10,2 pg/ml oldugu
anlagildi. Vero hiicrelerine 12 saat boyunca 5 pg/ml apigenin uygulamasinin 32,3+3,9
pg/ml TGF-B konsantrasyonuna neden oldugu tespit edildi. Vero hiicrelerinin, 4 saat
boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamasina ve hemen ardindan 12 saat boyunca 5 pg/ml
apigenin uygulamasina maruz birakilmasi sonucunda TGF-B diizeyinin 150,0+11,0
pg/ml oldugu anlasildi. LPS uygulanan hiicrelerdeki TGF-B diizeyinin, kontrol
hiicrelerdeki, apigenin uygulanan hiicrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan

hiicrelerdeki TGF-p diizeylerinden 6nemli diizeyde (p<0,05) yiiksek oldugu saptandi.
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5. TARTISMA

Bobrek hastaliklart hem insanlarda hem de hayvanlarda 6nemli bir saglik
problemi olmaya devam etmektedir. Bilimsel arastirmalar bobrek hastaliklarinin
patogenezinde enflamasyonun rol oynadigini goéstermektedir (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; Thahriti ve ark., 2013; Akchurin ve
Kaskel, 2015). Bobrek hastaliklarinda enflamasyon, sitokinlerin salinimini uyararak ve
adhezyon molekiillerinin {retimini ve aktivitesini artirarak bobrek hastaliginin
ilerlemesine katkida bulunmaktadir (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; Thbahriti ve ark., 2013; Akchurin ve Kaskel, 2015). Son yillarda,
enflamatuar hastaliklarin tedavisi konusundaki bilimsel ¢alismalar antienflamatuar etkili
flavonoidlerin ~ kullanimina  yogunlagsmaktadir.  Flavonoidler,  enflamasyon
mediyatorlerini modiile ederek enflamasyonu engellemek ya da hafifletmek amach
kullanim alan1 bulmaktadir (Serafini ve ark., 2010; Ribeiro ve ark., 2015). Enflamatuar
bobrek hastaligi modellerinde flavonoid uygulamalarinin, enflamasyonu baskilayarak
bobrek hasarini hafiflettigi rapor edilmistir (Impellizzeri ve ark., 2015; Xu ve ark.,
2015; Kandemir ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017). Apigeninin iyi bir antienflamatuar
etki gosterdigi bilinmekle birlikte, LPS ile indiiklenen bobrek hiicre enflamasyonu
tizerine olas1 etkisi bilinmemektedir. Sunulan tez galigmasinda, apigeninin bobrek hiicre
hattinda olusturulan enflamasyon iizerine olasi etkisi, antienflamatuar sitokinler olan IL-
10 ve TGF-p konsantrasyonlarinin 6l¢iilmesiyle belirlendi.

Flavonoid kullaniminin, bobrek hastaliklarinin profilaksisinde ve tedavisinde
etkili oldugu bilinmektedir. Flavonoidlerin antiviral, antienflamatuar ve antioksidan etki
gostererek bobrekteki olast koruyucu etkileri iizerine yogun arastirmalar devam
etmektedir (Dahal ve Mulukuri, 2015). Hesperidinin, asetaminofen kaynakli oksidatif
stres ve toksisite iizerine hepatoprotektif ve nefroprotektif etkinliginin arastirildigi bir
calismada ratlara 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda hesperidin verilmistir. Calisma
sonucunda, asetaminofenden kaynakli proksimal ve distal kivrimli tiiplerde aktiflesen
NF«B ekspresyonunun renal enflamasyona yol actigi ve hesperidinin NFxB
ekspresyonunu inhibe ederek ratlar1 bobrek enflamasyonundan korudugu gosterilmistir

(Ahmad ve ark., 2012). izoflavon bakimindan zengin soya gidalarmin alimmin
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hemodiyaliz hastalarinda enflamatuar mediyatorler araciligr ile sistemik enflamasyonu
hafifletebilecegi bildirilmistir (Fanti ve ark., 2006). Ratlarda adeninle indiiklenen
deneysel kronik bobrek hastaliginda bitkisel bir flavonoid olan krisinin 10 mg/kg, 50
mg/kg ve 250 mg/kg dozlarindaki uygulamasinin, bobrekteki hasar1 hafiflettigi rapor
edilmistir (Ali ve ark., 2015). Fruktoz ile beslenen ratlarda diyetle epikatesin
takviyesinin renal korteksteki enflamasyonu hafiflettigi anlagilmistir (Prince ve ark.,
2016).

Insan renal proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinde (HK-2), 0,1-10 pg/ml doz
araliginda LPS uygulamasinin IL-6 salinimini artirdigi rapor edilmistir (Huang ve ark.,
2005). Arastiricilar, 24 saat siire ile 0,1 pg/mL konsantrasyonda LPS uygulanan HK-2
hiicrelerinin IL-6 diizeyinin 467+50 pg/ml, negatif kontrol hiicrelerin IL-6 diizeyinin
97£12 pg/ml oldugunu saptamislardir. Doz 10 pg/ml olarak uygulandiginda HK-2
hiicrelerindeki IL-6 diizeyinin 1204£130 pg/ml oldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma ile
uyumlu olarak, ¢alismamiz sonucunda, negatif kontrol hiicrelerinde IL-6
konsantrasyonu 53+3,92 pg/ml iken 4 saat boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulandiktan
sonra IL-6 konsantrasyonunun yaklasik ii¢ kat artarak 160+7,35 pg/ml’ye yiikseldigi
anlasildi. Hu ve ark., (2012) HK-2 hiicrelerine 8 saat boyunca, 0-10 pg/ml
konsantrasyonda LPS uygulamasimnin doza bagimli olarak monosit kemoatraktan
protein-1 diizeyini énemli Sl¢iide artirdigi rapor edilmistir. Ug saat boyunca 10 pg/ml
LPS'ye maruz birakilan HK-2 hiicrelerinde TNF-a konsantrasyonunun belirgin diizeyde
yiikseldigi rapor edilmistir (Zager ve ark., 2007). Calismamizda, Vero hiicrelerine 4 saat
boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamasinin, hiicre kiiltiirii supernatantindaki TNF-a
konsantrasyonunu negatif kontrol hiicrelerinde 67+5,72 pg/ml olan diizeyden 290+14,49
pg/ml’ye yiikselttigi belirlendi.

Rat makrofaj hiicre hattina 12 saat boyunca 0,1 pg/ml, 1 pg/ml ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarda apigenin uygulanmis ve her ii¢ dozun da sitotoksik etki
gostermedigi belirtilmistir (Smolinski ve Pestka, 2003). Arastiricilar, apigeninin
sirasiyla 1 pg/ml ve 10 pg/ml dozlarinin, LPS ile indiiklenen IL-6 konsantrasyon artigini
baskiladigim1 ancak TNF-o konsantrasyonu {iizerine etki gdstermedigini ifade
etmisglerdir. Calismamizin bulgulari, Vero hiicrelerine 12 saat boyunca, 1 pg/ml, 5 pg/ml
ve 10 pg/ml konsantrasyonda apigeninin uygulanmasi sonucunda sitotoksisite

diizeylerinin sirasi ile % 24,2, % 44,5 ve % 58,6 oldugunu gosterdi.
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Apigeninin TNF-o kaynakli NF-kB transkripsiyonel aktivasyonunu onemli
Olgiide inhibe ettigi bildirilmistir (Funakoshi-Tago ve ark., 2011). Bu arastiricilar,
farelerde apigenin uygulamasinin, akut keregenen-indiiklii ayak 6demini belirgin
sekilde hafiflettigini ortaya koymuslardir. Apigenin LPS ile wuyarilan fare
makrofajlarinda NF-xB aktivitesini baskilayarak proenflamatuar sitokinler olan IL-1,
IL-8 ve TNF iiretimini inhibe ettigi ve apigenin inflamasyonu baskilayip bagisiklik
cevaplarini in vivo olarak modiile ettigi ortaya konulmustur (Nicholas ve ark., 2007).
Intratrakeal akut akciger hasari olusturulmus farelerde apigeninin profilaktik olarak
uygulanmasinin, COX-2 ve NF-«B yolaklarin1 baskilamak suretiyle bronkoalveoler
lavaj sivisinda artmis IL-1B, IL-6 ve TNF-o diizeylerini, 16kosit sayisin1 ve noétrofil
ylizdesini azaltarak, antienflamatuar etki gosterdigi belirtilmistir (Wang ve ark., 2014).
Ratlarda kursun uygulamasi ile olusturulan renal oksidatif stres ve enflamasyon tizerine
25 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarinda kuersetin uygulamasinin plazma IL-1p, IL-6 ve TNF-
a konsantrasyonlarini anlamli olarak (p<0,01) azalttigi ve kuersetinin rat bobreklerinde
16kosit infiltrasyonunu etkili bir sekilde baskiladigi rapor edilmistir (Liu ve ark., 2012).

Sisplatin kaynakli nefrotoksisitede naringin tedavisinin bobrek dokusundaki
TNF-a diizeylerini azalttign bildirilmistir (Chtourou ve ark., 2016). Diyabete bagl
bobrek hasarinin azaltilmasinda genisteinin ¢esitli enflamatuar belirtecler iizerine olasi
etkisinin degerlendirildigi bir ¢calismada diyabetik farelere 10 hafta boyunca haftada tig
kez, 10 mg/kg genistein verilerek iiriner monosit kemoatraktant protein-1 (MCP-1)
atillmi ve bobrek hiicrelerarasi adhezyon molekiil-1 (ICAM-1) protein ekspresyonu
tizerine etkileri degerlendirilmistir. Genistein tedavisinin diyabetik farelerde iiriner
MCP-1 atilimim1 ve bdbrekte ICAM-1 ekspresyonunu anlamli olarak azalttigi
gosterilmistir (Elmarakby ve ark., 2011). Tek tarafli iireteral tikaniklik olusturulan
farelerde tubulointerstisyel fibrozisin iyilestirilmesi amaciyla uygulanan baisaleinin,
NF-kB ve Mitojen aktif protein kinaz sinyal yolaklarinin inaktivasyonu yoluyla
enflamatuar siireci inhibe ettigi rapor edilmistir (Wang ve ark., 2015). Malik ve ark.,
(2015), sisplatin kaynakli akut bobrek hasarinda 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg
nobiletin uygulamasinin antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik o6zelliklerini
degerlendirmigler ve nobiletin tedavisinin TNF-o diizeylerini doza bagimli olarak
baskiladigin1 ve en Onemli baskilamanin ise 5 mg/kg dozunda oldugunu rapor

etmiglerdir. Biitiin bu c¢alismalarin sonuglari, enflamasyonla seyreden hastaliklarin
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tedavisinde flavonoid takviyesinin umut vaad ettigini gostermektedir.

Farelerde sisplatin ile indiiklenen bdbrek hasari iizerine apigeninin etkilerinin
ve molekiiler mekanizmalarinin arastirildigi bir ¢alismada farelere sisplatin ile birlikte 5
mg/kg, 10 mg/kg ve 20 mg/kg apigenin uygulamasi yapilmistir. Calisma sonucunda
apigeninin, sisplatin ile indiiklenen patolojik degisiklikleri doza bagimli sekilde
iyilestirdigi, TNF-a, IL-1p ve TGF-B mRNA ekspresyonlarindaki artislart doza bagimli
olarak azalttig1 gosterilmistir (He ve ark., 2016). Sunulan ¢alismada, dort saat boyunca
5 pg/ml dozda LPS uygulamasinin Vero hiicrelerinde 359,0+16,9 pg/ml IL-10
konsantrasyonuna neden oldugu anlasildi. Vero hiicrelerinin 6nce 4 saat boyunca 5
pg/ml dozda LPS uygulamasmma ve ardindan 12 saat boyunca 5 pg/ml apigenin
uygulamasina tabi tutulmasi ile IL-10 konsantrasyonunun 155,0+£9,5 pg/ml oldugu
belirlendi. Lipopolisakkarit uygulanan hiicrelerdeki IL-10 konsantrasyonun, kontrol
hiicrelerdeki, apigenin uygulanan hiicrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan
hiicrelerdeki IL-10 konsantrasyonuna gore Onemli Olglide artmis oldugu belirlendi
(p<0,05). Benzer sekilde, LPS uygulanan hiicrelerdeki TGF-B diizeyinin, kontrol
hiicrelerdeki, apigenin uygulanan hiicrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan
hiicrelerdeki TGF-f diizeylerinden 6nemli diizeyde (p<0,05) yiiksek oldugu saptandi.

Tez caligmasindan elde edilen veriler bir biitiin olarak dikkate alindiginda
apigeninin in vitro LPS-indiiklii bobrek hiicre hasarinin iyilestirilmesi siirecinde
belirlenen olumlu etkilerinin ortaya ¢ikmasinda enflamasyon mediyatorleri olan
proenflamatuar ve antienflamatuar sitokin yanitlarin1 modiile etmesinin rol oynadig:
anlasildi. Tez bulgulari, in vitro bobrek hiicre enflamasyonu modelinde apigenin
uygulamasinin IL-10 ve TGF-f sitokinlerinin salinimini inhibe ederek enflamasyonu
baskiladigini gosterdi. Projeden elde edilen veriler, hem insanlarda hem de hayvanlarda
enflamasyonla seyreden bobrek hastaliklarinin tedavisinde kullanilma potansiyeli
tasidigini gostermesi bakimindan 6nem arz etmektedir. Elde edilen sonuglarin bilimsel
merkezler tarafindan teyit edilmesi yaninda klinik uygulamalarla desteklenmesine

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bobrek hastaliklarinin  patogenezinde enflamasyon onemli bir rol
oynamaktadir. Enflamasyon, bobrek dokusunda sitokinlerin salinimini indiikleyerek,
adhezyon molekiillerinin hem {iretimini hem de aktivitesini artirarak enflamatuar hasara
yol agmaktadir. Antienflamatuar, antioksidan ve antikanser, antiproliferatif,
antimetastatik, antiviral ve antimikrobiyal etkisi kanitlanmig bir flavonoid olan apigenin
pek ¢ok enflamatuar bozuklugun hafifletilmesinde ve/veya giderilmesinde kullanim
potansiyeli tasimaktadir. Sunulan tez ¢alismasi ile apigeninin LPS ile indiiklenen in
vitro bobrek hiicre enflamasyonu iizerine olasi etkisi degerlendirildi. Apigeninin, 12
saat boyunca, 1 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyondaki farkli dozlarinin Vero
hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisite diizeylerinin sirasi ile % 24,2, % 44,5 ve % 58,6
oldugu tespit edildi. Vero hiicre kiiltiiriiniin, 2, 4, 8 ve 24 saat boyunca 0,1 ug/ml, 1
pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml ve 10 ug/ml konsantrasyonlarinda LPS’ye maruz birakilmasi
sonucu hiicre kiiltiirii mediumlarindaki IL-6 konsantrasyonunun, 4 saat boyunca 5 pg/ml
dozda LPS uygulamas: ile en yiiksek deger olan 160+7,35 pg/ml’ye ulastigi belirlendi.
Negatif kontrol hiicrelerinde IL-6 konsantrasyonu 53+3,92 pg/ml olarak bulundu.
Enflamasyon olusturulmasi amaciyla 2, 4, 8 ve 24 saat boyunca 0,1 pg/ml, 1 pg/ml, 2
pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda LPS ile kiiltiire edilen Vero hiicre
mediumlarindan TNF-a konsantrasyonlarina dair elde edilen sonuglara gore 4 saat
boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamasinin 290 +£14,49 pg/ml TNF-a diizeyine yol
actig1 saptandi. Negatif kontrol hiicrelerinde TNF-a diizeyinin 67+5,72 pg/ml oldugu
kaydedildi. Vero hiicrelerinin 6nce 4 saat boyunca 5 pg/ml dozda LPS uygulamasina ve
ardindan 12 saat boyunca 5 pg/ml apigenin uygulamasina maruz birakilmasi ile 1L-10
konsantrasyonunun 155,0+£9,5 pg/ml oldugu anlasildi. Lipopolisakkarit uygulanan
hiicrelerdeki IL-10 ve TGF-B diizeylerinin, kontrol hiicrelerdeki, apigenin uygulanan
hiicrelerdeki ve LPS+apigenin uygulanan hiicrelerdeki IL-10 ve TGF-B diizeylerine
yiikseldigi tespit edildi (p<0,05).
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Sunulan tez g¢alismasmin bulgulari, in vitro bobrek hiicre enflamasyonuna
apigenin takviyesi ile IL-10 ve TGF- sitokinlerinin salinimimin baskilandigini gosterdi.
Tez calismasinin, enflamatuar bobrek hastaliklarinin tedavisi konusunda yapilacak
bilimsel c¢alismalara katkida bulunacagir disiiniilmektedir. Bununla birlikte, tez
caligmasindan elde edilen bulgularin, klinik uygulamalardaki kullanilabilirligi agisindan

in vivo denemelerle desteklenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.
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