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OZET

NARINGININ RENAL HUCRE ENFLAMASYONUNDA TROMBOSIT
KAYNAKLI BUYUME FAKTORU DUZEYINE ETKISININ IN VITRO
DEGERLENDIRILMESI
frem Oya YILMAZ
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
VETERINERLIK BIYOKIMYASI ANA BiLiM DALI
Yiiksek Lisans, Ocak/2022
Danisman: Prof. Dr. Giil Fatma YARIM

Amag: Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) izoformlarinin,  bdbrek
hiicrelerinde eksprese oldugu ve bobrek hastaliklarinin etiyopatogenezinde rol aldigi
bilinmektedir. Giiglii antioksidan ve antienflamatuar etkinlige sahip oldugu bilinen
naringinin, bdbrek bozukluklarmin ve hastaliklarinin profilaksisinde ve tedavi
edilmesinde basar1 sagladigi anlasilmaktadir. Sunulan tez c¢alismasinin amaci,
naringinin in vitro bobrek hiicre hasarinda PDGF tizerine etkisinin incelenmesidir.
Materyal ve Metot: Tez calismalarinda Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre
kiiltiirii kullanildi. Hiicre hasarinin olusturulmasi i¢in MDBK hiicre kiiltlirii 4 saat
boyunca 5 png/mL lipopolisakkarite (LPS) maruz birakildi. Naringin uygulamasi 4 saat
boyunca 1900 uM dozda gerceklestirildi. Naringinin ve LPS’nin MDBK
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi kolorimetrik hiicre sayim kiti ile degerlendirildi.
Deneysel uygulamalardan sonra hiicre kiiltiirli  supernatantlarinda PDGF
konsantrasyonunun dl¢iimil enzim bagli immiinosorbent analiz (ELISA) yontemi ile
gerceklestirildi.

Bulgular: Negatif kontrol grubunun hiicre supernatantinda PDGF konsantrasyonu 45,5
+ 7,9 ng/L olarak 6lgiildii. Dort saat boyunca 5 pg/mL LPS’ye maruz birakilan MDBK
hiicre supernatantinda PDGF konsantrasyonunun 257,0 + 16,4 ng/L oldugu anlagildu.
Dort saat boyunca 1900 uM naringin uygulanan hiicre supernatantinda PDGF
konsantrasyonu 54,8 + 7,1 ng/L olarak belirlendi. Dort saat boyunca 5 ug/mL
LPS+naringin uygulanan MDBK hiicre supernatantindaki PDGF konsantrasyonu
146,8 + 6,3 ng/L olarak olgiildi. Dort saat boyunca 5 pg/mL LPS’ye maruz kalan
MDBK hiicre supernatantindaki PDGF konsantrasyonunun negatif kontrol
hiicrelerindeki diizeye gore 5,65 kat yiliksek oldugu belirlendi (p < 0,05). Dort saat
boyunca 5 pug/mL LPS+naringin uygulanan MDBK hiicre supernatantinda PDGF
diizeyinin negatif kontrol hiicrelerininkine oranla 3,23 kat daha fazla oldugu saptandi
(p < 0,05). MDBK hiicre kiiltiirtinde LPS maruziyeti artmis olan PDGF diizeyinin
naringin uygulamasi ile 1,75 kat azaldig: belirlendi (p < 0,05).

Sonug: Sunulan tez ¢alismasinin bulgulari, naringinin MDBK hiicrelerinde PDGF
salgilanmasinin baskilanmasi yoluyla LPS'nin neden oldugu enflamasyon iizerinde
terapotik bir etki sergiledigi ortaya konuldu. Naringinin in vitro etkisinin in vivo
aragtirmalarla desteklenmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Sézciikler: in vitro, Naringin, Renal hiicre, Trombosit kaynakli biiyiime
faktori



ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF THE EFFECT OF NARINGIN ON PLATELET-
DERIVED GROWTH FACTOR IN RENAL CELL INFLAMMATION
frem Oya YILMAZ
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Biochemistry
Master, January/2022
Supervisor: Prof. Dr. Giil Fatma YARIM

Aim: Platelet-derived growth factor (PDGF) isoforms are known to be expressed in
kidney cells and play a role in the etiopathogenesis of kidney diseases. It is understood
that naringin, which is known to have strong antioxidant and anti-inflammatory
activity, provides success in the prophylaxis and treatment of kidney disorders and
diseases. The aim of the presented thesis is to examine the effect of naringin on PDGF
in in vitro kidney cell damage.

Material and Method: Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) cell culture was used in
the thesis study. MDBK cell culture was exposed to 5 pg/mLlipopolysaccharide (LPS)
for 4 hours to induce cell damage. Naringin was administered at a dose of 1900 uM
for 4 hours. The cytotoxic effects of naringin and LPS on MDBK cells were evaluated
with a colorimetric cell counting kit. After the experimental applications, the
measurement of PDGF concentration in cell culture supernatants was carried out by
enzyme-linked immunosorbent analysis (ELISA) method.

Results: The PDGF concentration in the cell supernatant of the negative control group
was measured as 45.5 £ 7.9 ng/l. It was found that the PDGF concentration in the
MDBK cell supernatant exposed to 5 pg/mL LPS for four hours was 257.0 = 16.4 ng/1.
The PDGF concentration was determined as 54.8 = 7.1 ng/L in the cell supernatant
treated with 1900 uM naringin for four hours. The PDGF concentration in the MDBK
cell supernatant, which was applied 5 ug/mL LPS+ naringin for four hours, was
measured as 146.8 + 6.3 ng/l. The PDGF concentration in MDBK cell supernatant
exposed to 5 pg/mL LPS for four hours was 5.65 times higher than the level in negative
control cells (p < 0.05). In MDBK cell supernatant treated with 5 pg/mL LPS+naringin
for four hours, PDGF level was found to be 3.23 times higher than that of negative
control cells (p < 0.05). It was determined that PDGF level with increased LPS
exposure in MDBK cell culture was decreased by 1.75 fold with naringin treatment (p
< 0.05).

Conclusion: The findings of the presented thesis study revealed that naringin exerts a
therapeutic effect on LPS-induced inflammation through suppression of PDGF
secretion in MDBK cells. It is thought that this effect of naringin in vitro should be
supported by in vivo studies.

Keywords: In vitro, Naringin, Renal cell, Platelet derived growth factor
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1. GIRIS

Mitojenik ve kemotaktik etkileri nedeniyle trombosit kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF) ailesi, ¢ogu hiicrenin oldugu gibi bobrek hiicrelerinin de biiylimesinde,
farklilagsmasinda, gogiinde ve fonksiyonunda rol oynamakta ve bu sekilde bobregin
fizyolojik, fizyopatolojik ve patolojik bir¢ok siirecinde gorev almaktadir. Bobrek
hiicrelerinde PDGF izoformlarinin eksprese oldugu, bobrek bozukluklarinin ve
hastaliklarinin ~ gelisimesinde ve ilerlemesinde PDGF ailesinin rol oynadigi
bilinmektedir. Trombosit kaynakli biiyiime faktorii altta yatan hastaliktan bagimsiz
olarak renal fibrozisin tetiklenmesinde rol oynamaktadir (Kok et al., 2014). Trombosit
kaynakl1 biiyiime faktorii ailesinin ilerleyici bobrek hastaliklarinin profilaksisi ve
tedavisi i¢in timit verici bir terap6tik hedef oldugu one siiriillmektedir (Boor et al.,

2014; Floege et al., 2008).

Flavonoidlerin,  sitokin-aracili  enflamatuar yanitlar1 modiille ederek
enflamasyonla giden hastaliklarin tedavisinde basariyla kullanildigi pek ¢ok bilimsel
caligma ile ortaya konulmustur. Flavonoidler bu etkilerini sitokinlerin ekspresyonunu
azaltarak, reaktif oksijen tiirleri ve nitrik oksit gibi enflamatuar mediyatorleri inhibe
ederek, siklooksijenazlar ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz gibi enflamatuar
enzimlerin aktivitesini diizenleyerek ve transkripsiyon faktorlerini modiile ederek
gostermektedirler (Kumar and Pandey, 2013; Gonzalez-Gallego et al., 2010; Tufién et
al., 2009; Ribeiro et al., 2008). Biyoflavonoidler, bobrek hasarinin hafifletilmesinde
ve giderilmesinde basariyla kullanilmaktadir (Gao et al., 2021; Gholampour et al.,
2020; Tan et al., 2019; Chen et al., 2018; Zhang et al., 2017; Impellizzeri et al., 2015;
Xu et al., 2015). Dogal bir flavonoid olan naringin, bobrek hiicrelerini oksidatif strese
ve enflamasyona kars1 korumaktadir. Sunulan tez ¢alismasinda, naringinin antioksidan
ve antienflamatuar etkisinden yararlanilarak, in vitro kosullarda lipopolisakkaritle
olusturulan bdbrek hiicre hasarindaki olasi yararh etkisi degerlendirilmistir. Bu tez
caligmasindan elde edilen sonuglarin, bobrek hastaliklarinin profilaksisi ve tedavisi
konusunda gergeklestirilecek bilimsel c¢alismalara 6zgiin katkilar sunabilecegi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Naringin

Naringin (4',5,7-trihidroksi flavon 7-ramnoglukozid), flavonoid ailesinin bir
tiyesidir. Flavonoidler, turunggiller basta olmak tizere meyvelerde, sebzelerde, yaglh
tohumlarda, caylarda, kahvelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Flavonoidler, bir
benzo-y-piron yapisina sahip biiyiik bir polifenolik bilesik grubu olup fenilpropanoid
yolu ile sentezlenmektedirler. Flavonoidlerin kimyasal yapis1 heterosiklik bir piran
halkas1 (C) ile baglanmis iki benzen halkasindan (A ve B) olusan on bes karbonlu bir
iskeletten ibarettir (Sekil 2.1). Flavonoidler, polifenol bilesiklerin sekonder
metabolitleri olup oksidasyon diizeylerine gore flavonlar, flavanonlar, flavonoller,
izoflavonoidler, neoflavonoidler, antosiyanidinler ve kalkonlar gibi alt sinifilara
ayrilmaktadirlar. Flavonoidlerin cesitli siniflar1 oksidasyon seviyesi ve C halkasinin
ikame modeli agisindan farklilik gosterirken, bir sinif igindeki tek tek bilesikler A ve
B halkalarinin ikame modeli agisindan farklilik gostermektedir. Flavonoidler,
aglikonlar, glikozitler ve metillenmis tiirevler olarak sentezlenmektedirler. Temel
flavonoid yapis1 aglikondur. Benzen halkasi ile kondenze olmus alt1 tiyeli halka, ya bir
a-piron (flavonoller ve flavanonlar) ya da onun dihidro tiirevidir (flavonoller ve
flavanonlar). Benzenoidin konumu, flavonoid sinifin1 flavonoidlere (2-konum) ve
izoflavonoidlere (3-konum) ayirmaktadir. Flavonoller, 3-konumundaki hidroksil
grubu ve bir C2-C3 ¢ift bag ile flavanonlardan farklidir (Narayana et al., 2001).
Flavonoidler genellikle 3, 5, 7, 2, 3', 4' ve 5' pozisyonlarinda hidroksillenmektedirler.
Glikozitler olustugunda, glikozidik bag normalde 3 veya 7 pozisyonlarinda
bulunmakta ve karbonhidrat L-ramnoz, D-glukoz, ramnoz, galaktoz veya arabinoz
olmaktadir (Middleton, 1984). Flavonoidlerin sahip olduklari antioksidan
aktivitelerinin hidroksil gruplarinin sayis1 ile iliskili oldugu bilinmektedir.
Flavonoidlerin antiinflamatuar aktivitesi, serbest radikallerin temizlenmesi ve lipit
peroksidasyonunun inhibisyonu ile iligskili olmasinin yani sira, aragidonat
metabolizmasinda yer alan siklooksijenaz ve 5-lipooksijenaz yolaklarinin inhibisyonu

ile de iliskilidir (Wu et al., 2006; Morikawa et al., 2003; Rotelli et al., 2003).



Sekil 2.1. Flavonoidlerin temel kimyasal yapis1 (Kumar and Pandey, 2013).

Giintimiizde binlerce flavonoid molekiilii tanimlanmis ve karbon yapilari ile
oksidasyon diizeylerine gore siniflandirilmistir. Bilimsel ¢alismalar, flavonoidler de
dahil olmak iizere fenolik yapidaki ikincil metabolitlerin cesitli farmakolojik
aktivitelerden sorumlu olduguna isaret etmektedirler (Panche et al., 2016; Kumar and
Pandey, 2013; Nogata et al., 2006; Peterson et al., 2006; Heim et al., 2002).
Flavonoidlerin giinliik diyet gereksinimi birkag yiiz miligram olarak kabul
edilmektedir (Hollman and Katan, 1999).

Naringin, esas olarak, turunggillerde, tizimde ve domateste bulunan bir
flavanon glikozit olup molekiiler formiilii C27H23014 ve molekiiler agirligi 580,54
g/mol’diir. Naringinin yaklagik olarak % 90’lik kismi meyvenin albedosunda ve
dilimlerinin zarinda yer almaktadir. Naringinin yapisinda 7. karbon pozisyonunda
aglikon kismina, naringenine iki ramnoz birimi baglanmistir. Erime noktasi1 166 °C
olan naringin, suda ve alkolde ¢o6ziinmektedir. Bagirsak mikroflorasi, naringini
aglikon naringenine ayirmakta, daha sonra bagirsaktan emilmektedir (Ribeiro et al.,
2008). Naringinin kimyasal yapist Sekil 2.2’de sematize edilmistir.
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Sekil 2.2. Naringinin kimyasal yapisi (Chen et al., 2016).
2.2. Fenilpropanoid Yolu ile Naringin Biyosentezi

Fenilpropanoid yolu, flavonoidler, tanenler ve ligninler gibi cesitli son
iriinlerin olusumuna aracilik etmektedir. Fenilpropanoid yolu, sikimat yolunun son
iriinii olan fenilalanin ile baglamaktadir. Fenilproponoid biyosentez yolunun enzim
katalizli ilk 7 basamag1 naringin sentezini saglamaktadir. Bu biyosentez yolunda ilk
adim, fenilalanin amonyak-liyaz (PAL) enzimi ile fenilalaninin sinnamik asite
doniisiimiidiir. Fenilalanin, sinamik asit ve amonyaga deamine edilmektedir. Ikinci
asamada, sinnamat 4-hidroksilaz (C4H), sinnamik asidin p-kumarata dontstimiinii
katalize etmektedir. P-kumarat daha sonra enzim 4-kumarat CoA-ligaz (4CL) yoluyla
p-kumaroil CoA'ya metabolize edilmektedir. P-kumaroil CoA sentezine kadar olan
yol, genel fenilpropanoid yoludur. Daha sonra, yol izoflavonoidler, stilbenler,
proantosiyanidinler, flavonoller ve antosiyaninler olarak gesitlenmektedir. Kalkon
sentaz (CHS) ve kalkon izomeraz (CHI) enzimleri, fenilpropanoidlerin flavonoid
biyosentezine boliinmesini katalize etmektedir. Ayrica, tiridin difosfoglukozflavanon
7-O-glukotransferaz (UF7GT) aracili kataliz bir grup farkli metabolit olusumuna
aracilik etmektedir (Sharma et al., 2019; Wang et al., 2016; Winkel-Shirley, 2001).

Naringin biyosentezi Sekil 2.3’te sunuldu.
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Sekil 2.3. Fenilpropanoid biyosentez yolu. PAL: fenilalanin amonyak liyaz, C4H: sinnamat-4

hidroksilaz, 4CL: 4-kumaroil. CoA-ligaz, CHS: kalkon sentaz, CHI: kalkon izomeraz,
UF7GT: iridin difosfoglukoz-flavanon 7-O-glukosiltransferaz, F7GRT: flavanon 7-O-
glukozit 2-O-beta-L-rhamnosiltransferaz (Sharma et al., 2019’dan uyarlanmistir).

Aci bir tada sahip olan naringinin erime noktasina 208-251 °C olup zayif bazik
yapiya sahiptir. Naringin dimetil formamid (DMF), dimetil siilfoksit (DMSO) ve
etanolde kolayca ¢oziinebilirken sulu tamponlarda ¢oziintirligi disiiktir. Naringin
suda ¢ok az ¢oziintir (20 °C'de % 0,05). Naringinin ¢oziiniirliigii; metanol > etil asetat
> n-butanol > izopropanol > petrol eter > hekzan sirasiyladir (Zhang et al., 2015).
Naringin, kaynayan mineral asit ile hidroliz yoluyla uzaklastirilabilen seker pargasi
rutinoz (6-O-a-L-ramnozil-D-glukoz; C12H22010) igerir. Aglukoz kismi, naringenin
olarak adlandirilmaktadir ve naringinin aciligindan yoksundur (Tomasik, 2003).
Naringinin aci1 tadinin uzaklastirilmasi, bir a-ramnozidaz ve P-glukozidaz karisimi
kullanilarak seker kisminin enzimatik bdliinmesiyle miimkiindiir. Bu enzimler

Phomopsis cirri, Cochliobolus miyabeanus ve Rhizoctonia solanii gibi



mikroorganizmalardan izole edilebilmektedir. Naringin, naringinaz ve a-L-
ramnozidaz tarafindan prunin ve ramnoza hidrolize edilmektedir. f-D-glukozidaz
yardimiyla, prunin daha sonra naringinaz tarafindan hidrolize edildikten sonra
bagirsak yoluna emilen naringenine hidrolize edilmektedir. Naringinin hidroliz

basamaklar1 Sekil 2.4’te sunuldu.
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Sekil 2.4. Naringinin a-ramnozidaz ve B-glukozidaz aktivitelerini ifade eden naringinaz tarafindan
prunin, ramnoz, naringenin ve glukoza hidrolizi (Ribeiro et al., 2008’den uyarlanmustir).

2.3. Naringinin Metabolizmasi

Naringin, sindirimden hemen sonra bagirsak bakteriyel naringinaz enzimi
tarafindan hidrolize edilerek iki ara {irlin olan ramnoz ve naringenin (4',5,7-
trihidroksiflavonon) olusmaktadir. Naringeninin bagirsak yolu tarafindan kolayca
emilmekte ve dolasimda hizla biyolojik olarak kullanilabilir hale gelmektedir. Hizli
emilimi nedeniyle naringinin farmakolojik olarak en etkili formdur (Arafah et al.,
2020). Naringin metabolizmasi Sekil 2.5’te sunuldu.
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Sekil 2.5. Naringin metabolizmasi (Arafah et al., 2020°den uyarlanmistir).

Naringenin, ii¢ halkadan olusan basit bir 15 karbon atomlu flavonoid iskelete
sahiptir. Bunlarin arasinda iki benzen halkasi {i¢ karbonlu bir zincire baglidir.
Naringenin kimyasal terminolojisi 2,3-dihidro-5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-
1-benzopiran-4-on veya 4',5,7-trihidroksiflavanon olup, molar kiitlesi 272,3 g/mol'diir.
Naringeninin  4-okso grubuna bagh 2,3-¢ift bagin varliginin, antioksidan
potansiyelinden sorumlu kritik bir fonksiyonel aktif grup oldugu gosterilmistir (Saleh
etal., 2017; Ji et al., 2016; Kumar and Pandey, 2013). Naringin veya greyfurt suyunun
oral alimindan sonra, periferik kan ve idrarda 6nemli naringenin konsantrasyonlari
bulunmustur (Alam et al., 2014). Cesitli narenciye sularinda naringin

konsantrasyonlar1 Tablo 2.1°de sunuldu.



Tablo 2.1. Cesitli narenciye sularinda naringin konsantrasyonlar: (Alam et al., 2014).

Narenciye tiirii Naringin miktar1 (ng/mL)
Citrus (C.) sinensis 21,3

C. aurantium 19,7

C. reticulata 3.383,6
C. clementina 8,0

C. bergamia 22,3

C. paradisi 230,0
Saf portakal suyu 7,0
Greyfurt suyu 37,8
Pomelo suyu 84,8
Greyfurt /pomelo hibrit suyu 45,1

2.4. Naringinin Terapétik Potansiyeli

Bitkisel kokenli bir flavonoid olan naringin birgok hastaligin profilaksisinde ve
tedavisinde kullanilmaktadir (Caglayan et al., 2018; Alam et al., 2014; Prakash et al.,
2013; Kawaguchi et al., 2011; Jagetia et al., 2003). Naringinin antienflamatuar,
antioksidan, antikanserojen, néroprotektif, antitiroid etki olmak tizere olumlu etkileri
pek ¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma ile kanitlanmistir ( Hattori et al., 2016; Bacanli et
al., 2015; Chtourou et al., 2015; Panda and Kar, 2014; Liu et al., 2011; Schindler
and Mentlein, 2006; Shiratori et al., 2005; Naderi et al., 2003; Manthey et al., 2001).
Naringinin, fare makrofaj hiicre hattinda lipopolisakkaritle uyarilan NF-xB
sinyalizasyonunu inhibe ederek antienflamatuar etki sergiledigi rapor edilmistir
(Hattori et al., 2016). Naringin, makrofajlarda LPS ile indiiklenen iNOS
ekspresyonunu ve NO iiretimini inhibe etmistir (Liu et al., 2011). Kronik bronsit
kobay modelinde, naringinin bronkoalveolar lavaj sivisindaki IL-8 ve 16kotrien B4
konsantrasyonlarini, miyeloperoksidaz aktivitesini azaltarak ve akciger dokusunda
stiperoksit dismutaz aktivitesini ve bronkoalveolar lavaj sivisindaki lipoksin A4
seviyesini artirarak antienflamatuar ve antioksidan etkiler sergiledigi ifade edilmistir
(Luo et al., 2012). Naringinin, Huntington hastaligi rat modelinde, 3-nitropropiyonik
asit kaynakli niikleer faktor-eritroid 2-iliskili faktor-2 sinyal yolunu, oksidatif stresi
ve enflamasyonu modiile ederek nérodejenerasyonu hafiflettigi ortaya konulmustur
2012). Serebral
modelinde, naringinin, NADPH oksidaz alt birimlerinin ve iNOS'un ekspresyonunu

(Gopinath and Sudhandiran, iskemi-reperfiizyon hasar1 rat

inhibe ederek enfarktiis boyutunu azalttig1 ve apoptotik hiicre 6liimiinii engelledigi
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ortaya konulmustur (Feng et al., 2018). Benzer olarak, intestinal iskemi/reperfiizyon
hasarinda ozonla birlikte periton i¢i naringin uygulamasinin ileumda mukozal hasar1
hafiflettigi ve oksidatif stresi baskiladigi belirlenmistir (Isik et al., 2015). HeLa ve
Ab549 kanser hiicrelerinin naringine maruz birakilmasi ile GM3 gangliosid birikimi
yoluyla epidermal biiylime faktorii reseptorii sinyalini baskilayarak kanser hiicre
biiyiimesini inhibe ettigi saptanmistir (Yoshinaga et al., 2016). Pomelo kabugundan
ekstrakte edilen naringinin lipopolisakkarite maruziyetten kaynaklanan PC12
hiicrelerinin oksidatif stresini, enflamasyonunu ve apoptozunu tersine ¢evirdigi rapor
edilmistir (Wang et al., 2017). Arastiricilar, naringinin, toll benzeri reseptor 4
(TLRA4)-miyeloid farklilasma faktorii 88 (MyD88)-TNF reseptorii ile iliskili faktor 6
(TRAFO6) interlokin (IL)-1p, IL-6, timdr nekroz faktor alfa (TNF-a), yiiksek mobilite
grup kutusu 1 (HMGBL), siklooksijenaz-2 ( COX-2), aktivator protein transkripsiyon
faktorii-1 (AP-1) ve niikleer faktor (NF)-kB gen ve protein ekspresyonunu asagi
regiile ederek antienflamatuar etki sergiledigini ifade etmislerdir. Sekil 2.6'da

naringinin koruyucu etkilerinden sorumlu olan temel mekanizmalar sunuldu.
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Sekil 2.6. Naringinin lipopolisakkarit kaynakli PC12 hiicre apoptozisine karst koruyucu etkilerinden
sorumlu olan mekanizmalar (Wang et al., 2017’den uyarlanmistir).



Son zamanlarda, arastirmacilar klinik olarak uygulanabilir naringenin
formiilasyonu gelistirmek Vve biyoyararlanimimi iyilestirmek i¢in lipozomlar,
nanopartikiiller, kendi kendine nano-emiilsifiye edici ila¢ dagitim sistemleri ve

nanosiispansiyonlar1 kullanmaktadirlar (Rivoira et al., 2020; Joshi et al., 2018).

2.5. Naringinin Nefroprotektif Etkileri

Bobrek hasarinin ve hastaliklarinin olusmasinda ve ilerlemesinde enflamatuar
sitokinler ve oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir. Bobrek hasari igin spesifik
hedefler mezangial hiicreler, glomertiler endotelyal hiicreler, podositler ve tiibiiler
epitel hiicreleri olarak bilinmektedir (Soetikno et al., 2014). Bobrek hasarinin
olusmasinda renin-anjiyotensin sistemi (RAS) aktivasyonu veya Anjiyotensin Il tip
I reseptorii (AT1R) ve endotelin reseptorlerinin indiiklendigi rapor edilmistir (Arozal
et al., 2011; Esteban et al., 2004). Bu reseptorlerin aktivasyonu, mikrovaskiiler
basinci, podosit otofajisini artirarak, oksidatif stresi ve NFkB-p65 aktivasyonunu
tesvik ederek bobrek hasarina yol agmakta ve IFNy, IL-6 ve prostaglandinler gibi
inflamatuar mediyatorlerin - salimmini  tetikleyerek nefrotoksisiteye katkida
bulunmaktadir (Ozbek et al., 2009). Daunorubisin ile indiiklenen nefrotoksisite rat
modelinde naringeninin bobrek disfonksiyonu, fibrozis, endoplazmik retikulum (ER)
stresi, anjiyotensin II tip I reseptor (AT1R) sinyal yolunu baskilayarak enflamasyonu
hafiflettigi ortaya konulmustur (Karuppagounder et al., 2015). Gentamisin uygulanan
ratlarda naringenin uygulamasindan sonra interlokin-8, serum Kkreatinin seviyesi ve
nitrik oksit seviyelerinde belirgin bir azalma kaydedilmistir (Katavic et al., 2007).
Sisplatinle indiiklenen bobrek dokusundaki oksidatif hasarin  naringenin
uygulamasiyla bertaraf edildigi bildirilmistir (Badary et al., 2005). Ratlarda,
kemoterapoétik siklofosfamid ile olusturulan nefrotoksisitede naringin uygulamasinin
antioksidan enzim aktivitelerini artirdigi ve bobrek dokusundaki enflamasyonu,
apoptozu, otofajiyi ve oksidatif DNA hasarin1 hafiflettigi ve nefrotoksisiteye karsi
etkili bir koruyucu oldugu bildirilmistir (Amini et al., 2019; Khodayar et al., 2018;
Varthan et al., 2013). Siklofosfamid ile indiiklenen nefrotoksisitede naringin
uygulamasinin koruyucu oldugu saptanmistir (Caglayan et al., 2018). Biyoflavonoid
naringin uygulamasinin, ratlarda gentamisin kaynakli nefrotoksisiteyi ve iliskili
mitokondriyal disfonksiyonu, apoptozu ve enflamasyonu iyilestirdigi ve bobrek

fonksiyon bozuklugunu ve yapisal hasari azalttig1 ortaya konulmustur (Sahu et al.,
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2014). Naringenin, ratlarda kadmiyum-kaynakli oksidatif bobrek fonksiyon
bozukluguna kars1 koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir (Renugadevi and Prabu,
2009). Bu konudaki bilimsel calismalarin 1siginda, bobrek bozukluklarinin ve
hastaliklarinin profilaksisinde ve tedavi edilmesinde naringinin basar1 sagladigi

anlasilmaktadir.
2.6. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii

Trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), bircok hiicrede sentezlenen
biiyiime faktorleri ailesidir (Fredriksson et al., 2004; Vitt et al., 2001; Sun and Davies,
1995; McDonald and Hendrickson, 1993). Trombosit kaynakli biiylime faktorii ailesi,
A-, B-, C- ve D-polipeptit zincirlerinin disiilfit bagli homodimerlerinden ve
heterodimer PDGF-AB'den olusmaktadir. PDGF izoformlari, 6ncii molekiiller olarak
sentezlenmektedir. PDGF-AA, -AB ve -BB dretici hiicrelerin iginde salgi
vezikiillerinde par¢alanmaktadir. Buna karsilik, PDGF-CC ve —DD, aktif olmayan
oncll molekiiller olarak salgilanmaktadir. Biiyiime faktorlerini etkinlestirmek igin N-
terminali CUB-alanlarinin bdliinmesi gerekmektedir. Bu bolinme 6nemli bir
diizenleyici role hizmet etmekte PDGF-CC'de doku tipi plazminojen aktivatorii (tPA)
veya plazmin ve PDGF-DD'de iirokinaz tipi PA (uPA) veya matriptaz (MT-Sp1l) ile
gerceklestirilmektedir (Ustach and Kim, 2005; Fredriksson et al., 2004;). Bes PDGF
izoformunun baglanmasi, PDGFRa ve PDGFR'nin farkli homo- ve heterodimerik
komplekslerini indiiklemektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. PDGF izoformlar1. Sinyal dizileri (gri), o6ncii dizileri (agik) ve biiylime faktorii alanlari
(kirmizi, mavi, sar1 ve yesil) ile oncii molekiiller olarak sentezlenmektedir. Dimerizasyondan
sonra, izoformlar, reseptorlere baglanan aktif formlarina proteolitik olarak islenmektedir
(oklar). Reseptorlerin hiicre dig1 kisimlart 5 Ig-benzeri alan igermekte; ligand baglanmasi
domain 2 ve 3'te meydana gelmekte ve domain 4 dogrudan bir reseptor-reseptor etkilesimi
ile dimeri stabilize etmektedir. Reseptorlerin hiicre i¢i kisimlari, araya giren bir dizi ile iki
kisma ayrilan tirozin kinaz alanlart igermektedir. Ligand kaynakli dimerizasyon SH2 alant
iceren sinyal molekiilleri i¢in kenetlenme bolgeleri olusturan  reseptorlerin
otofosforilasyonunu indiiklemektedir. Bu sinyal yollarmin aktivasyonu, hiicre biiyiimesini,
sagkalimini, goglinii ve aktin reorganizasyonunu desteklemektedir (Heldin, 2013’ten
uyarlanmistir).

Trombosit kaynakli biiylime faktorii sinyalizasyon sistemi, bes fonksiyonel
biiylime faktorii olan PDGF-AA, -BB, -AB, -CC ve -DD'yi olusturan ve PDGF-A, -B,
-C ve -D ile gosterilen dort PDGF polipeptid zincirine karsilik gelen reseptorleri
PDGFR-alfa'ya ve PDGFR-beta’ya baglanmasiyla aktive edilmektedir (Fredriksson et
al., 2004). Trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptorii (PDGFR) a ve B zinciri,
homodimerler ve heterodimerler olarak dimerleserek PDGFR-aa, PDGFR-BB ve
PDGFR-0of'y1 olusturmaktadir. Bobrekte, tic PDGFR'nin tiimii ¢ogunlukla glomeriil
ve interstisyumdaki mezenkimal hiicrelerde eksprese edilmekte; PDGFR -a, renal

interstisyel hiicreler tarafindan ve bir dereceye kadar da mezenkimal hiicreler
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tarafindan eksprese edilirken PDGFR-, agirlikli olarak mezenkimal hiicreler,
glomeriiler parietal, epitelyal ve interstisyel hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir
(Alpers et al., 1993; Floege et al., 2008). PDGF ailesinin gelisim sirasinda ¢ok dnemli
rolleri vardir, ancak yetiskinlerde normal fizyolojik fonksiyonlarina dair raporlar
oldukca smirhdir. Artmis PDGF aktivitesinin, ¢esitli hastaliklar ve patolojik durumlar
ile baglantili oldugu belirlenmistir. Baz1 hastaliklar icin PDGF'lerin patojenik rolleri
belirlenmis olup PDGF antagonistleri kullanilarak tedavi secenekleri gelistirilmeye
calisilmaktadir (Andrae et al., 2008). PDGF reseptorleri ve sinyalizasyonu Sekil 2.8°de
sunuldu.

5 PDGF X &£

Ig-benzeri

PDGFR a / B

transmembransai
> juxtamembran

SRC

s / -
@ .
STATS) <—
®

(]

‘:GAB] Gi/ (é."‘
. Grb2 /

kinaz

} } / — (PKe
Raf ‘ PDK1
~ " CBL
@ -

| INK T AKT
MEK / \V BAD
1\‘ 4 - o fosfo-tyr

‘e mTOR " i

ERK1/2 FOXO ® fosfo-ser/thr

Sekil 2.8. PDGF reseptorleri ve sinyalizasyon. Oklar, protein etkilesimini ve/veya fosforilasyonu
gostemektedir. Tirozinlerin fosforilasyonu turuncu bir disk ile gosterilirken, fosforile edilmis
serinler ve treoninler yesil ile gosterilmektedir (Demoulin and Montano-Almendras,
2012°den uyarlanmistir).

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve glia
hiicreleri igin bir biiylime faktorii olarak tanimlanmistir (Westermark and Wasteson,
1976; Kohler and Lipton, 1974; Ross et al., 1974). Trombosit kaynakli biiyiime
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faktorleri, 6ncelikle mezenkimal kokenli hiicrelerin ¢ogalmasini, hayatta kalmasini ve
gociinii desteklemektedir. Trombosit kaynakli biiylime faktorii sinyal yolunun ortak
biyolojik islevleri arasinda hiicresel ¢ogalma ve hayatta kalmanin diizenlenmesi,
anjiyogenez, hiicre gogii, aktin filament sisteminin yeniden diizenlenmesi ile kollajen,
glikozaminoglikanlar ve proteoglikan gibi bag dokusu matrisinin ana bilesenlerinin
sentezinin uyarilmasi yer almaktadir (Heldin and Westermark, 1999). Trombosit
kaynakl1 biiytime faktorii sinyallemesinin islev bozuklugunun kanser, fibroz, nérolojik
bozukluklar ve ateroskleroz gibi ¢ok ¢esitli patolojik durumlarla iliskili oldugu rapor
edilmistir (Ishii et al., 2017; Ehnman and Ostman, 2014; Cao, 2013; Heldin and
Lennartsson, 2013; Heldin, 2012).

Trombosit kaynakli biiytime faktorii ailesi, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri gibi
mezenkimal kokenli bircok hiicre tipi ve oligodendrositler gibi noroektodermal
hiicreler i¢in mitojenlerdir (Fredriksson et al., 2004). Kanser, damar hastaliklar1 ve
fibrozlar gibi pek ¢ok hastalikta PDGF reseptorlerinin aktivasyonu séz konusudur
(Andrae et al., 2008). Deneysel ¢alismalar, PDGF'nin pulmoner, karaciger, dermal ve
kardiyak fibrozda oncelikle bir miyofibroblast fenotipi olan hiicreler i¢in mitojen
olarak hareket ettigini géstermektedir (Bonner, 2004). Trombositlerden salinan PDGF,
fibroblastlar, mezenkimal hiicreler, perisitler ve diiz kas hiicreleri dahil olmak iizere
bobrekteki mezenkimal hiicrelerin ¢ogalmasini ve iyilesmesini desteklemektedir
(Boor et al., 2014; Fredriksson et al., 2004; Alpers et al., 1992; Ross et al., 1974).
Glomeruluslarda, PDGF-B ve -D'nin otokrin ve parakrin etkileri, yani PDGFR-
ligandlar1, mesangial hiicre proliferasyonunu ve glomeruloskleroz gelisimini modiile
etmektedir. PDGF-B/-D'ye bagli kronik glomeriilosklerozun bir sonucu olarak
sekonder tubulointerstisyel fibrozis gelisebilmektedir (Humphreys et al., 2010; Kong
etal., 2009; Lin et al., 2008; Boor et al., 2007). Bobrek hiicrelerinde PDGF izoformlari
eksprese olmakta ve bobrek bozukluklarinin ve hastaliklarinin gelisiminde PDGF
ailesi rol oynamaktadir. PDGF-B veya PDGFR-beta genleri nakavt farelerin
bobrekteki mezangial hiicrelerin eksikligi ile karakterize anormal bir glomertiler
fenotip sergiledigi saptanmistir. PDGF'ler altta yatan hastaliktan bagimsiz olarak renal
fibrozisin tetiklenmesinde rol oynamaktadirlar (Kok et al., 2014). PDGF ailesinin
bobrek hastaliklarindaki roliine dair bilimsel caligmalardan, PDGF'lerin ilerleyici
bobrek hastaliklarimin profilaksisi ve tedavisi i¢in iimit verici bir terapotik hedef

oldugu anlasilmaktadir (Boor et al., 2014; Floege et al., 2008).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler

Tablo 3.2. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ve laboratuvar analizlerinde kullanilan kimyasal

maddeler.

Ad1 Katalog numarasi ve markasi

Naringin N1376, Sigma-Aldrich, USA

Lipopolisakkarit L8274, Sigma-Aldrich, USA

PDGF ELISA Kiti E2103Bo, Bioassay Technology Laboratory,
China

Fotal Sigir Serumu 04-007-1A, Biological Industries, Israel

Hiicre saymm kiti 96992, Sigma-Aldrich, USA

Dulbecco tarafindan modifiye edilen | D-6546, Sigma-Aldrich, USA

Eagle besiyeri

Tripsin-EDTA 25200-56-Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.3. Laboratuvar analizlerinde kullanilan cihazlar.

Cihaz Markasi ve modeli
Distile su cihazi Niive NS 112

pH metre Consort C532

Hassas terazi Precisa LS 220A SCS
Sogutmali santrifiij Niive NF8OOR

Etiiv Memmert UN 55
Derin donduruculu buzdolabi Argelik 5034NF

Derin dondurucu Niive DF 290/490/590
Isik mikroskobu Leica E-400
Mikropleyt okuyucu Tecan infinite F50
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3.3. Hiicre Kiiltiirii

Tez caligmasinda, Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) devamli hiicre
kiiltiirii kullanildi. Hiicreler %10 fotal dana serumu ve %1 penisilin/streptomisin igeren
Dulbecco tarafindan modifiye edilen Eagle besiyerinde (DMEM) iiretildi. Hiicre
hasarmin olusturulmasi amaciyla hiicreler, 2, 4, 8, 16 ve 24 saat boyunca farkl
lipopolisakkarit (E. coli O111: B4) konsantrasyonlar1 (0,1 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL,
5 ug/mL ve 10 pg/mL) ile kiiltiire edildi (Hu et al., 2012). Lipopolisakkaritin uygulama
dozu ve siiresi kolorimetrik hiicre saymm testi sonuglart ve hiicre kiiltiiri
mediumlarindaki IL-1f ve TNF-o konsantrasyonlari sonuglari dikkate alinarak
saptand1. Lipopolisakkaritin uygulama dozu ve siiresi; 5 pg/ml ve 4 saat olarak
belirlendi. Naringinin koruyucu dozunun belirlenmesi amaciyla hiicreler 4 saat
boyunca farkli naringin konsantrasyonlart (50 pM, 100 pM ve 200 uM) ile kiiltiirlendi
(Bacanli et. al., 2015; Liu et al., 2012). Naringinin koruyucu dozu ve siiresi
kolorimetrik hiicre sayim testi sonuglari dikkate alinarak saptandi. Naringinin
uygulama dozu ve siiresi; 1900 uM ve 4 saat olarak belirlendi.

Kolorimetrik hiicre sayim testinin uygulanmasinda tiretici firma tarafindan
bildirilen prosediir takip edildi. Hiicre kiiltiirlindeki biitiin uygulamalar dort tekrarl
gerceklestirildi.

3.4. Calisma Gruplar

Hiicre kiltiirinde gerceklestirilen uygulamalar ve gruplar Tablo 3.4’de

sunuldu.

Tablo 3.4. Calisma gruplarinda gerceklestirilen uygulamalar.

Gruplar Uygulamalar
Negatif kontrol Vasat ortamindaki MDBK hiicrelerine herhangi bir uygulama yapilmadi
LPS Vasat ortamindaki MDBK hiicreleri 4 saat 5 pg/mL LPS’ye maruz birakildi
Naringin Vasat ortamindaki MDBK hiicreleri 4 saat 1900 pM naringine maruz birakildi
LPS + naringin Vasat ortamimdaki MDBK hiicreleri ayni anda 4 saat boyunca

5 pg/mL LPS + 1900 uM naringine maruz birakild
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Hiicre kiiltiirtinde gerceklestirilen uygulamalardan sonra kiiltiir mediumlari
steril tliplere toplandi. Siipernatantin elde edilmesi i¢in 20 dakika 3000 rpm'de santrifiij
edildi. Tekrarlanan dondurma-¢ozdiirme dongiileri yoluyla hiicrelerin pargalanmasi
saglandi. Ardindan, 20 dakika 3000 rpm'de santrifiij edildi. Elde edilen supernatantta
PDGF ol¢iimii gergeklestirildi.

3.5. PDGF Konsantrasyonunun Ol¢iimii

Hiicre kiiltiirii supernatantlarinda PDGF konsantrasyonu sigira 6zgii ELISA
test kiti (E2103Bo, Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China) kullanilarak
belirlendi. ELISA basamaklar1 iiretici firmanin Onerdigi sekilde ¢ift 6rnekleme
gerceklestirildi. Kitin 6l¢im araligi 20 ng/L — 3500 ng/L olup &lgiim hassasiyeti 10,
25 ng/L idi. Trombosit kaynakli biiyiime faktorii ELISA kitinin igerigi Tablo 3.5’te

sunuldu.

Tablo 3.5. Trombosit kaynakli biiyiime faktoriit ELISA kitinin igerigi.

Cozelti/soliisyon Miktar1
Stok standart soliisyonu (4000 ng/L) 0,5 mL x1
Onceden kaplanmis ELISA plaka 12 X 8 kuyucuklu
Standart sulandirici 3mL x1
Streptavidin-HRP 6 mL x1
Asidik durdurma soliisyonu 6 mL x1
Substrat soliisyon A 6 mL x1
Substrat soliisyon B 6 mL x1
Konsantre yikama soliisyonu (25X) 20 mL x1
Biyotinlenmis sigir PDGF antikoru 1mL x1
Kullanim prosediirii 1 adet
Plaka kapatma filmi 2 adet

17



3.6. ELISA Testinin Prensibi

Kullanilan  kit, enzim bagh-immiinosorbent testine dayanmaktadir.
Mikroplaka, sigir PDGF antikoru ile 6nceden kaplanmis durumdadir. Numunede
bulunan PDGF kuyucuklar tizerine kaplanmis antikorlara baglanmaktadir. Daha sonra
eklenen biyotinlenmis sigir PDGF antikoru numunedeki PDGF'ye baglanmaktadir.
Streptavidin-HRP eklendikten sonra biyotinlenmis PDGF antikoruna baglanmaktadir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis streptavidin-HRP  yikama adimlariyla
uzaklastirilmaktadir. Mikroplakadaki kuyucuklara substrat soliisyonu eklendiginde
numunedeki PDGF miktariyla orantili olarak renk olusmaktadir. Reaksiyon, asidik
durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilmakta ve 450 nm'de absorbans

Olctimii gergeklestirilmektedir.
3.7. PDGF Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Standart stok soliisyonu olusturmak amaciyla 120 pL stok standart
¢ozeltisinden (4000 ng/L) 120 pL alinarak 120 pL standart seyreltici ile sulandirildi ve
boylece 2000 ng/L standart ¢ozelti elde edildi. Ayni islem ardisik olarak tekrarlandi
ve 1000 ng/L, 500 ng/L, 250 ng/L ve 125 ng/L'lik standartlar hazirlandi. Bu
basamaklarin tamami hafif calkalama islemiyle gerceklestirilerek 15 dakika
bekletilerek standartin olugmasi saglandi. Standart seyreltici sifir standart (0 ng/L)
olarak kullanildi. Standartlar ¢ift olarak hazirlandi. Sekil 3.9°da standart hazirlama

basamaklar1 sematize edildi. PDGF standart konsantrasyonlar1 Tablo 3.6’da sunuldu.

120 uL 120 uL 120 uL 120 uL 120 uL

VYR YR Y Y

sunall

5 1

Sekil 3.9. PDGF standart ¢6zeltilerinin hazirlanmasi.
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Tablo 3.6. PDGF standart konsantrasyonlart.

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
No.6 No.5 No.4 No.3 No.2 No.1
4000 ng/L 2000 ng/L 1000 ng/L 500 ng/L 250 ng/L 125 ng/L

3.8. PDGF ELISA Ol¢iim Basamaklar:

Analiz Oncesinde hiicre kiiltiirli supernatantlarinin, standartlarin ve PDGF
ELISA test kiti igeriginin oda 1s1sina ulagmasi saglandi. Sigira 6zgii PDGF ELISA test
kiti mikropleytindeki standart kuyucuklarina 50’ser uL standartlardan pipetlendi.
Numune kuyucuklarina 40 pL hiicre kiiltiirii supernatantlari eklendi ve ardindan 10'ar
pL anti-PDGF antikoru pipetlendi. Kor kontrol kuyucuklart hari¢ diger kuyucuklara
50 uL streptavidin-HRP pipetlendi ve mikropleyt nazik¢e ¢alkalanarak karistirildi.
Mikropleyt kaplam filmi ile ortiilerek 37°C' de 60 dakika inkiibe edildi. Kaplama filmi
¢ikarildi ve tim kuyucuklar aspire edilerek mikropelyt 5 kez yikama tamponu ile
yikandi. Her yikama i¢in 30 saniye - 1 dakika siireyle en az 0,35 mL yikama tamponu
ile kuyucuklar 1slatildi. Mikropleyt ters ¢evrilerek kagit havlu tizerinde kurulandi. Her
bir kuyucuga 50 pL substrat soliisyonu A eklendi ve ardindan her kuyucuga 50 pL
substrat sollisyonu B pipetlendi. Mikropleyt yeni bir kaplama filmi ile kaplanarak
karanlkta 37°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Mikropleytin her bir kuyucuguna
50 pL durdurma soliisyonu pipetlenerek, mavi rengin hemen sartya donmesi saglandi.
Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikropleyt okuyucu kullanilarak her kuyucugun optik yogunlugu (OD degeri)
belirlendi. PDGF konsantrasyonlari standartlarin optik dansitelerine gore hesaplandi.

Sonuglar ng/L olarak verildi.
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3.9. istatistiksel Analizler

Tez c¢alismasindan elde edilen bulgularin istatistiksel analizlerinin
gerceklestirilmesi igin SPSS  22.0 paket programi kullanildi. Data parametrik test
varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro Wilk, varyanslarin homojenligi
yoniinden Levene testi ile anliz edildi. Coklu gruplarin karsilastirilmasi varyans analizi
(ANOVA) yapilarak post-hoc testler ile belirlendi Tekrarli deneylerin sonuglari,
ortalama =+ standart sapma (SD) olarak sunuldu ve p < 0,05 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4, BULGULAR

4.1. TNF-a ve IL-1p Konsantrasyonlari

MDBK hiicre kiiltiirii supernatantlarinda TNF-a ve IL-1p konsantrasyonlar1 Sekil
4.10°da ve Sekil 4.11°de sunuldu.

0,1 pg/mL 1 pg/mL 2 pg/mL 5 pg/mL 10 pg/mL
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Sekil 4.10. MDBK hiicre kiiltiirii supernatantlarinda TNF-a konsantrasyonlari.

Enflamasyonun gostergesi olarak, LPS uygulamasinin MDBK hiicrelerinin
supernatantlarindaki TNF-o diizeyine olan etkisi degerlendirildiginde; tiim saatler
bazinda 5 pg/mL dozunda naringin uygulamasinin en yiiksek diizeylere yol agtigi
anlasildi. MDBK hiicrelerine 5 upg/mL dozunda naringin uygulandigi hiicre
supernatantlarindaki TNF-a diizeylerinin; 2. saatte: 259 pg/mL, 4. saatte: 302 pg/mL,
8. saatte: 218 pg/mL ve 24. saatte: 167 pg/mL oldugu kaydedildi. MDBK hiicrelerine
4 saat boyunca 5 pg/mL dozdaki naringin uygulamanin en yiiksek TNF-a diizeyine

neden oldugu belirlendi.

21



mo
2 saat
M 4 saat

8 saat

‘ | 24 saat

0,1 pg/mL 1 pg/mL 2 pg/mL 5 pg/mL 10 pg/mL

~—~
-
£
~
(=2]
o
~
)
c
o
>
[%2]
©
S
s}
C
©
[72]
c
@]
4
==
\—II
-

Sekil 4.11. MDBK hiicre kiiltiirii supernatantlarinda IL-1p konsantrasyonlari.

Enflamasyonun gostergesi olarak, LPS uygulamasinin MDBK hiicrelerinin
supernatantlarindaki IL-1p diizeyine olan etkisi degerlendirildiginde; tiim saatler
bazinda 5 pg/mL dozunda naringin uygulamasinin en yiiksek diizeylere yol actigi
anlagildi. MDBK hiicrelerine 5 pg/mL dozunda naringin uygulandigi hiicre
supernatantlarindaki IL-1B diizeylerinin; 2. saatte: 156 pg/mL, 4. saatte: 319 pg/mL,
8. saatte: 140 pg/mL ve 24. saatte: 127 pg/mL oldugu kaydedildi. MDBK hiicrelerine
4 saat boyunca 5 pg/mL dozdaki naringin uygulamanin en yiiksek IL-1p diizeyine

neden oldugu belirlendi.
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4.2. PDGF Konsantrasyonu

Negatif kontrol, LPS, naringin ve LPS + naringin gruplarinin kiltiir
supernatantlarindaki PDGF diizeyleri Sekil 4.12de sunuldu.
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negatif kontrol LPS naringin ~ LPS + naringin

Sekil 4.12. MDBK hiicre kiiltiirii supernatantlarinda PDGF konsantrasyonlar1 (n=4). 2*¢ p < 0.05,
(Duncan test).

Negatif kontrol grubunun hiicre supernatantinda PDGF konsantrasyonu 45,5
+ 7,9 ng/L olarak ol¢iildii. Dort saat boyunca 5 pg/mL LPS’ye maruz birakilan MDBK
hiicre supernatantinda PDGF konsantrasyonunun 257,0 + 16,4 ng/L oldugu anlasildu.
Dort saat boyunca 1900 puM naringin uygulanan hiicre supernatantinda PDGF
konsantrasyonu 54,8 + 7,1 ng/L olarak belirlendi. Dort saat boyunca 5 pg/mL LPS +
naringin uygulanan MDBK hiicre supernatantindaki PDGF konsantrasyonu 146,8 +
6,3 ng/L olarak 6l¢iildii. Dort saat boyunca 5 ug/mL LPS’ye maruz kalan MDBK hiicre
supernatantindaki PDGF konsantrasyonunun negatif kontrol hiicrelerindeki diizeye
gore 5,65 Kkat yiiksek oldugu belirlendi (p < 0,05). Dort saat boyunca 5 pg/mL LPS +
naringin uygulanan MDBK hiicre supernatantinda PDGF diizeyinin negatif kontrol
hiicrelerininkine oranla 3,23 kat daha fazla oldugu saptandi (p < 0,05). MDBK hiicre
kiiltiiriinde LPS maruziyeti artmis olan PDGF diizeyinin naringin uygulamasi ile 1,75

kat azaldig1 belirlendi (p < 0,05).
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5. TARTISMA

Bobrek hasarinin ve hastaliklarinin olusmasinda ve ilerlemesinde enflamatuar
sitokinler ve oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir. Bobrek hasari i¢in spesifik
hedefler mezangial hiicreler, glomeriiler endotelyal hiicreler, podositler ve tiibiiler
epitel hiicreleri olarak bilinmektedir (Soetikno et al., 2014). Bobrek hasarinin
olusmasinda renin-anjiyotensin sistemi (RAS) aktivasyonu veya Anjiyotensin |1 tip
I reseptorii ve endotelin reseptorlerinin  indiiklendigi rapor edilmistir (Arozal et al.,
2011; Esteban et al., 2004). Bu reseptorlerin aktivasyonu, mikrovaskiiler basinci,
podosit otofajisini artirarak, oksidatif stresi ve NFxB-p65 aktivasyonunu tesvik
ederek, IFNy, IL-6 ve prostaglandinler gibi inflamatuar mediatorlerin salinimini
tetikleyerek nefrotoksisiteye katkida bulunmaktadir (Ozbek et al., 2009).

Lipopolisakkaritin, TNF-a ve IL-1p basta olmak iizere proenflamatuar sitokin
yanitin1 uyararak bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu indiikledigi bilinmektedir
(Reyes et al., 2012). Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular sonucunda, LPS
uygulanan MDBK hiicrelerinin supernatantlarindaki IL-1 diizeyinin, negatif kontrol
grubundakine oranla arttig1 belirlendi (p < 0,05). Benzer sekilde, LPS uygulanan
MDBK hiicrelerinin supernatantlarindaki TNF-o diizeyinin de negatif kontrol
grubundakine kiyasla yiikseldigi saptandi (p < 0,05). Proenflamatuar sitokinlerin asir1
tretiminin ciddi doku hasarina, septik soka ve sistemik enflamatuar cevap
sendromuna neden olmaktadir (Huang et al., 2005; Shimazu et al., 1999). IL ailesi
ile TNF-a’nin bobrek dokusundaki kan akisini ve glomeruler filtrasyon hizini
etkileyerek, sodyum atilimini bozarak bobregin hemodinamigini olumsuz etkiledigi
ifade edilmistir (Imig and Ryan, 2013). Proenflamatuar sitokinler, bobrek dokusuna
immun hiicre infiltrasyonuna yol agarak, endoteliyal hiicre adezyon molekiilleri ile
kemokinleri yanitlarin1 degistirerek bobrek dokusundaki enflamatuar siirece katkida
bulunmaktadir (Ramesh and Reeves, 2002; Burne et al., 2001; Banas et al., 1999).

Nefrotoksisite rat modelinde naringenin uygulamasinin endoplazmik retikulum
stresini hafifleterek, bobrek disfonksiyonunu, fibrozisi, anjiyotensin II tip I reseptor
sinyal yolunu suprese ederek enflamasyonu baskiladigi rapor edilmistir
(Karuppagounder et al., 2015). Katavic et al. (2007), ratlarda gentamisinin neden
oldugu artmig IL-8, serum Kkreatinin ve nitrik oksit seviyelerinin naringenin
takviyesiyle 6nemli diizeyde geriledigini rapor etmislerdir. Ratlarda sisplatinin neden

oldugu nefroksisitede naringenin antioksidan etkiler sergileyerek koruyucu etki
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gosterdigi ileri surilmistir (Badary et al., 2005). Ratlarda, kemoterapotik
siklofosfamid ile olusturulan nefrotoksisitede naringin uygulamasinin antioksidan
enzim aktivitelerini artirdigt ve bdbrek dokusundaki enflamasyonu, apoptozu,
otofajiyi ve oksidatif DNA hasarini hafiflettigi ve nefrotoksisiteye karsi etkili bir
koruyucu oldugu bildirilmistir (Amini et al., 2019; Khodayar et al., 2018; Varthan et
al., 2013). Siklofosfamid ile indiiklenen nefrotoksisitede naringin uygulamasinin
koruyucu oldugu saptanmistir (Caglayan et al., 2018).

Naringinin antienflamatuar etkisindeki olasi mekanizma bazi in vivo
deneysel modellerde incelenmistir. Shiratori et al. (2005), ratlarda endotoksin ile
indiiklenen {iveitte naringinin intravendz enjeksiyonunun, NO konsantrasyonunu
baskiladigini ve akdz hiimoérdeki PGE2 seviyelerini distlirerek gelisiminin
baskilanmasina yol ac¢tigini ortaya koymuslardir. Kawaguchi et al. (1999), D-
galaktozamine duyarlilastirilmis farelerde lipopolisakarit maruziyetinden once
naringinin intraperitoneal uygulamasindan sonra TNF serum seviyelerinin doza bagh
bir sekilde 6nemli 6lgiide azaldigini bildirmiglerdir. Sunulan tez ¢alismasinda, sadece
naringin uygulanan MDBK hiicrelerinin supernatantindaki PDGF diizeyinin herhangi
bir uygulama yapilmayan ve negatif kontrol grubu olarak anilan MDBK hiicrelerinin
supernatantindaki diizeyle hemen hemen ayni seviyelerde oldugu saptandi (p > 0,05).
Bu sonug, MDBK hiicre hattina naringin uygulamasinin PDGF saliniminit modiile
etmedigini gostermektedir. Naringinin HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu 6nemli
olglide inhibe ettigi, hiicre biiziilmesine ve niikleer kromatin yogunlagmasina neden
oldugu ve miR-19b mRNA be Bax proteinin ekspresyonlarini upregiile ettigi
belirtilmistir (Xie et al., 2017). Naringinin, yasl ratlarin hipokampusunda AChE
ekspresyonunun ve iNOS sinyal yollarinin asagi regiilasyonu yoluyla sisplatin
kaynakli bilissel eksiklikleri ve kolinerjik islev bozuklugunu ortadan kaldirdig: rapor
edilmistir (Chtourou et al., 2015). Serebral iskemi-reperfiizyon hasari olusturulmus
ratlarda, naringinin intraperitoneal yolla uygulamasinin, peroksinitrit-aracili mitofaji
aktivasyonunu, iNOS'un ve NADPH oksidaz alt birimlerinin ifadesini baskilayarak
norolojik hasar skorunu, enfarktiis boyutunu ve apoptotik hiicre Sliimiinii azalttig1
saptanmugtir (Feng et al., 2018). Intestinal iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturulmus
ratlarda ozonla birlikte periton i¢i 80 mg/kg naringin uygulamasinin ileumda mukozal
hasar1 hafiflettigi ve oksidatif stresi baskiladigi belirlenmistir (Isik et al., 2015).
Wistar ratlarda izoproterenoliin neden oldugu miyokard enfarktiisiinden 6nce 56 giin

boyunca oral 40 mg/kg naringin uygulamasinin serumda ve kalpte total, ester ve
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serbest kolesterol, trigliserid ve serbest yag asidi lizeylerini 6nemli dlgiide azalttigi ve
kalpte fosfolipidleri artirdigi anlasilmistir (Rajadurai et al., 2006). Insan kanser
hiicreleri HeLa ve AS549 hattinin ¢esitli naringin konsantrasyonlarina maruz
birakildiktan sonra GM3 gangliosid birikimi yoluyla epidermal biiylime faktorii
reseptOrii sinyalini azaltarak kanser hiicresi biiylimesini baskiladigi rapor edilmistir
(Yoshinaga et al., 2016). Ratlarda kainik asitle indiiklenen status epileptikus
modelinde periton ici 40 mg/kg ve 80 mg/kg naringin enjeksiyonunun beyninde
proinflamatuar sitokin TNF-a seviyesindeki artis1 doza bagimli sekilde baskilarak
antienflamatuar, MDA artisim ve GSH azalmasimi engelleyerek antioksidan ve
noroprotektif etkiler sergiledigi rapor edilmistir (Golechha et al., 2011). C57BL/6
farelerinde yiiksek yagl diyetle indiiklenen metabolik sendrom modelinde naringin
takviyesinin obezite, dislipidemi, yaglh karaciger, karaciger fonksiyon bozuklugu ve
insiilin direncini hafiflettigi rapor edilmistir (Pu et al., 2012). Bu arastiricilar,
naringinin inflamasyon ve insiilin direnci itizerindeki inhibitoér etkisini MAPK
yolaklarinin aktivasyonunu bloke ederek; lipit disiiriicii etkisini sentez yolunu
engelleyerek ve yag asidi oksidasyonunu artirarak; hipoglisemik etkisini fosfoenol
piruvat  karboksikinazi ve glukoz-6-fosfataz1  diizenleyerek  gosterdigini
vurgulamiglardir. Ratlarda L-tiroksin ile indiiklenen hipertiroidide naringin
uygulamasinin artmig serum tiroksin ve triiyodotironin konsantrasyonlarini azaltarak
antitiroid ve serum laktat dehidrojenaz ve serum glutamat piruvat transaminazin
aktiviteleri ile birlikte hepatik dokularda malondialdehit igerigindeki yiikselmeyi
baskiladig1 ve antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir (Panda and Kar, 2014).
Naringinin osteoklast olusumu ve kemik rezorpsiyonu i¢in inhibitor etki gostererek
osteolizin Onlenmesinde ve tedavisinde alternatif bir ila¢ olarak faydali olabilecegi
ileri stirilmistiir (Ang et al., 2011).

Sahu et al. (2014), ratlarda gentamisin kaynakli nefrotoksisitede gentamisin ile
birlikte naringin uygulamasiin mitokondriyal fonksiyonu restore ettigini ve artmis
renal inflamatuar sitokinlerin (TNF-a ve IL-6), NF-kB'nin niikleer protein
ekspresyonunu ve NF-kB-DNA baglanma aktivitesi ile miyeloperoksidaz aktivitesini
azalttigin1 belirlemislerdir. Ratlarda kadmiyum kaynakli oksidatif bobrek fonksiyon
bozuklugunda 4 hafta boyunca 50 mg/kg giin dozda naringenin takviyesinin lipit
peroksidasyonunda 6nemli azalmayla, renal antioksidan savunma sistemi seviyesinde
artisla ve bobrekte kadmiyumun neden oldugu biyokimyasal degisikliklerde tersine

doniisle sonuglandigi saptanmistir (Renugadevi and Prabu, 2009).
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Artmig PDGF aktivitesinin, c¢esitli hastaliklar ve patolojik durumlar ile
baglantilt oldugu belirlenmistir. Baz1 hastaliklar i¢in PDGF'lerin patojenik rolleri
belirlenmis olup PDGF antagonistleri kullanilarak tedavi secenekleri gelistirilmeye
calisilmaktadir (Andrae et al., 2008). PDGF'nin bobrek hiicrelerinin biyolojisini ve
bobrek hastaliginin patogenezini etkileyen 6nemli bir sitokin oldugu bilinmektedir.
PDGEF ve PDGF reseptorlerinin ekspresyonu glomertiler gelisim i¢in gerekli olmasina
ragmen, bunlarin asirt  ekspresyonu bobrek hastaliginda zararli - etkiler
yaratabilmektedir. PDGF'yi hiposeliiler veya nekrotik alanlara hedefleyerek doku
yeniden sekillenmesini ve onarimini gerceklestirme yontemleri arzu edilen bir
hedeftir (Kitamura et al., 1994). Gram negatif bakteri hiicre duvarlarinin bir bileseni
olan bakteriyel lipopolisakkaritin, ratlarin akcigerlerinde PDGF-Ro'nin artmis
fibroblast seviyelerinin gii¢lii bir eksojen indiikleyicisi oldugu rapor edilmistir (Coin
et al., 1996). LPS'nin ayrica alveolar makrofajlarda hem PDGF-A hem de PDGF-B
genlerinin ekspresyonunu upregiile ettigi de bildirilmistir (Nagaoka et al., 1990). Rat
akciger fibroblastlarinin LPS'ye maruz birakildiktan sonra PDGF-A mRNA
seviyelerinin arttig1 rapor edilmistir (Cesta et al., 2010). Sunulan tez ¢aligmasinda da
benzer sekilde LPS'ye maruz birakilan MDBK hiicre hattinin supernatantinda PDGF
diizeyinin 6nemli 6l¢iide artmis oldugu belirlendi (p < 0,05). MDBK hiicre hattina
naringin uygulamasmin ise LPS-maruziyeti ile artmis olan PDGF diizeylerini

diisiirdiigii gozlendi.
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5. SONUC

Bobrek hastaliklari, gerek insanlarda gerekse de hayvanlarda 6nemli bir saglik
problemidir. Bobrek bozukluklarinin ve hastaliklarinin gelismesinde ve ilerlemesinde
enflamatuar sitokin yanitlarinin énemli bir rol oynadigi pek ¢ok bilimsel raporla
kanitlanmigstir. Bobrek hasarinin olusmasina aracilik eden enflamasyon mediyatorleri
sitokin kaskadini tetikleyerek akut bobrek yetmezliginden kronik bobrek yetmezligine
varan agir bir tabloya neden olabilmektedir. Proenflamatuar sitokinler, bébrege immun
hiicre infiltrasyonunu artiran endotelyal hiicre adezyon molekiillerini ve kemokinleri
modiile ederek enflamasyona katkida bulunmaktadirlar. Bobrek dokusundaki
enflamasyon glomeruler filtrasyon hizinda ilerleyici azalmaya neden olarak son
donem bobrek hastaligi ile sonuglanabilmektedir. Mitojenik ve kemotaktik etkilere
sahip olan PDGF izoformlar1 bobregin fizyolojik, fizyopatolojik ve patolojik
stireclerinde 6nemli etkiler sergilemektedirler. Pek ¢ok hiicrede oldugu gibi bobrek
hiicrelerinde de eksprese olan PDGF izoformlar1 bobrek bozukluklarinin ve
hastaliklarinin  etiyopatogenezinde o6nemli rol oynamaktadir. Uyarilmig PDGF
ekspresyonunun ve protein diizeyinin pek c¢ok hastalikla ve patolojik durumlarla
iligkisi bulumaktadir. Trombosit kaynakli biiyiime faktorii ailesinin aracilik ettigi
bozukluklarin ve hastaliklarin hafifletilmesinde ve tedavi edilmesinde PDGF
antagonistlerinin kullanim1 basar1 saglamaktadir. Trombosit kaynakli biiylime faktori
ailesinin bobrek hastaliklarinin profilaksisi ve tedavisi i¢in limit verici bir terapdtik
hedef oldugu pek cok bilimsel ¢alismada ifade edilmistir. Turuncggillerde bolca
bulunan naringin, biyolojik etkileri nedeniyle bir dizi bozuklugun ve hastaligin
tedavisi i¢in umut vaad etmektedir. Naringin veya naringenin ve diger ilaglarla
kombinasyon tedavisi, enflamasyonun rol oynadigi hastaliklarin tedavisinde basarili
sonuclar vermektedir. Naringinin bobrek hastaliklarindaki profilaktik ve terapotik
etkilerine dair yaymlanmis c¢alismalarin ¢ogu in vitro deneylerin ve deneysel
modellerin sonuglar1 olup klinik arastirma verisi olduk¢a smirhidir. Naringinin
enflamatuar bobrek hastaliklarinda yeni bir terapotik yaklagim olarak kullanilmasimin
oniindeki en bilyilik engel, Klinik arastirmalara ait bulgularin eksikligidir. Sunulan tez
caligmasi ile naringinin MDBK hiicrelerinde PDGF salgilanmasinin baskilanmasi
yoluyla lipopolisakkaritin neden oldugu enflamasyon iizerinde terapdtik bir etki
sergiledigi ortaya konuldu. Naringinin in vitro bu etkisinin in vivo arastirmalarla

desteklenmesine ihtiya¢ bulunmaktadir.
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