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OZET

Selonsertib ve Fenolik Asitlerin /n vitro Karaciger Yaglanmas1 Modelinde Etkilerinin
Aragtirilmasi

frem Nur OZKAN
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Haziran 2024

Danisman: Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, diinya ¢apinda yetiskin niifusunun yaklasik
yarisin1 tehdit eden ciddi bir saglik problemidir. Hastalik karaciger yaglanmasiyla
baslayip ciddi bir hastalik olan siroza kadar ilerleyebilir. Patogenezi hala tam olarak
coziimlenememistir, ancak; hastalik ile iliskili tehlike unsurlar1 oldukg¢a belirgindir.
Insiilin direnci, sagliksiz yasam tarzi, obesite bu belirtilerin arasindadir. Ilag denemeleri
devam etmesine ragmen giiniimiizde belirgin bir ilac1 yoktur. Bu tez kapsaminda, HepG-
2 hiicre hatti kullanilarak, oleik asit ile olusturulmus in vitro non-alkolik karaciger
yaglanmasi modeli ¢alisilmistir. Karaciger yaglanmasini onlemek i¢in; olusturulan
yaglanma modelinde MTT yoOntemiyle Selonsertib, Fenofibrat, Ferulik asit, Kafeik asit
ve Vanilik asit’in sitotoksik etkileri dl¢iilmiis, ICso degerleri hesaplanmustir. Ilag ve
fenolik asitlerin apoptotik etkileri, toksik olmayan konsantrasyonlara gore Annexin V-PI
yontemi ile ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 sitokin seviyeleri de akis hiicremetrede dl¢iilmiistiir.
Analiz sonuglarina gore; olusturulan in vitro yagl karaciger modelinde olusan apoptotik
etkinin en fazla Ferulik asit ile azaldig1 goriilmiistiir. Selonsertib'in non-alkolik yagh
karaciger hastaligi ilac1 olarak Faz III asamasinda c¢alismalarinin sonlandirilmasi, tez
kapsaminda yapilan deney sonuglariyla paralel olarak c¢ikmustir. IL-6 ve TNF- a
seviyesinin yagl karaciger modelinde inhibe eden Kafeik asit olmustur. IL-10 seviyesini
yaglh karaciger modeline gore iyilestiren maddeler Fenofibrat, ferulik asit, kafeik asit,
selonsertib ve vanilik asit olmustur. Non-alkolik yagl karaciger hastaliginda ilaglarin
yaninda 6zellikle ferulik asitin de kullanilmasi, yeni kombine preparatlarin ortaya ¢ikma
potansiyeli agisindan umut verici olacaktir.

Anahtar Sozcukler: Ferulik asit, Kafeik asit, Non-alkolik yagl karaciger, Selonsertib



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Selonsertib and Phenolic Acids in an In vitro Model of
Hepatic Steatosis
[rem Nur OZKAN

Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School, June, 2024

Supervisor: Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Non-alcoholic fatty liver disease is a serious health problem that threatens
approximately half of the adult population worldwide. The disease starts with liver fat
accumulation and can progress to cirrhosis, a severe condition. Although its pathogenesis
is not yet fully understood, the risk factors associated with the disease are quite evident.
These include insulin resistance, unhealthy lifestyle, and obesity. Despite ongoing drug
trials, there is no definitive medication currently available. In this thesis, an in vitro non-
alcoholic fatty liver disease model was studied using the HepG-2 cell line and induced
with oleic acid. To prevent liver fat accumulation, the cytotoxic effects of Selonsertib,
Fenofibrate, Ferulic acid, Caffeic acid, and Vanillic acid were measured using the MTT
method in the created fat accumulation model, and their IC50 values were calculated. The
apoptotic effects of the drugs and phenolic acids were measured by the Annexin V-PI
method at non-toxic concentrations, and intracellular and extracellular cytokine levels
were also measured by flow cytometry. According to the analysis results, Ferulic acid
was the most effective in reducing the apoptotic effect in the created in vitro fatty liver
model. The termination of Phase III studies for Selonsertib as a drug for non-alcoholic
fatty liver disease was found to be consistent with the experimental results obtained in
this thesis. Caffeic acid was found to inhibit the levels of IL-6 and TNF-a in the fatty liver
model. The substances that improved the IL-10 level according to the fatty liver model
were Fenofibrate, Ferulic acid, Caffeic acid, Selonsertib, and Vanillic acid. The use of
Ferulic acid, in particular, alongside medications in non-alcoholic fatty liver disease,
could be promising in terms of the potential emergence of new combined preparations.

Keywords: Ferulic acid, Caffeic acid, Non-alcoholic fatty liver disease, Selonsertib
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ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

frem Nur Ozkan
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1. GIRIS

Son zamanlarda, diinya genelinde kayda deger artis gosteren non-alkolik yagl
karaciger hastalig1 (NAYKH) biiyiik endise yaratmaktadir. Hastalik, karacigerde yaglarin
birikimiyle baslaylp giinden giine non alkolik steatohepatite (NAYK), karaciger
fibrozisine, hatta siroza kadar devam eden bir seri saglik problemini igermektedir. Son
yapilan c¢aligmalarda, diinyadaki yetigkin niifusun %32'sinin NAYK hastalig1 ile
savastigini gostermektedir. Bu artisa, glinlimiiz yasaminin getirdigi etkenlerin, 6zellikle
obezite ve diyabetin sikliginin artmasinin etkisi olmustur. NAYK, giiniimiizde karaciger
kanserinin sik goriilme nedeni olarak kabul edilmekte ve Amerika Birlesik Devletleri'nde
karaciger nakli belirtileri arasinda ©One c¢ikmaktadir. Dolayisiyla, Non-alkolik
steatohepatit (NASH); ozellikle de NAYK gibi karaciger rahatsizliklarinin tedavisi ve
ontine gecilmesi, saglik politikalarmin 6ncelikli hedefleri arasinda yer almaktadir (Teng
vd., 2023).

NAYK hastaliginin nedeni hala tam olarak anlagilmamis olsa da, hastalik ile
iligkili tehlike unsurlar1 oldukea belirgindir. Bu unsurlar igerisinde sagliksiz yagam tarzi,
insiilin direnci, tip 2 diabetes mellitus (T2DM), artan karaciger yaglanmasi ve bagirsak
mikroorganizmalarinin dengesizligi yer alir. NAYK hastalig1 i¢in spesifik bir iyilestirme
siireci ya da herhangi bir ila¢ bulunmamaktadir. Ancak, Avrupa Karaciger Arastirmalari
Dernegi'nin klinik uygulama yonergeleri, fazla kilolu veya obez NAYK hastalarinda
kilolarmin %5-10 aras1 kaybinin, hastaligin gidisatin1 pozitif yonde etkileyebilecegini
belirtilmistir (Rong vd., 2023).

ASK-1 inhibitérii Selonsertib, oksidatif stres ortamlarinda inflamasyon, hiicre
Oliimii gibi cesitli durumlar1 destekleyebilir. NAYK hastaliginin belirtilerinden biri olan
oksidatif stres karaciger rahatsizliklarinda artmasindan dolay1 hastaligin tedavisi i¢in faz

IIT asamasina kadar denenmis ancak basarisiz olmustur.

Fenofibrat, viicuttaki yiiksek trigliserid ve yag diizeylerini azaltmasi i¢in Gida ve
[lag Dairesi (FDA) tarafindan izin verilmis bir ilagtir. Bu ilag, peroksizom proliferator ile
aktive edilen bir reseptor-o (PPAR-a) agonisti olarak ifade edilir ve sadece kandaki yag
diizeylerini diisiirmekle kalmaz, buna ek olarak kalp ve damar rahatsizlig1 riskini de
onemli Ol¢iide azaltir. Bununla birlikte, fenofibratin epitel islevini koruyarak vaskiiler yan
etkileri diisiirdiigi ve ozellikle diyabetle ilgili durumlari olumlu yonde degistirdigi
gosterilmistir. Fenofibratin etkileri yalnizca kalp ve damar sistemiyle kisith degildir;

bunun yam sira karaciger rahatsizliklarmin tedavi yontemlerinde de kullanilabilir.



Ornegin, karaciger rahatsizliklarmin gelisimini engelleyebilecek durumlar arasinda non-
alkolik yagh karaciger hastalifi (NAYKH), non-alkolik steatohepatit ve safra yolu
tikaniklig1 bulunmaktadir. Bu ylizden, fenofibratin saglik problemlerinin tedavisinde ve

hastaliklar1 iyilestirici yonde dnemli bir faktor oldugu diisiiniilmektedir (Jin vd., 2023).

Bitkilerde genellikle bulunan ve bir karboksilik asit grubuna sahip olan kimyasal
bilesiklere fenolik asitler denir. Fenolik bilesiklerin 6nemli bir alt dalindan olan bitkiler,
polifenoller olarak adlandirilan bir tiir fitokimyasali temsil ederler. Fenolik asitler;
bitkilerin tohum, meyve kabugu ya da sebze kabuklar1 gibi degisik kisimlarinda
bulunabilir. Genellikle ester, amid ya da glikozitler gibi kimyasal bilesikler fenolik
asitlerle bagh veya serbest halde bulunabilirler. Bu bilesikler, antioksidan ozelliklere
sahiptir ve viicuttaki serbest radikallerle miicadele ederek hiicresel tahribati engellemeye
yonelik yardimer olabilirler. Ayrica, saglik icin anti-inflamatuvar ve anti-kanser gibi

farkl potansiyel etkileri de bulunmaktadir (Kumar ve Gonel, 2019).

Tez kapsaminda; HepG-2 hiicre hatti kullanilarak, oleik asit ile in vitro olarak
olusturulmus non-alkolik karaciger yaglanmasi1 modeli iizerinde ¢alisilmistir. Olusturulan
yaglanma modelinde fenolik asitlerin etkisi incelenmis ve toksik olmayan
konsantrasyonlar belirlenmistir. Yaglanma modeli olusturulan HepG-2 hiicre hatti
mikroskop altinda incelenerek fotograflanmistir. Toksik olmayan konsantrasyonlar
belirlendikten sonra, non-alkolik yaglh karaciger modeline olan etkileri Annexin V-PI

yontemi ile ve sitokin seviyeleri de akis sitometride Olciilerek analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Non- Alkolik Yagh Karaciger Hastalig1

Non- Alkolik Yagl Karaciger (NAYK) hastaligi, karacigerde fazla miktarda yag
birikmesi durumudur, ancak bu yag birikimi alkol kullanimindan kaynaklanmaz. Bu
ylizden NAYK hastalig1 olarak tanimlanmistir (Gokcan, 2018). NAYK, son zamanlarda
bat1 lilkelerinde siklikla karsilasilan kronik karaciger rahatsizligidir (Philip vd., 2021).
NAYK artisi; obezite, tip 2 diyabet (T2DM) ve yasliliktan kaynaklanmaktadir (Maurice,
2018). Rahatsizligin yetigkinlerde goriilme sikligir ise %25-30 civarinda olup, tip 2
diyabeti olan hastalarda ise popiilasyonun %70 gibi ciddi bir oranini etkilemektedir
(Philip vd., 2021, Mantovani, 2021). NAYK tanisi ise; biyokimyasal testler ve radyolojik
tetkikler sayesinde yapilabilmektedir (Idilman ve Kargaaltincaba, 2014). Hastaligin tanisi
yapildiktan sonra tedavi edilmez ise siire¢ Once steatohepatite ardindan siroza kadar
ilerlemektedir. Siroza kadar geri doniistimlii karaciger seviyesinde iken siroza geldiginde

ise geri doniigtimsiiz bir hal almaktadir (Arrese vd., 2016).
2.1.2. NAYK tarihgesi

NAYK ilk olarak 1836 yilinda Thomas Addison tarafindan tanimlanmistir
(Addison, 1836). Sonrasinda patolog Rokitansky, otopsi raporlarinda siroza yol
acabilecek yag fazlalihgini fark etmistir (Rokitansky, 1838). 1980 yilina kadar
otopsilerde sik¢a yag fazlaligi rastlanmasindan kaynakli olarak Ludwig ve arkadaslari
alkolsiiz yagli karaciger rahatsizliginin daha ciddi belirtilere sahip evresi olan non-alkolik
steatohepatit terimini kullanmislardir (Ludwig vd., 1980). Kesfedilen bu terimden sonra
ilk defa 1986 yilinda “Alkolsiiz yagh karaciger hastalig1” terimini Schaffner kullanmistir

(Schaffner, 1986). Bu terimin kullanilmasindan sonra Amerikali doktor Heribert Thaler

hastaligin patogenezini tanimlamistir (Thaler, 1988).
2.1.3. NAYK gorulme sikhgi

NAYK hastaliginin epidemiyolojisi bolgeler arasinda degisiklik gosterse de 2020
yilinda yapilan ¢alismaya gore, hastaligin goriilme sikliginin yetiskin niifusunun en az
%25’ini etkiledigi goriilmektedir. Bu oran yillar gegtikce yiikselmektedir ve bu yiikselis
de diinya genelinde NAYK 1n karaciger rahatsizliklarinin 6nemli bir saglik sorunu haline

geldigini gostermektedir (Younossi vd., 2023).



Gorsel 2.1. NAYK goriilme sikiigr (Younossi vd., 2023) (BioRender araciligiyla olusturulmustur).

Tiirkiye’de ise artan obeziteyle birlikte, ki Diinya Saghk Orgiitii (DSO) 2021
yilinda yayinladigi verilerde Avrupa'nin en yiiksek obezite goriilme sikliginin Tiirkiye'de
oldugunu bildirmistir. Bu durum da goéz oniinde bulundurularak Tiirkiye'de NAYK
goriilme sikligmin yetiskin niifusunun %40-45'in iizerinde oldugu Ongoriilmiistiir. Bu
oran gozonline alindiginda Tiirkiye'nin NAYK goriilme sikligmin en sik oldugu

iilkelerden biri oldugu tahmin edilmektedir (Y1lmaz, 2021).

2.1.4. NAYK nedenleri

NAYK nedenlerinde hem ¢evresel hem de genetik etkenler rol oynamaktadir,
ancak bu hastaliga hangi faktorlerin neden oldugu hala net bir sekilde bilinmemektedir.
NAYK hastalarinin genelinde fazla kilo, sagliksiz yasam temposu, dislipidemi ve insiilin
direnci en sik karsilasilan problemlemler arasindadir. Bir ¢cok faktor birleserek NAYK
olusturdugu igin, hastalik ortaya ¢iktig1 andan itibaren bazi hipotezler kabul edilmistir
(Kneeman vd., 2012).

NAYK patogenezinde uzunca bir siire iki vurus hipotezi kabul edilmistir. Iki vurus
hipotezinde, ilk vurus steatozu simgeler. Steatoz, hepatositlerde trigliserit y1gmni1 olarak
ifade edilmektedir. Ilk vurus sonrasinda karacigerde oksidatif stres, inflamasyon ve
mitokondriyal fonksiyonel bozuklugu gibi bir takim degisiklikler meydana gelmektedir.
Oksidatif stres (OS), viicutta bulunan serbest radikaller ile antioksidanlarin arasinda

meydana gelen ¢eliskinin bir sonucudur. Bu durum, hastaligin ilerlemesinde yag



hiicrelerinin zarar gormesi ve dolayisiyla da karaciger iltihaplanmasinin artisiyla
baglantilidir. Mitokondriyal fonksiyonel bozuklugu ise hiicrenin enerji tiiretimden
sorumlu olan mitokondrinin gorevlerini yapmamasi durumudur. Bu durum, hiicrelerin
enerji liretimini etkiledigi i¢in hiicreler normal gérevlerini yapamaz hale gelir dolayisiyla
bu da yaglh karacigerin ilerlemesini artirmaktadir. Viicutta olan bu degisiklikler ikinci
vurusu desteklemekte ve karacigeri savunmasiz hale getirmektedir (Jarvis vd., 2020).
Ancak son zamanlarda iki vurus hipotezi NAYK’de olusan biyolojik farkliliklari
aydinlatmakta verimsiz ve zayif kaldigindan dolay1 gegerliligini kaybetmistir. Bu
durumdan dolay1 artik uygun goriilen hipotez ¢oklu vurus hipotezi olmustur. Coklu vurus
hipotezi, kalitimsal olarak NAYKi tetiklemek i¢in ayn1 anda birden ¢ok etkenin birlikte
ve paralel hareket ettigi mekanizmalar1 igerdigini savunan bir hipotezdir. Coklu vurus
hipotezi; endoplazmik stres, yasam tarzi ve genetik faktorler gibi birden cok etkenin
oldugu ve bu etkenlerle artan serbest yag asitlerinin (FFA) birikimine, kolesterol
seviyesinin artigina ve en dnemlisi insiilin direncinin gelismesine yol acar (Buzzetti vd.,

2016).

CiFT VURUS -
HIPOTEZI
Saglkh Karaciger ~ NAYK NASH Siroz
COKLU VURUS Endoplazmik R i
HIPOTEZI Yasam Tarzi ;
Genetik Fa_
Mitokondriyal Fonksiyc uklar
immiin Sistem

Gorsel 2.2. NAYK Patogenezi (Xu ve Hang, 2021) (BioRender araciligiyla olusturulmustur).
2.1.5. NAYK tanis1

NAYK tanisi icin; genellikle kan testleri, ultrasonografi, biyopsi, manyetik
rezonans goriintiileme (MRG) gibi radyolojik testler uygulanmaktadir. Kan testlerinde,
karaciger parametreleri olan Alanin Aminotransferaz (ALT) ve Aspartat

Aminotransferaza (AST) bakilmaktadir. ALT/AST degeri NAYK’de cogunlukla 1’in



altindadir. ALT/AST degeri 1’in {istiine ¢ikmasi ise, NAYK hastaliginin ilerlediginin
belirtisi olarak kabul edilmektedir (Idilman ve Karcaaltincaba, 2014).

Radyolojik testlerde ise ultrasonografi; alkolsiiz yagh karacigeri goriintiilleme
Ol¢tileri bobrege oranla karacigerin parlakligini kapsar (Grant ve Lisker-Melman, 2004).
Ultrasonografi yonteminin X-1s1n1 gibi tehlikeli 1s1nlar1 barindirmamasi, kolay ulasilabilir
ve diisiik maliyetli olusu en Onemli avantajlarindandir ancak ultasonografi yontemi
yaglanma oranmi gostermedigi icin pek tercih edilmez. Bilgisayarli tomografi
yonteminde, kontrastsiz tetkikler alkole bagli olmayan yaglh karacigerin tespiti i¢in en
uygun degerlendirme yontemidir, ancak kontrastli tetkiklerde de durum degisebilir

(Idilman ve Kargaaltincaba, 2014).

2.1.6. NAYK tedavisi

Alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligi, artan prevelansi sebebiyle onemli
bir saglik problemidir. Giincel derlemeler vasitasiyla NAYK i¢in modern iyilestirme
yontemleri hala arastirilmaktadir. Yapilan arastirmalarda heniiz NAYK tedavisi i¢in net
bir yontem bulunamamustir. Tedavi segenekleri hastaligi tamamen ortadan kaldiramazken
belirti ve semptomlar1 azaltmaya yoneliktir. Bu se¢cenekler arasinda en ¢ok kullanilan ve
hastaligin belirtilerini azaltan yoOntemlerin arasinda Akdeniz diyeti ve yasam tarzi
degisiklikleri oldugu ortaya koyulmustur. Ancak hastadan hastaya iyilesme siireci farkli
oldugu icin en iyi tedavi yontemi daimi kilo kaybi1 olarak goriilmiistiir. Hastalarin her
birinde semptom farkli oldugu i¢in farmakoterapi gelistirmesi hala biiyiik bir sorundur

(Kosmalsi vd., 2023).

NAYK tedavisinin hedefi oncelikle; karacigerde olusan hastaligin ilerlemesini
baskilamak ve hastalig1 geriletmektir. Bu hedef dogrultusunda tedavi; yasam tarzi
degisikliklikleri ve farmakolojik tedavilerdir. Yasam tarzi degisikliklerinin basinda kilo
kayb1 ve hastanin hareket aktivitesini artirmasi gelmektedir. Bu degisiklikler
dogrultusunda hasta takip edilip tedaviye yanit1 gozlenmektedir. Ancak hastanin yasam
tarz1 degisikliklerine ragmen hastalig1 6 ay i¢inde tedaviye yanit vermez ise farmakolojik
tedavi agamasina gegilmektedir. Farmakolojik tedavi yonteminde NAYK hastaliginin
evresi de onemlidir. Hastalik, 2 veya daha fazla fibrozis evresindeyse farmakolojik tedavi
asamasina gecilmektedir. Ancak NAYK hastaligimin kesinlesmis bir farmakolojik

tedavisi bulunmamaktadir. Giiniimiizde hala ¢aligsmasi siirmekte olan bir ¢ok farkli ilag



bulunmaktadir. Bunlardan birkag¢i Fibratlar ve Metformin gibi ilaglar ve tiirevleridir

(Yilmaz ve ark, 2021) (Lavine ve ark, 2011).

2.2. Non-alkolik steatohepatit

Non-alkolik steatohepatit (NASH); "steato" yag anlamina gelirken, hepatit
karaciger enflamasyonunu ifade eder. NASH, alkole bagli olmayan yagh karacigerin
ciddi bir alt ¢esitidir (http-1). Ciinkii, alkole bagl olmayan yagli karaciger hastalig1 tedavi
edilmedigi siire boyunca her 7 senede bir evre ilerler. Ilerleyen her evrede fibrozis arttig
icin fibrozisle birlikte 6liim riski de artmaktadir (Gokcan ve Yilmaz, 2018). NASH’in
tiim diinya prevelansi %1-3 civar1 oldugu belirtilmistir (http-1). Her ne kadar istatistikler
NASH prevelansinin NAYK kadar yaygin olmadigini gosterse de alkole bagli olmayan
yagl karaciger her 7 yilda bir ileri evreye gectigi icin NASH prevelansi da giin gegtikce
artmaktadir (Gokcan ve Yilmaz, 2018). Hastaligin patogenezinde yaglanmanin yaninda
inflamasyon ve beraberinde hepatositlerde balonlagma goriilmekle birlikte, fibrozis
goriilme siklig1 da alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligima oranla daha cok
artmistir (http-1).
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Gorsel 2.3. NASH Mikroskop Gorlntisu (Liang ve ark, 2014).

2.3. Siroz

Siroz kelimesi Yunancada koyu sar1 renk anlamina gelir ve ilk defa 1826°da
Laennec tarafindan kullanilmistir. Bu isimlendirme sirozlu karaciger goriintiisiiniin koyu
sar1 renginde olmasimdan kaynaklanmaktadir (http-3). Siroz, alkole bagli olmayan yagl

karaciger hastaliginin en ciddi seklidir (Zhou ve ark, 2014). Hastalik; diinya genelinde



6lim nedenleri arasinda 11. sirada, karaciger ile baglantili 6liimlerin arasinda ise ilk
siradadir (Asrani ve ark, 2018). Siroz 4 alt dalda siniflandirilir;

Tablo 2.1. Siroz Siniflandirilmasi

Morfolojik Makronodiiler
Mikronodiiler
Mikst nodiiler
Fonksiyonel Aktif
Inaktif
Klinik Evre Kompanse
Dekompanse
Etiyolojik

Karaciger sirozuna yol agan en onemli etken tipki NASH’daki gibi fibrozisdir.
Hastaligin steatohepatitten farki, fibrozisin geri doniistiiriilemez bir sekilde
ilerlemesinden kaynaklanmaktadir. (Zhou ve ark, 2014). Siroz asemptomatik durumdan
semptomatik duruma geldiginde belirtiler agiga ¢ikmaya baslamaktadir. Belirtilert NASH
belirtileriyle ayni oldugu i¢in bu ayrim tanida altin standart olarak bilinen karaciger
biyopsisiyle anlasilmaktadir (Bedossa ve Carrat, 2009). Tan1 sonrasinda ise fibrozis

evresine bakilmakta, fibrozis evresi >4 ise karaciger nakline bagvurulmaktadir (http-1).

2.4. Sitokinler ve NAYK

Sitokinler; 10-40 kiloDalton (kDa) molekiil kiitlesi araliginda olan, yakimindaki
hiicre grubuna (parakrin), kendi hiicre grubuna (otokrin) ve uzak mesafede bulunan hiicre
grubuna (endokrin) etki gosteren kiiclik proteinlerdir (Tilg, 2010). Bunlarin farkl
cesitlerde biyolojik Ozellikleri bulunmaktadir. Bu 6zellikler; membran yiizey
proteinlerinin ifadesinin yukariya dogru diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasini uyarma ve

engelleme, apoptoz ve inflamatuvar cevaplardir (Dinarello, 2011).

Sitokinler, genel olarak 3 gruba ayrilmaktadir: Pro-inflamatuvar, Anti-inflamatuvar

sitokinler ve kemokinler (Dinarello, 2011).

Pro-inflamatuvar sitokinler; monositlerden ve makrofajlardan salinmaktadir. Bu

sitokinlerden birkag1 timor nekroz faktor- a (TNF- a), interlokin-18 (IL-18), interlokin 6



(IL-6)’dir. Bu sitokinler; inflamatuvar farkliliklarin yapilasmasinda, immiin cevabin

olusmasinda gorev almaktadirlar (Tsochatzis, 2009).

Anti-inflamatuvar sitokinler; pro-inflamatuvar sitokin cevabini denetleyen
bagisiklig1 diizenleyen molekiillerdir. Bunlardan birkaci IL-4, IL-10, IL-13 sitokinleridir.

Bu sitokinler bazi sitokinlerin olusumunu ve immiin cevap yanitini engelleyebilirler.

Kemokinler, konak¢1 bagisiklik yanitlarinin aktiflesmesinde gorev alirlar. Aym
zamanda bazi hastaliklarin patogenezi i¢in ve de dokularda iyilesme gibi birden ¢ok
biyolojik olayda onemlidirler. Kemokinlerin esas gorevi, hiicre migrasyonunu kontrol

etmeleridir (Davenport, 2009).

Sitokinlerin bir¢ok hastalikta oldugu gibi NAYK hastalifiyla da iligkili oldugu
arastirmalarla ortaya konulmustur (Tsochatzis ve ark, 2009). Ozellikle IL-18, TNF- a ve
IL-6 gibi pro-inflamatuvar sinyal molekiillerinin; insiilin direnci, T2DM ile
hipertrigliseridemiyle baglantili oldugu bir¢ok farkli calisma ile gosterilmistir. Hatta yaglh
karaciger hastaliginin NASH’a dogru ilerlemesinde TNF-o’nin 6nemli bir etkisi oldugu
diistiniilmektedir (Valenti vd., 2002). Artmus TNF-a seviyelerinin insiilin direnci ve asir1
kiloyla baglantili olduguyla ilgili bir¢ok farkl: literatiir bulunmaktadir (Nadir ile Oguz,
2009). Ayrica IL-10’un karacigeri koruyucu 6zelligi vardir (Gao, 2005).

2.5. Apoptoz Sinyal Diizenleyici Kinaz 1 inhibitérleri

Mitojenle aktiflesen protein kinaz 5 (MAP3KS5) olarak da tanimlanan apoptoz
sinyal diizenleyici kinaz 1 ilk defa Ichjio ve arkadaglar1 tarafindan MAP kinaz ailesinin
bir iiyesi olarak siniflandirilmistir (Ichijo ve ark, 1997). Apoptoz sinyal diizenleyici
kinaz-1 yani ASK-1, MAPK grubu i¢inde bulunmaktadir. MAPK lar gen ifadesi, hiicre
Olimdi, hiicre boliinmesi, proliferasyon ile baglantili islemlerin denetlenmesindeki sinyal
transdiiksiyon yollarinm1 olusturmaktadirlar. Sitoplazmada yer alan bu proteinler,
cekirdekten hiicre zarina bilgi gecisinde 6nemli rol oynamaktadir (Obara ve ark, 2010).
Sadece Selonsertib degil NQDI 1, TC ASK -10 gibi bircok ASK-1 inhibitorii olan ilag
bulunmaktadir (http-5).
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Gorsel 2.4. Selonsertib’in mitokondriyal hasara neden oldugu mekanizma (Lou ve ark, 2021). (BioRender

araciligyla olusturulmugtur).

2.5.1 Selonsertib

Selonsertib, (GS-4997) ASK-1 inhibitoriidiir. Giiniimiizde ise alkole bagh
olmayan yagl karaciger hastaligi tedavisine yonelik ila¢ arastirmalarinda faz III
asamasindayken basarisiz olmustur (Chang vd., 2024). ASK-1 inhibitorii olan

Selonsertib’in  anti-inflamatuvar, anti-apoptotik ve anti-fibrotik  aktiviteleri

bulunmaktadir (Ozkan ve Cantiirk, 2023).
N
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Sekil 2.1. Selonsertibin Kimyasal Yapus: (http-4).

ASK-1, ER ve oksidatif stresle aktiflestirilmektedir. Ozgii reseptorler, ASK-1’in
katalitik kinaz bolgesine tutunarak, etkinlesmesini ve fosforilasyonunu inhibe etmesini
saglarlar. Bu durum c-Jun N-terminal kinazlarim (JNK’ler) ve p38 MAPK
fosforilasyonunu engellemektedir. Selonsertib, ASK-1'e bagl sinyal iletim yolaklarinin
aktiflesmesini engelleyerek, inflamatuvar sitokinlerin iiretimini engellemekte, fibrozisde

rol oynayan genlerin ifadelerini asagi dogru diizenlemekte, programlanmis hiicre
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oliimiiniin asir1 olmasin1 engellemekte ve hiicre gogalmasini inhibe etmektedir (Ozkan ve

Cantiirk, 2023).

2.6. Fenofibrat

Peroksizom proliferatoriiyle aktiflestirilen reseptor-o (PPAR-a) agonisti olarak da
adlandirilan fenofibrat; apoptotik, anti-inflamatuvar, anti-oksidan, anti-fibrotik ve lipid
diisiiriicii etkinligi olan fibrik asit tiirevi bir ilagtir. Igerdigi 6zellikler nedeniyle alkolsiiz
yagh karaciger hastaligina yonelik kullanilan fenofibrat NAYK i¢in Gida ve la¢ Dairesi
(FDA) tarafindan onaylidir (Jin vd., 2023) (http-6)

Fenofibratin anti-inflamatuvar reaksiyonlar1 ve isleyisi hastalik cesitlerine gore
farklilik gostermektedir. Ilag, hastaliklarda anti-inflamatuvar reaksiyonlarin1 dogrudan
veya dolayl1 yolla gostermektedir. Karaciger hastaliklarinda; karaciger X almaclarinin
(LXR'ler), sterol diizenleyici element baglayan proteinlerin (SREBP'ler) ve ozgii
genlerinin ifadelerini asagiya dogru diizenlenmesini yukartya dogru doniistiirmektedir
bdylelikle kolesterol yikimina yardimer olabilir. Bu durumda karacigerde olan yag

oranini diigiirebilir bu da NAYK tedavisine yonelik olabilir (Maxwell vd., 2003).
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Gorsel 2.5. Fenofibrat etki mekanizmasi(Goldenberg ve ark, 2008). (BioRender araciligila yapumigtir).



2.7. Fenolik Asitler

Genellikle bagl formda bulunan fenolik asitler, bir karboksilik asit ve bir ya da
daha fazla hidroksil grubu ile bir fenil halkas1 barindiran, flavanoid olmayan bilesiklerdir.
Bu asitler, fenolik bilesiklerin tiirevleridir ve 2 ana gruba ayrilirlar (Onat vd., 2021).

Bunlar; hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asitlerdir.

2.7.1. Hidroksisinamik asitler

C6-C3 karbon yapisina sahip, 9 karbon atomu igeren, genellikle bagl formda olan
sinnamik asidin tiirevleridir. Kafeik asit, p-kumarik asit, sinnamik asit ve ferulik asit

hidroksisinamik asit bu grupdandir (Kiokias ve Oreopoulou, 2021).

4 | CH = CH — COOH

3 2

Sekil 2.2. Hidroksisinamik Asit Kimyasal Yapusi (http-T7).

2.7.1.1. Kafeik asit
3,4-dihidroksisinnamik asit olarak da bilinen Kafeik asit (KA), organik bir bilesik

ve kuvvetli bir anti-oksidandir. Bu asidin, inflamatuvar Onleyici, immiin sistem
diizenleyici ve kanser Onleyici gibi 6zellikleri bulunmaktadir (Colina vd., 2019). Yapisal
olarak ferulik aside benzerligiyle bilinen kafeik asit, kafeinden farkhidir. Genellikle
meyvelerin ¢ogunda bulunan ve bundan dolayr da diyetlerde siklikla kullanilan bir
maddedir. Meyve disinda; adagayi, kahve, cay, kekik, nane ve Seylap tar¢imi gibi
bitkilerde de kafeik asit bulunmaktadir (Choi vd., 2017).

O

HO
X OH

HO

Sekil 2.3. Kafeik Asit Kimyasal Yapusi (http-8).
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2.7.1.2. Ferulik asit

3-metoksi, 4-hidroksi sinnamik asit olarak da bilinen Ferulik asit (FA), ismi
devasa rezene anlaminda olan Ferula cinsinden tiiretilmektedir (http-9). Polisakkaritlerin
ve ligninin ¢apraz baglanmasi hiicre ¢eperinin sert hale gelmesini saglamaktadir. Tahil,
yulaf, bugday ve piring gibi bitkilerin ve de baz1 meyve sebzelerin ana bilesigi arasinda
bulunmaktadir. Ferulik asit iceren bitkilerin tliketimi ile ilgili son yillarda yapilan
calismalarda T2DM’i, kanseri, obeziteyi, kalp ve damar rahatsizliklarin1 6nledigi
gorlilmektedir. Boylelikle ferulik asit; anti-diyabetik, anti-inflamatuvar ve anti-
hipertansif 6zellikleri nedeniyle son yillarda siklikla kullanilmaktadir (Alam, 2019).
Ayrica 2022 yilinda yapilan bir ¢alismada siganlarda in vitro ortamda NAYK modeli
olusturulmus ve ardindan FA verilmistir. Calisma sonunda gozlemlenen siganlarda
NAYK patogenezinde ortaya g¢ikan oksidatif stres azalmis ve lipid peroksidasyonunu

tyilestirdigi one siirtilmiistiir (L1 vd., 2022).

S

% N 0H

HO

Sekil 2.4. Ferulik Asit Kimyasal Yapisi (http-9).

2.7.2. Hidroksibenzoik asitler

C6-C1 karbon yapisimna sahip, 7 karbon atomu igeren, az miktarda bitkisel
gidalarin yapisinda bulunan ve benzoik asitten tiiretilen bilesiklerdir. En ¢ok bilinen
hidroksibenzoik asit, asetilsalisilik asit diger adiyla aspirindir. Ellajik asit, vanilik asit ve

gallik asit hidroksibenzoik asit gruplarindandir (Kiokias ve Oreopoulou, 2021).
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OH

HO

Sekil 2.5. Hidroksibenzoik Asit Kimyasal Yapust (http-10).

2.7.2.1. Vanilik asit

4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit olarak da bilinen Vanilik asit (VA), vanilinin
oksitlenmis seklidir. Hos ve kremsi kokusundan dolay: tatlandirici olarak kullanilan VA
dihidroksibenzoik asit tiirevidir (Sharma ve ark, 2020). Genellikle vanilya bitkisi, biber,
kakao, yaban mersini, badem ve ahudududa bulunmaktadir. En ¢ok bulundugu bitki ise
Cin’e 6zel bir bitki olan Angelica sinensis'dir (Kim ve ark, 2010). VA’nin anti-oksidan,
anti-inflamatuvar, antimikrobiyal ve anti-apoptotik oOzellikleri bulunmaktadir. Anti-

inflamatuvar &zelligi sayesinde oksidatif stresi azalttigi yoniinde c¢aligmalar da

bulunmaktadir (Taqvi vd., 2021).
O OH

OCH,
HO

Sekil 2.6. Vanilik Asit Kimyasal Yapist (http-11).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal
3.1.1. Kullanilan cihazlar

HERACcell 240 Steril COz2 inkiibatorii
Hava akim kabini

Masaiistii sogutmali santrifiij
Cedex XS Hiicre sayici
Derin dondurucu buzdolabi
Hassas terazi

Inverted mikroskop

Otoklav

Otomatik pipet

Sterilizator

Su banyosu

Vorteks

Mikro Santrifiij

Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader

Akis sitometri cihazi

Thermo Scientific, ABD
Heal Force, Cin
Eppendorf, Almanya
Innovatis, ABD
Altus, Tirkiye
Ohaus, Avustralya
Leica, Almanya
Alp, Tiirkiye
Eppendorf, Almanya
Niive, Tiirkiye
Niive, Tiirkiye
Daihan, Giiney Kore
Hettrich, Almanya
Bio-Tek, Almanya

BD Accuri™C6, Amerika

3.1.2. Kullanilan laboratuvar malzemeleri ve kimyasallar

10, 100, 1000 ve 5000 pL’lik pipetor

10, 100, 200, 1000 pL’1lik mikropipet ucu

12 kanall1 otomatik pipet

15 ve 50 mL’lik santrifiij tiipleri

15

Eppendorf, Kanada
Greiner Bio-One, ABD
Axygen, Ingiltere

Isolab, Almanya



[zoterm mikroskop lamlar1
Lamel

75 cm? Flask

25 cm?® Flask

2 mL’lik Ependorf tiip

5 ve 10 mL’lik cam pipet
96 kuyucuklu diiz tabanl1 plaka
12 ve 24 kuyucuklu plaka
6 kuyucuklu plaka
Penisilin/Streptomisin (PS)
Dimetilstilfoksit (DMSO)
DMEM Medium

Fetal Bovine Serum (FBS)
Cedex Smart Slide
Parafilm

Sarjli pipetor
Tripsin-EDTA 10X (TE)
Tripan-Blue

Kriyotiip (2 mL)

Hiicre kaziyici

Phosphate Buffer Saline (PBS)
Yag Kirmizis1t O

Ferulik asit
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SentezLab, Tiirkiye
Isolab, Almanya

Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Greiner bio-one, ABD
Isoterm, Tiirkiye

Isolab, Almanya

Jet Biofil, Cin

Nest, Cin

Biological Industries, Israil
Sigma — Aldrich, Almanya
Gibco Thermo Scientific, ABD
Sigma — Aldrich, Almanya
Roche, Almanya
Pechiney, Fransa

Starlab, Almanya

Pan Biotech, Almanya
Roche, Almanya

Cyros, Tiirkiye

Greiner Bio-One, ABD
Invitrogen, Almanya
Sigma — Aldrich, Almanya

Selleckchem, Amerika



Kafeik asit Sigma — Aldrich, Almanya

Vanilik asit Sigma — Aldrich, Almanya
Selonsertib Selleckchem, Amerika
Fenofibrat Sigma — Aldrich, Almanya
[zopropanol Sigma — Aldrich, Almanya
Oleik Asit Ataman Kimya, Tirkiye

3.1.3. Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Deneylerde kullanilacak olan sise, falkon, rezervuar ve hiicre kaziyic1 gibi
malzemelerin sterilizasyonu i¢in malzemeler aliminyum folyoyla sarilarak otoklava
konmus, 121°C’de 1.5 atm basing altinda 15 dakika boyunca sterilizasyonu
gerceklestirilmistir.

3.1.4. Kullanilan kimyasal ve boyalarm hazirlamsi
3.1.4.1. DMEM besiyeri

Hazirlanmak istenilen besiyeri miktarinin %10°u FBS, %1°1 PS iceren DMEM
besiyeri igerisine eklenerek steril kosullarda hazirlanmistir. Kullanilmayan siirede +4°C’

de saklanmustr.

3.1.4.2. 0.5 mM oleik asit

0.1 gram oleik asit tartilip 2 mL izopropanolde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu ¢ozelti
177 mM konsantrasyonda ana stok olarak kullanilmigtir. Ana stok igerisinden 141 pL

alinmis ve 50 mL’ye tamamlanarak 0.5 mM oleik asit hazirlanmistir.

3.1.4.3. Ferulik asit

1 mg ferulik asit tartilip 2 mL DMSO’da ¢oziilmiistiir. Hazirlanan 2.5 mM ¢ozelti
ana stok olarak kullanilmigtir. Ana stok igerisinden 200 pL alnip 50 mL’ye

tamamlandiginda 10 uM ferulik asit hazirlanmistir.
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3.1.4.4. Kafeik asit

1 mg kafeik asit tartilip 2 mL DMSQO’da ¢oziilmiistiir. Hazirlanan 2.77 mM ¢ozelti
ana stok olarak kullanilmistir. Ana stok igerisinden 180 pL almip 50 mL’ye

tamamlandiginda 10 uM kafeik asit hazirlanmistir.

3.1.4.5. Vanilik asit

1 mg vanilik asit tartilip 2 mL DMSO’da ¢oziilmiistiir. Hazirlanan 2.97 mM
cOzelti ana stok olarak kullanilmistir. Ana stok igerisinden 168 pL almip 50 mL’ye

tamamlandiginda 10 uM vanilik asit hazirlanmigtir.

3.1.4.6. Selonsertib

1 mg selonsertib tartilip 2 mL DMSO’da ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan 1.12 mM
¢ozelti ana stok olarak kullamilmistir. Ana stok icerisinden 446 pL alinip 50 mL’ye

tamamlandiginda 10 uM selonsertib hazirlanmustir.

3.1.4.7. Fenofibrat

1 mg fenofibrat tartilip 2 mL DMSO’da ¢oziilmiistiir. Hazirlanan 1.38 mM ¢ozelti
ana stok olarak kullanilmistir. Ana stok igerisinden 362 plL alimip 50 mL’ye

tamamlandiginda 10 uM fenofibrat hazirlanmistir.

3.1.4.8. %35°lik Yag kirmuzist O (Qil red O)

35 mg toz ORO boyas1 tartilip 10 mL saf %60’lik izopropanol igerisinde
¢cozilmistiir. 0,22 pm siringa ucu filtre kullanilarak filtreden gegirilmistir. Bu soliisyon

hiicreleri boyamadan 6nce (3:2) ddH20 kullanilarak seyreltilmistir.
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3.2. YOntem
3.2.1. Hicre hattimin stoktan ¢ikarilmasi

Deneylerde kullanilan HepG-2 hiicre hatt1 -80 °C’de muhafaza edilmektedir.
Kullanilacak hiicre hattinin -80°C’den ¢ikarildiktan sonra hizli bir sekilde ¢oziilmesi
gerekmektedir. Coziinen hiicre hatt1 10 kat1 besiyeri i¢eren falkona aktarilip, 1250 rpm
hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij bitiminde siipernatant atilip
falkonun dibinde olan pellete taze medium eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Pipetajin
ardindan uygun flaska hiicreler aktarilmistir. Hiicrelerin siispanse halden adhere haline

gelebilmesi i¢in 37°C’de %5 COz igeren inkiibatore kaldirilmistir.

3.2.2. HepG-2 hucre hattinin gogaltilmasi

NAYK modeli olugturmak i¢in kullanilacak olan insan karaciger hiicre hatti olan
HepG-2 (ATCC kodu: HB-8065) hiicre hatt1 kullanilmistir. HepG-2 hiicreleri, %10 FBS
ve %1 PS iceren DMEM besiyeri ortaminda 25 cm?liik flasklar kullanilarak 37°C’de %5
COz igeren inkiibatdrde ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin flaskin yilizeyini kaplamasina gore
yogunluk oram1 %70-80’1 gectiginde hiicrelerin eski besiyeri ¢ekilmistir. Besiyeri
uzaklastirilan hiicreler 5 mL PBS ile yikanmigtir. Yikama islemi bitiminde adhere
hiicrelerin flasktan kaldirilmasi i¢in 500 pL Tripsin-EDTA eklenmistir ve 3 dakika
boyunca 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatore kaldirilmistir. 3 dakikanin sonunda
mikroskop altinda hiicrelerin durumuna bakilmistir. Adhere hiicrelerin siispanse hale
geldigi mikroskop altinda gézlenmistir. Tripsin-EDTA etkisini notralize etmek icin flaska
5 mL DMEM mediumu eklenmis sonrasinda pipetaj yapilmistir. Besiyeri ilave edilen
flaskdaki stispanse hiicreler serolojik pipet yardimiyla falkona aktarilmistir. Falkon, 1250
rpm hizda 5 dakika boyunca santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santriflij bitiminde
slipernatant uzaklastiritlmis ¢oken hiicre pelletine taze besiyeri ilave edilmis ve pipetaj

yapilmistir. Pipetaj sonrasinda hiicreler 75 cm?®’liikk flaska aktarilmistir.

3.2.3. Hicrelerin stoklanmasi

Hiicreler flaskin yiizeyini tek tabaka halinde tamamen kapladiginda hiicreler
sonraki deneylerde kullanilmak amaciyla stoklanmistir. Stok islemini gergeklestirmek

icin; pasajlama isleminde yapildig1 gibi once flaskdaki eski besiyeri serolojik pipetle
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uzaklastirilmis sonrasinda yikama islemi i¢in PBS eklenmistir. Yikama islemi
gergeklestikten sonra adhere hiicreler Tripsin-EDTA yardimiyla kaldirilmistir. Siispanse
hiicre haline gelen hiicreler santrifiij yardimiyla ¢oktiiriilmiistiir. Coken hiicrelerden
siipernatant uzaklastirilmis pellete 650 pL taze besiyeri 650 uL FBS 130 uL’de DMSO
eklenip hiicreler kriyotiipe aktarilmistir. Kriyotiip Mr. Frosty™ Freezing kutusunda -
20°C’de 4 saat bekletilip, daha sonra -80°C’deki dondurucuda stoklanmustir.

3.2.4. Hucrelerin saymm

Hiicreler 75 cm?’liik flasklarda yeterli yogunluga ulastiginda deneylerde
hiicrelerin  kullanilmas: i¢in hiicre sayim islemi yapilmistir. Hiicre sayimini
gergeklestirmek icin ilk once flaskdaki eski besiyeri serolojik pipetle uzaklastirilmig
sonrasinda yikama islemi i¢in 5 mL PBS eklenmistir. PBS ile yikanan flaska 1 mL
Tripsin-EDTA eklenmistir. Flask 3 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibator
ortamindan alinan flaska 5 mL besiyeri eklenmis ve falkona aktarilmistir. Santrifiij olan
falkondaki siipernatant pelletten uzaklastirilmis 1 mL taze DMEM besiyeri eklenmis ve
pipetaj yapilmistir. Pipetajin ardindan lamel iizerine 10 pL Tripan-Blue ¢ozeltisi ve
tizerine hiicre pelletinden de 10 pL konulmustur. Lamel iizerinde pipetaj yapilmis ve 10

uL Cedex Smart Slide’a aktarilmistir. Hiicreler Cedex XS cihazinda sayilmistir.

3.2.5. MTT yontemiyle sitotoksisitenin belirlenmesi

MTT  [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolium  bromiir] testi
hiicrelerin metabolik canliliklarin1 6lgmede kullanilan kantitatif kolorimetrik bir
yontemdir. Sar1 tetrazolyum tuzu, canli hiicrelerin salgiladigi mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri tarafindan mor formazan kristallerine indirgenir. Mor renkli suda
cOziilemeyen formazan kristallerini ¢6zebilmek i¢cin DMSO kullanilir. MTT uygulanan
plaka kuyucuklar1 canli hiicrelerden olusuyorsa metabolik aktivite yiiksek, plaka
kuyucuklarmin rengi de mordur. Ancak kuyucuklar 6li hiicrelerden olusuyorsa, o6li
hiicreler mitokondriyal dehidrogenaz enzimi salgilamadigi i¢in metabolik aktivite diisiik,
plaka kuyucuklarmin rengi de agik sar1 olarak kalir. Olgiim plaka okuyucuda 540-570
nanometre araliginda yapilir (Gavanji ve ark, 2023, Erkekoglu ve ark, 2021, Plumb,
2004).
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Gorsel 3.1. MTT boyasun kimyasal yapist (BioRender araciligiyla yapilmistir.)

MTT yontemiyle, fenolik asitlerin, selonsertibin ve fenofibratin NAYK modeli
olusturmadan ©nce sitotoksik olmayan konsantrasyonlarmin belirlenmesi amaciyla,
HepG-2 hiicreleri DMEM besiyerinde ¢ogaltilmistir. Hiicreler flask yogunlugunda %70-
80 doluluga ulastiginda 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucugunda 1x10* hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Ekim yapilmis 96 kuyucuklu plakadaki hiicrelerin yapismasi
icin 24 saat boyunca 37°C sicaklikta, %5 CO2 iceren inkiibatérde inkiibasyona
birakilmistir. Kuyucuklardan eski besiyerleri ¢ekilip kuyucuklara, taze besiyeri i¢erisinde
0.5 mM oleik asit verilmistir. Oleik asidin hiicrelerin icerisine girebilmesi i¢in tekrar 24
saatlik inkiibasyona birakilmis, inverted mikroskopla yaglanma modelinin olusup
olugsmadig1 kontrol edilmistir. 24 saatin sonrasinda eski besiyeri ¢ekilmistir. Ardindan
uygulanacak olan madde konsantrasyonlarinin diliisyonlart hazirlanmig ve her bir
kuyucuga istenilen madde konsantrasyonlar1 verilmistir. Madde konstrasyonlar1 verilmis
plaka tekrardan 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde 151ks1z
ortamda MTT boyas1 kuyucuklara 10 pl olacak sekilde dagitilmistir. MTT boyasi
dagitilan plakalar 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 3 saatin ardindan etlivden ¢ikarilan
plakadan besiyerleri uzaklastirilmig, plakanin kuyucuklarina 100 ul DMSO eklenmistir.
DMSO eklenmis plakalar, Cytation 3 Hiicre Goriintilleme ve Cok Modlu Okuyucu
cihazinda 540 nm dalga boyunda o6lgiilmiistiir. Sitotoksik etki yapmayan fenolik asitler

ve maddelerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
b —e=d| | A N

10 gl MTT verilir 100 1 DMSO verilir ardindan okutulur

Gorsel 3.2. MTT Asamalari (BioRender araciligryla yapilmistir.)
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3.2.6. HepG-2 hucreleriyle NAYK modeli olusturma

Oleik asit, bitkisel ve hayvansal yaglarda dogal olarak bulunan yag asididir. Tekli
omega 9 yag asidi olarak smiflandirilan oleik asit, zeytinyaginin trigliserit esterlerinde
biiylik ¢ogunlukla bulunur. NAYK modeli olustururken steatozu indiiklemesi i¢in oleik
asit kullanilir. Bunun nedeni ise; kisilerin beslenme tercihlerindeki farkliliklarla birlikte,
fazla karbonhidrat kullanimi hepatositlerin enerji metabolizmasinda olumsuz
degisikliklere neden olur ve bu durumun sonucunda da yag asitlerinin iiretiminde artis
olur. Bu sebepten, uygun bir hiicresel model olustururken cogunlukla yag asitleri

indiikleyici olarak kullanilir (Zhang vd., 2023).

HepG-2 hiicreleri, %10 FBS, %1 PS oraninda olacak sekilde DMEM besiyeri
ortaminda hazirlanmistir. Bu asamadan sonraki deneylere, HepG-2 hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki gostermeyen ferulik asit, vanilik asit, fenofibrat ve selonsertible devam
edilmistir. Tez kapsaminda in vitro ortamda HepG-2 hiicreleriyle NAYK modeli
olusturmak icin 6 grup deney konfiglirasyonu tasarlanmustir.

(1) Saglikli HepG-2

(2) NAYK Grubu (HepG-2 + 0.5 mM Oleik Asit)

(3) Fenofibrat Grubu (HepG-2 + 0.5 mM Oleik Asit +10 pM Fenofibrat)

(4) Selonsertib Grubu (HepG-2 + 0.5 mM Oleik Asit +10 uM Selonsertib)

(5) Ferulik Asit (HepG-2 + 0.5 mM Oleik Asit +10 uM Ferulik Asit)

(6) Vanilik Asit (HepG-2 + 0.5 mM Oleik Asit +10 uM Ferulik Asit)

3.2.7. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hicrelerinin yag kirmzisi O ile

boyanmasi

Oil Red O (ORO), notr lipitleri, kolesterol esterleri ve lipoproteinleri boyamak
icin kullanilan yagda ¢6ziinen bir boyadir (Bharati ve ark, 2022, Ramirez vd.,1997).
Hiicre i¢i lipit boyama ve doku kesiti boyama i¢in siklikla kullanilmistir, hiicresel
gecirgenligi nedeniyle, notr yaglar, ozellikle trigliseridler, kirmizit bir renk tonu ile
boyanabilir (Mehlem ve ark, 2013). Bu boya yag damlaciklarinin goriintiilenebilmesi i¢in

en 6nemli ayiractir (Kinkel vd., 2005).

HepG-2 hiicrelerinin yag kirmizis1 O ile boyanmasi deneyinde dncelikle HepG-2

hiicreleri 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir.
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Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin adhere hale gelebilmesi i¢in 24 saat boyunca 37°C
sicaklikta %5 COz igeren etiivde inkiibasyona birakilmigtir. Siire tamamlandiktan sonra
hiicrelere 0.5 mM oleik asit verilip inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi biten
yaglh hiicrelere istenilen konsantrasyonlarda maddeler verilmistir. Tekrar 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile yikanmuistir.
Ardindan fiksasyon amaciyla %4’liik paraformaldehit eklenmis ve oda sicakliginda 30-
45 dakika bekletilmistir. Siire sonunda ddH:O ile iki kez yikanmigtir. Hiicreler 5 dakika
boyunca %60’lik izopropanol ile muamele edilmistir. Hazirlanan Yag Kirmizist O stok
¢ozeltisi 3:2 oraninda ddH:0 ile seyreltilmistir. Seyreltilen Yag Kirmizis1 O soliisyonu 2
defa 0.22 pm milipor filtre yardimiyla filtreden gecirilmistir. Hiicreler boya ile 30 dakika
boyunca bekletilmistir. Boya eklenen kuyucuklar 2 kez ddH20 ile yikandiktan sonra

inverted mikroskobu yardimiyla boyanan kuyucuklar gézlenmistir.

3.2.8. NAYK modelinin akis sitometride Annexin V-Pl yodntemiyle apoptotik

etkisinin belirlenmesi

Akis sitometri cihazi, hiicreler o6l¢lim cihaz1 yardimiyla silispanse halde
stiziilirken, hiicrelerin boyut ve tanecikligi gibi bir¢ok fiziksel 6zelligini ayni anda
Olcebilen bir cihazdir. Calismasi yapilan hiicrelerin ylizeyinde bulunan hiicre disindaki
molekiilleri veya hiicre i¢indeki molekiilleri hedef alan boyalardan tiiretilebilen 151k
sacilma Ozelliklerine baglidir. Goriiniir 151k sacilimi iki farkl tarafta dlgiliir, hiicrenin
nispi boyutunu gosterebilen ileri dagilim veya FSC ile hiicrenin i¢ karmasikligini veya

ayrint1 diizeyini gosteren yan sacilim veya SSC’dir (Han vd., 2014)(Leipold vd., 2015).
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Gorsel 3.3. Akis sitometri ¢alisma prensibi (Kanev ile Muranl,2016).

Apoptoz, hiicre dliimiiniin normal gelisime bagli olarak ya da bir hiicre hasar1
sonucu ortaya ¢ikan ve genetik olarak kontrol edilen bir stiregtir. Akis sitometri ile
apoptotik hiicre Ol¢limii yapilabilmektedir. Bunun i¢in Annexin V-PI ydntemi
kullanilmistir (Hu vd., 2019). Normal hiicrelerin, sitoplazmaya bakan tarafinda
fosfatidilserini (PS) eksprese ettikleri i¢in dogada hidrofobik oldugu ve hiicreler apoptoza
girdiginde, i¢ zarin dis membran haline geldigi ve boylece fosfatidilserini agiga ¢ikardigi
temel mekanizmasina dayanir. Acikta kalan fosfatidilserin, Annexin V tarafindan saptanir
ve propidyum iyodiir (PI), apoptotik ve nekrotik hiicreleri ayirt etmeye yardimer olan

DNA igerigine sahip nekrotik hiicreleri boyar (Lakshmanan ile Batra, 2013).

Bu tez c¢alismasinda NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicrelerinin akis
sitometride apoptotik etkilerinin belirlenebilmesi i¢in, 6 kuyucuklu plakaya her
kuyucukta 1x10%/mL hiicre olacak sekilde ekim yapilmigtir. Ekim yapildiktan sonra
hiicrelerin adhere hale gelebilmesi igin 24 saat boyunca 37°C sicaklikta %5 CO2’lii etiivde
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra hiicrelere 0.5 mM
oleik asit verilip inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi biten yagl hiicrelere toksik
olmayan konsantrasyonlarda maddeler verilmistir. Tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi bitiminde plaka kuyucuklaridaki medium falkona aktarilmistir. Her
kuyucuk 500 pl PBS ile yikanmistir. 500 ul PBS ile yikanirken silispanse hale gelen
hiicreler besiyeri olan falkonlara aktarilmigtir. Her kuyucugun falkonu 1250 rpm hizda 5

dakika boyunca santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Santrifiij bitiminde siipernatant
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dokiilmiistiir. Sonrasinda falkonlara PBS eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Ependorfun bir
tarafina 5 pL Annexin diger tarafina ise uL PI konulmustur. Pipetaj yapilmis olan
falkondan 200 pl hiicre siispansiyonu alinmig sonrasinda Annexin-PI konulan ependorfa
aktarilmistir. Ependorf 25-30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta
bekletilmistir. Ardindan iizerine Annexin Binding Buffer 5X’den, 1X’e diliiye edilerek,

orneklerin tizerine 200 pl eklenmis ve akig sitometri cihazinda okutulmustur.

3.2.9. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hicrelerinin akis sitometride interlokin-

113 duizeylerinin belirlenmesi

Interlokin-1 (IL-1) sitokin ailesi, 11 farkli gen tarafindan kodlanan 11 farkli
proteini igerir. Bu ailenin bir iiyesi olan Interlokin-1p (IL-1B), inflamasyon ve
yaralanmaya kars1 savunma reaksiyonlarinda kritik bir rol oynayan etkili bir pro-
inflamatuar sitokindir. IL-1p, karaciger hastaliginin her asamasinda 6nemli bir isleve
sahiptir. Karaciger hiicrelerinde siklikla bulunan IL-1 reseptdriine sinyal ileterek,
karaciger steatozu, inflamasyon ve fibrozisin tesvik edilmesine katkida bulunur. IL-1
ayrica, primer karaciger hepatositlerinde trigliseritlerin ve kolesteroliin birikimini
uyararak hepatik steatozu olusumunu tesvik eder. Bu bulgular, IL-1B'nin karaciger
hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir faktoér oldugunu ve karaciger sagligi lizerinde

onemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Tan vd., 2016) (Negrin vd., 2014).

Bu tez calismasinda NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicrelerinin akis
sitometride IL-18 diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in, 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta
1x103/mL hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin
adhere hale gelebilmesi i¢in 24 saat boyunca 37°C sicaklikta %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra hiicrelere 0.5 mM
oleik asit verilip inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi biten yagli hiicrelere toksik
olmayan konsantrasyonlarda maddeler verilmistir. Tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda plaka kuyucuklarindaki medium falkona aktarilmustir. Her
kuyucuk 500 pl PBS ile yikanmistir. 500 pl PBS ile yikanirken siispanse hale gelen
hiicreler besiyeri olan falkonlara aktarilmistir. Her kuyucugun falkonu 1250 rpm hizda 5
dakika boyunca santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Santrifiij bitiminde siipernatant
dokiilmiistiir. Sonrasinda falkonlara PBS eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Falkona 200 pl
Cytoperm/Cytofix soliisyonu eklenmis ardindan buzda 30 dakika boyunca bekletilmistir.
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Siire sonunda falkonlar santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant dokiilmiis
250 pl Perm Wash eklenmistir. Tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonrasinda
stipernatant dokiilmiis tizerine 250 pl PBS eklenmistir. Ardindan ependorflara 5 pL IL-
1B konulmus tizerine falkondaki hiicreler eklenmistir. 20 dakika karanlikta bekletilmis

ornekler akig sitometri cihazinda okutulmustur.

3.2.10. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hicrelerinin akis sitometride

interlokin-6, interlokin-10 ve timor nekroz faktor-a dizeylerinin belirlenmesi

Interlokin 6 (IL-6), inflamasyonlara ve doku hasaria yanit olarak tiretilen bir pro-
inflamatuar sitokin olarak bilinmektedir (Tanaka vd., 2014). Bu sitokin, pro-inflamatuar
aktivasyon gecirmis makrofajlar tarafindan sentezlenir ve inflamatuar tepkilerin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Zhang ile An, 2007). NASH gelisiminde, IL-6'nin
hepatosit hasar1 ve karaciger fibrozisini artirdigi bulunmustur. Bu bulgular, IL-6nin
inflamatuar siireglerde kritik bir rol oynadigini ve karaciger hastaliklarinin patogenezinde

onemli bir faktor oldugunu gostermektedir (Duan vd., 2022).

Bagisiklik sisteminin 6nemli bir baskilayicist olan interlokin 10 (IL-10),
antiinflamatuvar bir sitokindir ve ayni zamanda insan sitokin sentezi inhibitor faktorii
olarak da bilinir. IL-10, farkl hiicreler tarafindan salgilanir ve birincil hiicresel kaynagi
doku veya enfeksiyon asamasina bagli olarak degisebilir (Rafaqat vd., 2024). NAYK
hastalarinda pro-inflamatuvar sitokin olan TNF-a artig gosterirken bir sorun olarak
goriilen ise IL-10 sitokininde NAYK ilerledik¢e azalis gozlemlenmistir. Yapilan
aragtirmalarda TNF- a artis1, [L-10 sentezini inhibe ettigi yoniindedir (Zahran vd., 2013).

Tiimor Nekroz Faktor-o (TNF-a) 6ncelerde tiimor hiicrelerinin nekrozuna sebep
olan bir etken olarak tanimlanirdi. Ancak, son yillarda oto-immiin rahatsizliklarin
patolojik bir unsurunu da temsil ettigi belirlenmistir (Jang vd., 2021). TNF-o, NASH
hastaliginin gelisim siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Wellen ve Hotamisligil,
2003). Bu sitokin, hepatik inflamasyonun, karaciger hiicrelerinin hasarinin ve oksidatif
stresin Onciisiidiir. Bu bulgular, TNF-a'nin NASH patogenezindeki kritik roliinti
vurgulamakta ve karaciger hastaliklarinin anlasilmasinda 6nemli bir faktér oldugunu

gostermektedir (Seo vd., 2013).

NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicrelerinin akis sitometride IL-6 IL-10 ve
TNF-a belirlenebilmesi i¢in, 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1x103/mL hiicre olacak
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sekilde ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin adhere hale gelebilmesi i¢in
24 saat boyunca 37°C sicaklikta %5 CO2’lii etiivde inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
stiresi tamamlandiktan sonra hiicrelere 0.5 mM oleik asit verilip inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi biten yagl hiicrelere istenilen konsantrasyonlarda
maddeler verilmistir. Tekrar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde
plaka kuyucuklarindaki medium falkona aktarilmistir. Her kuyucuk 500 pl PBS ile
yikanmistir. 500 pul PBS ile yikanirken siispanse hale gelen hiicreler besiyeri olan
falkonlara aktarilmistir. Her kuyucugun falkonu 1250 rpm hizda 5 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij bitiminde siipernatant dokiilmiistiir. Sonrasinda falkonlara
PBS eklenmis ve pipetaj yapilmastir. IL-6, IL-10 ve TNF i¢in ayr1 ependorflar alinmis her
ependorfa ilgili SpL sitokinler eklenmistir. Ependorflarin iizerine falkonlarda bulunan
hiicreler aktarilmis 20 dakika karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan akis

sitometri cihazinda okutulmustur.

3.2.11. Sitotoksisite yontemlerinin istatistiksel analizi

Istatistiksel analizler ve grafik olusturma siireci, arastirma verilerinin anlamli bir
sekilde degerlendirilmesini saglamak i¢in GraphPad Prism 9.0 yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu asamada, hiicre topluluklarinin % canlilik degerleri, en yiiksek
seviyede referans alinarak grafiklendirilmistir. Elde edilen bulgularin istatistiksel
degerlendirmesi igin tek yonlii ANOVA testi uygulanmis ve sonrasinda Tukey testi ile

detayl1 bir analiz gergeklestirilmistir.

Istatistiksel degerlendirme sonuglar1 su sekilde yorumlanmistir: p> 0.5 ise fark
yok, p<0.05 (*) ise fark var, p<0.01 (**) ise anlaml fark var, p<0.001 (***) ise ¢ok
onemli fark var, ve p<0.0001 (****) ise son derece onemli bir fark oldugu kabul

edilmistir.

3.2.12. Etik bildirim

Tez kapsaminda yapilan deneyler in vitro ortamda gergeklestigi i¢in bu ¢alismada,

etik bildirim yapilmasini gerektiren 6zel bir durum bulunmamaktadir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. MTT YoOntemi

4.1.1. Oleik asit’in MTT yontemiyle sitotoksisitesinin belirlenmesi

NAYK modeli olusturulmak i¢in kullanilacak oleik asidin HepG-2 hiicrelerindeki
etkilerini anlamak tizere gerceklestirilen MTT deneyi, aragtirmanin 6nemli asamalarindan
biridir. Bu deneyde, hiicre canliligini belirlemek i¢in Eliza cihaz1 kullanilarak 540
nanometre dalga boyunda absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Deney, bes ayr1 tekrarla
gerceklestirilmis ve elde edilen veriler Microsoft Office Excel programiyla % olarak
hesaplanmistir. Kontrol grubu, %100 canlilik seviyesi olarak belirlenmis ve diger
konsantrasyonlar, bu referans seviyesine ile karsilagtirilmistir. Sonuglar, GraphPad Prism
9.0 yazilim1 kullanilarak istatistiksel analizlere tabi tutulmus ve grafikler olusturulmustur.
Bu siireg, oleik asit'in hiicreler iizerindeki etkilerini anlamak ve potansiyel terapotik
kullanimin1 degerlendirmek ve toksik olmayan konsantrasyonu belirlemek igin
gergeklestirilmistir. Sekil 4.1'de, HepG-2 hiicre hatti tizerinde, oleik asidin 0.25, 0.5, 1 ve

2 mM/mL konsantrasyon gruplarina ait % canlilik grafikleri gosterilmektedir.

Oleik Asit'in HepG-2 Hiicre Hatti Uzerine Etkisi
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Sekil 4.1. Oleik asidin HepG-2 hiicre hatt: iizerine % hiicre canlilik degerleri ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesi (****p<0.0001).

Cui ve arkadaslarmin yaptigi calismada, oleik asidin HepG-2 hiicre hatti
tizerindeki etkileri incelenmis ve deney sonuglari bizim bulgularimizla paralellik
gostermistir. Arastirmada, 1, 0.5 ve 0.25 mM konsantrasyonlarindaki oleik asidin HepG-
2 hiicre hattini inhibe etmedigi tespit edilmistir (Cui et al., 2010). Bu bulgular, oleik asidin
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belirtilen konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 olumsuz etkilemedigini ve hepatik hiicre
modellerinde toksik olmadigini ortaya koymaktadir. Calismamizda elde edilen benzer
sonuglar, oleik asidin giivenli kullanimini desteklemekte ve bu yag asidinin biyomedikal

uygulamalarda potansiyelini gostermektedir.

4.1.2. Selonsertib ve Fenofibrat’in NAYK modeli igin sitotoksisitesinin MTT

yontemi ile degerlendirilmesi

MTT deneyi, Selonsertib ve Fenofibrat’in NAYK modeli olusturulmus HepG-2
hiicrelerindeki etkilerini anlamak amaciyla gergeklestirilmis, hiicre canliligini belirlemek
icin Elisa cihaziyla 540 nanometre dalga boyunda absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir.
Deney bes ayri tekrarla yapilmis ve elde edilen veriler Microsoft Office Excel
programiyla % olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu, %100 canlilik seviyesi olarak
belirlenmis ve farkli konsantrasyonlar, bu referans seviyesine ile karsilagtirllmigtir. Elde
edilen sonuglar, GraphPad Prism 9.0 yazilimi kullanilarak istatistiksel analizlere tabi
tutulmus ve grafikler olusturulmustur. Sekil 4.2'de, HepG-2 hiicre hatt1 iizerinde,
Selonsertib ve Fenofibrat’m 10, 20, 40 ve 80 uM/mL konsantrasyon gruplarina ait %

canlilik grafikleri sunulmustur.

Selonsertib'in Yagl Karaciger Modeline Etkisi  Fenofibrat'in Yagl Karaciger Modeli Uzerine Etkisi
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Sekil 4.2. Selonsertib ve Fenofibrat in konsantrasyonlarimin HepG-2 hiicre hatti izerindeki % hiicre

canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****p<0.0001).
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Tablo 4.1. Selonsertib ve Selonsertib’in |1Csq degeri.

Madde ICso Degeri
Selonsertib 47 uM/mL
Fenofibrat 70 uM/mL

MTT yontemi kullanilarak yapilan deneylerde, Selonsertib'in NAYK modeli
olusturulmus HepG-2 hiicre hatt1 lizerinde 10-80 pM/mL konsantrasyon araliginda
belirgin sonuclar elde edilmistir. Bu bulgular, azalan konsantrasyonlarda hiicre
canliligiin arttigin1 géstermektedir. Selonsertibin HepG-2 hiicre hatti iizerindeki toksik
olmayan konsantrasyonu 47 pM/mL olarak bulunmustur. Istatistiksel anlamlilik
degerleri, yagli kontrol grubuna gore hesaplanmig ve bu sonuglar dikkate alinarak
yorumlanmistir. Yapilan bir ¢calismada, Selonsertib’in hiicre canlilik degerlerini arastiran
Yoon ve arkadaslari, Selonsertib’in 50 uM/ml konsantrasyonundan itibaren daha yiiksek
dozlarda hiicre canliligin1 énemli Slgiide inhibe ettigini tespit etmislerdir (Yoon et al.,
2020). Bu bulgular, Selonsertib’in hiicrelerde sitotoksik etki gosterebilecegini ve bu
etkinin konsantrasyona baglh oldugunu ortaya koymaktadir. Bizim ¢aligmalarimizda da
MTT yontemi kullanilarak yapilan deneyler, Yoon ve arkadaglarinin bulgulariyla
uyumluluk gostermektedir. Bizim elde ettigimiz sonuglara gore, Selonsertib’in 47 uM/ml
konsantrasyonunda ve iizerinde hiicre canlilifin1 belirgin sekilde azalttigim
dogrulamaktadir. Bu sonuglar, Selonsertib’in hepatik hiicre hatlarinda belirli
konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahip oldugunu gostermekte ve Yoon ve

arkadaglarinin ¢alismasini desteklemektedir.

Fenofibrat'in NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hatti {izerindeki etkisi
incelenmistir. Fenofibrat konsantrasyonlari, NAYK modeli iizerinde 40 ila 10 pM
araliginda etkilidir ve bu etki azalan konsantrasyonlarda hiicre canliliginin arttigini
gostermektedir. Fenofibratin HepG-2 hiicre hatt1 iizerindeki toksik olmayan
konsantrasyonu 70 pM/mL olarak bulunmustur. Istatistiksel anlamlilik degerleri, yagl
kontrol grubuna gore hesaplanmis ve bu sonuglar dikkate alinarak yorumlanmistir.
Fenofibrat konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisinin arastirildigi bir calismada,

Hep3B, HepG-2 ve HSC-3 hiicre hatlar1 {izerinde yapilan deneyler sonucunda, 75 uM
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konsantrasyondaki Fenofibrat’in toksik olmadigi belirlenmistir. You ve arkadaslarinin
2019 yilinda gergeklestirdigi bu caligma, bu hiicre hatlarinda Fenofibrat’in giivenli
konsantrasyonunu ortaya koymustur (You et al., 2019). Bu bulgular, bizim
deneylerimizde elde ettigimiz sonuglarla uyumluluk gostermektedir. Bizim
caligmalarimizda da, Fenofibrat’in belirli konsantrasyonlarda hiicre canliligini olumsuz
etkilemedigi ve bu hiicre hatlarinda toksik olmadigi gozlemlenmistir. Bu durum,
Fenofibrat’in hepatik hiicre modellerinde giivenli bir sekilde kullanilabilecegini ve bu
bulgunun literatiirdeki diger c¢alismalarla da desteklendigini gostermektedir. Sonug
olarak, You ve arkadaglarinin c¢alismasi, literatiirde Fenofibrat’in gilivenli dozlarin
belirleyen 6nemli bir referans noktasit olup, bu c¢aligma ile elde ettigimiz bulgular
arasindaki uyumluluk, yaptigimiz arastirmalarin giivenilirligini artirmakta ve literatiir

bilgisiyle ortiismektedir.

4.1.3. Fenolik asitlerin NAYK modeli igin sitotoksisitesinin MTT yontemi ile

degerlendirilmesi

Bu tez kapsaminda, fenolik asitlerden, kafeik asit, ellajik asit, ferulik asit ve
vanilik asit ile, NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicreleri iizerindeki etkileri
incelenmistir. Her bir fenolik asit 4 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir. Deneylerde,
hiicre canliliginin belirlenmesi ig¢in Eliza cihazi kullanilarak 540 nanometre dalga
boyunda absorbans degerleri Olglilmiistiir. Her bir deney, bes ayr1 tekrarla
gercgeklestirilmis ve elde edilen veriler, Microsoft Office Excel programiyla yiizde olarak
hesaplanmistir. Kontrol grubu, %100 canlilik seviyesi olarak belirlenmis ve farkli
konsantrasyonlar, bu referans seviyesine ile karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar,
GraphPad Prism 9.0 yazilimi kullanilarak istatistiksel analizlere tabi tutulmus ve grafikler
olusturulmustur.
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Sekil 4.3. Fenolik asit konsantrasyonlarimin HepG-2 hiicre hatt iizerindeki % hiicre canlilik degerleri ve

istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****p<0.0001)

Tablo 4.2. Fenolik asitlerin ICso degeri.

Madde ICso Degeri (uM/mL)
Ferulik Asit 77 WM

Vanilik Asit 53 uM

Ellajik Asit 7 uM

Kafeik Asit 50 uM

MTT yontemi kullanilarak gerceklestirilen deneylerde, fenolik asitlerin NAYK
modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hatt1 tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu analizde,
farkli fenolik asit tiirlerinin, yani ferulik asit, vanilik asit, ellajik asit ve kafeik asit gibi,
cesitli konsantrasyonlar: test edilmistir. Ornegin, ferulik asit konsantrasyonlar;, NAYK

modeli iizerinde 20 ila 10 uM araliinda etkilidir ve bu etki, azalan konsantrasyonlarda
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hiicre canliliginin arttigin1 gostermektedir. Benzer sekilde, vanilik asit konsantrasyonlari
NAYK modeli lizerinde 40 ila 10 uM araliginda etkilidir. Ellajik asit konsantrasyonlari
ise foldukca diisiik bir ICso degerine sahiptir; ellajik asit diger fenolik asitlere gore toksik
etki gostermistir. Kafeik asit konsantrasyonlar1 ise NAYK modeli iizerinde 20 ila 10 uM
araliginda etkilidir ve bu etki azalan konsantrasyonlarda hiicre canliliginin arttigini
gostermektedir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak analiz edilmis ve yagli kontrol

grubuna gore degerlendirilmistir.

Onceki literatiir calismalarinda Ferulik asit’in hiicre canlilik testi MTT y&ntemiyle
incelenmistir. Bu ¢calismada, Ferulik asit’in toksik olmayan konsantrasyonu 70 uM olarak
belirlenmistir (Nile et al., 2016). Bu bulgu, HepG-2 hiicrelerinde elde ettigimiz sonuglarla
uyumluluk goéstermektedir. Vanilik asit ile ilgili literatiir taramasinda, farkli hiicre
hatlarinda hiicre canlilik degerleri degerlendirilmistir. Sonuglara gdre, Vanilik asit’in
toksik olmayan konsantrasyonu 45 uM olarak bulunmustur (Alhadid et al., 2022). Hiicre
canliligin1 degerlendirmek amaciyla yapilan bagka bir ¢alismada, Ellajik asit HepG-2
hiicre hattina uygulanmis ve 24 saat sonrasinda MTT yontemiyle elde edilen sonuglarda
Ellajik asit'in ICso degeri 7.3 uM olarak belirlenmistir. Bu deger, tez kapsaminda elde
edilen sonuglarla uyumluluk gostermektedir (Wang et al., 2023). Nile ve arkadaslarinin
Kafeik asit ile yapilan hiicre canliligi deneylerinde, toksik olmayan Kafeik asit
konsantrasyonu 65 uM olarak bulunmustur. Bu literatiir ¢aligmalari, tez kapsaminda
gerceklestirilen deneylerle genel olarak benzer sonuclar ortaya koymaktadir. Bu
kapsamda, literatiirdeki bulgularin tez caligmamizin bulgulariyla Ortiismesi, yapilan

deneylerin ve elde edilen sonuglarin dogrulugunu ve giivenilirligini desteklemektedir.

4.2. NAYK modeli olusturulan hiicrelerin yag kirmizi O ile boyanmasi

Hiicre i¢indeki yag damlaciklarinin gézlenmesi genellikle yaglanma modellerinde
belirgin bir gosterge olarak kabul edilir. Bu baglamda, Yag Kirmizis1 O boyasi, NAYK
modeli olusturulan HepG-2 hiicre hatt1 {izerinde uygulanmis ve hiicrelerdeki yaglarin
belirlenmesinde kullanilmigtir. Tablo 4.3’de x40 inverted mikroskop goriintiileri

sunulmustur.
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Tablo 4.3. Model olusturulmus HepG-2 hiicre hattimin farkly ortamlarda boyanma goriintiileri. X40

HepG-2 goriintiisii (Kontrol)

Yagli model goriintiisii (Oleik asit Kontrol)

10 uM Selonsertib uygulanmig model goriintiisii

10 pM Vanilik asit uygulanmig model goriintiisii

10 uM Ferulik asit uygulanmis model goriintiisii
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Tablo 4.3.(Devam) Model olusturulmus HepG-2 hiicre hattimin farkly ortamlarda boyanma gériintiileri.
X40

10 uM Fenofibrat uygulanmis model goriintiisii

10 uM Kafeik asit uygulanmig model goriintiisii

4.3. Akis Sitometri Yontemi

4.3.1.NAYK modelinin akis sitometride Annexin V-Pl yontemiyle apoptotik

etkisinin belirlenmesi sonuclari

NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicrelerinin akis sitometride apoptotik
etkilerinin belirlenebilmesi i¢in, 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1x105 hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin adhere hale gelebilmesi i¢in
24 saat boyunca inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra
hiicrelere 0.5 mM oleik asit verilip tekrar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
biten yagli hiicrelere toksik olmayan ICso degerindeki konsantrasyonlarda maddeler
verilmistir. Madde verilmis plakalar 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolii uygulanmistir. Elde edilen
ornekler, akis sitometri cihazinda analiz edilmistir. Sonuglar; Sekil 4.4 ve Tablo 4.4 de

ayrintili olarak verilmistir.
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Sekil 4.4. NAYK Modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki apoptotik etkisinin akis sitometride

degerlendirilmesi

Tablo 4.4. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki apoptotik etkinin belirlenmesi.
%Nekrotik

Maddeler

HepG-2 Kontrol
Yag Kontrol
Fenofibrat
Selonsertib
Ferulik Asit
Kafeik Asit

Vanilik Asit

% Canh

96.8

59.9

80.2

68.0

98.5

59.4

91.7

3.1

5.1

3.9

16.9

1.4

3.2

%Erken Apoptotik

0.1

22.1

9.5

9.5

0.1

243

4.1

% Ge¢ Apoptotik

0.0
12.8
6.3
5.6
0.0
15.3

1.0

Annexin V-PI yontemi ile elde edilen sonuglarda HepG-2 kontroliiniin canli

hiicreleri % 96.8, nekrotik hiicreleri %3.1, erken apoptotik hiicreleri %0.1, ge¢ apoptotik

hiicreleri ise %0.0 olarak belirlenmistir.

NAYK modeli olusturulmus oleik asit kontroliinde canli hiicreler %59.9, nekrotik

hiicreler %35.1, erken apoptotik hiicreler %22.1, ge¢ apoptotik hiicreler ise %12.8 olarak

belirlenmistir.
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NAYK modeline Fenofibrat eklendiginde canli hiicreler %80.2, nekrotik hiicreler
%3.9, erken apoptotik hiicreler %9.5, ge¢ apoptotik hiicreler ise %6.3 olarak

belirlenmistir.

NAYK modeline Vanilik asit eklendiginde canli hiicreler %91.7, nekrotik
hiicreler %3.2, erken apoptotik hiicreler %4.1, ge¢ apoptotik hiicreler ise %1.0 olarak

belirlenmistir.

NAYK modeline Selonsertib eklendiginde canli hiicreler %68.0, nekrotik hiicreler
%16.9, erken apoptotik hiicreler %9.5, ge¢ apoptotik hiicreler ise %5.6 olarak

belirlenmistir.

NAYK modeline Ferulik asit eklendiginde canli hiicreler %98.5, nekrotik hiicreler
%1.4, erken apoptotik hiicreler %0.1, ge¢ apoptotik hiicreler ise %0.0 olarak

belirlenmistir.

HepG-2 hiicrelerinde apoptotik etkilerin akis sitometri cihazi ile incelendigi
literatiir ¢aligmalarinda; Fenofibrat’in karaciger modeli ilizerinde apoptozu engelledigi
You ve arkadaglar1 tarafindan rapor edilmistir (You et al., 2019). Vanilik asit'in ise
oksidatif stresi azaltarak apoptozu diisiirdiigli Yao ve arkadaslar tarafindan bildirilmistir
(Yao et al., 2020). Selonsertib’in tez ¢aligmalar1 baglamadan dnce NAYKH hastaligi i¢in
Faz III asamasinda oldugu ve hastalig1 hafifletecegi ongoriilmekteydi (Loomba et al.,
2018). Ancak, tez calismasinda paralel olarak elde edilen sonuglar, Faz III agsamasindaki
caligmalarinin hastaligin etkilerini yeteri kadar iyilestiremeyecegini ortaya koyunca,
sonlandirildig: rapor edilmistir (Chang et al., 2024). Ferulik asit ile si¢anlarda yapilan bir
calismada apoptotik etkileri engelledigi gosterilmistir ve bu sonuglar tez kapsaminda elde

edilen bulgularla paralel olarak ¢ikmistir (Lou et al., 2022).

4.3.2. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hlcrelerinin akis sitometride interlokin-

113 dizeylerinin degerlendirilmesi

NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicrelerinin akis sitometride apoptotik
etkilerinin belirlenebilmesi igin, 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin adhere hale gelebilmesi i¢in
24 saat boyunca inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra

hiicrelere 0.5 mM oleik asit verilip tekrar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
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biten yagli hiicrelere ICso degerlerine uygun konsantrasyonlarda maddeler verilmistir.
Madde verilmis plakalar 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
bitiminde her bir modelden elde edilen hiicreler kaldirilarak, hiicre i¢i IL-1beta seviyeleri
akis sitometri cihazinda analiz edilmistir. Sonuglar, Sekil 4.5 ve Tablo 4.5’de ayrintili

olarak gosterilmistir.

Tablo 4.5. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki IL-1beta etkisinin belirlenmesi.

Maddeler % IL-1BETA NEGATIF % IL-1BETA POZITIiF
HepG-2 Kontrol 100 0
Yag Kontrol 83.9 15.8
Fenofibrat 85.9 14.0
Vanilik Asit 86.09 12.9
Selonsertib 82.9 16.7
Ferulik Asit 97.7 2.2
Kafeik Asit 89.0 10.9
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Sekil 4.5. NAYK Modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki IL-1B sitokin seviyesinin akis sitometride

degerlendirilmesi
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Onceki calismalarda, IL-1B seviyesinin NAYK hastaligiyla iliskili oldugu Szabo
ve Petrasek tarafindan kanitlanmustir (Szabo ve Petrasek, 2015). Fenofibrat’in 2023
yilinda yayinlanan literatiir calismasinda tez kapsaminda oldugu gibi inflamatuvar etkiyi
azalttig1 bulunmustur (Jin vd., 2023). Ferulik asit ile yapilan bir bagka ¢alismada ise
ferulik asidin apoptozu engelledigi ve inflamasyonu diizenledigi kanitlanmistir (Chen vd.,

2023).

4.3.3. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicrelerinin akis sitometride interlokin-

6, interlokin-10 ve timor nekroz faktor-a dizeylerinin degerlendirilmesi

NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicrelerinin akis sitometride apoptotik
etkilerinin belirlenebilmesi igin, 6 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 1x103 hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin adhere hale gelebilmesi i¢in
24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra
hiicrelere 0.5 mM oleik asit verilip tekrar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
biten yagl hiicrelere ICso degerlerine uygun konsantrasyonlarda maddeler verilmistir.
Madde verilmis plakalar 24 saatlik inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi sonunda
herbir modele ait hiicreleri kaldirilarak, hiicre i¢i IL-6, IL-10 ve TNF- a seviyeleri akis

sitometri cihazinda analiz edilmistir.

Tablo 4.6. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki IL-6 etkisinin belirlenmesi.

Maddeler % IL-6 NEGATIF % IL-6 POZITIF
HepG-2 Kontrol 100 0

Yag Kontrol 50.3 45

Fenofibrat 49.7 454

Vanilik Asit 49.1 46.6

Selonsertib 49.7 46.3

Ferulik Asit 48.7 47.8

Kafeik Asit 52 43
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Sekil 4.6. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki 1L-6 sitokin seviyesinin akis sitometride

degerlendirilmesi

Akis sitometri cihazi kullanilarak analiz edilen verilere gore, HepG-2 kontrol
grubunun IL-6 seviyesi %0 bulunmustur. NAYK modeli olusturulan HepG-2 hiicre
hattinin IL-6 seviyesi %45.0 bulunmustur. NAYK modeline uygulanan Selonsertib’in IL-
6 seviyesi %46.3 bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.03 oraninda artis gostermistir.
NAYK modeline uygulanan Kafeik asit’in IL-6 seviyesi %43.0 bulunarak NAYK
modeline kiyasla %0.96 oraninda azalis gostermistir. NAYK modeline uygulanan
Fenofibrat’in IL-6 seviyesi %45.4 bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.01 oraninda
artis gostermistir. NAYK modeline uygulanan Vanilik asit’in IL-6 seviyesi %46.6
bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.03 oraninda artig gostermistir. NAYK modeline
uygulanan Ferulik Asit’in IL-6 seviyesi %47.8 bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.06

oraninda artig gostermistir.

IL-6, NAYK gibi karaciger hastaliklarinda 6nemli bir rol oynayan bir sitokindir.
Bu sitokin, adipoziteden kaynaklanan yiiksek seviyelerde inflamasyonu artirabilir. Bu da
enflamatuvar sitokinlerin NAYK ile iligkili olabilecegini gosterdi (Duan vd., 2022).
Yapilan literatiir ¢alismalarinda kafeik asidin NAYK modeli olusturulmus in vivo

modelde siganlarda trigliserit seviyesini azalttig1 tespit edilmistir (Mu vd., 2021).
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Tablo 4.7. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki IL-10 etkisinin belirlenmesi.
% IL-10 NEGATIF

Maddeler

HepG-2 Kontrol

Yag Kontrol

Fenofibrat

Vanilik Asit

Selonsertib

Ferulik Asit

Kafeik Asit
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Sekil 4.7. NAYK Modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki IL-10 sitokin seviyesinin akis sitometride

degerlendirilmesi
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Akis sitometri cihazi kullanilarak analiz edilen verilere gore, HepG-2 kontrol

grubunun IL-10 seviyesi %0 bulunmustur. NAYK modeli olusturulan HepG-2 hiicre

hattinin IL-10 seviyesi %2.6 bulunmustur. NAYK modeline uygulanan Selonsertib’in IL-

10 seviyesi %3.3 bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.27 oraninda artis gostermistir.
NAYK modeline uygulanan Kafeik asit’in IL-10 seviyesi %2.9 bulunarak NAYK

modeline kiyasla %]1.11 oraninda artis gostermistir. NAYK modeline uygulanan

Fenofibrat’in IL-10 seviyesi %3.4 bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.31 oraninda

artis gostermistir. NAYK modeline uygulanan Vanilik asit’in IL-10 seviyesi %3.1

bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.20 oraninda artig gostermistir. NAYK modeline

uygulanan Ferulik Asit’in IL-10 seviyesi %3.1 bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.20

oraninda artig gostermistir.

Tablo 4.8. NAYK modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki TNF- o etkisinin belirlenmesi.

Maddeler

HepG-2 Kontrol

Yag Kontrol

Fenofibrat

Vanilik Asit

Selonsertib

Ferulik Asit

Kafeik Asit

% TNF- a Negatif

100

90.9

89.8

89

90.2

90.2

91.3
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% TNF- a Pozitif

0

9.1

10.1

10.1

9.7

9.8

8.7
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Sekil 4.8. NAYK Modeli olusturulmus HepG-2 hiicre hattindaki apoptotik etkisinin akis sitometride

degerlendirilmesi

Akis sitometri cihazi kullanilarak analiz edilen verilere gore, HepG-2 kontrol
grubunun TNF- a seviyesi %0 bulunmustur. NAYK modeli olusturulan HepG-2 hiicre
hattinin TNF- a seviyesi %9.1 bulunmustur. NAYK modeline uygulanan Selonsertib’in
TNF- a seviyesi %9.7 bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.07 oraninda artis
gostermistir. NAYK modeline uygulanan Kafeik asit’in TNF- a seviyesi %8.7 bulunarak
NAYK modeline kiyasla %0.96 oraninda azalis gostermistir. NAYK modeline uygulanan
Fenofibrat’in TNF- a seviyesi %10.1 bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.11 oraninda
artis gostermistir. NAYK modeline uygulanan Vanilik asit’in TNF- a seviyesi %10.9
bulunarak NAYK modeline kiyasla %1.20 oraninda artig gostermistir. NAYK modeline
uygulanan Ferulik Asit’in TNF- a seviyesi %9.8 bulunarak NAYK modeline kiyasla

%1.08 oraninda artis géstermistir.

Pro ve anti-inflamatuar sitokinler arasindaki dengenin saglanmasi, bagisiklik
sisteminin normal isleyisi i¢in kritik dneme sahiptir. NAYK hastaliginda, TNF-a gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin seviyelerinin arttig1 ve ayn1 zamanda anti-inflamatuar IL-10 gibi
sitokinlerin seviyelerinin azaldig1 gozlemlenmistir (Duan vd., 2022). Bu sitokin profilleri,
hastaligin patogenezi ve seyrinin anlagilmasi acisindan Onemlidir. Ancak, Onceki
calismalarda NAYK hastalig1 i¢in tez kapsaminda kullanilan ilaclar ve fenolik asitlerin
bu sitokinler tizerindeki etkileri hakkinda net bir bulguya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu

calisma, hastaligin bagisiklik yaniti iizerindeki etkilerini daha kapsamli bir sekilde
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degerlendirerek, eksiklikleri gidermeye ve tedavi stratejilerini iyilestirmeye yardimci
olabilir. Bu, NAYK hastaliinin patogenezini ve tedavi yaklasimlarini daha iyi
anlamamiza olanak saglayabilir, bdylece hastaligin etkin bir sekilde yoOnetilmesine

katkida bulunabilir.
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5.S0ONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda HepG-2 hiicre hatt1 kullanilarak, oleik asit ile in vitro ortamda
olusturulmus non-alkolik karaciger yaglanmasi modeli lizerinde ¢alisiimistir. Olusturulan
yaglanma modelinde fenolik asitlerin etkisi incelenmis ve toksik olmayan
konsantrasyonlar belirlenmistir. Toksik olmayan konsantrasyonlar belirlendikten sonra,
non-alkolik yagli karaciger modeline olan etkileri arastirilmistir. Yaglanma modeli
olusturulan HepG-2 hiicre hatt1 mikroskop altinda incelenerek fotograflanmistir. Ayrica,
non-alkolik yagl karaciger yaglanma modelinde apoptotik etki ve sitokin seviyeleri de

akis sitometride ¢alisiimistir.

Bu caligmalar kapsaminda elde ettigimiz sonuclar, oleik asidin farkli
konsantrasyonlarinin hiicre canliligi iizerindeki etkilerini ortaya koymaktadir. 0.25 mM
ve 0.5 mM konsantrasyonlarda hiicre canliligi kontrole goére anlamli olarak
degismemisken, 1 mM ve 2 mM konsantrasyonlarda hiicre canliligini azaltmistir. Bu
bulgular 15181nda, HepG-2 hiicre hattinda NAYK modeli olusturmak igin, toksik olmayan

konsantrasyon olan 0.5 mM oleik asit uygulanmigtir. Sekil 4.1.°de gdsterilmistir.

NAYK modeli olusturmak i¢in oleik asit konsantrasyonu se¢ildikten sonra fenolik
asit ve ila¢ taramasi yapilmistir. Fenolik asitler arasinda Vanilik asit, Ferulik asit, Kafeik
asit ve Ellajik asit bulunmaktadir. ilaglar arasinda ise Selonsertib ve Fenofibrat yer
almaktadir. Bu tarama siireci, modelimizin olusumundan sonraki deneylerimiz igin

Onemli bir adim olmustur.
Tarama sonuglarina gore;

Vanilik asidin farkli konsantrasyonlarmin NAYK modelindeki hiicre canlilig
tizerindeki etkileri incelendiginde, 80 pM konsantrasyonda hiicre canlili§in1 azalttig1, 40
uM konsantrasyonda anlamli bir degisiklik olmadig1 ve 10-20 uM konsantrasyonlarinda
hiicre canliligint anlamli sekilde degistirdigi bulunmustur. Sonuglar Sekil 4.4.°te
gosterilmistir.

Ferulik asidin farkli konsantrasyonlarinin NAYK modelindeki hiicre canlilig
tizerindeki etkileri incelendiginde, 40 uM ile 80 uM konsantrasyonda anlamli bir
degisiklik olmadigi ve 10 uM konsantrasyonlarinda hiicre canliligini anlamli sekilde
degistirdigi bulunmustur. Sonuclar Sekil 4.4.’te gdsterilmistir.

Kafeik asidin farkli konsantrasyonlariin NAYK modelindeki hiicre canliligi

tizerindeki etkileri incelendiginde, 80 uM konsantrasyonda hiicre canliligini1 azalttigi, 40
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uM, 20 uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda hiicre canliligin1 anlamli sekilde degistirdigi
bulunmustur. Sonuglar Sekil 4.4.’te gosterilmistir.

Ellajik asidin farkli konsantrasyonlarinin NAYK modelindeki hiicre canlilig
tizerindeki etkileri incelendiginde, 80, 40, 20, 10 uM konsantrasyonlarmin hepsinin hiicre

canliligini azalttig1 bulunmustur. Sonuglar Sekil 4.4.°te gosterilmistir.

Selonsertib farkli konsantrasyonlarinin NAYK modelindeki hiicre canliligi
tizerindeki etkileri incelendiginde, 80 pM konsantrasyonda hiicre canlilifini azalttig1, 40
uM ile 20 puM konsantrasyonda anlamli bir degisiklik olmadigr ve 10 pM
konsantrasyonlarinda hiicre canliligim1  iyi sayilabilecek derecede degistirdigi

bulunmustur. Sonuglar Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

Fenofibrat farkli konsantrasyonlarinin NAYK modelindeki hiicre canliligi
tizerindeki etkileri incelendiginde, 80 pM konsantrasyonda hiicre canlili§in1 azalttig1, 40
uM konsantrasyonda anlamli bir degisiklik olmadign 20 pM ile 10 pM
konsantrasyonlarinda hiicre canliligini anlamli derecede degistirdigi bulunmustur.

Sonuglar Sekil 4.3.’de gosterilmistir.

NAYK modeline uygulanan ilag konsantrasyonlarinin sitotoksik etkilert MTT
yontemiyle belirlenmis ve ICso degerleri tablo 4.1 ve 4.2°de verilmistir. NAYK modeline
uygulanan fenolik asit konsantrasyonlarinin sitotoksik etkileri MTT yoOntemiyle
belirlenmis ve ICso degerleri tablo 4.3°de verilmistir. Fenofibrat ve Selonsertib’in I1Cso
degerleri sirasiyla 70 uM, ve 47 uM olarak belirlenmistir. Kafeik asit, vanilik asit, ellajik
asit ve ferulik asidin ICso degerleri sirasiyla 50 uM, 53 uM, 7 uM ve 77 uM olarak

belirlenmistir.

Toksik olmayan konsantrasyonlari belirlenen ilag ve fenolik asitlerin etkilerini
degerlendirmek icin Yag Kirmizis1 O ile boyama yapilmistir. Tablo 4.2.°deki
fotograflama sonuclarinin incelenmesi dogrultusunda, NAYK modelini iyilestirdigine
dair en olumlu etkiyi Ferulik asidin gdsterdigi, NAYK modeliyle ayn etkiye sahip etkiyi
gosteren ise Kafeik asidin oldugu goriilmiistiir.

NAYK modelinin fenolik asit ve ilaglarda apoptotik etkisinin belirlenmesi i¢in
akis sitometride analiz edilmistir. Analiz sonucunda HepG-2 kontroliiniin canli hiicreleri
%96.8 olarak belirlenmistir. Oleik asit kontroliinde hiicrelerin %34.9 apoptoza neden
oldugu NAYK modeline Fenofibrat eklendiginde %15.8 apoptoza neden oldugu, NAYK

modeline vanilik asit eklendiginde %S5.1 apoptoza neden oldugu, NAYK modeline
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Selonsertib eklendiginde %15.1 apoptoza neden oldugu, NAYK modeline ferulik asit

eklendiginde % 0.1 apoptoza neden oldugu belirlenmistir. Sonuglar 4.5.’te gdsterilmistir.

NAYK modelinin fenolik asit ve ilaglarda hiicre i¢i ve hiicre disi sitokin
seviyelerinin etkisinin belirlenmesi i¢in akis sitometride analiz edilmistir. Analiz
sonucunda ise IL-1B sitokin seviyesini yagli kontrol grubuna gore fenofibrat %1.13
azaltmis, kafeik asit %1.45 azaltmis, vanilik asit %1.22 azaltmus, ferulik asit ise en etkili
asit cikarak %7.2 azaltmistir. IL-6 sitokin seviyesini yagli kontrol grubuna gore kafeik
asit %0.96 azaltmistir. TNF- a sitokin seviyesini yaglh kontrol grubuna gore gore kafeik

asit %0.96 azaltmstir.

Patogenezi tam olarak c¢o6ziimlenmemis olan non-alkolik yagli karaciger
hastaliginin belirli bir ilac1 yoktur. Bu sebeple hastaligm ilerlememesi i¢in Oncelikle
yasam tarzi degisiklikleri ve Akdeniz diyeti onerilir. Deney sonuclarinda en etkili ¢ikan
ferulik asit ise bugday, yulaf ve bazi meyvelerin ana bilesigidir ve ferulik asitin
bulundugu tahillar Akdeniz diyetine de uygundur. Ayni1 zamanda Selonsertib'in non-
alkolik yaglh karaciger hastaligi ilact olarak Faz III asamasinda c¢aligmalarinin

sonlandirilmasi, tez kapsaminda yapilan deney sonuglariyla paralel olarak ¢ikmustir.
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