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OZET

Intraserebroventrikiiler MOTS-c infiizyonunun Hipotalamus-Hipofiz-Tiroid Aks1

ve Enerji Kullanin Uzerindeki Etkileri

Amag¢: MOTS-c 2015 yilinda kesfedilmis, 16 aminoasitli peptit yapili bir
hormondur. Yapilan ¢alismalarla MOTS-c’nin obezite ve insiilin direncini azalttig1 ve
hiicre metabolizmasi arttirdigr rapor edilmistir. Bu g¢alisma siganlara icv MOTS-c
inflizyonunun HHT aks1 ve enerji kullanimi iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
yapildi.

Materyal ve Metot: 40 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican 4 gruba ayrildi
(n=10). Kontrol grubu disindaki sicanlarin, lateral ventrikiilerine 14 giin siiresince
Sul/saat (Sham grubuna yBOS, uygulama gruplarma 10 ve 100 uM MOTS-c¢) inflizyon
gergeklestirildi. Deney siiresince sigcanlarin giinliilk viicut agirlign ve yem tiikketimi
ol¢iildii. Deney sonunda sicanlar dekapite edilerek hipotalamus, kas, kan ile beyaz ve
kahverengi yag doku ornekleri toplandi. Hipotalamus dokusunda TRH, beyaz ve
kahverengi yag dokuda UCP1, kas (biceps) dokuda ise UCP3 mRNA seviyesi RT-PZR
yontemi ile belirlendi. Western blot analiz yontemi ile de beyaz ve kahverengi yag
dokuda UCPI, kas dokuda ise UCP3 protein diizeyi belirlendi. Almman kan
orneklerinden ELISA yontemi kullanilarak serum TSH, T3 ve T4 hormon seviyeleri
belirlendi.

Bulgular: MOTS-c infilizyonunun sicanlarda yem tiiketimini arttirdigi (p<0.05)
viicut agirliginda ise degisiklige neden olmadigi belirlendi. MOTS-c inflizyonu
sicanlarin TRH mRNA diizeyinde degisiklige neden olmazken, serum TSH, T3 ve T4
hormon seviyesini azalttig1 goriildii (p<0.05). Ote yandan MOTS-c’nin si¢anlarn beyaz
ve kahverengi yag dokularinda UCPI1, kas dokusunda ise UCP3 mRNA ve protein
diizeyini arttirdig: tespit edildi (p<0.05).

Sonu¢: Bu calismanin sonuglart MOTS-c’nin HHT aksinda gorev alan dokular
ile kas ve yag dokusunda (beyaz ve kahverengi) fizyolojik roller {istlendigini
gostermektedir. Ozellikle HHT aksinda baskilayici tarzda ortaya ¢ikan etki ile periferal
enerji kullanimindaki aktive edici etkilerini hangi fizyolojik yolaklar iizerinden
gosterdigi halen gizemini korumaktadir.

Anahtar Kelimeler: MOTS-c, TRH, TSH, T3, T4, UCP1, UCP3
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ABSTRACT

Effects of Intracerebroventricular MOTS-c Infusion on Hypothalamus-Pituitary-

Thyroid Axis and Energy Use

Aim: MOTS-c was discovered in 2015 and is a peptide hormone with 16 amino
acids. Studies have shown that MOTS-c reduces obesity and insulin resistance and
increases cell metabolism. This study was conducted to investigate the effects of icv
MOTS-c infusion on HHT axis and energy use in rats.

Material and Method: Forty male Wistar-Albino rats were divided into 4
groups (n=10). The rats outside the control group were infused into the lateral ventricles
for 5 days/hour (yBOS in the Sham group, 10 and 100 uM MOTS-c in the sham group)
for 14 days. During the experiment, daily body weight and food consumption of rats
were measured. At the end of the experiment, rats were decapitated and hypothalamus,
muscle, blood and white and brown fat tissue samples were collected. TRH in
hypothalamus tissue, UCP1 in white and brown fat tissue and UCP3 mRNA in muscle
(biceps) tissue were determined by RT-PCR method. UCPI1 protein level was
determined in white and brown fat tissue and UCP3 protein level in muscle tissue by
Western blot analysis method. Serum TSH, T3 and T4 hormone levels were determined
by ELISA method.

Results: It was determined that MOTS-c infusion increased food intake in rats
(p <0.05) and did not cause any change in body weight. While MOTS-c infusion did not
cause any change in TRH mRNA level, it was seen that it decreased serum TSH, T3 and
T4 hormone levels (p <0.05). On the other hand, it was found that MOTS-c increased
UCPI1 and protein UCP3 mRNA and protein levels in white and brown fat tissues of rats
(p <0.05).

Conclusion: The results of this study show that the MOTS-c plays a
physiological role in the tissues involved in the HPT axis and muscle and adipose tissue
(white and brown). In particular, the suppressive effect on the HPT axis and the
physiological pathways it demonstrates its activating effects in the use of peripheral
energy remain a mystery.

Key Words: MOTS-c, TRH, TSH, T3, T4, UCP1, UCP3
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ADP : Adenozin difosfat

AMPK : Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz
ATP : Adenozin trifosfat

BCMP1 : Beyin mitokondriyal tasiyici protein 1
cDNA : Komplementer DNA

DIT : Diiyodotirozin

GABA : Gamma-aminobitiirik asit

GLUT4 : Glukoz tasiyict tip 4

HHT : Hipotalamus-hipofiz-tiroid

H,0, : Hidrojen peroksit

icv : Intraserebroventrikiiler

ip : Intraperitonal

LCFA : Uzun zincirli yag asidi

MDP : Mitokondriyal tiirevli peptit

MIT : Monoiyodotirozin

MOTS-¢ : Mitokondriyal agik okuma gercevesi 12S rRNA
mtDNA : Mitokondriyal DNA

PVDF : Poliviniliden floriir

RT-PZR : Reel time polimeraz zincir reaksiyonu
SF : Serum fizyolojik

SORF : Kisa acik okuma gergevesi

SSY : Standart si¢an yemi

T3 : Tritodotironin

T4 : Tiroksin

TGF-p : Transformik biiylime faktorii-f3

TR : Tiroit hormonu reseptorii

TRH : Tirotropin salgilatict hormon

TSH : Tirotropin diizenleyici hormon
UCP’ler : Eslesme bozucu proteinler

UCP1 : Eslesme bozucu protein 1

UCP2 : Eslesme bozucu protein 2
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UCP4
UCP5
VC
yBOS
YYD

: Eslesme bozucu protein 3

: Eslesme bozucu protein 4

: Eslesme bozucu protein 5

: Vaskiiler kalsifikasyon
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1. GIRIS

Mitokondri hiicrede enerji iiretilmesinden sorumlu fonksiyonel organeldir.
Bununla birlikte son zamanlarda mitokondrinin sinyalizasyon birimi olarak gorev yaptgi
ileri stiriilmekte ve bu alanda yapilan arasgtirmalar giderek artmaktadir (1).
Mitokondriyal DNA (mtDNA)’da kisa agik okuma cergevesinin (SORF) tanimlanmasi
ile birlikte mtDNA’nin sifreledigi sinyal olusturan ilk peptit olarak “Humanin”
kesfedilmistir (1-4). Daha sonra Lee ve ark. tarafindan 2015 yilinda mtDNA’da sORF
kaynaklt 16 aminoasitten olusan bir bagska mitokondrial tiirevli peptit (MDP) olan
mitokondriyal acik okuma ¢ercevesi 12S rRNA (MOTS-c) nin kesfi ger¢eklesmistir (1).

[k olarak iskelet kasinda saptanan MOTS-c, folat zincirine baglanip inhibe eder
ve plrin biyosentezini tekrar baslatip adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz
(AMPK)’1in aktivasyonuna onciililk ederek hiicresel aktivitesini gosterir (1). Yapilan
calismalarda, MOTS-c’nin metabolik homeostaz1 diizenlerken obezite ve insiilin
direncini azalttigi rapor edilmistir (1). Ayrica yapilan diger caligmalar sonucu
yaslanmanin Onlenmesindeki etkisi (1, 5-8), tip 2 diyabet tedavisinde kullanilabilecegi
(5), metabolizma diizenleyici etkileri (5, 6, 9) belirtilmistir.

Eslesme bozucu proteinler (UCP’ler), mitokondriyal zar proteinleri olup
hiicresel enerji tiretiminde efektif rol oynamaktadirlar. Bunlardan UCP-1 kahverengi ve
beyaz yag dokuyla, UCP-2 dalak, akciger ve pankeras ile UCP-3 de kas dokuyla
karakterize proteinlerdir. Bu 3 tip UCP homologu, yap1 ve islev agisindan ~%60
benzerlik gostermektedir (10). UCP’ler oksidatif fosforilasyon sirasinda mitokondri i¢
zarina taginarak mitokondriyal proton gradiyentini azaltarak adenozin tri fosfat (ATP)
olusumunu kismen engellemektedirler (11, 12).

Hipotalamus-hipofiz-tiroid (HHT) aksi, enerji metabolizmasi lizerinde dogrudan
etkili olan tiroid hormonu iiretiminde kilit bir nokta 6zelligi tasimaktadir. Hipotalamik
tirotropin salgilatict hormon (TRH), tiroid bezinde tiroid hormonunun biyosentezi ve
salimmminin tiim adimlarmi kontrol eden hipofizeal tirotropin diizenleyici hormonun
(TSH) sentezini ve salimimini diizenler (13). Tiroksin (T4) ve triiodotironin (T3), TRH
ve TSH salimimini negatif geri bildirim araciligiryla kontrol ederek fizyolojik seviyesini

koruyan HHT aksinin ana hormonlaridir (13).



Bu bulgular MOTS-c’nin obezite ve insiliin direncini azaltirken enerji
metabolizmasi tizerindeki diizenleyici etkisi ile UCP’ler ve tiroid hormonlariin enerji
metabolizmasina etkisi arasinda iligski bulunabilecegini diistindiirmektedir.

Bu calisma siganlara intraserebrovenrikiiler (icv) MOTS-c inflizyonunun HHT
aksinda gorev alan endokrin faktorler ve enerji metabolizmasinda 6nemli fizyolojik

roller iistlenen UCP’ler iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. MOTS-c

2.1.1. Kesfi ve Adlandirilmasi

Humanin, mtDNA’da sifrelenen ve sinyalizasyonu saglayan mitokondriyal
tiirevli peptit ailesinin ilk iiyesidir (1-4). Humanin’in varligt mtDNA’da baska kisa agik
okuma cergevelerinin de olabilecegini diisiindlirmiistiir. mtDNA’da sifrelenen MOTS-c
Lee ve ark. tarafindan 2015 yilinda kesfedilmistir (1).

Insan miyeloblastlarinin 12S rRNA bélgesiyle eslenen komplementer DNA
(cDNA)'larinin interferon ile uyarilmasi lizerine yapilan bir calismada sORF’lar kesin
seriler halinde tespit edilmemistir (14). Insan 12S rRNA'sindaki potansiyel SORF'larin,
bilgisayar ortaminda olasi modifikasyonlarina doniistiiriilmesine bagli olarak 16
aminoasitlik bir peptit ortaya ¢ikarilmis ve bu peptit MOTS-c olarak adlandirilmistir.
MOTS-c’nin  mitokondriyal translasyonunun sematik gosterimi  Sekil 2.1°de

sunulmustur (1).

125 rRNA

ATGAGGTGGCAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCCAGAAAACTACGATAG
mtDNA

Sekil 2.1. MOTS-c’nin mitokondriyal translasyonunun sematik gosterimi (1).

2.1.2. Lokalizasyonu ve Biyokimyasal Yapisi

MOTS-c’nin ilk olarak iskelet kasinda varliginin gosterilmesiyle birlikte enerji
duyarhilig1 yiiksek dokularda da (testis, kalp, beyin gibi) lokalize olabilecegi ayni
zamada bobrek, karaciger, dalak, ince ve kalin bagirsaktaki varligi da tespit edilmistir
(1). Ayrica serum ve plazmadaki MOTS-c seviyelerini tespit etmek ic¢in yapilan
caligmalarda MOTS-c seviyesinin fare plazmasinda ~250 pg/ml, sican plazmasinda

~310 pg/ml ve insan plazmasinda da ~200 pg/ml oldugu rapor edilmistir (1).



Peptidin translasyonu, standart genetik kod kullanilarak sitoplazmada
gerceklesmektedir. Ciinkli mitokondriyal translasyon, mitokondriye 6zgii genetik kod
olan baglatict ve durdurucu kodonlar kullanilarak yapilan poliadenilatlanmis transkriptin
mitokondri disina aktarildigr bildirilmistir (1). Hem tRNA hem de rRNA’da bulunan
mitokondriyal RNA’lar, hala yeterince anlagilmayan mekanizmalar araciligiyla
mitokondri disina aktarilmaktadir (15-21).

MOTS-c, Met-Arg-Trp-Gln-Glu-Met-Gly-Tyr-Ile-Phe-Tyr-Pro-Arg-Lys-Leu-
Arg’den olusan molekiiler bir yapiya sahip oldugu, pozitif seleksiyon ve rastgele etki
olasilig1 analizi kullanilarak yapilan ¢alismada MOTS-c’nin 6zellikle ilk 11 aminoasitte
yiiksek diizeyde korunmus oldugu (Sekil 2.2A) rapor edilmistir. Ayrica farkli canli
tiirlerine 0zgii tiiretilmis filogenetik agacin Sekil 2.2B’de sunuldugu gibi oldugu ileri

stiriilmektedir (1, 22).

A B 002 |Fare
i i o 002 | Tiiysiiz kistebek faresi
Insan MIUWQEMGYIFYPRK===LR====m==m=m= == ——— d
Sempanze MIHQEMGYIFYPRK===LR==m=m=mm=m——— 0.0 Yunus
Ciice sempanze M1 QEMGY I FYPRK-==LR-============ - 003 i .1
Orangutan MEWQEMGYIFYFRK-==LR-=======cee== 0.01) i
Zebra bahg
Fare MEWEEMGYIFL====sccaanmnmmmeenees 001 -
Sican M EMGYIFFPSQR=-==TLRNPL—======== _u_oae Aslan
Tiiysiiz késtebek faresi M/ WEEMGY IFLY N====INDSYHEI--~~~~ M At
= 0.02
Ko6pek M WEEMGY I FYP-R-~~TFHECFYETKN-~-~ L8 005 awm
Inek o WEEMGYILYTKR---IKHESYYETNNQRRI L9 Kipek
Zebra balig1 ¥ WEEMGYTEYPRIYENVT============= .
Asl MRWEAMGY I FYN ooz Insan
s S AT ™ | Sempanze
Ayl AGWEEMGYIFYS-R---TTYESFYETKN---- sise
At MGWHEMGYIFYPKNKNFNPDESLHETGD---- i e
012
Yunus MDWEEMGYIFYNKN---TP~--~===cececccax 0.02 Sican
2% Ciice sempanze *555

Sekil 2.2. Coklu peptit serisinin 14 farkl tiirde hizalanmasinin sematik gosterimi (A) ve
bu hizalanmadan tiiretilmis filogenetik aga¢ (B);(1)

MOTS-cnin niikleer kaynakli olabilecegi diisiliniilerek cesitli veri tabanlari
tizerinden yapilan ¢alismalarda MOTS-c ile benzer sekans yapisina sahip farkli peptitler
arastiritlmis ancak varsayilan niikleer kaynakli peptitlerin higbirinin, mitokondriyal
olarak kodlanmig MOTS-c ile tam bir homoloji gostermedigi tespit edilmistir (1). Bir
bagka veri tabaninin kullanildigi bir arastirmada, mRNA dizilerinin tiimiiniin
mitokondriyal 12S rRNA lokusuna tamamen homolog oldugunu gdésteren 101 sonug

tespit edilmistir. Rattus norvegicus tiirii siganlarin MOTS-c i¢in herhangi bir niikleer



kaynakli serisinin bulunmamasi1 mtDNA'nin MOTS-c’ye 6zel bir kaynak oldugunun ilk
kanitlarin1 ortaya koymaktadir (1). MOTS-c’nin mitokondriyal kokenli oldugunu
dogrulamak amaciyla, serviks kanser hatti hiicreleri ve insan embriyonik bdbrek
hiicreleri (HEK293) iizerine calismalar yapilmis ve MOTS-c igin DNA ve RNA
diizeyinde mitokondriyal kdkenli kanitlar elde edilmistir (1).

2.1.3. Etki Meknizmasi

MOTS-c'nin biyolojik olarak aktif bir peptid oldugu, mikroarray analizleri
kullanilarak 4 ve 72 saat boyunca MOTS-c uygulanmis HEK293 hiicrelerinde yapilan
bir caligma ile ortaya konmustur (1). MOTS-c uygulamasindan 72 saat sonra agik bir
gen profili degisimi meydana geldigi yine ayni ¢alismada gosterilmistir. MOTS-c
tarafindan modifiye edilen fonksiyonel yollar arasindaki farkliliklar1 belirleyebilmek
amaciyla gen parametresi analizi kullanilmis ve 4. ile 72. saatlerde gen isaretleri
arasinda sadece az bir miktar Ortlisme oldugu belirtilmistir. Bu bulgular MOTS-c
uygulamasina verilen hiicresel cevabin zamana bagh olarak ortaya ¢iktig1 fikrini akla
getirmektedir. MOTS-c’nin Ozellikle hiicresel metabolizma ve inflamasyonla iliskili
genlerin ekspresyonu iizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (1).

MOTS-c'nin hiicresel metabolizma iizerindeki etkisi, in vitro olarak 24 ve 72
saat boyunca ekzojen olarak sentetik MOTS-c uygulanan HEK293 hiicreleri (MOTS-c-
ST) kullanilarak incelenmistir. Tanimlanan 356 metabolitin 194't MOTS-c uygulanan
HEK?293 hiicrelerinde 6nemli dlgiide degismis, 49 metabolit 24 saat sonra ve 177
metabolit 72 saat sonra 6nemli ol¢iide degismistir (1). Metabolitlerin diizeni de zamanla
ilerlemis ve ¢ogu metabolit, hem 24 hem de 72 saatte siirekli degismeye devam etmistir.
MOTS-c-ST hiicrelerinde degisen metabolitlerin ¢ogu, 72 saat boyunca MOTS-c
uygulanan hiicrelerde bulunan metabolitlerle ¢akistig1 goriilmiistiir (1). Her 3 grupta da
stirekli degisen metabolitler gozlenmis; plirin metabolizmasi ve dipeptid metabolizmasi
ile ilgili olanlar stirekli azalirken, asilkarnitin metabolizmasi ve metiyonin dongiisii ile

ilgili olanlar 6nemli 6l¢iide artmistir (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. MOTS-c’nin hiicresel metabolitler tizerindeki etkileri (1).

Izobiitirilkarnitin
: . Asetilkarnitin
b Palmitoilkarnitin
Miristoilkarnitin
Metiyonin Betain
Ure déngiisii, TCA Prolin
Ketogenez o-hidroksiizovalerat
Inozin
Piirin 2'-deoksinozin
Fenilalanilserin
Valilglisin
Dipeptit Izolosilglisin
Fenilalanilserin

Mikroarray analizi metabolomik profillemeyle birlestirilince ve MOTS-c
uygulamasinin folat-metiyonin dongiisiinde yer alan enzimlerin gen ekspresyonu ve
piirin biyosentezini 4 saat kadar degistirdigi tespit edilmistir (1). MOTS-c-ST
hiicrelerinde en ¢ok bulunan aktif folat formu olan 5-metil-tetrahidrofolat (5SMe-THF),
MOTS-c-ST hiicrelerindeki metiyonin ve yiliksek homosistein seviyelerinde ciddi bir
diisiis gozlemlenmistir (Sekil 2.3). Ozellikle, 5SMe-THF seviyeleri, MOTS-c-ST
hiicrelerinde metiyonin ve homosisteindeki degisikliklerden dnce azalmistir. Bu durum
folat dongiisiiniin daha 6nce ger¢eklesmesini ongérmektedir (1). Ayrica beklendigi gibi,
5Me-THF tiikkenmesi piirin biyosentezinin blokaji ile birlestirilmis, endojen 5-
aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleotit (AICAR)'n birikiminin, MOTS-c-ST
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla 20 katin iizerinde olmasina ve piirinlerde
beklenen bir diisiise neden olmustur (23). Bu aym zamanda, ekzojen MOTS-c
uygulamasindan 72 saat sonra daha az oranda gozlenmistir (1). Piirin biyosentezi, plirin
tirtinleri tarafindan geri bildirim mekanizmasi ile kontrol edildiginden, bu veriler dnciil
metabolitlerinin NAD+, glikoliz ve pentoz fosfat yolunun artan seviyeleri ile belirtilen

MOTS-c-ST hiicrelerinde hizlandirilmis piirin biyosentezini gostermektedir (Sekil 2.3).
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metiyonin folat dongiisii piirin biyosentezi

Sekil 2.3. Metiyonin folat dongiisii ve buna bagli piirin biyosentezinin sematik

gosterimi (1).

MOTS-c'nin glikoliz, mitokondriyal fonksiyon ve yag asidi oksidasyonu dahil
ilgili hiicresel metabolizma {izerindeki etkisi iizerine yapilan bir arastirmada MOTS-
c¢’nin kiiltiir ortaminda artan glukoz klirensi ve laktat birikimi ile hiicre i¢i glukoz
seviyeleri ile birlikte diger glikolitik ara {iriinler ile beraber glukoz kullanimini uyardigi
gozlenmistir (1). MOTS-c'nin agir1 eksprese edilmesi, AMPK aktivitesini arttirmakta ve
AMPK aktivasyonunun MOTS-c’nin fonksiyonlarim1 yerine getirmede kismen aracilik
ettigi ileri siirtilmektedir (1).

MOTS-c'nin kendi basimna mitokondriyal metabolizmay1 hedef alip almadiginm
test etmek icin MOTS-c-ST hiicreleri, ana karbon kaynagi olarak glukoz ve galaktoz
iceren kiiltiir ortamlarina ayr1 ayri ekilmistir (1). Memeli hiicrelerinde galaktoz, biiyiik
Olclide mitokondri tarafindan metabolize edildigi bilinmektedir (24). MOTS-c, bol
glukoz kosullar1 altinda hiicresel proliferasyonu azaltmis, ancak galaktoz ortaminda
kiiltiirlenmis hiicreleri etkilememistir (1). Azalan oksidatif kapasite, MOTS-c-ST
hiicrelerinde trikarboksilik asit siklus diizensizligi ile iliskilendirilmistir. Bu veriler
MOTS-c’nin indiikledigi solunum baskilanmasinin muhtemelen glukoz aliminin

artmasina ikinci dereceden etki ettigini gostermektedir (1).



AICAR-AMPK yolag: lipit metabolizmasini arttirdigindan dolayt MOTS-c'nin
yag asidi metabolizmasi lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir calismada MOTS-c-ST
hiicreleri, kontrol hiicrelerine kiyasla daha yiiksek seviyelerde karnitin mekigi,
azaltilmis esansiyel yag asidi seviyeleri ve artan B-oksidasyon iirlinii mirisitol-CoA
seviyeleri kontrol gruplartyla karsilagtirilmistir (1). Bu bulgular ayrica ekzojen MOTS-c
uygulanan hiicrelerde de goriilmiistiir. Ayrica diger uzun zincirli yag asitleri, yag asidi

kullaniminin artmasina destek olarak 6nemli 6l¢iide azalttigr gosterilmistir (1).

2.1.4. Fizyolojik Etkileri

Hiicresel Metabolizmaya Etkisi

MOTS-c'nin hiicresel metabolizma {izerindeki etkisini arastirmak i¢in yapilan bir
calismada normal bir diyetle beslenmis erkek farelere akut bir sekilde MOTS-c
(5mg/kg/glin) 4 giin siireyle uygulanmistir. MOTS-c uygulanan farelerde viicut
agirhiginda, gida aliminda ve kan glukoz seviyelerinde miitevazi bir azalma oldugu
rapor edilmistir (1). Obezite ve insiilin direncinin patogenezinde rol oynayan
dolasimdaki IL-6 ve TNFa bazal seviyelerinin, MOTS-c uygulmasi ile 6énemli olciide
azaldig1 belirlenmistir (1).

MOTS-c’nin  mitokondriyal solunumu ve ATP dretimini iyilestirdigi
bilinmektedir (7). MOTS-c’nin mitokondriyal disfonksiyon {izerindeki etkilerinin
arastirildigr bir ¢aligma da ise ekzojen ve endojen MOTS-c uygulamasinin ATP

seviyesini ve mitokondriyal solunum diizeyini etkilemedigi tespit edilmistir (25).

Insiilin Duyarhihgina Etkisi

Insiilin, periferal dokulara glukoz alinmasini tesvik eder ve homeostazi korumak
i¢cin hepatik glukoz liretimini baskilar (26). In vitro caligmalarda MOTS-c uygulamasina
bagli olarak hiicre i¢i glukoz girisinin arttig1 gdsterilmistir. Ayrica in vivo denemelerde
akut MOTS-c uygulamasinin kan glukoz seviyelerini diislirdiigii gosterilmis ve MOTS-
c¢’nin glukoz kullanimi ve insiilin duyarliligi ile ilgili olaylarda birtakim roller iistlendigi
ortaya konmustur. Fareler lizerinde yapilan bu calismada 7 giin siiresince intraperitonal
(ip) olarak uygulanan MOTS-c’nin instilin duyarliligin1 glukoz klirensini arttirdigi tespit

edilmistir (1).



Iskelet kasi ve dolasimdaki MOTS-c seviyeleri, farelerde yaslanma sirasinda
insiilin direncinin gelismesiyle birlikte azaldigi ve MOTS-c'nin insiilin lizerine etkisinin
yasa bagli bozukluklar tersine gevirebilecegi ortaya konmustur. Insiilin ile uyarilmis
glukoz atilmasinin %70-85'inin iskelet kasi i¢inde oldugu gdz oniine alindiginda, insiilin
duyarliligmmi ve glukoz homeostazini arttirmada MOTS-c’nin 6nemli fizyolojik roller
istlendigi agiktir (27). Yapilan bir caligmada yasl farelerden alinan kas 6rneklerinin
insiiline olan direncinin geng hallerine gore insiiline kars1 daha fazla direngli oldugu,
direngte meydana gelen bu artisin 7 giinlik MOTS-c uygulamasi ile 6nemli diizeyde

ortadan kaldirilabildigi rapor edilmistir (1).

Obezite ve insiilin Direncine EtKisi

MOTS-c'nin insiilin duyarliligini ve glukoz homeostazini arttirmadaki rolleri goz
Oniine alindiginda peptidin obezite ile de iligkili olabilecegi diisliniilmektedir. MOTS-
¢’nin obezite ve beslenme {izerindeki etkilerini arastirmak tizere fareler kullanilarak
yapilan ¢alismada ip olarak uygulanan MOTS-c’nin normal diyetle beslenen farelerde
viicut agirlhigr tizerinde bir etkiye sahip olmamasina ragmen, yiiksek yaglh diyet (YYD)
yemi ile beslenen farelerde sismanligi belirgin sekilde onledigi tespit edilmistir (1).
Ayrica MOTS-c tedavisinin YYD'nin neden oldugu hiperinsiilinemiyi 6nledigi, glukoz
homeostazinda iyilesmeye neden oldugu ve hepatik lipid birikimini biiyiik Olgiide
azalttig1 rapor edilmistir (1). MOTS-c’nin, YYD ile beslenen farelerin iskelet kaslarinda
AMPK aktivasyonunu ve glukoz tasiyict tip 4 (GLUT4) ekspresyonunu uyardigi
belirlenmis olup elde edilen bu veriler, MOTS-c’nin AMPK aktivasyonu ve GLUT4
ekspresyonu iizerindeki etkilerinin hem in vivo hem de in vitro denemelerde benzer
diizeyde oldugunu gostermektedir. MOTS-c ile yapilan diger denemelerde farelere
ekzojen uygulanan MOTS-c’nin 1s1 iiretimini arttirdigt ve enerji kullanimini arttirarak
obeziteyi engelleyebilecegi ileri siiriilmektedir (1).

YYD ile indiiklenen fare obezite modelinde MOTS-c uygulamasinin insiilin
duyarhiligimmi arttirdig1 tespit edilmistir. MOTS-c’nin insiilin duyarhlig1 tizerindeki
etkilerini obez farelerin sfingolipid, monoasilgliserol ve dikarboksilat metabolizmalari
tizerindeki negatif rolleri vasitasiyla gergeklestirdigi diisiindiirmektedir (28). Yapilan
arastirmalar MOTS-c'nin, 1s1 iiretimide dahil olmak iizere enerji tiiketimini artirarak,
glukoz kullanimimi ve insiilin duyarliligini iyilestirerek YYD kaynakli obeziteyi

Onledigini ileri stirmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. MOTS-c’nin metabolik homeostaza etkisinin gematik gosterimi (1).

Ayrica Tip 2 diyabetes mellitus hastalarinda MDP seviyelerinin saptanmasina
yonelik yapilan bir calismada saglikli, prediyabet ve diyabet gruplarina yapilan
biyokimyasal testler sonucu diyabetli gruptaki bireylerin plazma MOTS-c seviyesinin
saglikli gruptakilere kiyasla diislik oldugu tespit edilmistir (29).

Polikistik over sendromlu hastalarda yapilan bir ¢alismada akut lipit ve insiilin
uygulanmasmin plazma MOTS-c seviyesi ile iliskisi aragtirilmistir. Bu calisma
sonuclarina gore lipit uygulamasi plazma MOTS-c seviyesini artirirken insiilin
uygulamasinin MOTS-c seviyesinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi tespit
edilmistir. Ayrica lipit uygulamasi sonrasi artan MOTS-c seviyesinin artan serbest yag

asidinden kaynaklanabilecegi ileri stiriilmektedir (30).
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Kemik, Kas ve Adipoz Metabolizmasina Etkisi

MOTS-c’nin ozellikle iskelet kasinda lokalize olmasmma bagli olarak kemik
dokuya da sinyal gonderebilecegi diisiiniilmektedir. Kemik doku {izerindeki etkilerini
belirlemeye yonelik yapilan in vivo bir ¢alismada MOTS-c uygulamasinin osteoklast
aktivitesini inhibe ederek kemik kaybini azaltti1 rapor edilmistir (31). Immiin hiicreler
ve kemik metabolizmasi iizerindeki etkileri heniiz kismen bilinen MOTS-c’nin; ultra
yiiksek molekiiler agirlikli polietilen partikiil kaynakli osteoliz fare modelinde,
osteoklastogenezin inhibisyonuna yol agarak kemik erozyonu ve enflamasyonu
hafiflettigi de ayrica rapor edilmistir (32).

Osteoporoz, birim basina kemik dokusunun azalmasi ile karakterize metabolik
bir kemik lezyonudur. Kemik metabolizmasi diizenleyicileri arasinda, transformik
bliylime faktorii-f (TGF-B) osteojenik farklilagma siirecinin tamamina katilir. Ayni
zamanda bir sitokin olan TGF-f ¢ok fonksiyonlu bir proteindir ve hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi, apoptozis ve anjiyogenez ile yakindan ilgilidir. Osteojenik farklilasmanin
neden oldugu osteoporoz iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir
aragtirmada, MOTS-c’nin TGF-B yolagma etki ederek osteogenezi diizenledigi
gosterilmistir  (33). Bununla birlite MOTS-c’nin tip-I kollojenlerin sentezini
diizenleyerek osteoblast hiicrelerinde osteoporozu onledigi yapilan bir baska calismada
rapor edilmistir (34).

Bir baska arastirmada farelerde overektominin indiikledigi metabolik
hastaliklarda MOTS-c’nin olast etkileri arastirilmistir. Overektomiye bagli olarak
gelisen diisiik Ostrojen seviyeleri yag birikimini arttirmakta, normal adipoz fonksiyonu
bozulmakta ve insiilin direncinin gelistigi bilinmektedir. MOTS-c’nin meydana gelen
bu bozunmalar1 kismen 6nleyebildigi ve kahverengi yag doku aktivasyonunu arttirdigi
gosterilmistir. Ote yandan overektominin neden oldugu yag birikiminin ve beyaz yag
dokusunda enflamatuar invazyonun MOTS-c’ye bagl olarak azaldigi; bunun da serum
ve karaciger dokularinda yag asidi seviyelerinde azalmayla sonuclanabilecegi
bildirilmistir (32).

Soguk stres; hipotermiye, bilissel bozulmaya, karaciger yaralanmasina ve
kardiyovaskiiler hastaliklara neden olarak morbidite ve mortaliteyi arttirdig
bilinmektedir. Yapilan bir ¢calismada MOTS-c’nin, soguga adaptasyonu kolaylastirdigi
gosterilmistir. Bir hafta siiresince MOTS-C enjeksiyonu yapilan ve soguk strese maruz

birakilan farelerin serum MOTS-c seviyelerinin azaldigi ve soguk toleransinin arttig
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gozlenmistir. Ayn1 caligmada tiim bunlara ek olarak MOTS-c’nin, kahverengi yag
dokuda UCP1 mRNA seviyesini artirdigi, beyaz yag dokuda kahverengilesmeyi

sagladig1 ve termojenik gen ekspresyonunu diizenledigi rapor edilmistir (35).

Yaslanmaya Etkisi

Mitokondri, hiicresel yaslanma siirecinde en 6nemli aktorlerden birisi olmakla
beraber oksidatif hasarin ana hedefi konumunda yer almaktadir (36). Mitokondriyal
disfonksiyon yaslanmaya bagli mtDNA hasarinin birikmesi sonucu yaslanmanin temel
gostergesi olarak kabul edilmektedir (37). Yaslanmaya bagli mtDNA’nin hasarlanan
bolgesiyle MOTS-c’nin kodlandigt mtDNA bdlgesi arasinda iliski bulundugu Fuku ve
ark. tarafindan yapilan bir calismada gosterilmis ve bu genin Kuzeydogu Asya
popiilasyonuyla iligkili oldugu ileri siiriilerek Japonlarin uzun yasam siiresinin bu gen
bolgesiyle iliskili olabilecegi belirtilmistir (38).

Doksorubisin ve hidrojenperoksit uygulamasi sonucu yaslanma modeli
olusturulan primer insan fibroblast hiicrelerinde MDP’lerin etkisinin arastirildigi bir
calismada mitokondriyal solunum seviyeleri, mitokondri sayillart ve MDP diizeyleri
belirlenmigtir. Calisma sonucunda mitokondriyal solunum seviyelerinde, mitokondri
sayllarinda, Humanin ve MOTS-c seviyelerinde artis tespit edilmistir (7). Bir baska
caligmada ise MOTS-c ve Humanin’in yaslanmaya bagli sekretuar fenotipli yash
hiicrelerde IL-6, IL-18, IL-8, IL-10 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini
uyararak sitoprotektif aktivite gosterdigi ileri siiriilmektedir (8).

Insanlarda yaslanmaya bagli plazma ve iskelet kasindaki MOTS-c seviyelerinin
arastirildigl bir ¢alismada MOTS-c’nin plazmadaki seviyesinin azaldigi buna ragmen
iskelet kasindaki seviyesinin arttig1 tespit edilmistir. Bu farkliligin ise plazma MOTS-c
seviyesine iskelet kasinin etki etmemesinden ya da yaglanmaya bagli MOTS-c’nin
farmakokinetik etkilerinin degisiminden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (39).

Humaninin, insan retinal epitelyal hiicrelerde oksidatif stresin neden oldugu
hiicre oliimiinii engellemesi (40) sonucu yaslanmaya bagli sar1 nokta hastalifinda
(Makula dejenerasyonu) mitokondriyal tiirevli peptitlerin mitokondriyal ve hiicresel

aktivite lizerinde olumlu etkilerinin olabilecegi ileri siiriilmektedir (41).
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Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Koroner lezyon bulunmayan endotelyal disfonksiyon hastalarinda dolasimdaki
MOTS-c seviyesinin saptanmasina yonelik yapilan bir c¢alismada endotelyal
disfonksiyonu goriilen hastalarada serum MOTS-c seviyelerinin, normal endotelyal
fonksiyona sahip gruptaki bireylere kiyasla daha diisiik oldugu gosterilmistir. Buna
ragmen MOTS-c’nin dogrudan vazoaktif bir madde olmadigi ileri siirtilmektedir (42).

Bir¢ok hastalik olusumunda yer alan ve heniiz tedavisi bulunmayan vaskiiler
kalsifikasyon (VC) iizerinde yapilan c¢aligmalarda; siganlara intraperitonal olarak 4
hafta siireyle 5 mg/kg MOTS-c uygulamasinin nikotin kaynakli VC’yi anlamlh
derecede azalttig1, fosforile edilmis AMPK seviyesini arttirdigi tespit edilmistir (43).
Ayrica tip 2 diyabetli hastalarda 2 yil silireyle plazma MOTS-c seviyesi takibinin
yapildig1 bir aragtirmada diisik MOTS-c seviyesinin koroner arter hastaliginda

belirliyici roller {istelenebilecegi belirtilmistir (44).

Bosaltim Sistemi Uzerine Etkisi

Mitokondriyal tiirevli peptitlerden humanin ve MOTS-c’nin kronik bdbrek
hastaliginda serumdaki ve iskelet kasindaki seviyelerinin arastirildigi bir calismada
humanin seviyesinin serumda artis gosterdigi buna ragman iskelet kasindaki
ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir. Ayrica MOTS-c’nin serumda ve iskelet
kasinda diisiik seviyede oldugu bu durumun diisiik mitokondriyal yogunlugundan ve

oksidatif stresten kaynakli olabilecegi ileri siirtilmiistiir (45).

Anti-inflamatuar Etkileri

MOTS-c’nin metisiline direngli Stafilokok Aureus bakterisinin farelere enjekte
edilmesiyle olusturulan sepsis modelinde olas1 etkileri arastirilmistir. Bu c¢alisma
sonucunda MOTS-c’nin anti-inflamatuar sitokinlerden IL-10 seviyesinde ciddi bir artis
saglayarak tedavi edici 6zelligi saptanmustir (46).

Anti-inflamatuar ve antinosiseptif etkilerinin arastirildigir bir baska calismada
farelere ip olarak uygulanan 50 mg/kg MOTS-c’nin AMPK sinyal aktivasyonunu
artirdigr ve inflamatuar sitokinleri baskilayarak serumda anti-inflamatuar sitokinlerin

seviyesinde artisa neden oldugu rapor edilmistir (47).
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Lipopolisakkaritlerin indiikledigi akut akciger hasar1 olusturulan farelerde 6 giin
streyle ip uygulanan 5 mg/kg MOTS-c’nin anti-inflamatuar etkileri arastirilmigtir.
Calismanin sonunda MOTS-c¢ uygulamasinin anti-inflamatuar sitokinlerden IL-10
seviyesini artirdigi ayrica SOD aktivitesini diizenleyerek serum MDA diizeyini azalttigi

tespit edilmistir (48).

2.2. Eslesme Bozucu (Uncoupling) Proteinler

Mitokondriyal zar proteinlerinden olan UCP’ler hiicresel enerji olusumunda kilit
rol oynarlar. Bu protein gruplar1 5 iiyeden (UCP1-5) olusur ve her bir UCP tiirii
viicudun farkli bolgelerine 6zgii olarak ifade edilir (11, 49).

2.2.1. Lokalizasyonu ve Gorevleri

UCP’ler, mitokondrinin i¢ membranindan salinirlar (50) ve bu proteinler
mitokondriyal membranin fonksiyonu ile enerji metabolizmasinin regiilasyonunda
gorev alirlar. UCP’lerin aktivasyonu yag asitlerinin ve glukozun oksidatif
fosforilasyona katilmasiyla artarken piirin niikleotidleri aktivitesi ile inhibe edildikleri
bilinmektedir (51, 52). Mitokondride membranlar arasi alanda bulunan protonlarin
UCP’ler tarafindan mitokondriyal matrikse taginmasiyla proton gradiyentinde azalma
olur. ATPsentaz tarafindan tiiketilen proton gradyaninin azalmasiyla ATP iiretiminde
kismen azalma gerceklesirken bu sirada okside substrattan elde edilen enerji ortama 1s1

olarak yayilir (Sekil 2.5) (11, 12).

14



Yag asidi
Glukoz

Sekil 2.5. UCP’lerin genel etki mekanizmasi (10).

Viicudun farkli dokularinda cesitli gorevleri yerine getirmek icin dagilim
gosteren UCP’lerin 5 {iyesi bulunmaktadir. Eslesme bozucu protein 1 (UCP1), beyaz ve
kahverengi yag dokudan salinarak baslica etkilerini viicut 1sisinin korunmasinda, depo
edilen enerjinin kullanilmasinda, yenidogan muhtemel Oliimiiniin engellenmesinde
gosterir (53, 54) (Sekil 2.6). Eslesme bozucu protein 2 (UCP2) viicudun farkli doku ve
organlarindan (dalak, pankreas adacik hiicreleri, akciger, mide) salinan bir UCP
homologudur (53-57). Eslesme bozucu protein 3 (UCP3) ise iskelet kasina karakterize
olmakla birlikte az miktarda sinir hiicrelerinden de eksprese edildigi bilinmektedir (54,
56, 58). Noronal UCP’ler olarak bilinen eslesme bozucu protein 4 (UCP4) ve eslesme
bozucu protein 5 (UCPS5) merkezi alanda (beyin) yayilim gosterirken ayni zamanda

yapilan ¢alismalarda testislerde de UCP5’in varlig1 tespit edilmistir (59-61).

15



KAHVERENGI YAG DOKUSU

I

Titremesiz Termogenez
Hipotermi ve Olasi Yenidogan

Oliminan Engellenmesi ‘ _
Glisemi

UCP 1'in Termogenez Etkisi
Sekil 2.6. Yenidogan Oliimiinlin ve metabolik yetiskin hastaliklarinin 6nlenme

mekanizmasi (62).

2.2.2.Yapisal Ozellikleri

Orijinal eslesme bozucu protein olarak kabul edilen UCP1 ile ilgili yapilan
caligmalar bu tastyici protein ailesinin anlasilmasinda 6nemli yer tutmaktadir (63). UCP
homologlar1 olarak kabul edilen UCP2 ve UCP3, UCP1 ile yakindan iliskili olmakla
birlikte yapisal olarak ~%60 benzerlik gosterdiklerirler. Noronal UCP’ler olarak
adlandirilan UCP4 ve UCPS5 yapisal olarak farklilik gostermekle beraber UCP1 ile ~
%30 benzerlik gosterirler (Tablo 2.2) (10).

Tablo 2.2. UCP’lerin homolojisi (10).

Eslesme Bozucucu Proteinler Benzerlik %’si
UCP1 100
uCpP2 59
UCP3 57
UCP4 30
UCP5 33
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UCP’lerin yapisal ozelliklerini anlamaya yonelik literatiirde yalnizca UCP2’ler
lizerine yapilan aragtirmalar bulunmasina ragmen (64), UCP’lerin genel yap1 itibariyle
mitokondriyal tasiyici protein ailesinden olan ve ATP/ADP taginmasini saglayan adenin
niikleoit tasiyic1 proteinlerle benzer oldugu ileri siiriilmektedir (65, 66). Buna gore
UCP’ler ii¢ tekrardan olusmaktadir ve her bir tekar ~100 aminoasit igermektedir. Her
bir tekrarda transmembran o-heliks yapis1 bulunmaktadir ve bu yap: iki hidrofobik
bolge icermektedir. Bu a-heliks yapisi mitokondri i¢ membranindan matriks kismina
dogru yonelmis hidrofilik bir dongii ile birbirine baglanir (Sekil 2.7). Ayrica yapilan
baska bir ¢aligmada ise UCP’lerin iki 6zdes alt birim igeren dimer bir yapiya sahip
oldugu ifade edilmektetir (67). Yapilan calismalar sonucunda a-heliks yapilarinin UCP
cekirdeginde hidrofilik bir kanal olusturarak bu c¢ekirdege erisimin hidrofilik dongiiler

tarafindan olusturulan gegcitler tarafindan kontrol edilebilecegi ileri siiriilmektedir (68).

Zarlar arasi1 alan

—— Mitokondri i¢ zan

Mitokondriyal
matriks

Transmembran Hidrofilik kisim
o-heliks

Sekil 2.7. UCP’lerin tekrarli yapisinin sematik gosterimi (69).
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2.2.3. UCP’lerin Fizyolojik Etkileri

Enerji Metabolizmasi Uzerine Etkisi

UCPl’in mitokondriyal i¢ membranin proton iletkenligini biiylik dlgiide
artirarak memeli canlilarin kahverengi yag dokusunda termojenezi katalize ettigi
bilinmektedir (70). Yapilan c¢alismalar sonucunda iskelet kasimin bilinmeyen
mekanizmalar araciligi ile termogeneze katkida bulunabilecegi ileri stiriilmektedir (70,
71). UCP1 ile olan homolojileri ve bazi dokulardaki dagilimlart g6z oniine alindiinda
UCP2 ve UCP3'liin de termojenik oldugu ve enerji harcamasinin ve viicut agirliginin
diizenlenmesine dahil oldugu varsayilmistir (11). Bu varsayim iizerine UCP
homologlarinin termogenez ile iliskisine yonelik yapilan ¢alismalarda UCP1 ve UCP3
geni mutasyona ugratilan farelere secici bir B3 agonisti ve T3 uygulamasi sonucu
oksijen tiiketim hizinin ve viicut sicaklifinin arttig1 belirlenmistir (72). Ayrica UCP3
geni mutasyona ugratilan hamsterlara soguk maruziyetinin uygulandigi bir aragtirmada
UCP1 ve UCP2 mRNA seviyelerinin artti§1 ve kahverengi yag doku mitokondrisinde
UCP3 aktivitesine rastlanmadigi belirlenmistir(73) . UCP3’iin termogenez ile iliskisinin
arastirlldigl bir baska calismada ise UCP3 geninde mutasyon olan farelere ecstasy
uygulamasi sonucunda iskelet kas1 ve rektal sicaklik degisiminin kontrol grubuna gore

daha az oldugu tespit edilmistir (74).

Yag Asidi Metabolizmasi Uzerine Etkisi

UCP3’lin enerji metabolizmast disindaki olas1 fonksiyonlarinin aragtirildig
caligmalarda yag asidi dongili modeline (75) gére UCP3 yag asitlerinin mitokondriden
uzaklastirilmasini saglayarak yag asidi anyonlarinin veya peroksitlerin toksik etkisinden
korudugu ileri stiriilmektedir (76). Buna gére UCP3 uzun zincirli yag asitlerini (LCFA)
mitokondriyal matriksten uzaklagtirmaktadir. Bu LCFA anyonlar1 mitokondriyal inner
membran boyunca ve mitokondriyal tiyoesteraz 1 tarafindan yag asidi esterlerinin
hidrolizi ile mitokondriyal matrikse giren uzun zincirli esterlesmemis yag asitlerinin
girisinden tiiretilebilmektedir (76). Diger taraftan B-oksidasyon i¢in sinirlayici bir
koenzim olan ve trikarboksilik asit dongiisii sonucu koenzim A olusur.

LCFA mitokondriyal membranlar arasi1 boslukta asilCoA sentaz ile yeniden

reaksiyona girmek iizere UCP3 tarafindan matriksten uzaklastirilir. Bodylece UCP3
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karnitin yag asidi sisteminden bagimsiz olarak matrikse giren fazla LCFA’y1 azaltarak
yag oksidasyonunun diizenlenmesinde gorev alir (Sekil 2.8). Ayrica UCP3 elektron
tasima zinciri aktivitesi sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerinin mitokondriyal zarda
bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri ile etkilesimi sonucu olusan lipit peroksit

anyonlarinin uzaklagtirilmasini saglar (76).
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Sekil 2.8. UCP3’{in yag asidi metabolizmasini diizenlemesinin sematik gosterimi (77).
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insiilin Salinim Uzerine EtKisi

UCP2 mRNA’s1 pankreatik adacik hiicrelerinde eksprese edilir ve B hiicrelerinin
mitokondrilerinde saptanabilir diizeyde UCP2 proteini tespit edilmistir (78). Pankreas -
hiicreleri tarafindan glikoz algilama ve insiilin sekresyonu arasindaki onemli bir
baglant1 sinyali ATP/ADP oranindaki artistir (79). B-hiicreleri, mitokondriyal proton
hareket kuvvetini artiran ve dolayisiyla ATP/ADP oraninda bir artis ile glikozu algilar.
ATP/ADP oranindaki artislar ATP'ye duyarli potasyum kanalini kapatir. Bu plazma-
membran depolarizasyonuna, voltaja duyarli kalsiyum kanallarinin agilmasina ve f3-
hiicrelerinin sitozoline Ca®" akmasina neden olur, bu da daha sonra insiilin
sekresyonunu tetikler (80). UCP2 aktivitesi sonucu pankreatik adaciklarda (81-
83)glikoz metabolizmasindan ATP {iretimini azaltirak glukozla uyarilan insiilin
sekresyonunu bozar. Bu nedenle, UCP2 insiilin sekresyonunun negatif regiilatorii olarak

gorev alabilecegi diisiiniilmektedir (84)(Sekil 2.9).

plasma plasma
voltage- membrane membrane voltage-
dep|endent polarized channel depolarized deplendent
calcium calcium
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° Glycolysis VAP +ATP :'....0 :
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Plasma membrane

Sekil 2.9. UCP2’nin insiilin sekresyonunu diizenlemesinin sematik gdsterimi
(85).
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2.3. Merkezi sinir sistemi boliimleri ve fizyolojik 6nemi

2.3.1. Korteks

Beyin korteksi bir kontrol noktast olarak diisiiniiliirse, bu kontrol; periferik ve
icsel duyularin algilanmasi, duyular arasindaki koordinasyonun saglanmasi ve
degerlendirilmesi, 6grenme ve bellek olusumu, hareketlerin gerceklestirilmesi ve i¢
dengenin saglanmasi gibi olaylarin gerceklestirilmesiyle saglanir. Serebral korteks
icerdigi; ndronlar, astrositler, oligodendrositler, kan damarlar1 ve ependim hiicreleriyle
serebral hemisferin (telensefalon) catisin1 bilateral sekilde kaplamaktadir. Ependimal
katman lateral ventrikiilde bulunan beyin-omurilik sivist ile temas halindedir ve
korteksin dis ylizeyi meninks ile kaphdir (86). Korteksin sahip oldugu toplam alan 285
bin mm’ olmakla birlikte hacmi ise 300 cm’’diir (87). Serebral korteksin biiyiik
boliimiinii olusturan neokorteks, alt1 katman olusturacak sekilde néronlarin olusturdugu
bir yapidir. Her katmanin korteks i¢cinde ve subkortikal yapilarla ayr1 ayr1 baglantilart
vardir. Iki ana kortikal néron grubu bulunmakla birlikte bunlardan aksonlar1 uzun
sinaptik sonlanmalar gergeklestiriren projeksiyon ndronlar bu grubun ~%80’ini
olustururken ve ~%20’sini lokal devre ndronlar1 (internéronlar) olusturur. Uyarici olan
ve biiylik oranda glutamati norotransmiter olarak kullanan projeksiyon ndéronlardir.
Interndronlar ise bunun tersine genellikle baskilayici1 ndronlar olarak gorev yaparlar ve
gamma-aminobiitirik asit (GABA) ile diger norotransmiterleri kullanirlar (86). Korteks,
yapisal farkliliklar gosterdigi gibi fonksiyonel olarak da birgok farklilik gostermektedir.
Serebral kortekste temelde histolojik yapisal farkliliklara sahip olan elli iki farkh
alandan olusan Brodmann alanlar1 yer alir ve bu alanlar kendilerine 6zgii hiicre
organizasyonlarina sahiptir. Bu alanda ¢alismalarini siirdiiren bilim insanlar1 i¢in bir¢cok
acidan 6nemli olan bu siniflandirma insan korteksinin farkli islevsel alanlarini belirtmek

kullaninlan bir harita niteligindedir (Sekil 2.10; (88)).
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Sekil 2.10. insan serebral korteksinde Brodman alanlarinin sematik gdsterimi (88).

2.3.2. Hipotalamus

Anatomik olarak hipotalamus, anteriorde optik kiyazma, posteriorda mamiller
cisimler, lateralde temporal lob ve superiorda talamus ile baglantilidir (Sekil 2.11) (89).
Hipotalamus memeli beyninin ¢ok kii¢lik bir parcasini (insandaki 1400 gramlik beynin
sadece 4 grami) olusturmasina ragmen, beyindeki en 6nemli kisimlardan bir tanesidir.
Hipotalamustan ¢ikan sinyaller ¢evre dokular ve diger beyin boélgelerinde uygun

noroendokrin cevabin olugsmasini uyarir.
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Sekil 2.11. Hipotalamusun organizasyonu.

Gida alimi, enerji harcama, viicut agirhigi, sivi alimi ve diizenlenmesi, kan
basinci, susama, lireme, viicut sicakligi ve uykunun diizenlenmesi gibi giinliik yasamsal
faaliyetler hipotalamustan salinan salgiya uygun hipotalamik cevaplarin verilmesi ile
kontrol edilir. Bu hipotalamik cevaplarin olugmasina, hipotalamusta meydana gelen
salgilar aracilik etmektedir (90). Hipotalamus, bu karmasik siirecleri birlestirici bir
diiglim gibi davranarak diizenleyebilir. Duyusal afferentlerden, dolasimdaki c¢evresel
sistemlerden c¢ok cesitli girdiler hipotalamusta bir araya getirilir (91). Hipotalamustan
baslica kortikotropin serbestlestirici hormon, gonadotropin serbestlestirici hormon,
bliylime hormonu serbestlestiricic hormon, TRH, prolaktin baskilayict hormon
salgilanmaktadir (88). Hipotalamustan salinan hormonlara, uygun endokrin cevap

hipofiz tarafindan verilmektedir (92).

2.3.3. Hipofiz

Hipofiz bezi viicut homeostazinin gelisim siireci, stres ve diger fizyolojik
siireclerde anahtar rol oynayan bir diizenleyici, hipotalamus ve periferal organlar
arasinda fizyolojik sinyal aligveriginin gergeklestigi bir arac1 organdir. Yaklasik 1 cm
capinda ve 0.5-1 g agirligindaki hipofiz bezi beyin tabaninda sella turcica adinda kemik

bir kovuk igine yerlesmis, diaphragm sellae adindaki duranin kivrimiyla kaplidir.
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Hipofizin hipotalamusa fonksiyonel ve anatomik baglantis1 infundibular sap tizerinden
medyan eminens araciligl ile gergeklesir ve bu yapir hipotalamik faktdrlerin hipofiz
bezine ulagimimi saglar (93). Anatomik ve fonksiyonel olarak hipofiz bezi iki loba
ayrilir: adenohipofiz (6n hipofiz) ve nérohipofiz (arka hipofiz).

Adenohipofiz anatomik ve fizyolojik olarak ii¢ bolgeye ayrilmistir:
1. Pars tuberalis (ayn1 zamanda pars infundibular olarak da bilinir) alt hipofizyel sapin
dis bolgesini cevreleyen birka¢ kat hiicre tabakasindan olusan dig kismidir. Bu kisim
tuberalin olarak isimlendirilen bir faktor araciligiyla prolaktin sekresyonunu uyarir (94).
Ayrica pars tuberalis tlizerinde lokalize olan melatonin reseptorlerinin varligi bu alanin
fotoperyodik islevselligide diigiindlirmektedir (95).
2. Pars intermedia (ayn1 zamanda ara lob olarak da bilinir) arka hipofiz ve 6n hipofiz
arasindaki marjinal alanda lokalize olmustur. insanlarda ara lob fazla gelismemistir ve
Rathke kesesinin korelmis arka uzantisi seklindedir. Bu alan daha diisiik omurgalilarda
melanotrop hiicreleri igerir ve endorfinlerde dahil olmak {izere melanosit stimiile edici
hormon gibi birtakim biyoaktif peptidi salgilar, melanin {iretimi ve dagilimini
diizenlerler. Bazi1 tiirlerde pars intermedya ve melanotroplar hipotalamustan
kaynaklanan sinir lifleri tarafindan desteklenmektedir. Memeli tiirlerinde dopamin,
norepinefrin, GABA ve serotonin igeren farkli sinir sonlanmalar1 tanimlanmastir.
3. Pars distalis, 6n hipofizin yaklagik %80’lik kismini olusturur ve 6n lob olarak
isimlendirilir. Fonksiyonel birim olarak farkli hiicre gruplar1 igeren bu boliim sitokinler,
biiylime faktdrleri ve birgok hormon yapimini gergeklestirir (Tablo 2.3; (93)). Hormon
salgis1 biiyiikk Olciide kandaki faktorler tarafindan diizenlenir. Hipotalamus-hipofiz
portal sistem aracilifiyla hipotalamustaki 6zel noronlarda meydana getirilen
hipotalamusun serbestlestirici ve baskilayict hormonlar1 6n hipofize taginir.
Serbestlestirici ve baskilayict hormonlarin islevi 6n hipofiz hormonlarinin salgisini
kontrol etmektir (88). Biitiin bu diizenleyici mekanizmalar hipofiz bezinin homeostatik

stirecte dinamik rol tistlenmesini saglar.
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Tablo 2.3. On hipofizde yer alan hiicre gruplari ve salgiladiklar1 hormonlar.

Hiicre grubu Hormon % Hiicre miktar:
Laktotroplar PIH 15
Gonadotroplar LH, FSH 10
Tirotroplar TSH 5
Somatotroplar GH 40-50
Kortikotroplar ACTH 15-20

(PIH, Prolaktin; LH, Luteinlestirici hormon; FSH, Folikiil uyarici hormon; TSH, Tiroid uyarici hormon;
GH, Biiyiime hormonu; ACTH, Adrenokortikotropik hormon)

Norohipofiz olarakta bilinen arka hipofiz bezi asil olarak o6zellesmis glia
hiicreleri olan pituisit hiicrelerden olusmustur. Bu hiicreler esas olarak hipotalamusun
supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdeklerinden (PVN) arka hipofize kadar uzanan
terminal sinir sonlanmalarin1 (magnoseliiler noéronlar) ¢evreleyerek destek doku gorevi
iistlenir ve aynit zamanda ndrohipofiziyal hormon iiretiminin diizenlenmesine katkida
bulunabilir (96). Hipotalamustaki magnoseliiller noronlarda sentezlenen antiditiretik

hormon (vazopresin) ve oksitosin sinir yolagi boyunca taginarak arka hipofize salgilanir.

2.3.4. Tiroid Hormonlar ve Fizyolojik Onemi

Tiroid Uyarict Hormon

Tiroid bezinden T3 ve T4 salgilanmasini diizenleyen TSH, 6n hipofizin tirotrop
hiicrelerinde sentezlenir ve 28-30 kDa agirliginda glikoprotein yapisinda bir hormondur.
Diger glikoproteinlerde (6rnegin LH ve FSH) oldugu gibi TSH’da birer a ve [ alt
tiniteden olusur ve bu yapilar hormonun 6zgiin biyolojik 06zelligini kazandiran
yapilardir. Insanlarda a-alt {inite ve B-alt {inite sirasiyla 6. ve 1. kromozomlar iizerinde
bulunan genler tarafindan kodlanir (97). TSH tiroid bezinin endokrin fonksiyonunu G-
protein kenetli TSHR reseptorii iizerinden kontrol eder. Insanlardaki TSHR geni
kromozomun 14q31 boélgesi ilizerinde bulunur ve tiroid bezinin yam sira lenfositler,
adipositler, fibroblastlar, ndronal hiicreler ve astrositler de dahil olmak {izere bir¢ok

alanda TSHR ifadesi tespit edilmistir (98).
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Tiroid Bezi

Olgun insan ve kemirgenlerde tiroid bezi trakeanin yanlarinda yer alan iki uzun
oval lobdan olusur ve yetigskin bir insandaki agirhigi yaklasik 15-20 gr kadardir. Bu
loblar krikoid kikirdagin hemen altinda isthmusla orta hatta birlesir (Sekil 2.12). Tiroid
bezi boyun bdlgesi kaslarinin altinda gémiilii haldedir ve zengin damarlanma yapisina

sahiptir (99).

Larinks

! / Piramidal lob

Sag lob Sol lob

=

Trakea

Sekil 2.12. Tiroid bezinin konumu.

Mikroskobik olarak tiroid bezi fibroz bag doku kapsiilii ile cevrili, zengin
vaskiiler interfollikiiler bag dokular1 tarafindan desteklenen ve igerisi kolloid ad1 verilen
sivi ile dolu follikiillerden olusur (Sekil 2.13; (99)). Kolloidin ana bileseni, tiroid
hormonlarint igceren ve 660.000 dalton agirliginda biiylik bir glikoprotein olan
tiroglobulindir. Follikiiller farkli hatlara sahip, biiylik kiiresel ¢ekirdekler iceren ve
oldukca agik bir sitoplazmasi bulunan kiibik hiicrelerle ddselidir (100). Ayrica tiroid
bezi igerisinde, follikiil hiicreleri arasinda yerlesim gosteren ve kalsitonin salgilayan
parafollikiiler hiicrelerde bulunur (101). Memelilerdeki tiroid bezlerinin mikroskobik

yapist ayni olmasina ragmen, bezin konumu ve dokusu farklilik gosterebilir (99).
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Kiibik epitel

Alyuvarlar

Kolloid

Sekil 2.13. Tiroid bezinin mikroskobik goriiniimii (88).

Tiroid Hormonlari

Tiroid bezindeki folikiiler hiicreler tirozin aminoasidin Onciiliigiinde T3 ve T4
hormonlarint sentezler. Tiroid bezinden sentezlenen bu hormonlar biyolojik olarak
aktiftirler ve salgilanan tiroid hormonlarinin yaklasik %93’ T4 ve geriye kalan1 ise T3
formundadir (88). Bununla birlikte salgilanan T4’lin tamamina yakini dokularda T3’e
dontismektedir. Bu iki hormonun islevleri nitelik olarak ayni olmasina ragmen T4’e
kiyasla T3 dort kat daha gii¢liidiir. Arica tiroid bezi az miktarda ve biyolojik olarak
inaktif olan revers-T3 (RT3), monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin (DIT) salgilar
(88, 100).

Tiroid Hormonlarmin Biyosentezi
Iyodiir iyonlarinin Tutulmas: ve Konsantre Edilmesi

Tiroid hormonlarimin yapiminda ilk asama, dolasimdaki iyodiirlerin tiroidin bez
hiicrelerine ve follikiillere tasinmasidir. Kandaki bir iyodiir iyonu ve iki sodyum iyonu
bazolateral zardan Na'/I simporter yoluyla hiicre igerisine aktif tasima ile alinir.
Iyodiiriin hiicredeki yogunlasmasini saglayan bu olaya iyot tutulmasi denir (Sekil 2.14;
(102). Normal sartlarda tiroid bezindeki iyot miktar1 kandakine kiyasla 30 kat daha
fazladir. Tiroid bezinin en aktif oldugu durumlarda bu oran 250 kata kadar yiikselebilir.
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Iyodiir tutulmasinin hizini etkileyen en énemli faktér TSH diizeyidir (88, 102). TSH
tiroid hiicrelerindeki iyodiir pompasinin aktivitesini uyarirken, hipofizektomi 6nemli
Olcilide azalir. Buna ek olarak follikiil hiicresi i¢gindeki iyot ve iyodiir diizeyi azaldiginda
iyot tutulmasinin hiz1 artar, iyot diizeyi arttiginda ise tutulma hiz1 azalir. Iyodiir, pendrin
adi1 verilen kloriir-iyodiir iyonu zit tagiyict molekiilii tarafindan tiroid hiicrelerinin apikal
zarindan follikiil i¢cine dogru tasinir. Tiroidin epitel hiicreleri ayrica, iyodiir iyonunu

baglayici tirozin aminoasidini i¢eren tiroglobulinide follikiil igene salgilar (88).

Tiroid follikiili

Epitel hiicresi

Tvodiir A Sodyum

© A
2Na*n” simporter

L ) L

A

) :
I kanah
Apikal zar
Kolloid
@

Sekil 2.14. Tiroid bezi tarafindan iyodiir konsantrasyonunun mekanizmasi (103). (Iyodiir

Intraseliiler ortam

kimyasal ve elektriksel gradiente karsi aktif tasima ile follikiiler hiicre sitozoliine tasinir. Tki sodyum
iyonu ve bir iyodiir iyonunu simporter tagima ile intraseliiler alana geger. Bu tasima siirecinde enerji
harcanir. Tasima i¢in gerekli enerji, sodyumu hiicre digina pompalayan, daha diisiik hiicre i¢i sodyum
konsantrasyonuna neden olan ve sodyumun tekrardan hiicre igine kolayca difiizyonunu sagliyan Na'/K"*

ATPaz pompasindan gelir. Iyodiir kolloid alana iyot kanalindan gecerek ulasir.)
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Iyodiiriin Iyoda Déniismesi ve Organifikasyon

Hiicre i¢indeki iyodiir iyonlar1 tirozin aminoasidiyle birlesebilme yetenegine
sahip olan okside iyoda (I’ veya I3) doniisiir. Bu doniisiim tiroperoksidaz enzimi
aracilifiyla ve hidrojen peroksit (H,O,) varliginda gergeklesir. Bu olay icin gerekli olan
H,0,, nikotinamid adenin dintikleotid fosfata bagimli sitokrom C rediiktaz tarafindan
olusturulur (104, 105). Peroksidaz ya hiicrenin apikal zaria yerlesik haldedir ya da ona
bagli olarak bulunur. Peroksidaz sistemi bloke edilirse veya kalitsal yoklugunun oldugu
durumlarda tiroid hormonlarinin sentezi hizi sifira diiser. Aktif forma doniisen iyot
tiroglobilin molekiilleri igerisindeki tirozinler ile bag kurar. Tirozin 6nce MIT a ve daha

sonra DIT’a iyotlanir. Bu isleme organifikasyon denilmektedir (106).

Eslesme Reaksiyonu ve Tiroglobulinin Depolanmasi

Eslesme reaksiyonunun ana iriinleri biyolojik olarak aktif T3 ve T4
molekiilleridir. Iki DIT molekiiliiniin birlesmesiyle T4, bir MIT ve bir DIT
molekiillerinin birlesmesiyle de T3 meydana gelir (Sekil 2.15). Ayrica bir MIT ve bir
DIT’1n birlesmesiyle az miktarda ve inaktif oldugu diisiiniilen RT3 olusur (88).
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Sekil 2.15. Tiroid hormon sentezinin biyokimyasi (103).

Endokrin bezler igerisinde biiyiik miktarlarda hormon depo edebilme
yeteneginden dolay:r tiroid bezi essizdir. Sentezlenen tiroid hormonlar1 tiroglobuline
bagli halde follikiil i¢erisinde depo edilir. Her bir tiroglobulin molekiilii 30 kadar T4
molekiilii ve az sayida T3 molekiilii bulundurur. Bu sekilde tiroid hormonlar1 folikiilde,
viicudun normal tiroid hormonu ihtiyacin1 2-3 ay boyunca karsilamaya yetecek diizeyde
depo edilir. Bu yiizden tiroid hormon sentezi durdugu zaman, yetersizlik belirtileri

birkag ay goziikmez (88).
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Tiroid Hormonlarmin Serbestlenmesi ve Kanda Tasinmasi

Tiroid bezinde depo edilen T3 ve T4 molekiilleri 6ncelikle tiroglobulinden
ayrilir ve sonra kana serbestlenir. Bu olay su sekilde gerceklesir: Tiroid hiicrelerinin
apikal ylizeyi kolloidin ufak bir boliimiinii i¢ine alan yalanci ayaklar uzatir. Bunlar
tiroid hiicresinin apeksinden igeri dogru pinositotik vezikiilleri olusturur. Sonrasinda
hiicre sitoplazmasi icerisindeki lizozomlar pinositotik vezikiiller ile birlesir ve kolloidle
karigmis lizozomal sindirim enzimlerini igeren sindirim vezikiillerini meydana getirir.
Bu enzimlerden proteazlar tiroglobulin molekiiliinii sindirir ve tiroglobulinden T3 ile
T4’lin serbestlenmesini saglar. Serbest kalan bu molekiiller tiroid hiicresinin tabanindan
kapiller aga difiizyonla gecer. Boylece tiroid hormonlar1 kana serbestlenmis olur (88).

Kana serbestlenen tiroid hormonlarinin %99’undan fazlasi1 karacigerde yapilan
proteinlere baglanarak dolasimda tasinir. Serbestlesen tiroid hormonlarinin yaklagik
2/3’lin tiroksin baglayicit globiilin tarafindan tasinir ve bu proteinin T4’e afinitesi
oldukca ytiksektir. Geriye kalan kisim ise tiroksin baglayici prealbiimin (transtretin) ve
alblimin tarafindan dokulara taginir (88).

Plazma proteinlerinin tiroid hormonlarina (6zellikle T4’e) afinitesi oldukga
yiiksektir. Bu nedenle plazma proteinlerince baglanan tiroid hormonlar1 doku
hiicrelerine oldukga yavas bir sekilde gecer. Kandaki T4’{in yaris1 yaklasik 6 giinde bir
hiicrelere serbestlenirken, tasiyici proteinlerin T3’e olan afinitesinin azligr nedeniyle

T3’1lin yaris1 yaklasik bir giin i¢inde hiicrelere serbestlenir (88, 100).

Tiroid Hormon Reseptorleri

Tiroid hormon reseptdr (TR) izoformlari, niikleer reseptor siiper ailesine ait
ligand ile modiile edilmis transkripsiyon faktorlerinin bir tiyesidir (107). Bu reseptorler
ya DNA iplik¢iklerine bagl olarak ya da onlarin hemen yakininda bulunur. Bilinen
biitiin TR izoformlar1 (TRal, TRB1, TRP2 ve TRP3) iki gen {iriiniiniin transkripsiyonu
ve alternatif birlestirilmesi ile meydana gelir. TR izoformlarmin sentezi ve
diizenlenmesi doku tiplerine gore degisiklik gdsterebilir (108-110). Siganlardaki
immunositokimyasal c¢alismalar TR izoformlarinin hipotalamus dahil beynin bir¢ok
bolgesinde ve periferik dokularda varligini géstermistir (111). TR olgun siganlarin PVN
(TRPB2 ifadesi yiiksek seviyede), ARC ve medyan eminensinde yiiksek diizeyde ifade
edilmektedir (108, 112). TRP2 tirotroplar, PVN’deki TRH ndronlari, gelismekte olan
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kulak ve retinada sinirli diizeyde ifade edilmesine ragmen TRal ve TRBI izoformlari
daha genis yayilim gostermektedir (107). Yapilan bir ¢calismada fare hipotalamusunda
direk olarak TRB1 siRNA’smin bloklanmasinin hem T3 bagimli hemde T3 bagimsiz
aktivasyonda TRH transkripsiyonunu diizenledigi gosterilmistir. Bunun tersine TRp2
siRNA’siin bloklanmasi sadece T3’iin yoklugunda transkripsiyonu etkiler (113). Bir
baska calismada ise TRP2 ifade etmeyen farelerdeki bazal pp-TRH diizeyinin
hipotiroidli normal farelerdeki gibi oldukca yiiksek oldugu, bu farelere uygulanan
hipotiroidi veya T3 tedavisinin TRH diizeyinde 6nemli degisime neden olmadigi
belirlenmistir (114). Bunun tersine, TRB2 ifade etmeyen farelerde acliga yanit olarak
pp-TRH mRNA ifadesinin inhibisyonu belirlenmistir. Bu sonuglar TRH ifadesinde T3
bagimli negatif geri bildirim diizenlenmesinden sorumlu kilit reseptor formunun TR2

oldugunu gostermektedir (114).

2.3.5. HHT Aksi ve Diizenlenmesi

Tiroid hormonlariin sentezlenmesi ve dolasimdaki seviyesi HHT aksi
tarafindan diizenlenir. Hipotalamik TRH noronlari esas olarak PVN’de bulunan ndronal
perikaryadan (norosekretuar ndronlar) kaynaklanir ve medyen eminensin dig
tabakasinda yiiksek yogunluklu akson terminalleri mevcuttur (115). Buna ek olarak
TRH noéronlart hipotalamusun diger bolgelerinde (6n hipotalamusun preoptik alani,
SON, ARC, dorsomedial premmamilar c¢ekirdek, bazolateral ve prefornikal
hipotalamus) de dagilim gosterir (116). Hipotalamustan TRH biyosentezi
gerceklestikten sonra, sentezlenen peptid hipofizden TSH sentezini ve salinimini
uyarmak tizere akson terminalleri boyunca medyen eminense taginir ve buradan da
hipofizyal portal sistem kapilleri igerisine serbestlenir (117, 118). On hipofize ulasan
TRH hipofiz hiicre zarindaki TRH reseptorlerine baglanarak fosfolipaz ikinci haberci
sistemini aktive eder. Tirotrop hiicrelerinde sentezlenen TSH bu aktivasyonla birlikte
dolasima katilir ve dolasimdaki TSH tiroid bezindeki TSHR reseptoriine baglanarak
tiroid hormonlariin (T3 ve T4) yapimimi ve salgilanmasimi diizenler (99). TSH nin
tiroid hiicrelerindeki sinyal iletimine cAMP aracilik eder. TSH tiroid fonksiyonlarinin
uyarilmasinin yani sira iyot alimi, organifikasyon, iyodotironin metabolizmas1 ve tiroid
bliylimesi gibi rollere sahiptir.

HHT aksmin diizenlenmesi dolasimdaki tiroid hormon miktarina baghdir ve

klasik geri bildirim mekanizmasi ile ¢alisir (Sekil 2.16; (88)). Viicut sivilarinda tiroid
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hormonlarinin artmasi, 6n hipofizden TSH salgisin1 azaltir. Tiroid hormonlarinin salgi
hizi normalin yaklagik iki kat1 kadar arttig1 zaman, 6n hipofizdeki TSH salgis1 hemen
hemen sifira diiser. On hipofiz ile hipotalamus arasindaki baglant1 engellense bile, bu
olusan baskilayict geribildirim etkinligini devam ettirir. Bu durum dolasimda artan
tiroid hormon miktarinin dogrudan 6n hipofizden TSH salinimini baskiladigini gosterir.
Ayrica 6n hipofizdeki TSH salgisim1 hipotalamusta sentezlenen somatostatin ve

dopaminde ihibe eder (103).
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Sekil 2.16. Hipotalamus-hipofiz-tiroid aksinin geribildirim ile diizenlenmesi (103).

2.3.6. Tiroid Hormonlarimn Enerji Metabolizmasindaki Etkileri

HHT aks1 enerji metabolizmasi basta olmak {izere, metabolizma hizi, biiyiime ve
gelisme gibi slireglerin saglikli bir sekilde devam edebilmesinde kilit rol oynar (119,
120). Enerji metabolizmasimin bozulmas: kiside obezite ve diyabet gibi onemli saglik
sorunlarini da beraberinde getirir. Tiroid hormonlarinin enerji homeostazindaki énemini
tiroid disfonksiyonu olan hastalarda 6zetlemek miimkiindiir. Hipertiroidi hastalarda
tiroid bezi asir1 miktarlarda tiroid hormonu iiretir ve dolagimda artan tiroid hormon
miktar1 kisideki metabolizma hizinin artmasina neden olur. Hipertiroidi hastalarinin
yaklasik %85’inde artan gida alimina ragmen kilo kayb1 goriiliir (121). Bunun aksine
hipotiroidizmli hastalarda, metabolizma hizinin azalmasi ve azaltilmis gida alimina

ragmen agirlik artis1 gergeklesir (119). Tipik olarak, bu etkilerin ¢ogu basta beyaz ve
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kahverengi yag dokular olmak iizere karaciger, kalp ve iskelet kasi gibi metabolik

olarak aktif dokularda tiroid hormonun dogrudan eylemleri ile iliskilendirilir (122, 123).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
alman onay ile (03.12.2019 tarih, 2019/A-53 protokol numarali), inénii Universitesi T1p
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlar1 ile Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda gergeklestirildi. Bu c¢alismanin biitiin deneysel
protokolleri ARRIVE (Animal in Research: In Vivo Experiments) klavuzuna uygun

olarak hazirlandi.

3.2. Deney Hayvanlarimin Temini

Deneyde kullanilacak hayvanlarin sayisi, hayvanlarin deneye baglama agirlik
ortalamasi1 396 gr, standart sapmasi 28 gr, %4 sapma, tip 1 hata (a) 0.05 ve tip 2 hata (B)
(Gli¢=0.80) ve hayvanlar 4 gruba ayrilmas1 durumunda her bir grupta en az 10 hayvanin
olmas1 gerektigi gilic analizi (Power Analiz) ile belirlendi. Arastirma kapsaminda ihtiyag
duyulan 40 adet deney hayvaninin (Wistar Albino cinsi erkek sican) temini Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi (UNITF-
DEHUM)’nden saglandi. Hayvanlarin ayni giin dogumlu ve benzer viicut agirhgma
sahip olmalarma dikkat edildi.

3.3. Deney Hayvanlari ve Gruplarin Olusturulmasi

Gruptaki hayvanlarin giinliik tlikettikleri yem miktarini belirleyebilmek igin
siganlar bireysel olarak tekli kafeslere yerlestirildi. Anneden ayrilma stresi ile birlikte
tek tek barindirma, ortam ve beslenme hayvanlarda bir stres faktorii
olusturabileceginden 1 hafta sicanlar sadece gozlendi. Bu siire boyunca siganlar standart
sigan yemi (SSY) ile beslendi. Bu silirenin sonunda siganlar 4 gruba ayrildi (n=10).
Gruplar asagida belirtildigi sekilde olusturuldu.

1. Grup (Kontrol): Deney siiresince bu gruptaki sicanlar sadece SSY ile

beslendi ve hicbir uygulama yapilmadi. Deney siiresince giinliikk yem ve su tiikketimi ile
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viicut agirligr 6l¢timii yapildi. Calisma sonucunda sicanlar dekapite edilerek analizler
icin hipotalamus, kan, beyaz ve kahverengi yag doku ile kas doku (biceps) ornekleri
topland.

2. Grup (Sham): Deney siiresince bu gruptaki siganlar sadece SSY ile beslenip
giinliik yem ve su tiikketimi ile viicut agirligi 6l¢timii yapildi. 1.hafta sonunda sag lateral
ventrikiil icerisine beyin infiizyon kiti yerlestirilip ozmotik mini pompaya baglanarak
ventrikiil icerisine 14 giin siireyle giinliik 120 pul (5 pl/saat) olacak sekilde yapay beyin
omurilik sivis1 (yBOS; MOTS-c ¢dziiciisii) infiizyonu yapildi. Infiizyon siiresince
giinliik yem ve su tiiketimi ile viicut agirligi élgiimiine devam edildi. Infiizyon sona
erdiginde sicanlar dekapite edilerek analizler i¢in hipotalamus, kan, beyaz ve
kahverengi yag doku ile kas doku (biceps) ornekleri toplandi.

3. Grup (10 uM MOTS-c): Deney siiresince bu gruptaki siganlar sadece SSY
ile beslenip giinlik yem ve su tiiketimi ile viicut agirlign olgtimii yapildi. 1.hafta
sonunda sag lateral ventrikiil icerisine beyin infiizyon kiti yerlestirilip ozmotik mini
pompaya baglanarak ventrikiil igerisine 14 giin siireyle gilinliik 120 pl (5 pl/saat) olacak
sekilde 10 pM MOTS-c infiizyonu yapildi. Infiizyon siiresince giinliik yem ve su
tiiketimi ile viicut agirhg 6lgiimiine devam edildi. Infiizyon sona erdiginde siganlar
dekapite edilerek analizler i¢in hipotalamus, kan, beyaz ve kahverengi yag doku ile kas
doku (biceps) ornekleri toplandi.

4. Grup (100 pM MOTS-c): Deney siiresince bu gruptaki siganlar sadece SSY
ile beslenip giinlik yem ve su tiiketimi ile viicut agirligr olglimii yapildi. 1.hafta
sonunda sag lateral ventrikiil icerisine beyin infiizyon kiti yerlestirilip ozmotik mini
pompaya baglanarak ventrikiil igerisine 14 giin siireyle gilinliikk 120 pl (5 pl/saat) olacak
sekilde 100 pM MOTS-c infiizyonu yapildi. Infiizyon siiresince giinliik yem ve su
tilketimi ile viicut agirhigi Slciimiine devam edildi. Inflizyon sona erdiginde siganlar
dekapite edilerek analizler i¢in hipotalamus, kan, beyaz ve kahverengi yag doku ile kas

doku (biceps) drnekleri toplandi.
3.4. Hayvanlarin Gruplara Atamasi
Deneye baslamadan Once hayvanlar tartilarak viicut agirliklari kaydedildi.

Belirlenen viicut agirliklarina gére hayvanlarin  gruplara atamasi, bilgisayar

algoritmasina dayali basit rastgele atama yontemi ile yapildi (MedCalc 12.7.0 for
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Windows) ve tek yonlii varyans analizi bulgularina gore gruplar arasinda hayvanlarin

agirliklar agisindan fark olmadigi tespit edildi (p=0.197).

Tablo 3.1. Gruplarin bilgisayara dayali algoritma kullanilarak olusturulmasi.

Agirhk (g)
Gruplar Kontrol | Sham | 10 uM MOTS-c | 100 pM MOTS-c p
Hayvan sayisi (n) 10 10 10 10
Ortalama 398.12 | 397.22 395.26 394.81
SD 27.81 29.33 26.22 30.29 0.197
En kiiciik 365 367 370 371
En biiyiik 452 455 459 460

3.5. Hazirhk

3.5.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisimin Hazirlanmasi

Tablo 3.2°de igerikleri gosterilen A ve B soliisyonlar1 500 ml steril distile su

igerisinde iki farkli soliisyon olarak hazirlandi. A ve B soliisyonlar1 1:1 (v/v) oraninda

kanigtirilarak yBOS elde edildi. Hazirlanan ¢6zelti 0.22 um por capina sahip filtre

kullanilarak siiziildii ve bu sekilde sterilizasyonu gerceklestirildi.

Tablo 3.2. yBOS i¢in kullanilan bilesikler ve miktarlar1 (124).

A soliisyonu B soliisyonu
Icerik Gram Icerik Gram
NACI 8.66 Na,HPO,. 7H,0 0.214
KCI 0.224 NaH,PO,. H,O 0.027
CaCl. 2H,0 0.206
MgClI. 6H,0 0.163
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3.5.2. Beyin Infiizyon Kitinin Hazirlanmasi

Calisma igin sican sag lateral ventrikiiliine enjeksiyon yapacak sekilde dizayn
edilen (vertikal eksen i¢in igne uzunlugu 4.8 mm) beyin infiizyon kiti (BIK) (Alzet
brain infusion kit 1, ABD) kullanildi. Kitlerle beraber gelen 6zel kaniiller beyin
infiizyon kitine takildi ve igerisi infiize edilecek maddelerle (Sham gruplar i¢in yBOS,
deney gruplart i¢in 10 ve 100 pM MOTS-c) hava kabarcigr kalmayacak sekilde
dolduruldu. Igerisi siv1 ile doldurulmus olan kaniiliin kite baglh olmayan serbest ucu
hava almamasi1 ve kaniildeki sivinin bosalmamasi icin 1sitilarak bir pens yardimiyla

kapatild1 (Sekil 3.1).

igne ucu

Sekil 3.1. Kaniiliin beyin inflizyon kitine takilmasi.

3.5.3. Sicanlarin Operasyona Hazirlanmasi

Operasyon Oncesi ameliyathane ortaminda UV-C 1smn kullanilarak sterilizasyon
saglandi. Her sican i¢in ayri cerrahi alet steril hale getirildi ve yeterli miktarda steril
eldiven temini yapildi. Sicanlar, intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin (Richter

Pharma AG, Avustralya) ve 8 mg/kg ksilazin (Alfazyne, Hollanda) ile anestezi altina
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alindi. Siganlarin parmak kistirma yanitlart ve fizyolojik yanitin izlenmesi sonunda
anestezi altina girdikleri belirlendi ve spontan hareketleri kaybolan sicanlarin kafa

derileri trag edilerek operasyona hazir hale getirildi.

3.6. Hayvanlarin Stereotaksik Cihaza Yerlestirilmesi ve BIK Implantasyonu

Hayvanlar stereotaksik cihaza (Rodent Stereotaxic Instruments, Harvard
Apparatus, ABD) kulaklarindan ve agiz kismindan kafasinin ylizeyi yere tam paralel
olacak sekilde sabitlendi. Tras edilen bdlgeye %10 povidon iyodin siiriilerek (Sekil
3.2A) kafatas1 derisi bir bistiiri ile kesildi (Sekil 3.2B) ve kemik yapiya ulasild1 (Sekil
3.2C). Kemik ylizeyi temizlenerek bregmanin acik bir sekilde goriilmesi saglandi (Sekil
3.2D).

Bregma

Sekil 3.2. Sicanlarin stereotaksik cihaza sabitlenmesinden sonra kesi bolgesine povidon
iyodin siiriilmesi (A), kafa derisinin kesilerek (B), kemik dokuya ulasilmasi (C) ve

bregma noktasinin belirlenmesi (D).
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Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sican beyin
atlasina gore belirlendi (125). Lateral ventrikiil giris noktasi, referans noktasi olarak
secilen bregmadan 1.40 mm lateral, 0.8 mm posteriyor (kaudal) ve 4.8 mm vertikal

gidilerek tespit edildi (Sekil 3.3).

A-P:-08

Bregma

I ' 1 \ -
1 JR BTN

Lateral [.

igurd 82 |

Sekil 3.3. Sican beyin atlasina gore lateral ventrikiil koordinatlari (125).
Referans noktasi olarak kabul edilen bregmadan itibaren daha dnceden Paxinos
& Watson sigan beyin atlasina belirlenen lateral ventrikiiliin koordinatlarina gore

(lateral 1.40; posteriyor 0.8 mm) kafatasinin delinecek kismi belirlendi ve isaretlendi

(Sekil 3.4A). Isaretlenen nokta matkap ile duraya zarar vermeden delindi (Sekil 3.4B).

: B -
- ,J

L. Ventrikal

L. Ventrikal
Bregma | agv
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Sekil 3.4. Lateral ventrikiil i¢in delinecek bdlgenin isaretlenmesi (A) ve matkapla
delinmesi (B).

Kalic1 kaniil, BIK iizerindeki plastik tutma bolgesinden stereotaksik cihaza
takilmis olan 6zel Alzet (ABD) tutacagma yerlestirildi ve acilan delikten lateral
ventrikiile indirildi (Sekil 3.5A). BIK’ler dis yapistiricisi (dental cement) yardimiyla
kafatasia sabitlendi (Sekil 3.5B), mini yan keski yardimiyla BIK in plastik basi1 kesildi
(Sekil 3.5C) ve tekrardan dental cement ile kapatildi (Sekil 3.5D).

Sekil 3.5. Beyin inflizyon kitinin delinen kisimdan lateral ventrikiile indirilmesi (A),
kaniil etrafinin dis yapistiricistyla yapistirilmas: (B) ve kaniil basinin kesilerek dis

yapistiricistyla kaplanmasi (C, D).

BIK’in kaniilii hayvanlarin ense derisi altia yerlestirildi ve insizyon bdlgesi 3.0
ipek (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S., Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon
bolgesine %10 povidon iyodin siiriildii. Ayrica sicanlardaki kanamaya bagli olarak
meydana gelen sivi kaybini onlemek amaciyla 500 pl serum fizyolojik (SF) ip olarak

uygulandi. Cerrahi operasyonun hayvanlarin yem tiiketimi ve viicut agirliklarini

41



etkileyebilecegi diisiincesi ve operasyona bagli olarak hayvanlarda ortaya cikabilecek
agr1 duygusunun ¢aligmayr 6nemli derecede etkileyebileceginden ve yanlis sonuglara
ulagmay1 engellemek acisindan 1 hafta hayvanlarin kafalarindaki kesinin iyilesmesi ve
hayvanlarin lateral ventrikiillerine yerlestirilen beyin infiizyon kitlerine alismasi igin
peptid infiizyonu gerceklestirilmedi. Operasyondan sonraki ilk hafta sicanlarin kesi
bolgesine diizenli olarak pansumanlar1 yapildi. Ayrica operasyona bagli gelisebilecek
agr1 ve enfeksiyonlara karst hayvanlari korumak amaciyla ilk 3 giin intramiiskiiler
olarak analjezik (Parasetamol; 180 mg/kg) ve antibiyotik (Penisilin; 50 mg/kg)

uygulamasina devam edildi.

3.7. Ozmotik Mini Pompalarin Yerlestirilmesi

7. gliniin sonunda sicanlara spontan solunumlar1 ve goz kirpma refleksleri
korunacak sekilde intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin, 8 mg/kg ksilazin ile anestezi
uygulandi. Spontan hareketleri kaybolan siganlarin ense kisminda kaniiliin yeri palpe
edilerek belirlendi ve bu kismi tras edilerek tras edilen ense kismina kiiciik bir kesi
acildi. Kesi bolgesine dezenfektan siiriilerek agilan kesiden daha dnceden hayvanlara
yerlestirilen beyin inflizyon kitinin kaniiliine ulasildi (Sekil 3.6A). Hamilton enjektorii
kullanilarak kaniilde tikanma olup olmadigi kontrol edildi (Sekil 3.6B) ve herhangi bir
tikanma ile karsilagilmadi. Ozmotik mini pompalar inflize edilecek maddeler ile
dolduruldu (Sekil 3.6C; Sham i¢in yBOS, uygulama gruplar i¢in 10 ve 100 puM,
MOTS-c). Ense derisi genisletilerek pompanin yerlestirilebilecegi bir alan olusturuldu

(Sekil 3.6D) ve BIK ozmotik mini pompaya baglanarak infiizyon baslatildi (Sekil 3.6E).
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Sekil 3.6. Sicanlarin ense derisinde bulunan kaniiliin tespit edilmesi ve ense derisine
acilan kesiden kaniil ucunun ¢ikartilmasi (A), kaniiliin kontrolii (B), ozmotik mini

pompanin doldurulmasi (C), ense derisi agilmasi (D) ve inflizyonun baslatilmasi (E).

Insizyon bolgesi 3.0 ipek iplik (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S.,
Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon bdlgesine %10 povidon iyodin siiriildii.
Operasyona bagl olarak hayvanlarin agrilarin1 azaltmak amaciyla sicanlar anesteziden
uyanmak {izere olduklarinda analjezik ila¢ (Parasetamol, 180 mg/kg) ip olarak
uygulandi. Ayrica operasyona bagli meydana gelebilecek sivi kaybini tolere etmek

amaciyla siganlara 500 pl SF ip olarak uygulandi.

3.8. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Infiizyon siiresi sona ermeden 10 saat dnce tiim gruplardaki hayvanlarin yemleri
kafeslerinden alinarak sigcanlar a¢ birakildi. Sonrasinda hayvanlar anestezi/trankilizan
altinda dekapite edildi. Kan, yag (beyaz ve kahverengi yag doku intraskapular
bolgeden), kas (biseps) ve beyin (hipotalamus) dokulari alindi. Kan 6rnekleri 3500
rpm’de 10 dk santriflij (Hettich, Almanya) edilerek serumlar1 ayrildi. Serumlar hormon

ve biyokimyasal analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda (-80°C) saklandi. Kas,
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yag ve beyin doku 6rnekleri de RT-PZR ve Western blot analizleri yapilincaya kadar -
80°C’de muhafaza edilmeye baslandi.

3.9. Analizlerin Yapilmasi

3.9.1. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Kullanilan Gerec¢ ve Cihazlar

Etiiv (Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya), falkon tiip (Corning,
Meksika), homojenizatér boncugu (Next Advance, GBO5-RNA 0.5 mm Dia, RNase-
Free Glass Beads, ABD), homojenizator (Next Advance, Averill Park NY, Bullet
Blender Storm, ABD), mini plate spin (Labnet C1000, ABD), PZR ve kiibit tiipleri
(Neptune, Katalog: 3737.S.X, Biotix Laboratory Media, ingiltere), kiibit (2.0
Fluormeter: Invitrogen by Life Teknotologies, Avusturalya), plate (AB Applied
Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction Plate With Barcode (0.1 mL),
Singapur), plate yapistirict (AB Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive
Film, ABD), polimeraz zincir reaksiyonu (Biometra, Almanya), santrifiij (Sigma,
Almanya), spin (Labnet International, Katalog No: C1031B-230V, Kore), vorteks
(Elektro-Mag, Tiirkiye), -20 °C derin dondurucu (Argelik, Tiirkiye), -80 °C derin
dondurucu (Nuaire, Meksika), Real Time-PCR (AB Applied Biosystems, ABI Prism
7500 Fast Real Time PCR Instrument, Foster City, ABD).

Kullanilan Sarf Malzemeler

Komplementer DNA sentez kiti (cDNA; AB Applied Biosystems, High-
Capacity cDNA Reverse Trancription Kits, Part No: 437522 REVB, Foster City, ABD),
2-merkaptoethanol (C2H60S, Biotechnology Grade, AMRESCO, Katalog No:
36/37/39.15, ABD), Qubit RNA Kit (Invitrogen/Molecular Probes, Qubit RNA Assay
Kit For Use With The Qubit 2.0 Fluorometer, ABD), Qubit RNA Reagent
(Invitrogen/Molecular Probes, ABD), Qubit RNA buffer (Invitrogen/Molecular Probes,
ABD), TagMan gene expression master mix (AB Applied Biosystems, Katalog No:
4369016, ABD), RNA kiti (Invitrogen, Ambion by life technologies, PureLink RNA
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Mini Kit, Katalog No: 12183018A, ABD), temizleme soliisyonu (Bioshop, Nuclease

Removal Reagent, Kanada).

RT-PZR Yontemi

SSY ile beslenen sicanlarin hipotalamuslarindan TRH mRNA seviyeleri, yag
dokularindan (beyaz ve kahverengi) UCP1 mRNA seviyeleri ve kas dokularindan UCP3
mRNA seviyeleri RT-PZR analizi ile belirlendi.

Total RNA Izolasyonu

Beyin dokularinda, yag dokularinda (beyaz ve kahverengi yag doku) ve kas
dokularinda RNA izolasyonu i¢in PureLink RNA mini kiti kullanildi. Calisma
prosediirii asagidaki gibidir:

Kit i¢erisindeki lizis soliisyonundan 1 mL ve 2-merkaptoetanol’dan 10 pL falkon
tiiptine alinip karistirllarak lizis tampon c¢ozeltisi elde edildi. Beyin dokulari, yag
dokular1 (beyaz ve kahverengi yag doku) ve kas dokulari, doku ile esit miktarda
homojenizatér boncugu ve hazirladigimiz ¢ozeltiden 600 puL alinarak Kkilitli ependorf
tiiplere birakildi. Homojenizatdrde 3 dk 8. hizda parcalama islemi yapildi. Ornekler
12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi.

RNA igeren siv1 fazin hepsi yeni bir ependorfa alinarak tizerine 500 pL %70’lik
etanol eklendi ve vortekslendi. Orneklerden 700 uL almarak kit igerisindeki kolonlara
aktarildi ve 12.000xg’de 15 sn oda sicakliginda santrifiij edildi. Kalan ornekler de
kolonlara aktarilarak ayni1 sekilde santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi1 toplama tiipiiniin altinda biriken sivi bosaltildi. Yikama
islemleri kitin icindeki Wash I ve Wash II soliisyonlar: ile yapildi. Orneklere 700 uL
Wash 1 soliisyonu eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi. Toplam tiipii
degistirildi. Orneklere 500 uL Wash II soliisyonu eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij
edildi ve bu islem iki defa tekrarlandi. Tiiplin altindaki sivi bosaltilarak hicbir sey
eklenmeden 12.000xg’de 2 dk santrifiij edildi.

Kolonlar almarak yeni ependorf tiiplere birakildi ve fiistiine 30 pL RNase
icermeyen su eklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletildi ve 12.000xg’de 2 dk oda
sicakliginda santrifiij edildi. Ependorf tiipiin dibindeki sivi kistm bu asamadan sonra

RNA i¢ermektedir (Sekil 3.7). RNA o6rnekleri kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
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Sekil 3.7. Dokularda RNA izolasyon basamaklar1 (126).

Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii

RNA o6l¢iimi i¢in Qubit RNA Assay Kit kullanildi. RNA miktar1 pg/mL olarak
Olciildii. cDNA sentezi i¢in RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla okunan en diistik
RNA degeri standart alindi. ¢cDNA i¢in her bir gruptaki orneklerden RNA havuzu

hazirlandi.

Komplementer DNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kit kullanildr (kit
icerigi; 10XRT Buffer, 25XdNTP mix, I0XRT Random Primers, MultiScribe Reverse
Transcriptase). cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA 6rneklerinden 10 pL kullanildi.
cDNA sentezi toplam 20 pL hacimde gercgeklestirildi. Sentez i¢in 10 pL RNA 6rnegi, 2
pL 10XRT random primer, 2 pL. 10XRT buffer, 0.8 pL 25XdNTP mix, 4.2 pL niikleaz
icermeyen su ve en son olarak 1 pLL MultiScribe Reverse Transcriptase enzimi kullanildi
(Tablo 3.3). Ornekler termal déngii cihazina yerlestirildi. 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 120
dk, 85 °C’de 5 dk ve 4 °C’de « olacak sekilde cihazda bekletildi (Tablo 3.4). Olusan
cDNA o6rnekleri -20 °C’de saklandi.
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Tablo 3.3. cDNA karisim miktari.

Bilesik Hacim (nL) Katalog No
10XRT Tamponu 2.0 4319981
25XdNTP karigimi (100 mM) 0.8 4367381
MultiScribe Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz igermeyen H,O 4.2
Reaksiyon toplami1 10.0

Tablo 3.4. cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR programa.

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicakhik 25°C 37 °C 85 °C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk o

RT-PZR ile cDNA Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda RT-PZR ile amplifiye edildi. B-aktin; UCP1 ve UCP3 genlerinin belirlenmesi
icin sigan spesifik primerler kullanildi. RT-PZR analizleri sonucunda gen
ekspresyonundaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2-AACT metodu kullanildi. RT-PZR
tic tekrarli olarak gergeklestirildi. RT-PZR plate hazirlanirken cDNA 6rneklerinde her
bir kuyucuga 2 pL kondu. Buz {izerinde her bir 6rnek i¢in 5 pL TagMan Master Mix,
2.5 pL niikleaz igermeyen su ve 0.5 uL primer hibridizasyon probu olacak sekilde 6rnek
sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara birakildi ve vortekslendi.
Platedeki cDNA oOrneklerinin iizerine 8 plL hazirlanan karisimdan (Tablo 3.5)
birakilarak platein tlizeri optik yapistirici filmle kapatildi. Plate 6rneklerin tamamen dibe
cokmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla mini plate spin cihazinda 1 dk

santrifiij edildi.
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Tablo 3.5. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler.

Bilesik Miktar (uL)
cDNA 2.0
Primer 0.5
TagMan Mix 5.0
Niikleaz icermeyen H,O 2.5
Toplam 10.0

Gen ekspreyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 RT-PZR sistemi ile
Olctildii. Calismada PB-aktin kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Sicaklik
kosullar1 50 °C’de 2 dk, 95 °C’de 10 dk X 40 sikliis, 95 °C’de 15 sn ve 60 °C’de 1 dk
olacak sekilde ayarlandi (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Uygulanan RT-PZR programi (RT-PZR X 40 dongii).

1. Adim 2.Adim 3.Adim 4. Adim
Sicaklik 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
Zaman 2 dk 10 dk 15 sn 1 dk

3.9.2. Western Blot Analizi

Western blot analizleri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali laboratuvarinda yapildi. SSY ile beslenen siganlarin yag dokularindan (beyaz ve
kahverengi) UCP1 ve kas dokularindan UCP3 protein seviyeleri western blot analizleri
ile belirlendi. Yapilan Western Blot analizinin genel prosediirii Sekil 3.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 3.8 Western blot analizine genel bakis.

Alinan biitiin hiicre lizatlari, lizis tamponu kullanilarak elde edildi. Toplam
protein konsantrasyonu, protein miktar1 6l¢tim kiti kullanilarak tespit edildi. Her bir
ornekten toplam proteinin 30 pg’i, %15°lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezinde yiiriitiildii ve Poliviniliden Floriir (PVDF) membranlara transfer edildi

(Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Western Blot i¢in hazirlanan sandvigin yapisi

Membranlar TBS tamponu ile hazirlanan %35 kuru siit ile bloke edildi, yikama
asamalarindan sonra %2.5 kuru siit i¢cinde sican spesifik UCP1 ve UCP3 primer
antikorlar ile 4°C’de gece boyunca inkiibe edildi. Membranlar TBS-T ile yikandiktan
sonra, HRP konjuge edilmis anti-tavsan veya anti-fare sekonder antikoru ile 1 saat
inkiibe edildi. Yiikleme kontrolii olarak fare anti-B-aktin antikoru kullanildi.

Kemiliiminesan tarama, Chemi Glow tarama ajanlari ile gerceklestirildi. Blotlar
UVP Chemi Doc-It 2 gorintiileyici ile goriintiilendi ve Image J programi ile
dansitometre 6l¢iimleri yapildi. (127, 128). Deneyde 6l¢iilen doku protein seviyesi f-

aktin’e oranlandi.

3.9.3. Verilerin Istatistiksel Analizi

Analizlerde IBM SPSS Statistics 24.0 for Windows paket programi kullanildi.
Normal dagilima uygunluk Shapiro Wilk testi ile incelendi. Nicel degiskenlerin gruplar
aras1 karsilastirilmalarinda Kruskal Wallis H testi kullanildi. Onemli farklilik
belirlendiginde ¢oklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
gergeklestirildi. Nicel veriler ortamala deger + standart sapma ile 6zetlendi. p<0.05

degeri istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. icv MOTS-c Uygulanmasimin Viicut Agirhg Uzerine Etkileri

fcv MOTS-c uygulamasmin deney siiresince (1-28. giinler) sicanlarin viicut
agirliklar tizerindeki etkisi Seklil 4.1°de sunulmustur. Gruplardaki siganlarin deneyin
l.haftasinda (1-7.giin) ortalama viicut agirliklar1 bakimindan benzer oldugu gorildii.
Deneyin 7.giliniin sonunda uygulama gruplarindaki (Sham, 10 ve 100 uM MOTS-c)
sicanlarin kontrol grubundaki sicanlara gore viicut agirliklarinda azalma meydana
geldigi ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05). Infiizyon
siiresince (15-28.giin) MOTS-c uygulanan gruplardaki (10 ve 100 uM MOTS-c)
sicanlarin ortalama viicut agirligt sham grubuna gore artis gosterse de bu artis

istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
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Sekil 4.1. Gruplardaki hayvanlarin deney siiresince (1-28. giinler) ulastiklar1 ortalama

viicut agirliklart (*p<0.05). (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi.
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Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama

standart sapma olarak ifade edildi)

4.2. icv MOTS-c Uygulanmasimin Yem Tiiketimi Uzerine Etkileri

[cv. MOTS-c uygulamasmin deney siiresince (1-28.giin) sicanlarin  yem
tikketimleri tizerindeki etkisi Seklil 4.1’de sunulmustur. Gruplardaki siganlarin deneyin
1.haftasinda (1-7.giin) ortalama yem tiiketimleri bakimindan benzer oldugu goriildii.
Deneyin 7.giliniin sonunda uygulama gruplarindaki (Sham, 10 ve 100 uM MOTS-c)
siganlarin yem tiiketimlerinin kontrol grubuna gore azalmas: istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). Infiizyon siiresince (15-28.giin) MOTS-c uygulanan gruplardaki (10
ve 100 uM MOTS-c) siganlarin yem tiiketimlerinin sham grubuna goére artig gosterdigi

belirlendi.
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Sekil 4.2. Gruplardaki hayvanlarin deney siiresince (1-28. giinler) tiikettikleri ortalama

yem miktart (*p<0.05). (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi.
Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama

standart sapma olarak ifade edildi)
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4.3. icv MOTS-c Uygulamasinin TRH mRNA Seviyeleri Uzerine Etkisi

Sicanlara icv olarak uygulanan MOTS-c’nin hipotalamustaki TRH mRNA

Yapilan istatistiksel analizler

seviyesi lzerine etkisi Sekil 4.3’de sunulmustur.

sonucunda si¢ganlarin hipotalamus dokularindaki TRH mRNA ifadesinin benzer oldugu

tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.3. Icv MOTS-c uygulamasinin hipotalamus dokularidaki TRH/B-aktin mRNA

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Degerler

oranina etkisi.

ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.)
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4.4. icv MOTS-c Uygulamasmin Serum TSH Seviyeleri Uzerine Etkisi

Icv olarak uygulanan MOTS-c’nin serum TSH seviyesi iizerine etkileri Sekil
4.4°de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, serum TSH seviyeleri
bakimindan kontrol ve sham gruplar1 arasinda 6nemli bir farklilik olmadig1 (p>0.05)
ancak MOTS-c’nin uygulanan her iki konsantrasyonunun da (10 ve 100 uM) kontrol ve
sham gruplarina kiyasla serum TSH diizeyini azalttig1 (p<0.05), meydana gelen bu

azlmanin ise doz bagimli olmadig: tespit edildi.

Serum TSH Seviyesi (mUL/ml)

Sekil 4.4. icv MOTS-c uygulamasini serum TSH seviyesi iizerine etkileri. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade

edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gdstermektedir,

+Pp<0.05).
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4.5. icv MOTS-c Uygulamasimin Serum T3 ve T4 Seviyeleri Uzerine Etkisi

Icv olarak uygulanan MOTS-c’nin serum T3 seviyesi iizerine etkileri Sekil
4.5’de sunulmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kontrol ve sham gruplari
arasinda serum T3 seviyeleri bakimindan herhangi bir farklilik olmadig1 (p>0.05) fakat
10 ve 100 pM MOTS-c uygulamasinin kontrol ve sham gruplarina kiyasla serum T3
seviyesini azalttig belirlendi (p<0.05).

3,0 -
a
| .
g 2,5 T
&
‘@
D
2z
>
wnn 2,0 T
en
&
£
£
D
wn
1,5
0,0 . 1
S
& &

Sekil 4.5. Icv MOTS-c uygulamasinin serum T3 seviyesi iizerine etkileri. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade

edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gdstermektedir,

“Pp<0.05).
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Icv seklinde uygulanan MOTS-c’nin serum T4 seviyesi iizerine etkileri Sekil
4.6’de sunulmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kontrol ve sham gruplari
arasinda serum T4 seviyeleri bakimindan herhangi bir farklilik olmadigi (p>0.05) tespit
edilirken 10 ve 100 uM uygulanan MOTS-c’nin kontrol ve sham gruplarina kiyasla

serum T4 seviyesini azaltti1 ve bu azalmanin doz bagimli oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.6. Icv MOTS-c uygulamasinin serum T4 seviyesi iizerine etkileri. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edildi. a, b ve c birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig:

gostermektedir, “>°p<0.05).
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4.6. icv MOTS-c¢ Uygulamasmin Periferal UCP’lerin mRNA Seviyeleri
Uzerindeki Etkileri

4.6.1. Yag Doku UCP1 mRNA Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

fcv MOTS-c infiizyonun siganlarin beyaz yag dokularindaki UCP1 mRNA ifade
diizeyindeki etkileri Sekil 4.7°da verilmistir. 10 ve 100 uM MOTS-c inflizyonunun
siganlarin beyaz yag dokularindaki UCP1 mRNA ifadesini 6nemli diizeyde arttirdig1 ve

bu etkinin doz bagimli oldugu goriildii (p<0.05).
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Sekil 4.7. Icv MOTS-c¢ uygulamasmin beyaz yag dokudaki UCP1/B-aktin mRNA

oranma etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu
karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama +

standart sapma olarak ifade edildi. a, b, ve ¢ birbirinden farkli; **°p<0.05).
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fcv MOTS-c infiizyonun sicanlarin kahverengi yag dokularindaki UCP1 mRNA
ifade diizeyindeki etkileri Sekil 4.8’de sunulmustur. Yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucu MOTS-c infiizyonunun her iki konsantrasyonun (10 ve 100 uM) siganlarin

beyaz yag dokularindaki UCP1 mRNA ifadesini arttirdig1 tespit edildi (p<0.05).

i)

Kahverengi Yag Doku
UCP1/B -aktin mRNA Oram (Kat artis1)

Sekil 4.8. Icv MOTS-c uygulamasinin kahverengi yag dokudaki UCP1/B-Aktin mRNA

oranma etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu

karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama +

standart sapma olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05)

58



4.6.2. Kas Doku UCP3 mRNA Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

Icv MOTS-c infiizyonun siganlarin kas (biceps) dokularindaki UCP3 mRNA
ifade diizeyindeki etkileri Sekil 4.9’da sunulmustur. 10 ve 100 uM MOTS-c
infiizyonunun siganlarin kas dokularindaki UCP3 mRNA ifadesini 6nemli diizeyde

arttirdig1 yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.9. icv MOTS-c uygulamasinin kas dokudaki UCP3/B-Aktin mRNA oranina

etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullamlarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma

olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05).
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4.7. Icv MOTS-c Uygulamasimin Periferal UCP’lerin Protein Seviyeleri
Uzerindeki Etkileri

4.7.1. Yag Doku UCP1 Protein Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

fcv MOTS-c uygulamasi sonrasinda siganlarin beyaz yag dokularindaki UCP1
protein ifadesi diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.10°da verilmistir. Icv MOTS-c
uygulamast UCP1 protein ifadesini 10 ve 100 uM MOTS-c uygulanan gruplarda
artirdigi ve meydana gelen bu artmanin istatistiksel acidan anlamli diizeyde oldugu

goriildi (p<0.05).
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Sekil 4.10. icv MOTS-c uygulamasiin beyaz yag dokusundaki UCP1 protein oranina
etkisinin western blot jel goriintiisii (A) ve UCPI1 bantlarinin densimetrik analizinin

gosterilmesi (B). (a ve b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farkliligt

gostermektedir, *° p<0.05).
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fcv MOTS-c uygulamas: sonrasinda kahverengi yag dokusundaki UCP1 protein
ifadesi diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.11°de sunulmustur. Icv MOTS-c
uygulamasimin her iki konsantrasyonunun (10 vel00 uM) UCP1 protein ifadesini
arttirdigi ve meydana gelen bu artmanin istatistiksel agidan anlamli diizeyde oldugu

belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.11. Icv MOTS-c uygulamasinin kahverengi yag dokusundaki UCP1 protein
oranina etkisinin western blot jel goriintlisi (A) ve UCP1 bantlarinin densimetrik

analizinin gosterilmesi (B). (a ve b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki

istatistiksel farklilig1 gdstermektedir, *° p<0.05).
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4.7.2. Kas Doku UCP3 Protein Seviyeleri Uzerindeki Etkisi

Icv MOTS-c uygulamasi sonrasinda siganlarin kas (biceps) dokulardaki UCP3
protein ifadesi diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.12°de gosterilmistir. Icv MOTS-c
uygulamasinin her iki konsantrasyonunun (10 vel00 puM) UCP3 protein ifadesini
arttirdigr ve meydana gelen bu artmanin istatistiksel acidan anlamli diizeyde oldugu

belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.12. Icv MOTS-c uygulamasinin kas dokusundaki UCP3 protein oranima
etkisinin western blot jel goriintiisii (A) ve UCP3 bantlarinin densimetrik analizinin

gosterilmesi (B). (a, ve b birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1

gostermektedir, a,b p<0.05).
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5. TARTISMA

5.1. MOTS-c’nin Viicut Agirhgi ve Gida Ahm Uzerine Etkileri

Hipotalamus, istah mekanizmasi {lizerinden gida aliminin kontroliinii saglayan
onemli bir merkezdir (129). Memelilerde lateral hipotalamusun aglik ventromedial
hipotalamusun ise tokluk sinyallerinin degerlendirildigi alanlar oldugu bilinmektedir.
PVN lezyonlar1 obezite ile sonuclanirken, lateral hipotalamik alan lezyonlar1 anoreksi
ile sonuglanir (130). Viicut agirhiginda meydana gelen kayiba yanit olarak lateral
hipotalamik alandaki noronlar aktive olup PVN noéronlarindan anoreksijenik sinyal
iletiminde meydana gelen azalmayla birlikte gida alimi artar. Enerji dengesi arkuat
cekirdekte yer alan iki ndron tipiyle diizenlenmektedir. Birinci tip noronlar,
preopiyomelanokortin (POMC) ve kokain-amfetaminle diizenleyen transkript (CART)
salgilayan ndronlar, besin alimmi azaltirken enerji harcanmasmi artirir. Ikinci tip
noronlar ise NPY ve AgRP iiretip besin alimini arttirarak enerji harcanmasinmi azaltir
(129).

Mevcut literatiir MOTS-c’yi obeziteyi ve insiilin direncini azaltan peptid yapil
bir hormon olarak tanimlamaktadir. Gida alimi ve enerji harcanmasinin hipotalamik
kontrolii mekanizmalar1 gz oniine alindiginda MOTS-c’nin merkezi alana bir takim
sinyaller gondererek etkili olabilecegini diigiindliirmektedir. Yapilan deneysel
calismalarda MOTS-c ile viicut agirhig kismen iliskilendirilmeye calisilmig; ancak
MOTS-c’nin yem tiiketimi {izerindeki etkilerinin arastirildigi kapsamli ¢alismalar yok
denecek kadar azdir. Literatirde MOTS-c hakkinda bilinenler olduk¢a kisitli olmakla
beraber yapilan c¢alismalar genellikle farkli hastalik ve modellerde MOTS-c’nin
seviyesini belirlemeye yoneliktir. Lee ve ark. tarafindan yapilan in vitro bir ¢alismada
MOTS-c'nin hiicresel metabolizma iizerindeki etkisi arastirilmis ve sitirekli degisen
metabolitler gozlenmis; piirin metabolizmasi ve dipeptid metabolizmasi ile ilgili olanlar
stirekli azalirken, asilkarnitin metabolizmas1 ve metiyonin dongiisii ile ilgili olanlar
onemli ol¢iide artmistir (1). In vitro ve in vivo ¢aligmalarda MOTS-c uygulamasina
bagli olarak hiicre i¢i glukoz girisinin arttig1 ayrica akut MOTS-c uygulamasiin kan
glukoz seviyelerini disiirdiigii gésterilmis ve MOTS-c’nin glukoz kullanimi1 ve insiilin
duyarlilig1 iizerinde birtakim roller iistlendigi ortaya konmustur (1). Yapilan bir bagka

aragtirmada ise farelere 7 giin siiresince ip olarak uygulanan MOTS-c’nin insiilin
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duyarliligmmi ve glukoz klirensini arttirdigi tespit edilmistir (1). MOTS-c'nin insiilin
duyarliligimi ve glukoz homeostazini artirmasi bu peptidin obezite ile de iliskili
olabilecegi diisiindiirmiistiir. Sonrasinda bu diisiinceyle SSY ve YYD ile beslenen
farelere ip olarak uygulanan MOTS-c’nin SSY ile beslenen farelerin viicut agirliginda
etkili olmadigi, YYD ile beslenen farelerin ise viicut agirliginda belirgin sekilde azalma
oldugu rapor edilmistir (1). Ayrica MOTS-c tedavisinin YYD'nin neden oldugu
hiperinsiilinemiyi onledigi, glukoz homeostazinda iyilesmeye neden oldugu ve hepatik
lipid birikimini biiylik 6l¢iide azalttig ileri siirtilmiistiir (1). YYD ile indiiklenen obezite
modelinde yapilan bir baska c¢alismada farelere uygulanan MOTS-c’nin insiilin
duyarliligini arttirdigi gostrilmistir (28). Yapilan bu arastirmalar MOTS-c’nin, 1s1
tiretimi de dahil olmak tiizere enerji tiikketimini artirarak, glukoz kullanimini ve insiilin
duyarlhiligini iyilestirerek YYD kaynakli obeziteyi onledigini derlemektedir.

Bizim calismamizin ilk haftasinda (1-7.giinler) bireysel olarak tekli kafeslerde
tutulan siganlarin gilinliik yem tiiketimi ve viicut agirliklarinin benzer oldugu goriildii
(p>0.05). 8. giin BIK vyerlestirilen siganlarin kontrol grubuna kiyasla ortalama
tiikkettikleri yem miktarlari ile viicut agirliklarinin azaldig: belirlendi (p<0.05). Meydana
gelen bu azalmanin yapilan cerrahi operasyona bagl olarak gelistigi diigiiniilmektedir.
Tekin ve ark. tarafindan yapilan icv irisin uygulamasinin beslenme davranisi iizerindeki
etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada BIK yerlestirilmesine bagl olarak sicanlarin yem
tiketimi ve viicut agirliklarmin azaldigi ve bu azalmanin yapilan cerrahiden
kaynakladigr rapor edilmistir (131). Zamana bagli olarak cerrahi operasyondan
kaynaklanan bu azalmalarin ortadan kalkmasi sonucu 2.haftanin sonunda si¢anlarin yem
tilketimleri 1.hafta (operasyon oncesi) ile benzerdi. Siganlarin agirliklarinda artis
olmasina ragmen operasyondan dnceki agirliklarina ulasamadigr goriildii. Bu durum ise
siganlarin yapilan cerrahi operasyonu yaklasik 1 hafta igerisinde biiylik oranda tolere
edebildiklerini ve iyilesme slirecine girerek yem tiiketimlerinin tekrardan normal
seviyesine dondiigiinii akla getirmektedir. Sicanlarin yem tiikketiminde meydana gelen
bu diizelmeyle birlikte hayvanlarin iyilestigi diisiiniildii ve 2.haftanin sonunda (kontrol
grubu harig) cerrahi girisimle beyin inflizyon kitine bagli kaniiliin diger ucuna ozmotik
mini pompalar baglandi. 14 giin siiresince (3-4.haftalar) sham grubuna yBOS, uygulama
gruplarma ise 10 ve 100 uM MOTS-c infiizyonu (5 pl/saat) gergeklestirildi. Infiizyon
donemi olarak adlandirilan 3-4. haftalar da sicanlarin gilinliik yem tiiketimleri ile viicut
agirliklarinin Slgiimiine devam edildi. Gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda yapilan

MOTS-c inflizyonunun yem tiiketimini sham ve kontrol grubuna kiyasla arttirdigi
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goriildi. MOTS-c uygulanan gruplar sham grubuyla kiyaslandiginda ise viicut
agirliklarinin benzer diizeyde oldugu belirlendi. MOTS-c’nin yem tiiketimi ile viicut
agirhiginda meydana getirdigi etki daha detayli incelendiginde si¢anlarin tiikettikleri
yem miktarinin 2. haftaya kiyasla istatistiksel olarak azaldigi goriildii. Meydana gelen
bu azalmanin ozmotik mini pompanin beyin infiizyon kitinin kaniiliine takilmasi i¢in
yapilan ikinci cerrahi girisimden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Bu karsilagtirma
siganlarin inflizyondan once tiikettikleri yem miktarlar1 ile viicut agirliklart agisindan
karsilastirildiginda ise MOTS-c’nin yem tiiketimini 6nemli Olgiide arttirdigi viicut
agirh@m ise etkilemedigi belirlendi. Icv MOTS-c uygulanmasinin siganlarda yem
tiiketimi ve viicut agirlig1 {izerine meydana getirdigi etki detayli incelendiginde, her iki
MOTS-c dozu arasinda (10 ve 100 uM) bir farkliligin olmadig1 goriildii. Sonucta
merkezi olarak uyguladigimiz MOTS-c’nin hem diisiik hem de yiiksek dozda siganlarin
yem tiikketimini arttirdigi, ancak artan yem tiiketimine ragmen viicut agirligmin bu
artistan etkilenmedigi belirlendi. Arastirmamiz bu bakimdan 6zgiindiir ve sonuglarimiz

literatiirde bu yonde elde edilen ilk bulgulardan biridir.

5.2. MOTS-c’nin HHT Aks1 Uzerindeki EtKisi

HHT aksi, tiroid hormonlarinin sentezlenmesinden ve dolasimdaki seviyesinin
diizenlenmesinden sorumludur. Hipotalamik TRH noéronlar1 esas olarak PVN’de
bulunan norosekretuar noronlardan kaynaklanir (115). Buna ek olarak TRH ndronlari
hipotalamusun diger bdlgelerinde (6n hipotalamusun preoptik alani, SON, ARC,
dorsomedial premmamilar ¢ekirdek, bazolateral ve prefornikal hipotalamus) de dagilim
gosterdigi bilinmektedir (116). Hipotalamustan TRH biyosentezi gergeklestikten sonra,
sentezlenen peptid hipofizden TSH sentezini ve salinimini uyarmak {izere akson
terminalleri boyunca medyen eminense tasinir ve buradan da hipofizyal portal sistem
kapilleri igerisine serbestlenir (117, 118). On hipofize ulasan TRH hipofiz hiicre
zarindaki TRH reseptorlerine baglanarak fosfolipaz ikinci haberci sistemini aktive eder.
Tirotrop hiicrelerinde sentezlenen TSH bu aktivasyonla birlikte dolagima katilir ve
dolasimdaki TSH tiroid bezindeki TSHR reseptoriine baglanarak tiroid hormonlarinin
(T3 ve T4) yapimini ve salgilanmasini diizenler (99). HHT aksinin temel fonksiyonel
birimleri olan tiroid hormonlarinin enerji homeostazin1 saglarken hipotalamusun da
sempatik sinir aktivitesiyle kahverengi yag dokuda 1s1 liretimini ve beyaz yag dokuda

kahverengilesmeyi uyararak termogenezi sagladigi bilinmektedir (132). Kemik
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hiicrelerinde osteokalsin sentezinin T3 hormonu tarafindan saglandigt ve T3
hormonunun AMPK aktivasyonunu inhibe ettigi ileri siiriilmiistiir (133). Soguk stresin
dolasimdaki tiroid hormonlarini artirdigi, T3 hormonunun kahverengi ve beyaz yag
dokuda UCP1, T4 hormonun ise kas dokuda UCP3 seviyelerini arttirarak termogenezi
sagladig bilinmektedir (134).

Enerji homeostazi ve termogenez ilgili mevcut literatiir bilgileriyle MOTS-c’nin
enerji metabolizmas1 diizenlemede {stlendigi fizyolojik roller diisiiniildiiglinde bu
peptidin merkezi olarak uygulanmasi sonucunda HPT aksinda birtakim etkiler meydana
getirecegini diisiindiirmiistir. Mevcut literatiirde MOTS-c’nin erneji
metabolizmasindaki  etkileri ~AICAR-AMPK  aktivasyonu iizerinden  piirin
biyosentezinin gerceklestirilmesi ile aciklanmaya calisilmis ancak MOTS-c’nin HPT
aks1 tizerindeki etkileri ve 6zellikle tiroid hormonlar ile iligkisinin arastirildigi detayl
bir ¢aligmaya rastlanilmamastir.

Calisma sonunda elde ettigimiz bulgularda si¢anlara santral olarak uygulanan
MOTS-c sonras1 gruplarin TRH mRNA seviyesinin benzer oldugu fakat 10 ve 100 uM
MOTS-c uygulanan gruplarin serum TSH, T3 ve T4 seviyelerinin azaldig1 tespit edildi.
Elde ettigimiz bulgular ve mevcut literatiir karsilastirildiginda MOTS-c uygulamasinin,
AMPK aktivasyonunu artirip tiroid hormonlarint baskilamig olabilicegini ya da
uncoupling mekanizma iizerinden UCP1 ve UCP3 ifadelerini artirip negatif geri
bildirim aracilifiyla dolasimdaki tiroid hormon seviyesini azaltmis olabilecegini

distindiirmektedir.

5.3. MOTS-c’nin UCP1 ve UCP3 Uzerindeki Etkisi

Periferal UCP’lerden UCP1 beyaz yag dokuda kahverengilesmeyi saglarken
kahverengi yag dokuda termogenezi sagladigi bilinmektedir. Ayrica UCP1 in kas
dokusundaki homologu UCP3 de enerji kullaniminin bir o6l¢iisii olarak kabul
edilmektedir. MOTS-c’nin enerji metabolizmasini diizenlenmesinde efektif roller
tistlenmesi bu peptidin UCP’ler ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. UCP1 ve
UCP3’iin MOTS-c ile arasindaki iligskiye yonelik literatiirde az sayida ¢aligma olmakla
beraber, bu ¢aligmalar genelde deneysel veya hastalik modelli MOTS-c uygulamasinin
olas1 sonuclarini belirlemeye yoneliktir. Lu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada akut
(1 giin) ve kronik (6 giin) soguk strese maruz birakilan farelere Smg/kg ip olarak

uygulanan MOTS-c’nin, soguga adaptasyonu kolaylastirdigi, serum MOTS-c
66



seviyelerini azalttif1 ve soguk toleransini arttigt gézlenmistir. Akut gruptaki farelere
uygulanan MOTS-c’nin UCPI mRNA seviyesinde hizli bir artis meydana getirdigi
kronik gruptaki farelerde ise bir artis oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmadigr tespit edilmistir. Ayrica MOTS-c uygulamasmin her iki grupta da UCP1
protein seviyesini arttirdigi gosterilmistir. Bu verilerin MOTS-c’nin kahverengi yag
doku aktivasyonunu, beyaz yag dokuda ise kahverengilesmeyi sagladigi ve termojenik
gen ekspresyonunu diizenledigi bildirilmistir (35).

Arastirma sonunda elde ettigimiz bulgularda MOTS-c uygulamasi sonrasi beyaz
yag dokudaki UCP1 mRNA seviyesinin artt1g1 goriildii ve bu artisin doz bagimli bir etki
oldugu belirlendi. Kahverengi yag dokudaki UCP1 ve kas dokudaki UCP3 mRNA
seviyesinin MOTS-c’nin uygulanan her iki konsantrasyonunun (10 ve 100 uM) da
artirdigt  goriildii. Protein seviyesinde ise uygulanan MOTS-c’nin  her iki
konsantrasyonunun (10 ve 100 uM) siganlarin beyaz ve kahverengi yag dokularindaki
UCPI1 protein seviyesini ayni zamanda kas dokularindaki UCP3 protein seviyesini
artirdig1 belirlendi. Elde edilen sonug¢lar mevcut literatiirle karsilastirildiginda, periferal
UCP’lerin MOTS-c uygulamasi sonrasi artmasi ayni zamanda MOTS-c uygulamasinin
yem tliketimini arttirirken viicut agirhigini  degistirmemesi elde edilen enerjinin

uncoupling mekanizma tarafindan 1s1 enerjisine doniisebilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

MOTS-c¢ uygulamasinin siganlarda gida alimimi arttirirken viicut agirliginda
degisim meydana getirmemesi, MOTS-c’nin enerji metabolizmasi ve istah
mekanizmasinin diizenlenmesinde onemli bir aktor olabilecegini ortaya koymaktadir.
MOTS-c’nin HHT aks1 ve enerji kullaniminin bir 6l¢iisii olarak kabul edilen UCP’ler
tizerinde etkinlik gostermesi yapilan bu arastirma ile ortaya konmustur. Elde edilen bu
veriler mevcut literatirde MOTS-c’nin obeziteyi ve insiilin direncini 6nledigi, glukoz
kullantmini  artirdigl, insiilin - duyarliligini iyilestirdigi ve UCP’ler araciligiyla
termogenezi sagladig1 gibi etkilerini desteklemektedir. Ileriki calismalar ile MOTS-
c¢’nin HHT aksi {izerindeki etkisinin molekiiler diizeyde belirlenmesi ve hangi fizyolojik
yolaklar iizerinden bu etkilerini ortaya koydugunun agiklanmasi, bu eksen temelli
hastaliklarin tedavisine yonelik yeni bir bakis acist kazandirmis olacaktir. Ayrica
MOTS-c’nin  hangi mekanizmalar iizerinde periferal UCP’leri uyardiginin
aciklanmasina ihtiya¢ vardir. Bu temelde planalanan arastirmalardan elde edilecek
sonuglar MOTS-c’nin HHT aksi tizerindeki etkilerini agiklamaya da yardimci olacaktir.
Yapilacak ek caligmalar ile belki de obezite ve obeziteden kaynaklanan kronik
hastaliklarin tedavisine 11k tutulacagi diisiiniilmektedir. Sonuglarimiz literatiirde bu
alanda elde edilen ilk bulgulardan olup calismamiz bu yoniiyle ileride yapilacak

arastirmalara temel olusturmaktadir.
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