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OZET

Obezite Olusturulan Sicanlarda Intraserebroventrikiiler MOTS-c Infiizyonunun
Istah Mekanizmas1 Uzerine Etkileri

Amag: Hipotalamusta ARC’den salgilanan noropeptit ajanlar ve periferik dokudan
salgilanan leptin ve ghrelin hormonlariyla beslenme davranisini diizenlemektedir.
MOTS-c 2015 yilinda Lee ve ark. tarafindan kesfedilmis ve mtDNA’dan sentezlenen
bir peptit oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismanin amact MOTS-c’nin besin alim1 iizerine
etkileri, NPY ve POMC noropeptitleri ile leptin ve ghrelin hormon seviyelerinin
belirlenmesidir.

Materyal ve Metot: Calismada ortalama agirligi 30-50 gr olan Wistar Albino cinsi 40
adet erkek sigan kullanildi. 17 hafta boyunca YYDY ile ad libitum olarak beslenen
sicanlarda obezite olusturularak hayvanlar 4 esit gruba ayrildi (n=10). Kontrol grubuna
herhangi bir miidahalede bulunulmadi, sham kontrol grubuna ve deney gruplarina 14
giin boyunca giinliik 120 ul (5 pl/sa) inflizyon saglayan ozmotik mini pompalar lateral
ventrikiillere yerlestirilmistir. Bu sekilde sham kontrol grubuna yBOS, deney gruplarina
10 uM ve 100 uM dozlarinda MOTS-c inflizyonu saglanmistir. 14 giliniin sonunda
hayvanlar dekapite edilerek beyin dokular1 ve kan 6rnekleri toplandi. Kan 6rneklerinden
ELISA yontemiyle serum leptin ve ghrelin seviyeleri, hipotalamus dokularinda RT-PCR
yontemiyle NPY, AgRP, POMC ve CART mRNA diizeyleri ve Western Blot
yontemiyle bu genlere ait protein miktarlar1 belirlendi.

Bulgular: Uygulanan 10 uM ve 100 uM MOTS-¢ miktarinin besin alimini arttirirken
(p<0.05) viicut agirhiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirmadigi (p>0.05);
POMC ve AgRP peptid seviyelerine etki etmedigi (p>0.05) gozlendi. NPY protein
seviyesini arttirirken (p<0.05) CART seviyesini azalttig1 belirlendi. Her iki dozun serum
leptin seviyesini azaltirken ghrelin seviyesini arttirdigr goriildii (p<0.05).

Sonu¢: Bulgular MOTS-c’nin istah1 arttirdigini ancak viicut agirliginda artist
engelledigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: MOTS-c, obezite, gida alimi, viicut agirligi, beslenme davranisi



ABSTRACT

The Effects of Intracerebroventricular MOTS-c Infusion on the Apetite
Mechanism in Obese Rats

Aim: ARC expresses NPY, AgRP, POMC and CART peptides and these peptides
regulate feeding behavior with leptin and ghrelin hormones. Mitochondrial derived
peptide MOTS-c was explored by Lee et al in 2005. The aim of this study was
investigate the effects of MOTS-c on food intake explained with detecting NPY, AgRP,
POMC and CART neuropeptides associated with leptin and ghrelin hormones.

Material and Method: In this study 30-50 g in weight 40 Wistar Albino male rats were
used. Developed obesity on the rats by fed ad libitum with HFD for 17 weeks and
evenly separated into 4 groups (n=10). Any operation was applied on the control group,
osmotic mini pumps were implanted on lateral ventricules of sham and experimental
groups and supplied 120 pl (5Sul/sa) infusion volume for 14 days. ACSF infusion
applied on sham group and 10 uM and 100 uM MOTS-c infusion applied on
experimental groups. Throughout the experimental period, rats kept in individual cages,
body weight and food consumptions were daily recorded. At the end of 14 days rats
were decapitated and brain tissues and blood samples were collected. POMC, CART,
NPY and AgRP mRNAs detected by RT-PCR, protein levels were detected by Western
Blot method. Serum leptin and ghrelin levels were determined by ELISA method from
collected blood samples.

Results: Applied 10 uM and 100 uM MOTS-c doses increased food intake (p<0.05) but
didn’t cause significant change in body weights (p>0.05). Administration of MOTS-c
didn’t effect AgRP and POMC peptide levels (p>0.05). Also MOTS-c increased NPY
protein levels while it decreased CART protein levels (p<0.05). In addition MOTS-c
decreased serum leptin levels while it increased serum ghrelin levels (p<0.05).
Conclusion: However MOTS-c increases apetite it is prevent weight gain.

Keywords: MOTS-c, obesity, food intake, body weight, feeding behavior
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Adrenokortikotropik hormon

: Aguti iligkili peptit

: 5-Aminoimidazole-4 carboxamide ribonucleotide
: 5’ Adenosine monophosphate activated protein kinase

: Arkuat nikleus

: Beden-kitle indeksi
: Beyaz yag dokusu

: Kokain-amfetamin diizenleyici transkript

: Dorsomediyal niikleus

: Endotel disfonksiyon

: Enzyme-linked immunosorbent assay

- Interl6kin
: Intraserebroventrikiiler

: Kahverengi yag dokusu

. Lateral hipotalamik alan

: Melanokortin reseptdrii

: Melanosit uyarict hormon

: Mitokondriyal deoksiriboniikleik asit
: Noropeptit Y

: Ovariektomi

: Proopiyomelanokortin

: Paraventrikiiler niikleus

: Receptor activator of nuclear factor kapa-B ligand
. Bliylime hormonu doniistiiriicii faktor- 3

: Timor nekroz faktori- o

. Vaskiiler kalsifikasyon

: Ventromediyal niikleus

: Yapay beyin-omurilik sivisi

> Yiiksek yagli diyet yemi
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1. GIRIS

Obezite, enerji alim1 ve tliketimi arasindaki dengesizlikten kaynaklanan, fiziksel
ve psikososyal sagliga zarar veren viicutta asir1 yag doku birikimidir (1, 2). Obezite
sadece kilo artig1 olarak kalmayip beraberinde tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
yiiksek kolesterol, kisirlik ve hatta kanser gibi bircok sekonder hastaliga da sebep
olmakta, bu nedenle morbidite ve mortaliteyi arttirmakta ve giinlimiizde 6nem arz
etmektedir.(3).

Enerji metabolizmas1 aglik tokluk mekanizmasiyla diizenlenmektedir. Merkezi
sinir sistemi igerisinde viicudun bir¢ok fonksiyonunun kontroliinden sorumlu
hipotalamik c¢ekirdekler icerisinde yer alan istah diizenleyici merkezler beslenmenin
regiilasyonunda dnemli bir role sahiptir. Hipotalamusta bulunan ve istah kontroliinden
sorumlu olan bolgelerden salgilanan peptidler istahi1 baskilamakta ya da arttirmaktadir
(4). Ventromediyal ve paraventrikiiler niikleuslar (VMN, PVN) anoreksijenik etki
gosteren noroendokrin ajanlar salgilarken dorsomediyal ve lateral niikleuslar (DMN,
LHA) oreksijenik etki gosteren ajanlari salgilamaktadir. Arkuat gekirdek (ARC) ise hem
oreksijenik hem anoreksijenik etkiye sahip néronlardan olusmaktadir ve bu iki yolagin
kontroliinden sorumludur (5).

Periferik dokulardan gelen uyarilarla ARC’den salgilanan proopiyomelanokortin
(POMC) ve kokain-amfetamin diizenleyici transkript (CART) istahi baskilamakta buna
kars1 noropeptit Y (NPY) ve aguti iligkili protein (AgRP) besin alimin arttirmaktadir ve
bu ndroendokrin ajanlarin salmimini periferik dokulardan salgilanan hormonlar
diizenlemektedir (5). Adipoz dokudan salgilanan leptin ve mideden salgilanan ghrelin
hipotalamik protein salinimin1 diizenleyerek istah ve enerji metabolizmasini
etkilemektedir. (5). Leptin ve ghrelin enerji metabolizmasi tizerinde zit etkilere sahip iki
hormondur. Leptin besin alimmin baskilanarak enerji dengesinin diizenlenmesini
saglayan anoreksijenik bir hormon iken ghrelin besin alimini uyaran oreksijenik bir
hormondur. Bu iki hormon arasindaki dengenin bireylerde istah mekanizmasin
diizenleyerek viicut agirliginin kontroliinii sagladigi ancak dengenin bozulmasi
durumunda bireylerde obezitenin ortaya ¢iktig1 one siirtilmiistiir (6).

Hiicrelerde bulunan mitokondri hiicreye enerji kaynag: saglayan bir organeldir
ve son yillarda mitokondriyal DNA {izerinde yapilan ¢aligmalarla DNA iizerinde kisa

acik okunur cercevelerin oldugu (KAOC) ve bu bolgelerden sentezlenen peptidlerle



hiicresel fonksiyonlarin diizenlendigi bildirilmistir. Bu peptidlerden ilk kesfedileni
Hiimanin’dir. Bunu takiben MOTS-c ve alti ¢esit Kisa Hiimanin Benzeri Peptidler
(SHLPs) kesfedilmistir (7).

2015’te Lee ve arkadaslar tarafindan kesfedilen MOTS-c 16 aminoasitten olusan
bir peptittir. Yapilan ¢alismalarda merkezi sinir sistemi igerisinde yer almakla birlikte
periferde yogun olarak kas, kalp ve bobrek olmak flizere viicutta bircok dokuda
bulundugu belirtilmistir. MOTS-c’nin hiicresel metabolizmay1 ve hiicresel gen ifadesini
diizenledigi, insiilin direncini ve obeziteyi onledigi gosterilmistir (8).

Yapilan galismalar sonucunda elde edilen bulgular, merkezi noropeptitlerin ve
periferik hormonlarin istah kontroliinde 6nemli gorevler aldigini belirtmektedir. Yakin
zamanda kesfedilen MOTS-c’nin de enerji metabolizmasi iizerinde etkili olabilecegi
belirtilmektedir. Istah kontroliindeki etkisi ise insiilin direncini diisiirdiigii ve obeziteyi
azalttigina dair calismalarla desteklenmektedir. Bu bilgiler 1s18inda bu ¢aligmada,
merkezi olarak enjekte edilen MOTS-c’nin plazma aglik-tokluk hormonlari ile istahin
merkezi diizenlenmesinden sorumlu noropeptitler {izerindeki etkilerinin ortaya

konulmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mitokondriyal DNA Tiirevli Peptid (MOTS-c)

2.1.1. Kesfi

Mitokondriyal DNA’dan (mtDNA) sentezlenen bir¢ok peptid bulunmakla
birlikte, Hashimoto ve ark. tarafindan 2001 yilinda bu aile i¢in ilk tanimlanan peptid
Humanin’dir (9). 2015 yilinda ise Lee ve arkadaslar1 tarafindan mitokondriyal
DNA’dan sentezlenen MOTS-c peptidi kesfedilmistir. MOTS-c “The Mitochondrial-
derived peptide MOTS-c promotes metabolic homeostasis and reduces obesity and

insulin resistance” baglikli calisma ile literatiirdeki yerini almistir.

2.1.2. Biyokimyasal Yapisi

Insan mtDNA’s1 ¢ift zincirli, 16.569 baz c¢iftinden olusan, 13 adet protein
kodlayan 37 gen, 22 tRNA ve 2 rRNA’dan olusan dairesel bir molekiildiir. MOTS-c ise
mtDNA’nin 12 S rRNA bolgesinden sentezlenen ve 16 aminoasitten olusan bir peptittir
(8). MOTS-C’nin, Met-Arg-Trp-GIn-Glu-Met-Gly-Tyr-lle-Phe-Tyr-Pro-Arg-Lys-Leu-
Arg’den olusan bir molekiiler yapiya sahip oldugu ve ilk 11 aminoasitin 14 memeli

tiriinde yiiksek oranda korundugu ortaya konulmustur (8, 10).

2.1.3. Reseptorii

MOTS-c’nin reseptoriinii belirlemeye yonelik yapilan arastirmalar oldukea kisith
olup bu konu iizerinde kismen ilerleme kaydedilmistir. Kim ve ark.’nin yaptig
calismada MOTS-c’nin sitoplazmadan ¢ekirdege gecerek DNA’ya baglandigr ve
hiicresel yanit olusturdugu ve bu reaksiyonlart gerceklestirirken fonksiyonel olarak
etkilesimde bulundugu tek molekiiliin adenozin monofosfat ile aktiflesen kinaz (AMPK)
oldugu ileri siiriilmiistiir. MOTS-c’nin hiicre c¢ekirdegindeki porlardan serbestce
gecebilecek kadar kiigiik bir molekiil oldugu bu nedenle kromatin iplikle olan iligkisinin
cekirdekte bu peptidin birikimine veya azalmasina yol actigr i¢cin herhangi bir tasiyici
sisteme ihtiya¢ duymadig: diisliniilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda simdiye kadar yapilan

caligmalarda heniiz MOTS-c’ye 6zgii herhangi bir reseptor tanimlanmamustir (11, 12).



2.1.4. Dokulardaki Lokalizasyonu

Lee ve arkadaglarinin yaptigi immiinohistokimyasal incelemelerde MOTS-c’nin
farelerde iskelet kasi, bobrek, kalp, kalin bagirsak ve testis dokularinda daha yogun
olmakla birlikte beyin, karaciger, dalak, damar duvar1 ve ince bagirsak dokularinda da
bulundugu tespit edilmistir (8). Buna karsin siganlar iizerinde yapilan incelemede ise
kalp, testis ve iskelet kasinda daha yogun gozlenirken beyin, karaciger, bobrek, dalak,
kalin ve ince bagirsak dokularinda da bulundugu belirlenmistir (8). Yine aynmi ¢alisma
grubu tarafindan yapilan aragtirmada serum ve plazmada MOTS-c’nin varlii ortaya
konulmus ve alinan kan ornekleri iizerinde ELISA yontemi kullanilarak yapilan
incelemede fare plazmasinda MOTS-c miktarinin  yaklasgitk 250 pg/ml, sigan
plazmasinda ise yaklasik olarak 300 pg/ml ve insanda plazmada yaklasik 200 pg/ml
oldugu rapor edilmistir (8).

2.1.5. Etki Mekanizmasi

Asirt MOTS-c tlireten HEK293 hiicre hattiyla yapilan ¢alismada MOTS-c’nin
folat-metiyonin dongiisiinii hedefleyerek de novo piirin biyosentez yolagina baglandigi
ve bu iki dongiide rol alan enzimlerin gen ifadelerini degistirdigi bildirilmistir (8).
MOTS-c’nin  folat dongiisiinii  5-metil-tetrahidrofolat  (5Me-THF) seviyesinde
durdurdugu, bdylece 5SMe-THF ve metiyonin seviyelerini diislirdiigli buna karsi
homosistein ve betain seviyelerini arttirdigi rapor edilmistir (8). S5Me-THF
seviyesindeki diisiistin de novo piirin biyosentezini engelleyerek hiicre iginde 5-
aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleotit (AICAR) birikimine neden oldugu
belirtilmistir. AICAR’m AMPK’y1 aktive ettigi ve boylece glikoz ve yag asidi
metabolizmasinin uyarildigt ortaya konulmustur. Bunun yaninda MOTS-c’nin
dokulardaki glikoz alimini arttirirken bazal oksijen tiiketim hizini azaltarak crabtree
etkisi gosterdigi belirtilmistir (8).

2.2. MOTS-c¢’nin Enerji Metabolizmasi1 Uzerindeki Etkileri

MOTS-c’nin karnitin ve [ oksidasyon seviyelerini arttirdigi, yag asidi
kullanimindaki artisa bagl olarak uzun zincir yag asit seviyesini azalttigi bildirilmigtir
(8). Sfingolipid metabolizmasi, tip-2 diyabet ve insiilin faaliyetiyle alakali metabolitleri
teskil etmektedir. MOTS-c sfingolipid metabolizmasina ait olan sfinganin-1-fosfat,
palmitoil sfingomiyelin, stearoil sfingomiyelin, sfingozin-1-fosfat ve sfingomiyelin gibi
metabolitlerin seviyelerini diisiirlirken, glikosfingolipid seviyesini yiikselttigi rapor

edilmistir (13). Monoagilgliserol metabolizmasi triagilgliseroliin hidrolize edilerek
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monoagilgliserole dontistliriilmesi ve hiicreye girmesini sagladig bildirilmistir. MOTS-
c enjekte edilen farelerde 2-oleoilgliserol, 1-linoleoilgliserol, 2-linoleoilgliserol ve
dokosaheksaenoilgliserol gibi metabolitlerin seviyesinin diistiigii belirtilmistir (13). Bu
verilerin yaninda dikarboksilat metabolizmasimi da etkileyerek suberat, sebakat,
andekanediodat, tetradekanediodat seviyelerini diisiirdiigi ortaya konulmustur (13).
Ovariektomize (OVX) farelerde MOTS-c’nin plazma gliserol seviyesiyle birlikte
lipogenezden sorumlu genleri baskilayarak plazma lipid seviyesini de 6dnemli ol¢ilide
azalttig1 bildirilmistir (14). Beyaz yag dokusunun (BYD) enerji depolama rolii
iistlenirken kahverengi yag dokusunun (KYD) 1s1 iireterek viicut sicakliginin
korunmasina yardimer oldugu belirtilmistir. OVX farelerde KYD’de bulunan lipit
damlaciklarinin biiytidiigii ancak MOTS-c tedavisi uygulandiginda yag damlaciklarinin
kiigiildiigli ve yag dokusundaki trigliserit oraninin azaldigi belirtilmistir (14). KYD’deki
bu degisim sayesinde fareler akut soguga maruz birakildiginda soguga daha rahat
adaptasyon gostermis ve enerji tiiketimini arttirarak viicut sicakliklarini koruyabildikleri
iddia edilmigstir (14, 15). Soguk maruziyeti nedeniyle karacigerde yag birikiminin arttig1
ancak MOTS-c’nin glikojen metabolizmasin1  etkilemeden karacigerdeki yag
metabolizmasini kontrol altina aldigi rapor edilmistir (15).

2.3. MOTS-c¢’nin Patofizyolojiler Uzerindeki Etkileri

2.3.1. Obezite ve insiilin Direnci Uzerindeki Etkileri

Obezitenin birgok sistemik hastaliga temel teskil etmekle birlikte insiilin
direnciyle yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (16). Lee ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada
hiperinsiilinemik- 6glisemik klemp uygulanan farelere MOTS-c tedavisi uygulanarak
tim viicutta insiilin duyarliliginin %30 arttig1 bildirilmistir. Normal yemle beslenen
farelerin viicut agirligina herhangi bir etkisi olmazken yiiksek yagl diyet yemi (YYDY)
ile beslenen farelerde besin miktarindan bagimsiz olarak obeziteyi 6nledigi; ayrica yasla
birlikte azalan insiilin duyarliligiin da MOTS-c ile arttirildig1 rapor edilmistir (8).
Cataldo ve ark.’larinin zayif ve obez bireylerle yaptigi ¢alismada aclik durumunda zayif
bireylerde insiilinemi, laktatemi ve gliseminin daha diisiik oldugu, glikoz yliklemesi
sonucunda da zayif bireylerdeki degerlerin obezlere oranla daha diisiik oldugu ancak
plazma MOTS-c seviyesinin gruplar arasinda fark gostermedigi bildirilmistir (17). Zayif
bireyler kendi iglerinde degerlendirildiginde aclik laktat seviyesi ve homeostatik model
degerlendirmesi (HOMA) MOTS-c ile pozitif korelasyon gosterirken, Matsuda
indeksiyle negatif korelasyon gosterdigi ancak obez bireylerde herhangi bir fark

olmadig1 rapor edilmistir (17). Benzer bir ¢alismada obez erkek ¢ocuklarda yetiskinlere
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gore MOTS-c seviyesinin diisiik oldugu ancak kiz ¢cocuklari ve yetigkinler arasinda fark
olmadig1 ortaya konulmustur. Ayrica insiilin direnci olan obez bireylerde MOTS-cC
seviyesinin normal bireylerden daha diisiik olmasina kars1 insiilin direnci olmayan obez
bireylerle kontrol grubu arasinda bir fark olmadigi bildirilmistir (18). Kadin ¢ocuk ve
yetiskin bireylerde insiilin direnci olan ve insiilin direnci olmayan gruplar arasinda
herhangi bir fark bulunmadigi ancak erkek bireylerde insiilin direnci gelisen obez
bireylerde saglikli bireylere gére MOTS-c seviyesinin diisiik oldugu ileri stirtilmiistiir
(18). Bunun yaninda erkek bireylerde beden kitle indeksi (BK1I), standardize beden kitle
indeksi (BKI-SDS), bel cevresi, bel-kalca orani, aclik insiilin seviyesi, HOMA insiilin
direnci ( HOMA-ID) ve hemoglobin Alc (HbAlc) degerlerinin MOTS-c seviyesiyle
negatif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (18). MOTS-c tedavisinin besin alimina
ve vicut agirligindaki degisime etki etmedigi ancak insiilin ve leptin seviyesini
diistirdiigiinii ve YYDY ile olusan obezitede insiilin duyarliligini arttirdigi bildirilmistir
(13). D-galaktoz miidahalesinin farelerin subkutan dokusunda ve karacigerinde asir1 yag
birikimine neden oldugu ve MOTS-c tedavisinin bu fazla yagi azalttig1 rapor edilmistir
(19). OVX kaynakli kilo artisinda MOTS-c’nin olumlu etkileri bildirilmistir. I¢
organlarda ve kas kiitlesinde herhangi bir agirlik degisimi olmaksizin sadece yag
miktarini azaltarak kilo artisin1 engelledigi ve glikoz toleransini arttirdii ortaya

konulmustur (14).

2.3.2. Vaskiiler Hastaliklar Uzerindeki Etkileri

Endotel disfonksiyon (ED) fizyolojik ya da farmakolojik strese karsi verilen
uygunsuz vazomotor cevap olarak tamimlanmistir. ED’nin kardiyovaskiiler hastaliklara
yol acan etkenlerle iliskili oldugu belirtilmistir (20) MOTS-c’nin kardiyovaskiiler
sistem iizerindeki etkileri ile ilgili yapilan bir ¢alisma heniliz bulunmamaktadir. Ancak
Qin ve ark. tarafindan ED ile MOTS-c arasinda iliski olduguna dair bir ¢alisma ortaya
konulmustur (21). Bu ¢alismada MOTS-c’nin dolasimda diisiik dozda bulunmasinin
ED’ye bozukluklara yol actig1, buna kars1 mikrovaskiiler fonksiyondan bagimsiz olarak
endotel tabakayla MOTS-c seviyesi arasinda herhangi bir iliskinin bulunmadig
belirtilmistir (21). Bu nedenle MOTS-c’nin vaskiiler endotel iizerinde etkisi olacagi
diisiintilerek yapilan calismada. renal arter stenozu olusturulan sicanlara on tedavi
stirecinde MOTS-c uygulandiginda asetil kolinle birlikte maksimum gevsemeyi

sagladig1 gézlemlenmis ancak direkt olarak vazoaktif etkisi oldugu saptanmamistir (21).



Vaskiiler kalsifikasyon (VK) kalsiyum fosfat kristallerinin damardaki mediyal ve
intimal duvarlarda ¢okelerek asir1 birikmesiyle olustugu ve ilerlemesiyle birlikte bir¢ok
sistemik hastaliga yol a¢tig1 belirtilmistir (22). Vitamin-D3 ve nikotinle damarlarinda
vazodilatasyon olusturulan Siganlarda VK olusturulmus ve siganlara MOTS-C
uygulanarak MOTS-c¢’nin sol ventrikiil internal diastol ve sistol sonu ¢aplarini arttirdigi,
bunun yaninda sol ventrikiilde olusan hipertrofiyi azaltarak duvar kalinligin1 azalttig
bildirilmistir. Sistolik ve diyastolik kan basinglarini da kontrol grubuna yakin diizeye
indirgedigi ortaya konulmustur (10). Aort damarindan alinan 6rneklerde MOTS-c’nin
kalsiyumu %55.7, alkalin fosfataz (ALP) aktivitesini ise %50.1 oraninda azalttig1 ve
elastik lif yapisinda olugsan bozukluklar1 azaltarak vaskiiler duvar yapisini iyilestirdigi
rapor edilmistir. VK nedeniyle AMPK fosforilasyonunda goriilen diisiisii engelledigi de

ileri siirtilmiistiir (10).

2.3.3. Osteoporoz ve Osteolizis Uzerindeki Etkileri

Osteoporoz kemik yapmin sekillenmesi ve emilimi arasindaki dengenin
bozulmasina yol acan kemik kiitlesini azaltan ve mikro yapida bozukluklara yol acan
patolojik bir durum olarak tanimlanmaktadir (23, 24). Osteoporozun en yaygin goriilen
tipinin postmenopozal osteoporoz oldugu ve dstrojen seviyesinin azalarak kemik yapida
osteoklast aktivitesinin artmasiyla olustugu belirtilmistir (25, 26). Osteoklast
hiicrelerinin kemik yikimina neden olan hiicreler oldugu ve monosit/makrofaj
hiicrelerinden koken alarak farklilastigi ortaya konularak bu farklilasmayi saglayan
temel sitokinin, niikleer faktor-kB ligand reseptorii aktive edicisi (RANKL) oldugu
bildirilmigtir (27-30). AMPK’nin ise RANKL aktivasyonuyla baglayan osteoklast
farklilagmasini durduran bir etken oldugu rapor edilmistir (31-33).

Daha o6nce de belirtildigi tizere MOTS-c’nin hiicrede iligkide oldugu tek molekiil
AMPK oldugundan MOTS-c’nin de osteoporoz iizerinde olumlu etkileri oldugu
belirtilen ¢aligmalar mevcuttur. OVX kaynakli osteoporoz modeli olusturulan farelerle
yapilan calismada cerrahi iglemi takip eden siiregte intraperitoneal olarak MOTS-c
verilmis ve deney sonunda sol femur ve 5.lomber diskten alinan kemik 6rnekleri mikro
bilgisayarli tomografiyle goriintiilenmis ve histolojik olarak incelenmistir (34). Bu
calismaya gore MOTS-c’nin AMPK’yi1 aktive ederek RANKL’1 inhibe ettigi, osteoklast
hiicrelerinin ata hiicrelerden farklilasarak olusumunu engelledigi ve bu nedenle OVX
kaynakli kemik kaybini azalttig1 bildirilmistir. Ayrica C3HI0T1 hiicre hattiyla yapilan

calismada MOTS-c’nin osteoblast olusumuna herhangi bir etkisi olmadigi ortaya
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konulmustur (34). Hu ve ark. kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin (BMSC)
doniistiiricii  bityiime faktorii-p  (TGF-f)/Smad yolagiyla osteoblast hiicrelerine
dontstiigii (32) bilgisinden yola ¢ikarak yaptiklart ¢alismada MOTS-c’nin  kok
hiicrelerde osteojenik farklilasmaya katkida bulundugunu rapor etmislerdir (35). Che ve
ark yaptiklar1 ¢alismada, hFOB1.19 hiicre hattina MOTS-c’nin uygulanmasinin
proliferasyonu iyilestirdigini, TGF-f, SMAD7, COL1A1 ve COL1A2
transkripsiyonunu ve sentezini arttirdigini, bu bulgulara bagh olarak da TGF-B yolagin
kullanarak tip-1 kolajen sentezini arttirdigini bildirmislerdir (37).

Yan ve ekibi tarafindan yapilan caligmada ultra yiliksek molekiil agirlikli
polietilen (UHMWPE) uygulanarak osteolizis olusturulan fare modeli iizerinde MOTS-
c’nin etkisi arastirllmistir. Yapilan immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda
MOTS-C’nin kemik kiitlesini korudugu, osteoprotegerin (OPG)/ RANKL oranini
arttirdigi, AMPK araciligiyla osteosit salgisini  diizenleyerek osteoklastogenezi

engelledigi ortaya konulmustur (38).

2.3.4. inflamasyon Uzerindeki Etkileri

Bakteriyel enfeksiyon oncesi MOTS-c tedavisinin farelerde hayatta kalma
oranini %20’den %78,75’e ¢ikardigi, enfeksiyon sonrasi uygulanan MOTS-c tedavisiyle
ise %50’den %100’e c¢iktig1 ve viicut sicakliklarinin daha diisiik oldugu ayrica
proinflamatuvar sitokin seviyesini diigiiriirken antiinflamatuvar sitokin seviyesini
arttirdigy ileri stirtilmiistiir (39). Periprostetik aseptik inflamasyonda uygulanan MOTS-
c¢’nin kemik kaybini engelledigi ve kemik kiitlesinin korundugu ayrica tiimor nekroz
faktorii-o. (TNF-a), interlokin-1p (IL-1B) ve interlokin-6 (IL-6) seviyelerini azaltirken
interlokin-10 (IL-10) seviyesini arttirarak antiinflamatuvar etki gosterdigi belirtilmistir
(34). OVX kaynakli obezitede viicutta olusan inflamatuvar yanit iizerinde MOTS-c’nin
olumlu etki gostererek IL-1P ve IL-6 seviyelerini diisiirdiigii belirtilmistir (14).

2.4. Hipotalamus
Hipotalamus talamusun altinda yer alan ve yaklasik 5 gr agirliginda olan, beyin
kitlesinin %1’inden azini olusturmasina ragmen viicutta homeostazi saglayan tiim

islemlerin kontrol merkezi oldugu bilinmektedir (40).



2.4.1. Hipotalamusun Fonksiyonlar:

Hipotalamus otonom sinir sistemi ile ilgili iki temel fonksiyonu yerine
getirmektedir. Oncelikle otonom sinir sisteminin iist beyin merkezleri ve endokrin
sistem arasindaki gecisinde koOprii gorevi gormektedir, bunun yaninda tiim viicutta
otonom yanitlarin davranigsal diirtiilere ya da otonomik ve c¢evresel uyarilara
doniisiimiinde rol almakta bu baglamda hipotalamus aglik, susama ve cinsel istek
yanitlarini, viicut 1sisinin diizenlenmesini ve savunma reaksiyonlariin entegrasyonunu
saglamaktadir (41).

Hipotalamustan salgilanan tritropin serbestlestirici hormon (TRH), kortikotropin
serbestlestirici hormon (CRH), biiylime hormonu serbestlestirici hormon (GHRH),
biiylime hormonu baskilayici hormon (GHIH), gonadotropin serbestlestirici hormon
(GnRH) ve dopamin ve prolaktin inhibe edici faktor (PIF) bu dokunun ayni zamanda
endokrin bez olarak da kabul edilmesini saglamaktadir (42).

2.4.2. Hipotalamik Cekirdeklerin Beslenme Davramisi Uzerindeki Rolii

Hipotalamus simirlar1 tam olarak tanimlanamayan bir¢ok ¢ekirdekten meydana
gelmistir. Bu c¢ekirdeklerden paraventrikiiler niikleus (PVN), dorsomediyal niikleus
(DMN), ventromediyal niikleus (VMN), lateral hipotalamik alan (LHA) ve ARC besin
aliminin kontroliinde ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(43, 44). Hipotalamik ¢ekirdekler ve bu g¢ekirdekler tarafindan kontrol edilen

homeostatik olaylar sekil 2.1°de sunulmustur.
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Sekil 2.1. Hipotalamik Cekirdekler ve Fizyolojik Rolleri (43)

VMN ve PVN tokluk hissinin olugsmasini saglarken bu ¢ekirdeklerin lezyonunda
hiperfaji ve obezite gozlenmektedir. DSM ve LHA ise aclik hissinin olugsmasini
saglamakta ve bu bolgelerin harabiyeti de istah ve kilo kaybina neden olmaktadir (45-
48). Abdominal i¢ organlardan ve oral bosluktan gelen tat girdileri niikleus traktus
solitaryusta (NTS) birlesmektedir. Mide ve ince bagirsaktan gonerilen tokluk sinyalleri,
karacigerdeki enerji metabolizmasi sinyalleri ve humoral sinyaller yukar1 ¢ikan vagal
lifler araciligryla NTS’de birlesmekte ve afferent lifler yardimiyla hipotalamusa ve
diger 6nbeyin bolgelerine iletilmektedir (49). PVN ve ARC’den ¢ikan néronlar direkt
olarak beyin sap1 ve omurilikteki parasempatik ve sempatik pregangliyonik ndronlarla
iligki halindedir (43). PVN periferik organlara sempatik ¢ikisi kontrol etmektedir (50).

ARC periferik dolagimdaki hormonal ve besinsel metabolik sinyalleri
birlestirmekte, bunun yaninda merkezi ve ¢evresel noronal girdileri koordine ederek

feedback olusturulmasini saglamaktadir (Sekil 2.2; 51). ARC oreksijenik olan NPY ve
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AgRP ve anoreksijenik olan POMC ve CART néronlart olmak iizere fonksiyonel olarak
antagonist olan iki grup ndérondan olusmaktadir. Oreksijenik ndéron grubu istahi
uyarmakta ve enerji harcamasini azaltmakta anoreksijenik ndéron grubu ise besin alimini

azaltmakta ve enerji harcamasini arttirmaktadir (43).

ismhm Merkezi Kontroli
CRH
TRH

Hipotalamik
Merkezlerin
Iztah Kontroli

Beyin Sapt
-NTS <>

-DVK

V AP
O T R

Istaln / \
Kontrol Eden A Ghrelin, PYY, PP
Periferik ; 4 ; Insulin, GLP-1,

Sinyaller CCK, OXM

Sekil 2.2. Besin Alim1 Uzerinde Hipotalamik Cekirdeklerin Etkileri (5)

2.5. Obezite

Latince “obedere” kelimesinden koken alan obezite asir1 yemek yemek anlamina
gelmektedir ve Diinya Saglik Orgiitii, obeziteyi saghg ters ydnde etkileyebilecek
diizeyde viicutta fazla yag birikimi olarak tanimlayarak giliniimiizde de obezitenin
epidemik bir hal aldigin1 belirtmistir (52).

Obezitenin ge¢misine bakildiginda ilk olarak Hipokrat saglikli olma halini kan,
siyah safra, sar1 safra ve balgam olmak iizere viicutta bulunan dort sivinin denge hali
olarak tanimlamis ve bu sivilardaki eksiklik ya da fazlaligin hastaliklara neden
oldugunu belirtmistir. Bu sivilardaki fazlaligin obeziteye neden oldugunu ayrica

obezitenin infertiliteye yol a¢tigini bildiren ilk bilim insan1 Hipokrat’tir (53, 54). Daha
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sonra 1831-1832 yillar1 arasinda Belgikali bilim insani Adolphe Quetelet insan
gelisimiyle alakali kesitsel bir ¢calisma yapmis, bu ¢aligma sonucunda bebeklerde ilk bir
sene boyunca kilonun boyun ii¢lincii kuvveti kadar arttigin1 daha sonra puberteye kadar
kilonun boyun karesi kadar arttigini rapor etmistir. Quetelet’in 1835°te yayinladigi
“Insan ve Insanmn Yeteneklerinin Gelisimi Uzerine Bir Tez” adli kitabinda kisinin
agirliginin boyunun metre cinsinden karesine boliinerek elde edilen antropometrik
Olctime gore kilo smiflandirmasi yapilabilecegini belirtmistir. Bu Ol¢lim literatiire
Quetelet Index olarak geg¢mistir ve giiniimiizde de Beden Kitle Indeksi (BKI) bu
yontemle dlgiilmektedir (55). DSO’ya gére giiniimiizde kullanilan BKi siniflandirmasi
tablo 2.1°de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Beden-Kitle Indeksi Siniflandirmasi (55)

Beden Kitle indeksi (kg/m2)

Siniflandirma Referans Araligi Ek Referans Araligi
Zayiflik <18.50 <18.5
Asir1 Diizeyde
Zayiflik <16.00 <16.00
Orta Diizeyde
Zayiflik 16.00-16.99 16.00-16.99
Hafif Diizeyde
Zayiflik 17.00-18.49 17.00-18.49
18.50-22.99
Normal 18.50-24.99
23.00-24.99
Fazla Kilolu >25.00 >25.00
25.00-27.49
Erken Dénem
S 25.00-29.99
27.50-29.99
Obezite >30.00 >30.00
30.00-32.49
1. Dereceden Obezite 30.00-34.99
32.50-34.99
35.00-37.49
2. Dereceden Obezite 35.00-39.99
37.50-39.99
3. Dereceden Obezite >40.00 >40.00

Obezitenin kisinin sadece dis goriiniisiinde bozukluklara yol agmakla kalmadigi
ayni zamanda morbidite ve mortaliteyi de arttirdigi ortaya konulmustur (59). Obezitenin
yol actigi sekonder rahatsizliklarin arasinda; infertilite, lipoprotein-lipit metabolizma

bozukluklari, tip 2 diyabet, koroner kalp hastaliklari, yiiksek kolesterol, karaciger
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problemleri, uyku bozukluklari, respiratuvar problemler, safra tasi, pankreatit,
gastroozofagal reflli, osteoartrit ve kanser gibi metabolik hastaliklarla birlikte kas-
iskelet sistemini etkileyen mekanik problemlerin de goriildiigii bildirilmistir (56-59).
Viseral obezite hiperglisemi, hipertansiyon ve dislipidemi gibi metabolik sendromlarin
yaninda tip 2 diyabete neden olan insiilin direnci ve kardiyovaskiiler hastaliklarin temel
sebebi oldugu one siiriilmiistiir (58-59). Biitiin bunlarin yaninda obez olan bireylerin
mekanik problemleri nedeniyle daha sedanter bir yasam tarzina egilim gostererek
toplumdan soyutlandiklar1 ve sonug olarak sosyopsikolojik problemlerle karsilastiklar
(56, 58, 59), biitiin bu problemlerle birlikte yasam siirelerinin 5 ile 10 yil arasinda
azaldig ortaya konulmustur (59, 60).

Cocukluk caginda goriilen obezitenin biiylimeyi ve cinsiyet gelisimini etkiledigi;
erkek cocuklarda puberteyi geciktiritrken kiz cocuklarda pubertenin daha erken
goriilmesine neden oldugu ortaya konulmustur. Ayrica kiz cocuklarinda goriilen
hiperandrogenizm ve polikistik over sendromlariyla ¢ocukluk cagi obezitesi arasinda
yakin bir iliski oldugu bildirilmistir (61). Biitiin bunlarla birlikte obezitenin geng
poplilasyonda dikkat daginikligi, hiperaktivite bozuklugu, anksiyete, depresyon,
Ozgiiven eksikligi ve uyku problemlerine neden oldugu belirtilmistir (62).

Glinlimiizde obezitenin altinda yatan asil sebebin ne oldugu hala
bilinmemektedir. Ancak birkag teoriyle bu konuya agiklik getirilmek istenilmistir. Bu
teorilerden en yaygin olant obeziteye insanhik tarihi siiresince aglik ve kitlik
donemlerinde evrimlesen tutumlu genlerin neden oldugu yoniindedir (3). Ancak Levian
ve arkadaglar genetik faktorlerin yaninda gevresel faktorlerin de obezite {lizerinde etkili
oldugunu ileri siirmiiglerdir (3). Buna kars1 Hovarth ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmaya
gore hipotalamus basta olmak iizere beyinde bulunan metabolizma iizerinde etkili olan
dokularin 1s1 kontroliiniin obezitenin de kontrol altina alinmasini saglayan ve invaziv

olmayan tek yontem oldugu belirtilmistir (3).

2.6. Noropeptid Y (NPY)

NPY 36 aminoasitten olusan ve memelilerin beyninde genis bir dagilim alani
gosteren, santral ve periferal sinir sistemini diizenleyen 6nemli bir oreksijenik
noropeptittir (63). Merkezi sinir sisteminde hipotalamus, serebral korteks ve beyin
sapinda tespit edilmekle birlikte ARC’de daha c¢ok bulundugu ve sempatik sinir
sisteminde de adrenal bezlerde noradrenalinle birlikte depolanip salindig: bildirilmistir

(64). Periferik dokularda beyaz yag doku ve Ozellikle osteoblastlarda olmak tizere
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kemik dokuda bulundugu ayrica bu kisimlarda enerji metabolizmasini diizenledigi
bunun disinda bagirsak motilitesi, pankreas ve safra sekresyonu iizerinde de etkileri
oldugu belirtilmistir (64, 65). Alt1 adet G protein ¢iftli reseptorii bulunmaktadir ve bu
reseptorler 1’den 6’ya kadar (Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 ve Y6) numaralandirilmistir (64).

NPY besin alimini arttirma ve enerjiyi yag olarak depolama gorevleri disinda
sirkadiyen ritim iizerinde ve agri duyusunu, anksiyete ve stresi azaltmada da rol
oynamaktadir (66).

Yapilan ¢alismalarda intraserebral NPY infiizyonunun besin alimini arttirdigi
goriilmekle birlikte NPY noronlari inhibe edilen hayvanlarin normal bir biiyiime egrisi
gosterdigi gozlenmistir ancak uzun siireli aclik sonrasi viicut agirliklarini ya geg
kazandiklar1 ya da hi¢ kazanamadiklar1 da belirtilmistir (67-68). Diyet kaynakl
obeziteye yatkin olan Sprague Dawley siganlar iizerinde yapilan bir ¢calismada ARC ve
NPY seviyelerinin obezite dncesinde ve obezite sonrasindaki kisa donemde yiiksekken
uzun donemde diistiigli, bu durumun bir sonucu olarak genetik yatkinligin yiiksek
kalorili beslenme sonucu NPY sistem tizerinde etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (69).
Immiinohistokimyasal caligmalar sonucunda NPY’nin leptin yolaklarini inhibe ettigi

i¢in hiperfajiye ve sonug olarak obeziteye neden oldugu bildirilmistir (70).

2.7. Aguti iligkili Protein (AgRP)

AgRP, 1997°de kesfedilen yogun olarak ARC’de NPY nin sentezlendigi ndron
gruplarinda ve adrenal bezlerde; diisiik seviyelerde de testis, akciger ve karacigerde
ifade edilen oreksijenik bir peptittir (71-73). AgRP; PVN, DMN ve mediyal preoptik
alana (MPO) enjekte edildiginde beslenmeyi arttirdigi gozlenmis ve bu nedenle temel
olarak etki ettigi hipotalamik niikleuslarin PVN, DMN ve MPO oldugu ileri siiriilmiistiir
(74). 3. ve 4. melanokortin reseptorlerine (MCR-3 ve MCR-4) baglanmasindan yola
cikilarak POMC ile ortak yolakta etki ettigi ileri strilmiistir (75). Ayrica leptin
yoksunu ya da leptin direngli farelerde AgRP seviyesindeki artistan yola ¢ikilarak da
AgRP’nin leptin hormonunun baskilanmasina yol actigr belirtilmistir (76). Bunun
yaninda merkezi olarak verilen ghrelinin hipotalamusta AgRP mRNA sentezini
arttirdig1, ghrelinin aksine NPY ailesine ait olan PYY3.35’nin NPY/AgRP noronlarini
kismen inhibe ederek besin alimini kisitladigi one siiriilmistir (77-79). AgRP’nin
MCR-3 ve MCR-4’e baglanarak a-MSH’in antagonisti olarak goérev aldig1 ve
beslenmeyi arttirdigi ortaya konulmustur (42, 80). Farelere intraserebroventrikiiler

olarak verilen AgRP’nin oksijen tiikketimini azalttigi bildirilmistir (81). Qian ve
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ark.’larinin yaptigi ¢alismayla AgRP geni tamamen yok edilen farelerde beklenilenin
aksine biiylime hizinin, dogurganligin ve viicut goriinlimiiniin normal oldugu sonug
olarak enerji homeostazisinin diizenlenmesi i¢in AgRP’nin gerekli olmadigi ileri
stirilmustiir (82).

AgRP’nin oreksijenik etki mekanizmasi iki ayr1 goriisle agiklanmaktadir. Bu
goriiglerden ilki AgRP’nin LHA’da bulunan oreksin noronlarini uyararak besin alimin
arttirdigr  yoniindedir (83). Ikinci goriise gore ise POMC ndronlarmma ait akson
terminallerinde y-aminobiitirik asit (GABA) ile birlikte AgRP ndéronlarindan
sentezlenen NPY’nin yer aldigi ve NPY/AgRP néronlariin inhibe edilmesiyle birlikte
GABA salimimimin da inhibe edilerek POMC’nin etkisini arttirdigi ve besin alimini

azalttig1 6ne siiriilmiistiir (84).

2.8. Proopiyomelanokortin (POMC)

POMC; opioid/orfanin gen ailesine dahil olan ve serbest aminoasit ucunda
melanosit uyarict  hormonlar (a-MSH, p-MSH ve vy-MSH), merkezde
adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve serbest karboksil ucunda opioid B-endorfinin
bulundugu peptid yapili bircok hormonun onciiliidiir (85, 86). Yapilan calismalarda
POMC’nin merkezi sinir sisteminde hipofizin 6n ve orta loblarindaki kortikoptrop ve
melanotrop dokularla birlikte arkuat niikleustaki peptiderjik noronlar basta olmak {izere
bagirsak ve pankreasta sentezlendigi belirtilmistir (87-89). Bunun yaninda POMC
peptidinin hipofiz dokusu disinda diisiik seviyelerde pankreas, mide, apandis, bobrek,
prostat, adipoz doku, deri, iskelet kasi, lenf diigiimii, testis, ovaryum, plasenta, akciger,
karaciger, tiroid ve adrenal dokularinda goriildiigii rapor edilmistir (90). Merkezi sinir
sisteminde POMC f{iretiminin leptin tarafindan uyarildigi ve dokuya 6zgii bir post
translasyon siireci gosterdigi belirtilmistir (91). On hipofizdeki kortikotrop dokuda
prohormon konvertaz 1 (PC1) ile pro-y-MSH, ACTH ve B-lipoprotein olarak ayrilirken
pars intermediadaki melanotrop dokuda PC1 ve PC2 ile a-MSH ve B-endorfine ayrildigi
ortaya konulmustur (91).

Leptin  hormonunun hipotalamusta bulunan arkuat niikleustaki POMC
noronlarim direkt olarak hedef aldigi ve POMC seviyesini diizenledigi bildirilmistir
(92). Bu néronlarin uyarilmasiyla yiyecek aliminin azaldigi ve enerji tiiketiminin arttigi
ortaya konulmustur (42). POMC néronlarindan salgilanan a-MSH’1n paraventrikiiler
cekirdekte bulunan bes ¢esit melanokortin reseptoriinden (MCR) 6zellikle besin alimi

ve enerji dengesi tizerinde etkili olan MCR-3 ve MCR-4’¢ etki ettigi belirtilmistir (42).
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a-MSH’nin nukleus traktus solitaryusa (NTS) ulasan sinir yollarin1 aktive eden
paraventrikiiler ¢ekirdekteki MCR-3 ve MCR-4"1i uyararak sempatik aktiviteyi ve enerji
tilketimini arttirdigr bildirilmistir (42). Ayrica adipoz dokudan salgilanan leptinin
anoreksijenik ve metabolik etkisini kismen a-MSH araciligi ile MCR-4’1i aktiflestirerek
ortaya ¢ikardigi belirtilmistir (93).

MCR-4, MC4R geninin kodladig1 predominant néronal melanokortin reseptorii
olarak 7 transmembran bdlgeli bir G proteini ile eslesen reseptordiir (42). Bu reseptdriin
POMC’nin PC1’¢ bagimli kesimi ile ortaya ¢ikan bir melanokortin olan a-MSH ile
aktivasyonunun hipofajiyi indiikledigi bildirilmistir  (80). MCR-4’te  goriilen
mutasyonlarin ise kalitsal obeziteye neden oldugu belirtilmistir (94).

POMC yoksunlugunun hipokortizolemiye, hiperfajiye, hiperfajiye bagh olarak
erken baslangichi ciddi obeziteye ve fenotipte solgun cilt ve kizil sa¢ gdriiniimiine neden
oldugu rapor edilmistir (95). Hipokortizoleminin, ACTH yoksunluguna bagl olarak;
hiperfajinin ise azalmis hipotalamik melanokortinerjik sinyal nedeniyle ortaya ¢iktigi,
bunun yaninda tipik fenotipin ise deri ve sa¢ folikiillerinde bulunan melanositlerdeki
MCR-1’de azalmis olan sinyale bagli olarak goriildiigi bildirilmistir (95-98). POMC
yoksunlugu oldugu halde kizil saga sahip olmayan bir Tiirk ¢ocuk rapor edilmistir ve

buna bagl olarak kisinin etnik kdkeninin kizil sag1 engelleyebilecegi bildirilmistir (95).

2.9. Kokain-Amfetamin Diizenleyici Transkript (CART)

Yaklasik 2 kb uzunlugunda ve 340 niikleotitten olusan 1 ekson ve 2 intron i¢eren
CART geninden sentezlenen CART peptidi 1995°te Douglass ve ark.’lar1 tarafindan
kesfedilmistir (99). Siganlarda 116 ve 129 aminoasitten olusan uzun ve kisa formdaki
iki ¢esit CART peptidinin sentezlendigi ancak insanlarda sadece kisa formda CART 1.gg)
sentezlendigi bildirilmistir (99, 100). Uzun olan proCART’1n, CART 30-102) ile CART (ss.
102) V& CART (g2-102) formlarmin onciilii oldugu belirtilmistir (100). Insanda bulunan
CART 42-89)‘1n siganlardaki CART (35.102)’a tekabiil ettigi 6ne siirtilmiistiir (99). Merkezi
sinir sistemindeki CART i transkripsiyonel etkinliginin katekolaminerjik oldugu ve
kortikotropin salgilatict faktoriin (CRF) CART salinmim arttirirken CRF  segici
antagonisti ve protein kinaz A (PKA)’nin inhibe ettigi bildirilmistir (101-103).

CART peptitlerinin POMC salgilayan ndronlardan salgilandigi ve a-MSH ile
birlikte besin alimmi azaltmasinin yaninda enerji tiiketimini arttirdigi ortaya
konulmustur (104, 105). CART peptitlerinin merkezi sinir sisteminde hipotalamusta
bulunan LHA, ARC, VMN, DMN, PVN ve perifornikal alanlarin yaninda hipofiz
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bezinden ve bagirsaklarda, bobrekiistii bezlerinden ve pankreasta yer alan Langerhans
adaciklariyla birlikte diger endokrin dokulardan salgilandigi belirtilmistir (98, 106, 107)
PVN’de CART mRNA’nin vazopressin ve CRF salgilayan néronlarda yer aldigi buna
karsin Langerhans adaciklarinda bulunan CART peptidinin fonksiyonunun hala
belirlenemedigi 6ne siiriilmiistir (106, 108) Bunun yaninda CART peptidinin locus
coeruleusta norepinefrinle, bagirsaklarda asetil kolinle, LHA’da melanin yogunlastirict
hormon, mediyal hipotalamik bolgede POMC, hipotalamusta oksitosin ve vazopressinle
birlikte bulundugu tespit edilmistir (109-111). Tiim bu bilgilere karsin CART peptidine
ait bir reseptor tiiri ya da tlirleri heniiz tam olarak bilinmemektedir (98). Ancak
hipokampal bolgeye verilen CART 5100 hiicreigi  kalsiyum  sinyallesmesini
engelledigi ve bu sinyallesme olaymnda G protein reseptorlerinin yer almasi nedeniyle
CART’m G protein reseptorleri ile iligkili olabilecegi one stiriilmistiir (112, 113)

CART s5.102)’'1n mide bosalmasini ve gastrik asit salgisini inhibe ettigi bunun
yaninda icv olarak verilen CART mRNA’nin obez siganlarda agirlik artisin1 azalttigi
bildirilmistir (114, 115). Bunun yaninda leptin sinyalizasyonu ve CART mRNA sentezi
engellenen obez hayvanlara periferik olarak verilen leptinin CART mRNA sentezini
uyardig1 rapor edilmistir (116-118). Bu bilgiden yola ¢ikilarak leptin salgilanmasi ve
CART sentezinin birbirleriyle iligkili oldugu belirtilmistir (116, 119)

2.10. Leptin Hormonu

Leptin hormonu 1994 yilinda Zhang ve ark.’lan tarafindan kesfedilmis ve
Yunanca kokenli “leptos” yani ince kelimesinden koken alarak adlandirilan leptin yag
eriten hormon olarak literatiirde yerini almistir. Ayn1 ¢calismada 166 aminoasitten olusan
leptin hormonunu {ireten insan obez geni (OB) tanimlanmustir (120, 121). OB’nin 7.
kromozomda 7q31.3 ‘te 18 kb biiyiikliigiinde 3 ekson ve 2 introndan olustugu ve sadece
bir OB mRNA tiiriiniin insan yag dokusunda bulundugu bildirilmistir (121, 122). Leptin
hormonunun biiylik ¢ogunlukla yag dokudan salgilandigi ancak mide, plasenta, kalp
dokulari ve memeli epitel dokusunda da bulundugu bildirilmistir (123-126). Leptin
reseptorii (Ob-R) 1995 yilinda kesfedilmistir (123). Cogunlukla koroid pleksus ve
hipotalamusta yer almakla birlikte insanda damar diizeninde, mide ve plasentada;
farelerde beyin, kalp, testis ve yag dokuda bulundugu ortaya konulmustur (123, 127-
129).

Leptinin yag doku ve beyin arasinda koprii gorevi iistlendigi, yeme davranisi,

metabolizma, enerji dengesi ve otonom sinir sistemini diizenleyerek viicuttaki yag
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kitlesi hakkinda beyne bilgi iletimini sagladigi bildirilmistir (130, 131). Leptinin
salgilandiktan sonra hipotalamustaki oreksijenik (NPY, MCH, AgRP, galanin, ve
GALP) ya da anoreksijenik (POMC, CART, CRH ve beyin tiirevli nérotrafik faktor-
BDNF) noropeptidlerin salinimini sagladigr belirtilmistir (132-135). Mutasyonlu obez
farelerde leptin seviyesindeki diisiikliigiin NPY seviyesinde artisa neden oldugu ancak
leptinin bu farelerde hiperglisemi ve hiperinsiilinemiyi engelledigi belirtilmis ve leptinin
temel gorevlerinden birinin hipotalamik NPY {iretimini ve salimmini engellemek
oldugu rapor edilmistir (136-140). Serum leptin seviyesinin normal kilolu bireylerde 5
ng/ml iken viicuttaki yag kiitlesi arttikca leptin seviyesi de artig gostererek obez
bireylerde bu degerin 50 ng/ml’ye kadar ¢iktig1 ortaya konulmustur (141, 142). Zayif
bireylerde leptinin hiicrelere baglandigindan dolay1 diisiik seviyelerde goriildiigii ancak
obez bireylerde leptin liretiminde sorun gdézlenmemesine ragmen dolagimda bulunan
serbest leptin seviyesinin fazla olmasinin nedeni olarak obez bireylerde zamanla leptin
direncinin gelismesi one striilmistiir (127, 138). Leptinin FSH, LH, ACTH, GH ve
kortizol salinimini etkiledigi ayni zamanda mideden salgilanan leptinin porsiyon
kontroliinii sagladigi ve ince bagirsaktan salgilanan gastrik leptinin besin sidirimine ve

emilimine yardimc1 oldugu rapor edilmistir (125, 143-145).

2.11. Ghrelin Hormonu

Ik olarak 1999°da Masayasu ve ark. tarafindan kesfedilen ghrelin 3. serin yan
zincirinde N-oktanoik asit bulundurarak kendine 6zgii bir yapiya sahip 28 aminoasitten
olusan peptid yapida bir hormondur. Biiylime hormonunun salgilanmasini sagladigindan
dolayr Latince “ghre” kelimesinden kdken almistir ve biliylimek anlamina gelmektedir.
Ghrelinin  biiyiime hormonu sekretagog reseptoriine (GHS-R) baglandigi ileri
strilmiistir (146-148). Cowley ve ark.’nin yaptigi c¢alismayla ghrelinin fare ve
siganlarda LHA, ARC, VMN, DMN, PVN ve 3. ventrikiiliin ependimal tabakasinda,
beyin dokusunda ise akson terminallerinde, stria terminaliste, amigdalada, talamus ve
niikleus habenulada bulundugu ortaya konulmustur (149). Ghrelinin vagus sinirini ve
beyin sap1 ¢ekirdeklerini uyararak ARC’ye etki ettigi belirtilmistir (150, 151).

Ghrelinin lokal gastrik dolagima salinarak kanda %35 oraninda asilat ve %95
oraninda deasil olmak iizere iki sekilde tasindig1 ve kan-beyin bariyerini gecerek beyne
ulastigi rapor edilmistir (150, 152). Ghrelinin 8 karbonlu yag asidiyle asile oldugu ve bu
olayin girelin O-asiltransferaz (GOAT) enzimiyle gergeklestigi, bunun yaninda deasile

ghrelinin direkt olarak endokrin etkisi olmadigi gibi biiylime hormonunun
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salgilanmasinda herhangi bir etkisinin bulunmadig1 ortaya konulmustur (146, 147, 153,
154). Ghrelinin biliylime hormonunun salgilanmasini uyarmak disinda kortikotrop ve
laktotrop salgilanmasi, istahin gonadal uyariminin engellenmesi, gastrik motilitenin
kontrolii, endokrin ve ekzokrin pankreatik fonksiyon, kardiyovaskiiler olaylar, uyku ve
davranig, immiin sistem ve hiicre ¢ogalmasi iizerinde etkilerinin oldugu rapor edilmistir
(155). Ghrelinin kahverengi yag dokusunda termogenezi azalttigi, hipotalamus
disindaki dokularda tat duyusunun algilanmasini arttirdigt ve gastrik bosaltim ve
motiliteyi uyardigi bildirilmistir  (156-161). Ghrelin  ve leptin  hormonlarinin
hipotalamusu etkileyerek yol agtiklari istahin ag¢ilmasi ya da baskilanmasi durumu sekil

2.3’te gosterilmistir.

[ Anoreksik Etkd ] IOrelssuem.kItlu]

Merkezi Ghrelin

w Hipotalamus
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'\ Niikleus Traktus Solitaryus
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Kan Akim '\
[ ] \

Vagal Sinir
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Yag Dokusu\\Lep n) \ ‘

/

Mide
Sekil 2.3. Leptin ve Ghrelinin Hipotalamus Uzerindeki Etkileri (6)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmanin Yapilacag Merkez

Calisma Inonii Universitesi T1ip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
alman onay ile (22.03.2019 tarih ve 2018/A-51 protokol numarali1), indnii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi ve Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali ve Firat Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.2. Gruplardaki Hayvan Sayilarimin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvan sayisi, gruplar arasit en bilyiik tahmini viicut
agirlik ortalamasi farki 10 gr, standart sapmasi 10 gr, tip 1 hata (a) 0.05 ve tip 2 hata (B)
(Gtig= 0.80) ve grup sayist 4 oldugunda; her bir grupta en az 10 hayvanin gerektigi gii¢
analiziyle belirlendi (Minitab for Windows, 16.2.0).

3.3. Deney Hayvanlar1 ve Gruplarin Olusturulmasi

Caligmada ortalama agirligi 30-50 gr olan Wistar Albino cinsi 40 adet erkek
sican kullanildi. Biitiin siganlar uygulama oncesi tartilarak agirlik ortalamalar1 birbirine
yakin olanlar bir grupta olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Biitiin gruplardaki si¢anlar
yiiksek yagli diyet yemiyle (Research Diet 12451, YYDY) ile 12 hafta boyunca ad
libitum olarak beslendi ve musluk suyu igti. Ozetle gruplara yapilan islem ve arastirma
plan1 Sekil 3.1 ‘de sunulmustur.

1. Grup: Kontrol grubu olarak belirlenen gruba herhangi bir uygulama
yapilmadi. Deney boyunca giinliik yem ve su tiiketimleriyle birlikte viicut agirliklar
kaydedildi. Deney sonunda dekapite edilerek kan ve beyin dokulari toplanda.

2. Grup: Sham grubu olan bu gruptaki siganlarin 17 hafta boyunca yem ve su
tiketimlerinin yaninda viicut agirliklart 6l¢iildii. 15. haftada hayvanlarin lateral
ventrikiillerine ozmotik mini pompalar (Alzet 2ML2) yerlestirilerek 14 giin boyunca
giinliik 120 pl (5 pl/sa) yapay beyin-omurilik sivisi (yBOS) uygulandi. Bu siire boyunca
da giinlik yem ve su tiikketimiyle birlikte viicut agirliklari olgiildi. 14 giinlik
uygulamanin ardindan siganlar dekapite edilerek kan ve beyin dokusu Ornekleri

topland.
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3. Grup: 10 uM MOTS-c uygulama yapilan siganlar 17 hafta boyunca YYDY
ile beslendi ve yem, su tiiketimi ve viicut agirliklart 6lgiildii. 15 haftanin sonunda
ozmotik mini pompalar sicanlarin lateral ventrikiillerine yerlestirildi ve 14 giin boyunca
giinliik 120 ul MOTS-c 5ul/sa olacak sekilde uygulandi. Bu siiregte siganlarin giinliik
yem ve su tiikketimleriyle birlikte viicut agirliklar: 6l¢iildii ve siirecin sonunda siganlar
dekapite edilerek kan ve beyin dokusu 6rnekleri alindi.

4. Grup: 100 uM MOTS-c uygulama yapilan bu gruptaki siganlar da 17 hafta
boyunca YYDY ile beslenerek giinliikk yem ve su tiikketimleriyle birlikte viicut agirliklar
ol¢iildii. 15. haftanin sonunda hayvanlarin lateral ventrikiillerine ozmotik mini pompalar
yerlestirilerek giinlik 120 pl MOTS-¢ Sul/sa infiizyon olacak sekilde uygulandi.
Infiizyon siiresi boyunca sicanlarm giinliik yem ve su tiiketimleriyle birlikte viicut
agirliklart kaydedildi, bu siirenin sonunda hayvanlar dekapite edilerek kan ve beyin
dokusu ornekleri alindu.

Deney siireci sekil 3.1°de sunulmustur. Deney boyunca siganlar tekli kafeslerde
21+£1°C ortam sicakliginda ve 12 saat aydinlik/karanlik periyodunda barindirildi. Biitiin

hayvanlarin gilinliik yem tliketimleri ve viicut agirliklar1 her giin saat 9.00-10.00

arasinda kaydedildi.
Kontrol Sham 10 pM MOTS-—c 100 pM MOTS-¢
ol e e e
=1\ =1\ =1\ =1\
Lateral ventrikiile beyin infiizyon kitleri verlestirildi ve 5-7 giin hayvanlarm ivilesmesi beklendi.

Herhangi bir
cerrahiislem Hayvanlar ivilestikten sonra beyvin infiizyvon kitlerine tik pompalar b rak ense derisi
uygulanmady altina verlestirildi.

2

e
A

He-l:ll:lfl'gilli'l' [ Sl 14_ giirus p];sa ].A_l g"lili;g p]f;a
crievon e 3808 Koo e
g infiizvonu . © . ©
vapilmads. - infiizyvonu infiizyonu

Sekil 3.1. Arastirma Plani
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3.4. Lee Indeksi ile Skorlama

Insanlarda obezite smiflandirmasi1 BKI hesaplamasmna gore yapilirken
kemirgenlerle yapilan ¢alismalarda hayvanlarin obezite smiflandirmas1 Lee Indeks’e
gore yapilmaktadir. Lee Indeks’e gére hayvanm viicut agirhigmin (gr) kiip kokii, naso-
anal uzunluga (mm) boliiniir ve 10 ile ¢arpilir. Cikan sonug 0.3’ten biiyiikse hayvanin

obez olduguna karar verilir (162). Deney kapsaminda yapilan nazo-anal uzunluk

Olgtimleri Sekil 3.2°de sunulmustur.

Sekil 3.2. Lee indeks Hesaplamas1 igin Nazo-anal Uzunluk Olgiimii

Calisma kapsaminda gruplardaki hayvanlarin lee indeksi skorlamalarinin 0.3 ten

biiyiik oldugu ve tiim gruplardaki sicanlarin obez oldugu tespit edildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Gruplardaki Hayvanlarin Lee indeksi Degerleri (p> 0.05)

Kontrol Sham 10uM MOTS-c 100pM MOTS-c

0.399+0.022 0.385+0.041 0.391+0.032 0.393+0.035

3.5. Uygulanacak MOTS-c Dozunun Belirlenmesi

Calismada literatiirde yogun olarak kullanilan 10 uM ve 100 uM konsantrasyona
sahip MOTS-c infiizyonu yapildi. Diisik doz uygulamasiyla MOST-c’nin fizyolojik
konsantrasyonunun, yiiksek doz uygulamasiyla MOTS-c’nin  farmakolojik

konsantrasyonunun etkisi incelendi.
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3.6. Hazirhk

3.6.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Yapay beyin omurilik sivis1 (BOS) iki farkli soliisyonun (A ve B), 1:1 (v/v)
oranda karistirilmasiyla elde edildi. A soliisyonu; 8.66 gr NaCl, 0.224 gr KCI1, 0.206 gr
CaCl.2H,0, ve 0.163 gr MgCIl.6H,0, 500 ml distile suda karistirilarak hazirlandi. B
soliisyonu ise 0.214 gr Na;HPO,4.7H,0, ve 0.027 gr Na,HPO4.H,0, 500 ml distile suda
karistirtlarak hazirlandi (163). Elde edilen ¢ozelti por c¢apt 0.22 pum olan filtre
kullanilarak siiziildi daha sonra biyolojik emniyet kabini igerisinde UV-C 1sin

uygulanarak sterilize edildi.

3.6.2. MOTS-¢ Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

MOTS-c konsantrasyonlar: steril sartlarda yapay BOS igerisinde 10 ve 100 uM
olacak sekilde hazirland1. Diisiik ve yiiksek doz uygulanan gruplardaki sicanlarin lateral
ventrikiillerine 14 giin boyunca 10 ve 100 pM derisimdeki MOTS-c’nin 5 pl/sa

hacminde infiizyonu saglandi.

3.6.3. Ozmotik Mini Pompalarin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilan mini pompalar (Alzet 2ML2, ABD) 14 giin siireyle 5 pl/sa
intraserebroventrikiiler infiizyon yapma 6zelligine sahip olup ozmotik pompa setinde
bulunan igneyle sham grubu icin yBOS, deney gruplar i¢in ise 10 uM ve 100 uM
MOTS-c pompalara dolduruldu ve pompalar metal kantillii kapak pargasi yerlestirilerek

infiizyon kitine baglanda.

3.6.4. Beyin Infiizyon Kitlerinin Hazirlanmasi

Calisma icin sican lateral ventrikiiliine enjeksiyon yapacak sekilde dizayn edilen
beyin inflizyon kitleri (Alzet, ABD) kullanildi. Kitin i¢inde bulunan 6zel kaniiller beyin
infiizyon kitlerine takildi ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde sham gurubu i¢in
yBOS, deney gruplari igin 10 uM ve 100 uM MOTS-c ile dolduruldu. Protokole gore

hazirlanan kit ve kaniiller, kaniillerin serbest uglarindan ozmotik pompayla baglandi.

3.6.5. Operasyon Asamalari
Hayvanlarin Operasyona Hazirlanmasi: Kontrol grubuna dahil edilen
sicanlara higbir cerrahi girisimde bulunulmadi. Diger siganlara anestezik ajan olarak 70

mg/kg Ketamin (Richter Pharma AG, Avustralya) ve 8 mg/kg Xylazine (Alfazine,
24



Hollanda) intramuskiiler enjeksiyon yapilarak uygulandi. Sicanlara parmak kistirma
testi uygulanarak fizyolojik yanitlari izlendi ve anestezi etkisine giren siganlar kafa
derileri tiraglanarak operasyona hazir hale getirildi.

Sicanlarin Stereotaksik Cihaza Yerlestirilmesi: Hayvanlar stereotaksik cihaza
(Rodent Stereotaxic Instruments, Harvard Apparatus, ABD) kulaklarindan ve agiz
kismindan kafasinin yiizeyi yere tam paralel olacak sekilde sabitlendi (Sekil 3.4A) ve
tiraglanan bolge %10 povidon iyodin siiriilerek dezenfekte edilmek suretiyle yaklagik
2.5 cm uzunlugunda bistiiriyle sagital insizyonla kafatasina ulasildiktan sonra
bregmanin net bir sekilde ortaya ¢ikmasini saglamak igin kemik yiizeyi temizlendi.
Patsinos & Watson Sican Beyin Atlasi’na gore siganlarin lateral ventrikiillerine ait
stereotaksik koordinatlar1 (Sekil 3.3), bregma referans noktasi alinarak 1.40 mm lateral,
0.8 mm kaudal ve 4.8 mm vertikalde kalan nokta lateral ventrikiil olarak belirlenerek

isaretlendi (Sekil 3.4B) ve kafatasi duraya zarar vermeden matkapla delindi (164).

of - interammi

Lateral

|
W

Sekil 3.3. Sican beyin atlasinda yer alan lateral ventrikiil koordinatlar1 (164)
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Sekil 3.4. Sicanlarin stereotaksik cihaza yerlestirilmesi (A) ve lateral ventrikiil

koordinatlarinin belirlenmesi (B)

Alzet pompaya baglanacak olan beyin infiizyon kitlerine ait L seklindeki
kaniiller, stereotaksik cihaz tizerindeki 6zel elektrot tutacagina takildi ve agilan delikten
lateral ventrikiile indirildi (Sekil 3.5A). Daha sonra beyin inflizyon kitlerine ait kantiller
uzun kisim caudale paralel olacak sekilde akrilik solventle karigtirilan dental sement
vasitasiyla kafatasina sabitlendi ve yaklasik 4 dk kurumasi beklendi. Daha sonra beyin
inflizyon kiti lizerinde yer alan 6zel Alzet tutacagina baglanan kisim kesildi ve iistiine
tekrar dental sement siiriilerek diizeltildi (Sekil 3.5B). Daha sonra kesi yeri dikilerek
kapatildi. Operasyon sonrasi tekli kafeslere alinan hayvanlarin giinliik olarak viicut

agirliklar, yem ve su tiiketimleri kaydedildi.
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Sekil 3.5. Beyin infiizyon kitine ait kaniiliin lateral ventrikiile indirilmesi (A) ve

kaniiliin dental sementle kafatasina sabitlenmesi (B).

Bir haftalik iyilesme siirecine tabi tutulan siganlar tekrar anestezi altina alinarak
operasyona alindi ve ozmotik mini pompalar beyin inflizyon Kkitlerine baglanarak
sicanlarin ense derisinin altina, kafa derisinde acilan insizyon vasitasiyla, midskapular
alana yerlestirildi (Sekil 3.6A). Insizyon bélgesi 3.0 ipek (Dogsan Tibbi Malzeme
Sanayi A.S. Trabzon/ Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon bdlgesine %10 povidon iyodin
stiriilerek dezenfekte edildi (Sekil 3.6B).

Sekil 3.6. Ozmotik mini pompalarin deri altina yerlestirilmesi (A) ve insizyon

bolgesinin dikilmesi (B).
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Hayvanlar anestezi etkisini vyitirdikten sonra tekli kafeslere alindi. 14 giin
boyunca yem ve su tiikketim miktartyla birlikte viicut agirliklarindaki degisiklikler her
giin saat 09.00-10.00 arasinda kaydedildi.

3.6.6. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Hayvanlar dekapite edilirken kaniillerin lateral ventrikiilde oldugunun
dogrulanmasi i¢in kaniiller kesilerek metilen mavisi enjekte edildi.

Deney sonrasi tim gruplardan beyin ve kan ornekleri alindi. Siganlarin beyin
dokular1 kafatasindan ¢ikarilarak sagital olarak ikiye ayrildi ve hipotalamus dokulari
alindi. Sag hipotamus dokulart Western Blot analizlerinin yapilabilmesi ig¢in
formaldehite konularak histolojik analizler yapilincaya kadar; sol hipotalamuslar1 ise
RT-PCR analizleri i¢in igerisinde 700 ul RNA saklama soliisyonu (RNA later) bulunan
DNA ve RNA’dan arindirilmis ependorf tiiplere soguk zincirde alindi ve -80°C’de
muhafaza edildi. Kan o6rnekleri ise; 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra

serumlarina ayrilarak ELISA analizleri yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.7. Analizlerin Yapilmasi

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

Siganlarin hipotalamuslarindan NPY, AgRP, POMC ve CART mRNA seviyeleri
RT-PZR analizi ile belirlendi.

Total RNA izolasyonu: Beyin dokularinda ve kas dokularinda RNA izolasyonu
i¢in PureLink RNA mini kiti kullanildi. Calisma prosediirii asagidaki gibidir:

Kit igerisindeki lizis soliisyonundan 1 mL ve 2-merkaptoetanol’dan 10 pL falkon
tiipline alinip kanistirllarak lizis tampon ¢ozeltisi elde edildi. Beyin dokular1 ve kas
dokulari, doku ile esit miktarda homojenizator boncugu ve hazirladigimiz ¢6zeltiden
600 pL alinarak kilitli ependorf tiiplere birakildi. Homojenizatorde 3 dk 8. hizda
pargalama islemi yapildi. Ornekler 12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi.
RNA igeren s1v1 fazin hepsi yeni bir ependorfa alinarak tizerine 500 pL %70’lik etanol
eklendi ve vortekslendi. Orneklerden 700 pL alinarak kit icerisindeki kolonlara
aktarildi ve 12.000xg’de 15 sn oda sicakliginda santrifiij edildi. Kalan ornekler de
kolonlara aktarilarak ayni sekilde santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipliniin
altinda biriken sivi bosaltildi. Yikama islemleri kitin igindeki Wash I ve Wash II
soliisyonlari ile yapildi. Orneklere 700 uL. Wash I soliisyonu eklenerek 12.000xg’de 15
sn santrifiij edildi. Toplama tiipii degistirildi. Orneklere 500 puL Wash II soliisyonu
eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi ve bu islem iki defa tekrarlandi. Tiipiin
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altindaki sivi bosaltilarak hicbir sey eklenmeden 12.000xg’de 2 dk santrifiij edildi.
Kolonlar alinarak yeni ependorf tiiplere birakildi ve iistiine 30 uL. RNase icermeyen su
eklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletildi ve 12.000xg’de 2 dk oda sicaklifinda
santrifiij edildi. Ependorf tiipiin dibindeki sivi kistm bu asamadan sonra RNA
icermektedir (Sekil 3.7). RNA ornekleri kullanilincaya kadar -80 °C’de saklandi.

Orneklerin lizis buffer ve 2-
merkaptoethanol icerisinde

ornekler kolonlara
aktarildi

alindi, 30uL su
eklendi, santrifiij
edildi

homojenat ve lize edilmesi santrifiij / tiip
'-"? altindaki sivi
l santriflyj / siv1 faz baska — bosaltild:
ependorfa alindi =
= 2 defa yikama
%70'lik etanol u (wash LII)
eklendi
s1vi bosaltildi /
l vortekslendi santrift edildi
v kolonlar yeni
ﬁ ependorflara

Sekil 3.7. Dokularda RNA izolasyon basamaklari (163)

Spektrofotometrik RNA Olciimii: RNA 6lciimii i¢in Qubit RNA Assay Kit
kullanildi. RNA miktar1 pg/mL olarak 6l¢iildii. cDNA sentezi igin RNA miktarlarinin
esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart alindi. cDNA i¢in her bir
gruptaki 6rneklerden RNA havuzu hazirlandi.

Komplementer DNA Sentezi: ¢cDNA sentezi ig¢in High-Capacity cDNA
Reverse Trancription Kit kullanildi (kit igerigi; 10XRT Buffer, 25XdNTP mix, 10XRT
Random Primers, MultiScribe Reverse Transcriptase). cDNA sentezi i¢in havuz yapilan
RNA oOrneklerinden 10 pL kullanildi. ¢cDNA sentezi toplam 20 pL hacimde
gerceklestirildi. 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 igermeyen su ve en son olarak 1
uL MultiScribe Reverse Transcriptase enzimi kullanildi (Tablo 3.2.). Ornekler termal
dongii cihazina yerlestirildi. 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 120 dk, 85 °C’de 5 dk ve 4 °C’de
o olacak sekilde cihazda bekletildi (Tablo 3.3.). Olusan ¢cDNA o6rnekleri -20 °C’de

saklandi.
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Tablo 3.2. cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim(pL) Katalog No
10XRT Tamponu 2.0 4319981
25XdNTP karisim (100 mM) 0.8 4367381
MultiScribe Revers 1.0 4319983

Transkriptaz

10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H,O 4.2
Reaksiyon toplam 10.0

Tablo 3.3. cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicakhik 25 °C 37°C 85 °C 4°C
Zaman 1 0dk 120 dk 5dk o0
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RT-PZR ile cDNA Amplifikasyonu: Revers transkripsiyon ile elde edilen
cDNA’lar sekans spesifik primerlerin varliginda RT-PZR ile amplifiye edildi. B-aktin;
NPY, AgRP, POMC, CART, genlerinin belirlenmesi icin sican spesifik primerler
kullanildi. RT-PZR analizleri sonucunda gen ekspresyonundaki farkliliklarin
hesaplanmasinda 2-AACT metodu kullanildi. RT-PZR {i¢ tekrarli olarak gergeklestirildi.
RT-PZR plate hazirlanirken cDNA 06rneklerinde her bir kuyucuga 2 pL kondu. Buz
tizerinde her bir 6rnek i¢in 5 ul. TagMan Master Mix, 2.5 pL niikleaz igermeyen su ve
0.5 uL primer hibridizasyon probu olacak sekilde ornek sayisina gore hesaplanan
bilesen miktarlar1 ependorflara birakildi ve vortekslendi. Platedeki cDNA 6rneklerinin
tizerine 8 pL hazirlanan karigimdan (Tablo 3.4.) birakilarak platein iizeri optik
yapistirict filmle kapatildi. Plate Orneklerin tamamen dibe ¢6kmesi ve olusan

kabarciklarin yok edilmesi amaciyla mini plate spin cihazinda 1 dk santrifiij edildi.

Tablo 3.4. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

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

Gen ekspreyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 RT-PZR sistemi ile 6l¢iildii.
Calismada B-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 3.5).
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Tablo 3.5. 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 1dk

3.6.2. Western Blot Analizi

Western blot analizleri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim

Dal1 laboratuvarinda yapildi. Siganlarin hipotalamuslarindan NPY, AgRP, POMC ve

CART 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
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oksidasyonu yoluyla 1sik

Alman hipotalamus dokusu lizatlari, lizis tamponu kullanilarak elde edildi.

Toplam protein konsantrasyonu, protein miktar1 6l¢iim kiti kullanilarak tespit edildi.

Her bir 6rnekten toplam proteinin 30 ug’1, %15°1lik 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 %5 kuru siit ile bloke edildi, yikama
asamalarindan sonra %2.5 kuru siit i¢cinde sigan spesifik NPY, POMC, 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--aktin antikoru kullanildu.

Kemiliiminesan tarama, Chemi Glow tarama ajanlar ile ger¢eklestirildi. Blotlar
UVP Chemi Doc-It 2 goriintiileyici ile goriintiilendi ve Image J programi ile
dansitometre Ol¢timleri yapildi (165, 166). Deneyde 6lgiilen doku protein seviyesi -

aktin’e oranlandi.

3.6.3. Hormonlarin Tayini

ELISA analizleri inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma
Laboratuvarlarinda yapildi. Serum leptin seviyesini belirlemek i¢in sican i¢in spesifik
rat leptin ELISA Kkiti, serum ghrelin seviyesini belirlemek i¢in rat ghrelin ELISA kiti
kullanildi.

Bu parametrelerin tayini fotometrik yontemle Cobas Integra 1600 tam otomatik

biyokimya analizatér (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) ile belirlendi.
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Serum Leptin Seviyelerinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi: Serum leptin
seviyesini belirlemek i¢in ELISA kiti ile birlikte gelen deney protokolii uygulandi.
Analizlere baslamadan Once kit i¢inde bulunan 4000 pg/ml konsantrasyona sahip
standart, diliisyon buffer soliisyonu kullanilarak;

1. Standart (S1) 4000 pg/ml,

2. Standart (S2) 2000 pg/ml

3. Standart (S3) 1000 pg/ml,

4. Standart (S4) 400 pg/ml,

5. Standart (S5) 200 pg/ml,

6. Standart (S6) 100 pg/ml final konsatrasyonlara sahip olacak sekilde diliie
edildi (Sekil 3.10).

L

—
Diiliisyon Buffer
. 501'[151?1 I.r
250 200p 250 2504
T T - - AT P P N
S N w /WS WS WS
51 52 53 54 ss 56

- =-¥Y ¥ ¥V ¥ ¥

Standa:tll‘t 4000 2000 1000 400 200 100
4000 pg/ mL pg/mL pgml  pgml pgml pgml pgml

Sekil 3.10. Serum leptin ELISA standart soliisyonunun diliie edilmesi

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu ve antikor, 96 kuyucuklu

ELISA Kit plagina Sekil 3.11°de gosterildigi gibi pipetlendi.

35



A S1 S1 1 1 9 9 17 | 17 | 25 | 25 | 33 | 33
B S2 S2 2 2 10 | 10 | 18 | 18 | 26 | 26 | 34 | 34
C S3 S3 3 3 11 | 11 | 19 | 19 | 27 | 27 | 35 | 35
D S4 S4 4 4 12 | 12 | 20 | 20 | 28 | 28 | 36 | 36
E S5 S5 5 5 13 | 13 | 21 | 21 | 29 | 29 | 37 | 37
F S6 S6 6 6 14 | 14 | 22 | 22 | 30 | 30 | 38 | 38
G |BLK|BLK | 7 7 15 | 15 | 23 | 23 | 31 | 31 | 39 | 39
H |BLK|BLK | 8 8 16 | 16 | 24 | 24 | 32 | 32 | 40 | 40

Sekil 3.11. Serum leptin diizeyinin belirlenmesinde kit plaginin diizeni (BLK: Bos

kuyucuk, S: Serum numunesi)

Analiz icin kit plagimin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen ELISA

analiz protokolii uygulandi.

Standartlar, kontroller, diliisyon bufferlar1 ve diliie edilmis Ornekler 100 pl
hacminde plak diizeninde gosterildigi sekilde pipetlendi (Sekil 3.11).

Plak oda sicakliginda (25 °C) 1 saat inkiibe edildi ve mikroplate c¢alkalayicida
300 rpm’de ¢alkalandi.

Yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0,35 ml) plak 3 defa yikandi. En son
yikamadan sonra plate kagit havluya ters gevrilerek vuruldu.

Isaretli antikordan tiim kuyucuklara 100 ul eklendi.

Tekrar plak oda sicakliginda (25 °C) 1 saat inkiibe edildi ve mikroplate
calkalayicida 300 rpm’de ¢alkalandi.

Tekrar yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0,35 ml) plak 3 defa yikandi. En son
yikamadan sonra plate kagit havluya ters gevrilerek vuruldu.

Tim kuyucuklara 100 ul Streptavidin-HRP konjuge soliisyonu eklendi.

Tekrar plak oda sicakliginda (25 °C) 30 dk inkiibe edildi ve mikroplate
calkalayicida 300 rpm’de ¢alkalandi.
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e Plak tekrardan yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0,35 ml) 3 defa yikandi. En
son yikamadan sonra plate kagit havluya ters ¢evrilerek vuruldu.

e Her kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu eklendi ve plak alimunyum folyoyla
sarilarak giin 15181 engellendi.

e Plak 15 dk (10-20 dk aras1 uygun) oda 1sisinda inkiibe edildi.

e Renk gelisimini durdurmak i¢in 100 pl stop soliisyonu (tiim kuyucuklara)
eklendi.

e 450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucusunda okuma yapildi.

Serum Ghrelin Seviyelerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi: Sicanlarin
serum ghrelin seviyesini belirlemek i¢cin ELISA Kkiti ile birlikte gelen deney protokolii
uygulandi. Analizlere baslamadan 6nce kit icinde bulunan 10 ng/mL konsantrasyona
sahip standart, diliisyon buffer soliisyonu kullanilarak;

. Standart (S1) 10 ng/mL,

2. Standart (S2) 5 ng/mL,

3. Standart (S3) 2.5 ng/mL,

4. Standart (S4) 1.25 ng/mL,
5
6

[

. Standart (S5) 0.63 ng/mL,
. Standart (S6) 0.31 ng/mL,

~

. Standart (S7) 0.16 ng/mL, final konsatrasyonlara sahip olacak sekilde diliie
edildi (Sekil 3.12).

S00pul

1 2 3 4 5 6 7 8
10 5 2.5 1.25 0.63 0.31 0.16 0 ngmL

Sekil 3.12. Serum ghrelin ELISA kit standartinin diliie edilmesi

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu ve antikor, 96 kuyucuklu
ELISA kit plagina Sekil 3.13’te gosterildigi gibi pipetlendi.
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1 2
S1 S1
S2 S2
S3 S3
S4 S4
S5 S5
S6 S6
S7 S7
BLK BLK
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N6

N7

N8

N1
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N5

N6
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N8

N9
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N12
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N21
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N23
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N25

N26

N27
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N30

N31

N32
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N25
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N27

N28

N29

N30
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N32
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N38

N39

N40

12

N33

N34
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Sekil 3.13. Serum ghrelin diizeyinin belirlenmesinde kit plaginin diizeni. (S: Standart

eklenen kuyucuk, BLK: Bos kuyucuk, N: Serum numunesi)

analiz protokolii uygulandi.

Analiz icin kit plagimmin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen ELISA

50 pl standart ve 6rnekler ELISA plakina eklendi.

Her kuycuga 50 pl kit icerisinde gelen Biyotinilat eklendi.
Plak 45 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

Aspirasyon ve yikama igslemi 3 defa tekrarland.

Her kuycuga kit icerisinde HRP Conjugate’tan 50 pl eklendi.
Plak 30 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

5 kez aspire ve yikama islemi uygulandi.

90 ul substrate Reagent eklendi.

Plak 15 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

Renk gelisimini durdurmak igin 50 pl stop soliisyonu (tiim kuyucuklara)

eklendi.

450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucusunda okuma yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlara icv MOTS-c Uygulanmasinin Viicut Agirhig Uzerine Etkileri

MOTS-c uygulamasinin obezite olusturulan sicanlarda viicut agirlig: iizerindeki

etkileri Sekil 4.1.°de gosterilmistir.

Kontrol grubu disindaki sicanlarda operasyon

sonrasi donemde viicut agirliginin azaldigi ancak dort grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark olmadigi tespit edildi (p>0.05).

650 1

600 -
550 A
500 A
450 A

—e— Kontrol
—&— Sham
—v— 10 uM MOTS-c

—A— 100 uM MOTS-¢

400 A
350 A
300 A
250 A
200 A
150 -
100 -
50 A

0

Viicut Agirhg (gr)

01 2 3 4 5 6

Sekil 4.1. Kontrol,

sham ve deney gruplarmin viicut agirliklari

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Haftalar

(Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H Testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar

Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U Testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en

kiiciik-en biiyiik) olarak ifade edildi; p>0.05)
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4.2. Sicanlara Icv MOTS-c Uygulanmasinin Besin Al Uzerine Etkileri

MOTS-c’nin  besin alimi {izerindeki etkileri Sekil 4.1°de gosterilmistir.
Operasyon Oncesi (14 hafta) gruplar arasinda yem tiiketiminde anlamli bir fark
belirlenmedi (p>0.05). 14. Haftadan sonra icv MOTS-c¢ uygulamasinin besin alimini
arttirdigr goriildi (p<0.05). Kontrol grubuyla sham grubu ve MOTS-c uygulanan deney

gruplar1 kendi i¢lerinde kiyaslandiginda anlamli bir fark olmadig tespit edildi (p>0.05).

200 1

Tiiketilen Yem Miktar (gr)

Sekil 4.2. Kontrol

190 H
180 -
170 -
160 -
150 -
140 -
130 -
120 A
110 -
100 -
90 -

80 -

70 -

60 -

—e— Kontrol
—B8— Sham
—v— 10 yM MOTS-c

—4— 100 pM MOTS-c f

1]

50

01 2 3 4 5 6

ve deney gruplarinin besin tiiketim miktarlar

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Haftalar

(Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H Testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar

Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U Testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en

kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. * gruplar arasi farklihig1 gostermektedir; ~ p<0.05)
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4.3. Icv MOTS-c Uygulanmasiin Hipotalamustaki mRNA Seviyeleri

Uzerine Etkisi

4.3.1. NPY mRNA Seviyesine EtkKisi
fcv MOTS-c uygulamasmin hipotalamustaki NPY mRNA seviyesi iizerindeki

etkisi Sekil 4.3’te gosterilmistir. MOTS-c uygulanan gruplarda NPY mRNA seviyesinin
kontrol ve sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli miktarda yiiksek oldugu
gbzlendi (p<0.05). MOTS-c uygulanan gruplar kiyaslandiginda NPY mRNA diizeyinin
doza bagimli olarak arttig1 belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.3. Sicanlara icv MOTS-c uygulamasimin hipotalamustaki NPY/B-Aktin mRNA
oranina etkisi (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H Testi kullanilarak yapildi.
Coklu karsilagtirmalar Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U Testi ile degerlendirildi.
Nicel veriler ort. £ SS olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkli harfler
gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir, a’bp<0.05)
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4.3.2. AgRP mRNA Seviyesine Etkisi
MOTS-c uygulamasinin AgRP mRNA seviyeleri iizerindeki etkisi Sekil 4.4.’te
belirtilmistir. Analiz sonuglarina gére uygulanan MOTS-c’nin dort grup arasinda AgRP

MRNA seviyelerini istatistiksel olarak anlamli seviyede etkilemedigi goriildii (p>0.05).

2,5 7

1,5 +

0,5 4

AgRP/ Beta-Aktin mRNA Oram

0,0

Sekil 4.4. Siganlara icv MOTS-c uygulamasinin hipotalamustaki AgRP/p-Aktin mRNA
oranina etkisi (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H Testi kullanilarak yapildi.
Coklu karsilastirmalar Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U Testi ile degerlendirildi.
Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi, p>0.05).
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4.3.3. POMC mRNA Seviyesi Uzerindeki EtKisi

MOTS-c uygulamasinin hipotalamik POMC mRNA seviyesinde olusturdugu
etkiler Sekil 4.5.’te gosterilmistir. Uygulanan MOTS-c’nin POMC mRNA diizeyi
tizerinde anlaml1 bir etkisi olmadig tespit edildi (p>0.05)

0,8 A

0,6 A

0,4

POMC/ Beta-Aktin mRNA Oram

0,2 A

0,0

Sekil 4.5. Sicanlara icv MOTS-c uygulamasinin hipotalamustaki POMC/B-Aktin
mRNA oranina etkisi (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak
yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. Nicel veriler
ort. + SS olarak ifade edildi; p>0.05)
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4.3.4. CART mRNA Seviyesine Etkisi

fcv MOTS-c uygulamasinin CART mRNA ifadesi iizerine etkisi Sekil 4.6.’da
gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler dogrultusunda MOTS-c’nin CART mRNA
diizeyini anlamli seviyede azalttig1 tespit edildi (p<0.05). 10 uM VE 100 uM MOTS-c
uygulamasinin CART mRNA seviyesi {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya

neden olmadig1 belirlendi (p>0.05).

1,4 q

1,2

1,0 -

0,8 A

0,6 -

0.4 -

CART/ Beta-Aktin mRNA Orami

0,2 -

0,0

Sekil 4.6. Siganlara icv MOTS-c uygulamasinin hipotalamustaki CART/B-Aktin mRNA
oranina etkisi (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi.
Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi.
Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b gruplar arasindaki
istatistiksel farkliligi gostermektedir. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi;
2Pp<0.05)
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4.4. Tev MOTS-¢ Uygulamasimin Hipotalamik Protein ifadeleri Uzerine
Etkileri

4.4.1. NPY Protein ifadesi Uzerindeki Etkisi

MOTS-c’nin siganlara icv MOTS-c uygulamasi sonrasinda hipotalamus
dokularindaki NPY protein ifadesi diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.4.te
gosterilmistir. 10 ve 100 uM MOTS-c uygulamasinin NPY protein ifadesini artirdigt ve
meydana gelen bu artmanin istatistiksel agidan anlamli diizeyde oldugu tespit edildi

(p<0.05).
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Sekil 4.7. Siganlarda icv MOTS-c uygulamasinin hipotalamus dokusunda NPY protein
oranina etkisinin Western Blot jel goriintiisii (A) ve NPY bantlarinin dansimetrik
analizinin gosterilmesi (B) (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

gostermektedir, *°p<0.05).
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4.4.2. AgRP Protein Ifadesi Uzerindeki Etkileri

MOTS-c uygulamasinin AgRP protein ifadesi diizeylerinde olusturdugu
degisiklikler Sekil 4.8.de gosterilmistir. 100 uM MOTS-c uygulamasinin AgRP
protein ifadesini istatistiksel olarak anlamli seviyede arttirdig: tespit edilmistir (p<0.05).
Kontrol, sham ve 10 uM MOTS uygulanan gruplar arasinda anlaml bir fark olmadigi
goriildi (p>0.05).
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Sekil 4.8. Siganlarda icv MOTS-c uygulamasinin hipotalamus dokusunda AgRP protein
oranina etkisinin Western Blot jel goriintiisii (A) ve AgRP bantlarinin dansimetrik
analizinin gosterilmesi (B) (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
gostermektedir, *°p<0.05).
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4.4.3. POMC Protein ifadesi Uzerindeki Etkisi

fcv MOTS-¢ uygulamasinin POMC protein ifadesi seviyelerinde olusturdugu
degisiklikler Sekil 4.9.’da gosterilmistir. MOTS-c uygulamasinin POMC  protein
ifadesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig: tespit edilmistir (p<0.05). Kontrol
ve sham gruplart kiyaslandiginda ve deney gruplar: kendi aralarinda kiyaslandiginda

doza bagimli anlamli fark olmadigi goriildii (p>0.05).
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Sekil 4.9. Sicanlarda icv MOTS-c uygulamasiin hipotalamus dokusunda POMC
protein oranina etkisinin Western Blot jel goriintiisii (A) ve POMC bantlarinin
dansimetrik analizinin gosterilmesi (B) (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 farklt olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig:
gostermektedir, *°p<0.05).
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4.4.4. CART Protein Ifadesi Uzerindeki Etkisi

Icv olarak uygulanan MOTS-c’nin hipotalamus dokularinda CART protein
ifadesi diizeylerinde olusturdugu degisiklikler Sekil 4.10.°da gosterilmistir. 10 uM
MOTS-c uygulanan grup, kontrol ve sham gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmazken (p>0.05) 100 uM MOTS-c uygulamasmnin CART protein ifadesini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.10. Sicanlarda icv MOTS-c uygulamasinin hipotalamus dokusunda CART
protein oranma etkisinin Western Blot jel goriintlisi (A) ve CART bantlarinin
dansimetrik analizinin gosterilmesi (B) (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
gostermektedir, *°p<0.05).
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4.5. MOTS-c’nin Serum Leptin Seviyesi Uzerine Etkisi

Icv olarak uygulanan MOST-c’nin serum leptin seviyesi iizerindeki etkisi Sekil
4.8.’te gosterilmistir. MOTS-c uygulanan gruplarda, kontrol ve sham gruplarina kiyasla
serum leptin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goézlendi
(p<0.05). 10 uM ve 100 uM MOTS-c uygulamasinin serum leptin seviyesinde anlamli
bir farka yol agmadig saptandi (p>0.05).
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Sekil 4.11. Icv MOTS-c uygulamasinin serum leptin seviyelerine etkisi (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en
kiiclik-en biiylik) olarak ifade edildi. a ve b gruplar arasindaki istatistiksel farklilig
gostermektedir. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi; 2Pp<0.05)
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4.6. MOTS-c’nin Serum Ghrelin Seviyesi Uzerine Etkisi

Siganlara uygulanan icv MOTS-c uygulamasinin serum ghrelin seviyesi iizerinde
yol actig1 degisiklikler Sekil 4.7’te gosterilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda
MOTS-c’nin serum ghrelin seviyesini anlamh 6l¢iide yiikselttigi belirlendi (p<0.05).

Buna kargin MOTS-c’nin ghrelin seviyesine doz bagimli bir etkisi olmadig1 tespit edildi
(p>0.05).
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Sekil 4.12. icv MOTS-c uygulamasmin serum ghrelin seviyesi iizerindeki etkisi.
(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu
karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi.
Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b gruplar arasindaki
istatistiksel farkliligi gostermektedir. Nicel veriler ort. + SS olarak ifade edildi;
2Pp<0.05).
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5. TARTISMA

5.1. MOTS-¢’nin Viicut Agirhg ve Gida Al Uzerine Etkileri

Hipotalamus, istah mekanizmasi lizerinden gida aliminin kontroliinii saglayan
onemli bir merkezdir (167). Memelilerde LHA’nin aglik VMN’nin ise tokluk
sinyallerinin degerlendirildigi alanlar oldugu bilinmektedir. PVN lezyonlar1 obezite
ile sonug¢lanirken, LHA lezyonlar1 anoreksi ile sonug¢lanir(168). Viicut agirliginda
meydana gelen kayiba yanit olarak LHA’daki ndoronlar aktive olup PVN
noronlarindan anoreksijenik sinyal iletiminde meydana gelen azalmayla birlikte gida
alimi1 artar. Enerji dengesi arkuat c¢ekirdekte yer alan iki noéron tipiyle
diizenlenmektedir. Birinci tip ndéronlar, POMC ve CART salgilayan ndronlar, besin
alimimi azaltirken enerji harcanmasimi artirir. ikinci tip néronlar ise NPY ve AgRP
tiretip besin alimini arttirarak enerji harcanmasini azaltir (167). POMC néronlarindan
salman a-MSH, NTS’ye ulasan noral yollar1 aktive ederek PVN’deki melanakortin
reseptorlerini (MCR-4) uyarir, bu yolla sempatik aktiviteyi ve enerji harcanmasini
arttirr (169). AgRP ise MCR-4 antagonisti olarak etkisini gosterir (170). Insiilin,
leptin ve kolesistokinin, AgQRP-NPY noéronlarini baskilayip komsu POMC-CART
noronlarin1 uyararak besin alimini azaltan hormonlardir. Ghrelin ise mideden
salgilanarak AgRP-NPY noronlarini uyarip besin aliminda artiga neden olur (42).

Mevcut literatirde MOTS-c ile viicut agirligt kismen iliskilendirilmeye
calisilmig; ancak MOTS-c’nin gida alimi lizerine etkisinin arastirildigi detayli bir
caligmaya rastlanilmamistir. Literatiirde MOTS-c hakkinda bilinenler oldukca kisitlt
olmakla beraber yapilan ¢alismalar genellikle farkli hastalik ve modellerde MOTS-c’nin
olasi etkilerini belirlemeye yoneliktir. Lee ark. tarafindan yapilan bir in vitro caligmada
MOTS-c'nin hiicresel metabolizma iizerindeki etkisi arastirilmig ve siirekli degisen
metabolitler gbzlenmis; piirin metabolizmasi ve dipeptid metabolizmas: ile ilgili olanlar
stirekli azalirken, asilkarnitin metabolizmas1 ve metiyonin dongisii ile ilgili olanlar
onemli Ol¢iide artmistir (8). In vitro ve in vivo galismalarda MOTS-c uygulamasina
bagli olarak hiicre i¢i glukoz giriginin arttig1 ayrica akut MOTS-c uygulamasinin kan
glukoz seviyelerini distirdiigi gosterilmis ve MOTS-c’nin glukoz kullanimi1 ve insiilin
duyarliligi iizerinde birtakim roller iistlendigi ortaya konulmustur (8). Yapilan bir bagka
calismada ise farelere 7 giin siiresince intraperitoneal olarak uygulanan MOTS-c’nin

instilin duyarliigini ve glukoz klirensini arttirdigi tespit edilmistir (8). MOTS-c'nin
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insiilin duyarliligini1 ve glukoz homeostazini artirmasi bu peptidin obezite ile de iliskili
olabilecegi diisiindiirmiis ve farelere ip olarak uygulanan MOTS-c’nin normal yem ile
beslenen farelerde viicut agirligina anlamli bir etkisi olmadigi, YYDY ile beslenen
farelerde sismanhigi belirgin sekilde onledigi tespit edilmistir (8). Ayrica MOTS-c
tedavisinin YYDY"'nin neden oldugu hiperinsiilinemiyi dnledigi, glukoz homeostazinda
iyilesmeye neden oldugu ve hepatik lipid birikimini biiylik Olciide azalttigi rapor
edilmistir (8). Yine Lee ve ark.’larinin ¢alismasinda MOTS-c uygulanan farelerde
respiratuvar degisim hizi ve viicut 1silar1 Ol¢iilmiistiir. Her iki parametrenin artisindan
yola cikilarak MOTS-c’nin glikoz metabolizmasini hizlandirdig1 ve enerji kullanimini
arttirdign varsayilmistir (8). YYDY ile indiiklenen obezite modelinde yapilan bir
calismada farelere uygulanan MOTS-c enjeksiyonunun insiilin duyarliligini arttirdigi
tespit edilmistir (13). Yapilan bir baska ¢alismada MOTS-c'nin, akut soguk stresinda
viicut sicakligini arttirdig1 ve var olan viicut sicakliginin korunmasina yardimci oldugu,
bunun yaninda BYD’nin kahverengilesmesine yardimci olarak BYD ve KYD’de
bulunan termojenik gen faaliyetlerini arttirdig: ileri siiriilmustiir. Her iki yag dokuda
oksijen tiiketim hizinin arttig1 ortaya konulmustur (14). Yapilan ¢aligmalar 1s1 iiretimi de
dahil olmak tizere enerji tiiketimini artirarak, glukoz kullanimini ve insiilin duyarliligin
tyilestirerek YYD kaynakli obeziteyi onledigini ileri siirmektedir. Ayrica yapilan
caligmalarda MOTS-c’nin yem tiiketimi ve viicut agirlig1 lizerinde anlamli bir artisa yol
acmadig8i belirlenmistir (8, 13, 14).

Calismamizda siganlarin (herhangi bir isleme maruz kalmadan) 14 hafta
siresince giinlik yem tiikketimleri ile viicut agirliklart 6l¢iildii. Hayvanlarin yem
tiiketimleri ve viicut agirliklart agisindan birbirleriyle karsilastirildiginda bir farkliligin
meydana gelmedigi belirlendi. Bu sonu¢ siganlarin yeme yonelme ve beslenme
davraniglar1 bakimindan benzer oldugunu gostermektedir.

Mevcut literatiirde MOTS-c’nin yarilanma siiresine yonelik herhangi bir
bulgunun olmamasi1 ve c¢alismalarda intraperitoneal uygulamalar yapilmasi nedeniyle
calismamizda kronik uygulama yapmak amaciyla inflizyon yontemi tercih edilmistir.
Kontrol grubu disindaki tiim sicanlarin sag lateral ventrikiillerine 15. haftanin sonunda
beyin inflizyon kitleri implante edilerek cerrahi girisimle beyin inflizyon kitine baglh
kaniiliin diger ucuna ozmotik mini pompalar baglandi. 14 giin siiresince (16-17.
haftalar) sham grubuna yBOS, uygulama gruplarma ise 10 ve 100 uM MOTS-c
infiizyonu (5 pl/saat) gerceklestirildi. Infiizyon doénemi olarak adlandirilan 16-17.

haftalar da siganlarin gilinlik yem ve viicut agirliklarinin Slgiimiine devam edildi.
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Gruplar birbirleriyle kiyaslandiginda yapilan MOTS-c inflizyonunun yem tiiketimini
sham ve kontrol grubuna kiyasla arttirdigi gorildi. MOTS-c uygulanan gruplar sham
grubuyla kiyaslandiginda ise viicut agirliklarinin benzer diizeyde oldugu belirlendi. Bu
karsilastirma siganlarin infiizyondan once tiikettikleri yem miktarlar1 ve viicut agirliklar
acisindan karsilastirildiginda ise MOTS-c’nin yem tiiketimini 6nemli dl¢iide arttirdigini,
viicut agirhigini ise etkilemedigi belirlendi. icv MOTS-c uygulanmasinin sicanlarda yem
tiikketimi ve viicut agirhigi lizerine meydana getirdigi etki detayli incelendiginde, her iki
MOTS-c dozu arasinda (10 ve 100 uM) bir farkliligin olmadig1 goriildii. Sonugta
merkezi olarak uyguladigimiz MOTS-c’nin hem fizyolojik hem de farmakolojik
konsantrasyonda sicanlarin yem tiiketimini arttirdigi, ancak artan yem tiiketimine
ragmen viicut agirliginin bu artistan etkilenmedigi belirlendi. Caligmamiz bu bakimdan

6zglindiir ve sonuclarimiz literatiirde bu yonde elde edilen ilk bulgulardan biridir.

5.2 MOTS-¢’nin Serum Leptin ve Ghrelin Hormonlar1 Uzerine Etkisi

Leptin ve ghrelin, gida alimin1 ve viicut agirligin1 diizenlemede 6nemli rol oynar.
Her iki peptid, merkezi sinir sistemine ve 6zellikle de hipotalamusa periferik sinyalleri
farkli yollardan iletirek istah mekanizmasina etki ederler (171, 172) . Yem tiikketiminde
MOTS-c’nin meydana getirdigi artisin, MOTS-c’nin igtahi artiran ghrelin ve baskilayan
leptin gibi faktorleri etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu amagla MOTS-c’nin
leptin ve ghrelin hormonlar1 iizerine etkisini belirlemek amaciyla siganlarin serum
orneklerinden 1ilgili hormonlarin diizeyleri belirlendi. Yaptigimiz analizler sonucunda
MOTS-c infiizyonuna bagli olarak serum ghrelin seviyesinin artis gosterdigi, leptin
seviyesinde ise azalma meydana geldigi belirlendi. Bu etkinin fizyolojik ve
farmakolojik dozda uygulanan MOTS-c i¢in benzer diizeyde oldugu tespit edildi. Sonug
olarak bizim ¢alismamizda artan yem tiiketiminin MOTS-c’nin serum leptin seviyesini
baskilamasindan ve ghrelin seviyesini arttirmasindan kaynaklandigin1 ve MOTS-c’nin

bu hormonlar iizerinden istah mekanizmasina etki ettigini diisiindiirmektedir.

5.3 MOTS-¢’nin NPY, AgRP, POMC ve CART mRNA ve Protein Seviyesi
Uzerine Etkisi

Hipotalamik arkuat cekirdek, besin alimi {izerindeki etkisiyle birlikte besin
elverigliliginde de ¢evresel degisimlere karsi metabolik kosullara uyum saglamak igin
insiilin duyarliligin1 diizenler. Hipotalamustaki iki tip ndron, bu islemlerin kontroliinde

bliylik 6nem tasimaktadir. Bunlar NPY ve AgRP’yi birlikte eksprese eden ndronlar ile
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molekiiler POMC, o-MSH ve CART’1 eksprese eden néronlardir (173). Bu
noropeptitler, gida alimi ve enerji homeostaz1 ilizerinde ters etkilere sahiptir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalarla NPY’nin gida alimi iizerindeki uyaric1 etkisinden
bagimsiz olarak periferik dokularda insiilin etkisini kontrol etmede etkin rol aldigi
belirtilmistir (174, 175) . Serumda artan ghrelin ve azalan leptinin ya NPY/AgRP noron
aktivitesini artirarak ya da POMC/CART ndron aktivitesini baskilayarak istahin
kuvvetli bir sekilde uyarilmasini sagladigi bilinmektedir (176) . Calismamizda 10 ve
100 uM MOTS-c uygulanan gruplarda NPY mRNA seviyesinin arttig1 ve artisin doz
bagiml bir etki oldugu goriildii. Siganlara MOTS-c uygulamasi sonrasi AgRP mRNA
ve POMC mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi
goriildi. CART mRNA seviyesinde ise MOTS-c’nin her iki konsantrasyonunun (10 ve
100 pM) uygulandigi gruplarda azalma meydana getirdigi belirlendi. Mevcut
literatiirlerde MOTS-c NPY, AgRP, POMC ve CART mRNA seviyeleri iizerine nasil
bir etki olusturdugu arastirilmamis olup, sonuglarimiz bu yonde elde edilen ilk
bulgulardandir. MOTS-c infiizyonu sonrast sicanlarin NPY mRNA seviyesinin
arttirmasi, AgRP ve POMC mRNA seviyesinde bir degisiklik olmamasi ve CART
mRNA seviyesinin ise azalmast MOTS-c’nin igtah1 arttirmak icin leptin-ghrelin-AgRP
yerine leptin-ghrelin-NPY veya leptin-ghrelin-CART yolagimi etkiledigini bizlere
diistindiirmektedir. Bu sonuglar degerlendirildiginde muhtemel mekanizmanin MOTS-
c’nin leptin seviyesini azaltarak, leptinin NPY noronlart tizerindeki baskilayici roliinii
ortadan kaldirdig1 ayn1 zamanda ghrelin seviyesini arttirarak CART noronlart lizerinde
baskilayici tarzda bir etki meydana getirirken NPY néronlarini aktive etmesi kuvvetle
muhtemeldir.

Bu genlere ait protein diizeyleri incelendiginde ise uygulanan MOTS-c¢’nin NPY
protein seviyesini arttirdigi, AgRP protein seviyesini MOTS-c’nin sadece 100 uM
uygulanan grupta arttirdigi belirlendi. POMC protein seviyesinde 10 ve 100 uM MOTS-
¢ uygulanan gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edidi. CART protein
seviyesinde ise sadece 100 uM uygulanan grupta anlamli bir azalma oldugu goriildii.
Calisma sonuglarimiz hipotalamik hiicrelerdeki ilgili genlere ait mRNA seviyesindeki
artisa bagl olarak protein sentezinde bir artis oldugu (NPY mRNA seviyesi ile protein
seviyesinin artig gostermesi), mRNA seviyesindeki azalmaya bagl olarak ilgili protein
sentezinde bir azalma oldugu (POMC ve CART mRNA seviyesi ile protein seviyesinin
azalmasi) ve Western Blot protein analiz sonuglarinin RT-PZR sonuglari ile paralellik

gosterdigi goriilmektedir. Hiicresel olaylar dizisinin son basamagi olan protein sentezi
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sonuglaria goére MOTS-c’nin leptin-ghrelin-AgRP yerine hem mRNA diizeyinde hem
de protein diizeyinde gozlenen artistan dolayr leptin-ghrelin-NPY  yolagini
etkileyecegini diisiignmekteyiz. Bunun yaninda leptin-ghrelin-POMC veya leptin-
ghrelin-CART yolaklarindan birini ya da bir kagim etkiledigi kanist ayrica
desteklenmektedir. Ancak NPY, POMC ve CART noéronlarini leptin veya ghrelin
hormonlar1 disinda baska herhangi bir faktor tizerinden direkt olarak da gosterebilir.
MOTS-c’nin etki mekanizmasinin tam anlamiyla belirlenmesi ve organ
sistemleri tizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi i¢in daha kapsamli ¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

MOTS-c’nin besin alimimi arttirirken viicut agirliginda anlamli bir degisiklige
neden olmamasi enerji tiikketimini arttirdiginin ve obeziteyi engellemede 6nemli bir rol
iistlendiginin gostergesidir. Deney sonunda hipotalamus dokular1 {izerinde yapilan RT-
PCR analizleri ile MOTS-c’nin oreksijenik noropeptit ajanlar olan NPY’yi arttirirken,
AgRP mRNA seviyesine etki etmedigi ve anoreksijenik noropeptit ajanlar olan POMC
ve CART mRNA diizeylerinde azalmaya neden oldugu goriildii. Western Blot
yontemiyle yapilan analizlar sonucunda NPY ve AgRP protein ifade diizeyleriartarken
POMC ve CART protein ifade seviyelerinin azaldigi. RT-PCR ve Western Blot
analizleri ile elde edilen sonuclarin birbirleriyle Ortiistiigli belirlenmistir. ELISA
yontemiyle incelenen serum orneklerinde MOTS-c’nin serum leptin seviyesini azalttigi
ve serum ghrelin seviyesini arttirdig1 gézlendi. Tiim bu verilere dayanarak MOTS-c’nin
leptin-ghrelin-NPY yolag iizerinde etki gostererek istahi artict etki gosterdigi sonucuna
vardik.

Ancak MOTS-c’nin hipotalamustan salgilanan ndropeptit ajanlarin yaninda
istah1 diizenleyen hormonlarla olan iligkisini agiklayan herhangi bir ¢alisma heniiz
yaymlanmamistir. Bunun yaninda viicutta homeostatik dengeyi saglayan organ
sistemleri tizerindeki etkilerinin de arastirilmast MOTS-c’nin hangi reseptorlere
baglandigi veya merkezi sinir sisteminde hangi yolaklar iizerinde etki gosterdigi
belirlenerek salgilanma mekanizmasinin aydinlatilmasina yardimci olabilir. Kanser
hiicre hatlar1 {lizerinde yapilacak c¢alismalarla da MOTS-c’nin kanser hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi incelenebilir. UCP genlerine periferik dokularda MOTS-c
uygulamasi sonrasi nasil degistigi incelenerek MOTS-c’nin enerji metabolizmasi
tizerindeki etkileri daha genis aydinlatilabilir. Tiroit hormonlari, kardiyovaskiiler sistem,
gastrointestinal sistem iizerindeki etkileri incelenerek sistemler tlizerindeki etkileri
ayrintili sekilde ortaya cikarilabilir. Sigcanlarda testis dokusunda bulunmasindan yola
cikilarak ve dislilerde iireme sistemi iizerinde ne gibi etkileri oldugu gosterilebilir.
Fizyopatolojik modeller iizerinde yapilacak calismalarla MOTS-c’nin hastaliklar

onlemede ya da iyilestirmede ne kadar etkin oldugunu ortaya ¢ikarabilir.
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