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I11. SEKIL ve TABLO LiSTESI

Resim 1: Biiyiime fazindaki HepG2 hiicreleri. 20X Okiiler ile ¢ekilmistir, fotograf
dijital olarak buyiitilmiistiir.

Resim 2: Kiiltiir ortamindaki Kontrol HepG2 hiicreleri. 20X Okiiler kullanilarak
cekilmistir, fotograf dijital olarak biiyiitilmustiir.

Resim 3: 24 saatlik agliga maruz birakilan HepG2 hiicreleri. (Low Glucose DMEM
ortaminda bekletildiler.) 20X Okiiler kullanilarak c¢ekilmistir, fotograf dijital olarak
blytitilmiistiir.

Resim 4: 24 saat FFAs uygulanan HepG2 hiicrelerinin mikroskopi goriintiisii. 20X
okiiler kullanilarak ¢ekilmistir, fotograf dijital olarak biiyiitiilmiistiir.

Resim 5: Kontrol grubu HepG2 hiicrelerinin fiksasyon sonrast ORO ile
boyanmasinin mikroskopi goriintiisii. 20X okiiler ile cekilmistir, fotograf dijital
olarak buytitiilmiistiir.

Resim 6: 24 saat FFA uygulanmis HepG2 hiicrelerinin fiksasyon sonrast ORO ile
boyanmasimin mikroskopi goriintiisii. 10X okiiler ile cekilmistir, fotograf dijital
olarak biiylitiilmiistiir.

Resim 7: 24 saat boyunca 10 uM MOTS-c uygulanan kontrol grubu hiicreleri. 20X
okiiler ile ¢ekilmistir, fotograf dijital olarak biiyiitiilmiistiir.

Resim 8: 24 saat boyunca 10 pM MOTS-c uygulanan onceden FFAs ile muamele
edilmis HepG2 hiicreleri. 20X okiiler ile c¢ekilmistir, fotograf dijital olarak
blytitilmiistiir.

Resim 9: Kontrol grubu (K), FFAs uygulanan grup (YY), MOTS-c uygulanan kontrol
grubu (KM) ve MOTS-c uygulanan FFAs uygulanmis grup (YM) hiicrelerinden elde
edilen 20 pg olarak yiiklenen proteinlerle yapilan Western Blot membran goriintiisii.
%10’luk jel kullanilarak AMPK bakilmistir. Goriintii ChemiDoc cihazi ile alindi,
Imagel ile yiiklendi. (M: Protein Standart)

Resim 10: Kontrol grubu (K), FFAs uygulanan grup (Y), MOTS-c uygulanan
kontrol grubu (KM) ve MOTS-c uygulanan FFAs uygulanmis grup (YM)
hiicrelerinden elde edilen 20 pg olarak yiiklenen proteinlerle yapilan Western Blot

membran gorlintlisii. %10’luk jel kullanilarak AMPK bakilmig olan membranin



tizerine tekrar B-aktin baglanarak elde edilmistir. Goriinti ChemiDoc cihazi ile

alindi, Image] ile yiiklendi. (M: Protein Standart)

Resim 11: Kontrol grubu (K), FFAs uygulanan grup (Y), MOTS-c uygulanan
kontrol grubu (KM) ve MOTS-c¢ uygulanan FFAs uygulanmis grup (YM)
hiicrelerinden elde edilen 15 pg olarak yiiklenen proteinlerle yapilan Western Blot
membran goriintiisii. %7,5’1uk jel kullanilarak ACC bakilmistir. Goriintii ChemiDoc
cihazi ile alind1, imageJ ile yiiklendi. (M: Protein Standart)

Resim 12: Kontrol grubu (K), FFAs uygulanan grup (Y), MOTS-c uygulanan
kontrol grubu (KM) ve MOTS-c¢ uygulanan FFAs uygulanmis grup (YM)
hiicrelerinden elde edilen 15 pg olarak yiiklenen proteinlerle yapilan Western Blot
membran goriintiisii. %7,5’luk jel kullanilarak ACC bakilmis olan membranin
tizerine tekrar P-aktin baglanarak elde edilmistir. Goriinti ChemiDoc cihazi ile

alindi, Image] ile yiiklendi. (M: Protein Standart)

Sekil 1: Insiilin direnci varliginda metabolik degisimlerin karaciger steatozuna etkisi
Sekil 2: NASH’in etyopatogenezinde oksidatif stresin fibroz olusumuna etkisi

Sekil 3: iskelet kasindaki mitokondriyal diizenleme ve AMPK yolaginin katkisi
Sekil 4: Humaninin a¢ik okuma gergevesi

Sekil 5: MOTS-c’nin agik okuma ¢ergevesi

Sekil 6: MOTS-c’nin metiyonin-folat dongilisi ve de nova piirin biyosentezi

uzerindeki etkileri

Sekil 7: MOTS-c’in metabolik homeostaza etkisi

Sekil 8: Kontrol grubu canlilik ve sayim analizi (Sekil yazilar Tiirkcelestirilmistir).

Tablo 1: Western Blot jel komponentleri ve miktarlart

Tablo 2: Kontrol grubu hiicreleri ve FFAs uygulamasi yapilan hiicrelerin ORO
boyama sonucunda 540 nm dalga boyunda 6l¢iilen degerleri.

Tablo 3: Tablo 2’nin istatistiksel analiz sonucu gruplar arasindaki p degerleri ve

anlamlilik diizeyleri.



Tablo 4: Kontrol grubu hiicreleri, 24 saat FFAs uygulanan HepG2 hiicreleri, 24 saat
10 uM MOTS-c uygulanan kontrol grubu hiicreleri ve 24 saat 10 pM MOTS-cC
uygulanan yagl grup hiicrelerine ait BCA Protein Assay’in 562 nm dalga boyunda

Olctilen degerlerinin pug/mL olarak hesaplanmis sonuglari.
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IV. KISALTMA ve SIMGELER

ACC: Asetil-CoA Karboksilaz

AICAR: S-aminoimidazol-4-karboksamitriboniikleotit
AMP: Adenozin monofosfat

AMPK: AMP-aktive protein kinaz
ANOVA: Varyans analizi

ATP: Adenozin trifosfat

5Me-THF: 5metil-tetrahidrofolat

ChREBP: Karbonhidrat-duyarli element baglayici protein
CPT-1: Karnitin Palmitol Transferaz-1
ddH,O: Didistile su

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA: Deoksiriboniikleik asit

DNL: de novo lipogenezi

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

ETS: Elektron tagima sistemi

FADH,: Flavin adenin diniikleotit

FBS: Fetal Sigir Serumu

FFA: Serbest yag asidi

GLUT-4: Glikoz tasiyic1-4

HepG2: Insan karaciger kanseri hiicre hatti
H,O: Su

HSL: Hormon-duyarl lipaz

IL-8: Interlokin-8

IR: Insiilin reseptdr
Vil



IRS: Insiilin reseptdr substrati

JNK: Jun N terminal kinaz

kDa: Kilodalton

L: Litre

LCFA: Uzun zincirli yagl asit

mg: Miligram

mM: Milimolar

ml: Mililitre

MOTS-c: 12S rRNA type-c’nin mitokondriyal agik okuma gergevesi
mtDNA: Mitokondriyal DNA

NADH: Nikotinamid adenin diniikleotit
NAFLD: Nonalkolik yagl karaciger hastalig
NASH: Non-alkolik steatohepatit

nm: Nanometre

OA: Oleik asit

ORO: Oilred O

PA: Palmitik asit

p-ACC: Fosfo-ACC

p-AMPK: Fosfo-AMPK

PBS: Fosfat tuzlu tamponu

PI3K: Fosfotidil inozitol 3-kinaz

PKB: Protein kinaz B

PPARa: Peroksizom proliferator-aktive reseptor
PVDF: Polivinilidenflorit

rRNA: Ribozomal riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tiirevleri
viii



SDH: Siiksinat dehidrojenaz

SDS-PAGE: Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
SORF: Kisa acik okuma gergevesi

SREBP1-c: Sterol diizenleyici eleman baglama proteini 1c
TCA: Trikarboksilik asit

TGF-p: Transforman biiyiime faktorii beta

TNF-a: Tiimor nekrozis faktor-o

tRNA: Tasiyict RNA

T-75 Flask: 75 cm? yiizey alanina sahip kiiltiir kabi

UV: Ultraviyole

V: Voltaj

uM: Mikromolar

ul: Mikrolitre



In Vitro Nonalkolik Yagh Karaciger Modelinde Mitokondriyal Kokenli MOTS-
¢ Peptidinin Hastalik Etyopatogenezi Uzerine Etkileri

Ogrencinin Adi: TUBA GOCMEN
Damismani: Dog. Dr. Fatih Eren

Anabilim Dali: T1bbi Biyoloji ve Genetik AD

1. OZET

Amag: 2015 yilinda mitokondriyal DNA’ya ait yeni bir gen kesfedilmistir. Bu genin
fonksiyonel {iriinii olan 16 amino asitlik 12S rRNA tip-c mitokondriyal a¢ik okuma
gergevesi (MOTS-c) peptidinin deneysel hayvan modellerinde AMPK yolagi
tizerinden insiilin direnci ve obeziteyi azalttigi bildirilmistir. Ancak bu peptidin
NAFLD fizerine etkisi ile iliskili olarak literatiirde bilgimiz dahilinde herhangi bir
calisma yoktur. Bu arastirmadaki amacimiz in vitro NAFLD modelinde, MOTS-c
peptidinin yaglanmay1 azaltan bir etkisinin olup olmadigini tespit etmektir. Yontem:
Calismamizda, 6ncelikle 75 cm?lik flasklara ekimi yapilan HepG2 hiicreleri 24
saatlik diisiik glikoz ortaminda ag¢ birakilmistir. Ardindan 1mM konsantrasyonunda
palmitik ve oleik asit uygulanarak in vitro NAFLD modeli olusturulmustur.
Yaglanma Oil Red O (ORO) yontemi ile kantifiye edilmistir. Hiicre canliligi Cell
Count and Viability Kit (MUSE) ile tespit edilmistir. Hiicrelere 10 uM MOTS-c
peptidi 24 saat siire ile uygulanmistir. Bulgular: Yaglanma modeli olusturulan
HepG2 hiicrelerinde yapilan duplike ¢alismalar sonucu kontrol gruba gore anlamhi
bir yag birikimi goriilmiis ve model olusturulmustur (p<0,05). MOTS-c peptidinin
hiicreler iizerine herhangi bir toksik etkisi olmadigi hiicre canlilifi analizi ile
saptanmigtir. MOTS-c peptidinin yaglanmayi azalttigi tespit edilmistir (p<0,05).
Sonugclar: MOTS-c peptidinin yaglanmayi azaltici etkisi ile NAFLD etyopatogenezi
iligkili oldugu gozlemlenmistir. Bu etkiyi gergekten AMPK yolagimi hedef alarak
gerceklestirdigini gdstermek amaciyla AMPK yolaginda bulunan AMPK ve ACC
proteinlerine ve aktif formlar: olan p-AMPK ve p-ACC proteinlerine Western Blot
yontemi ile bakilmasini planlamaktayiz. Bu ¢alisma ile NAFLD tedavisi icin MOTS-

¢ peptidinin tedavi adaylarindan biri olabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: HepG2, Hiicre Kiiltiirii, Non-Alkolik Yagli Karaciger Hastaligi,
Mitokondriyal DNA, Mitokondriyal MOTS-c Peptidi
1



Effects of Mitochondrially Originated MOTS-c Peptide on Disease
Etiopathogenesis in Nonalcoholic Fatty Liver Disease in vitro Model

Researcher: TUBA GOCMEN
Advisor: Dog. Dr. Fatih Eren

Department: Medical Biology and Genetics

2. SUMMARY

Aim: In 2015, a novel gene belonging to mitochondrial genome was discovered. It
has been identified in studies on cell lines and animal models that this gene’s
functional product which is a 16-amino-acid peptide named mitochondrial open
reading frame of the 12S rRNA-c (MOTS-c) regulates insulin sensitivity and
metabolic homeostasis by AMPK pathway. However, according to our literature
search, there are not any studies investigating MOTS-c effects on NAFLD
etiopathogenesis. For this reason, we aim to examine MOTS-c effects on the
pathogenesis of the disease in in vitro NAFLD model. Methods: In our study, first of
all, HepG2 cells cultured in T75 flasks were starved in low glucose medium. After
that, palmitic and oleic acid mix in 1 mM concentration was given to cells in order to
generate in vitro NAFLD model. Lipid droplets were confirmed by using Oil Red O
method. Cell viability was confirmed by using Cell Count and Viability Kit (MUSE).
Then, MOTS-c in 10 uM concentration was applied to cells in the time with 24
hours. Results: As a result of duplicate experiments on fatty HepG2 cells, compared
to control group cells, it has been considered to be very statistically significant and in
vitro NAFLD model was created (p<0,05). According to cell viability analysis, the
MOTS-c peptid is not toxic on cells. Finally, the MOTS-c peptide decreases the lipid
droplets (p<0,05). Conclusion: The MOTS-c peptide is associated with NAFLD
etiopathogenesis via a reducing effect of lipid droplets. With the aim of showing that
MOTS-c targets AMPK pathway, we have planned to examine AMPK and ACC and
also active forms p-AMPK and p-ACC by Western Blot. With this study, we think
that MOTS-c could be a treatment candidate for NAFLD.

Keywords: HepG2, Cell Culture, Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, Mitochondrial
DNA, Mitochondrial MOTS-c Peptide



3. GIRIS VE AMAC

Nonalkolik yagl karaciger hastalifi (NAFLD) alkol kullanmaksizin karacigerde
meydana gelen basit yaglanma ile karakterize olan bir hastalik grubudur.
Karacigerdeki yaglanmay1 takiben inflamasyon ve hatta bazi durumlarda fibrozis
gelistiginde ise bu hastalik basit yaglanmadan ayrilarak nonalkolik steatohepatit
(NASH) olarak adlandirilmaktadir. NASH’in gelismesinde insiilin direnci, obezite,

tip 2 diyabet ve mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 6nemli bir yere sahiptir.

Mitokondrinin ~ sinyal ~mekanizmasindaki heniiz aydmlatilamamis bazi
fonksiyonlari, mitokondrideki olas1 kisa acgik okuma cergevelerinin (sORF)
arastirtlmasina sebep olmus ve ilk arastirmalarin sonucunda humanin adli bir
polipeptid bulunmustur. Humaninin bulunmasiyla yeni sORF’larin da olabilecegi
lizerine yapilan ¢aligmalarda ise 12S rRNA bolgesinde kodlanan, 51 baz ciftlik, 16
amino asitlik MOTS-c (12S rRNA tip-c’nin mitokondriyal agik okuma gergevesi)
peptidi kesfedilmistir.

Hiicre kiiltiirii ve deneysel hayvan ¢alismalarinda MOTS-c peptidinin glikoz ve
yag asidi metabolizmasini diizenlendigi tespit edilmistir. MOTS-c peptidinin obezite
ve insilin direncini azalttigin1 gdsteren calismalar mevcuttur; fakat yapmis
oldugumuz literatiir taramasma gore MOTS-c peptidinin NAFLD etyopatogenezi
tizerine etkilerinin incelendigi herhangi bir ¢aligma yoktur. MOTS-c peptidi ile
NAFLD arasindaki iligkinin agiklanmas1 ve kiiltiir ortaminda gosterilmesinin
NAFLD etyopatogenezinde agiklanamayan bazi eksik noktalar1 aydinlatmada énemli

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Bu sebeple, in vitro NAFLD modelinde MOTS-c peptidinin hastaligin

patogenezi lizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 NASH

Alkol kullanimi disindaki sebeplerden dolayr karacigerde meydana gelen
yaglanmalar nonalkolik yagl karaciger hastaligi (NAFLD) olarak tanimlanmaktadir.
Yaglanmadan bahsedebilmek i¢in 151k mikroskobu altinda karacigerdeki yag
damlaciklarindan zengin hepatositlerin %5’ten daha fazla gézlemlenmesi ya da yag
miktarinin karacigerin agirliginin %5’inden fazla olmasi gerekmektedir. Nonalkolik
steatohepatit (NASH), NAFLD’ 1n bir kolu olup bahsedilen karaciger yaglanmasini
takiben Mallory cisimcikleri, iltihabi filtrasyon, hepatositlerde balonlasma, mega-
mitokondri ve fibrozis gibi bulgularin da goriildiigii hastalik grubudur (Reccia ve

ark., 2017).

NAFLD’1in goriilme sikligi tiim diinyada giderek artma egiliminde olup son
verilere gore genel niifusun NAFLD siklig1 yaklasik olarak %25’lerde iken NASH
sikligr yaklagik olarak %3,5’lardadir. Ayrica NAFLD prevalansi, tip 2 diyabet,
obezite, hipertansiyon veya hiperlipidemi hastaliklarina sahip kisilerde anlamli
olarak daha fazladir. Obez bireylerde NASH, zayif bireylere gore daha sik
gorilmektedir (Hazlehurst ve ark., 2016).

4.1.1 NASH Etyopatogenezi

NASH’in patogenezi ¢ift vurus (two hits) hipotezine dayandirilmaktadir. Cift
vurus hipotezine gore ilk vurus insiilin direncidir ve karacigerde yag birikiminin asil
sebebidir. Ikinci vurustan ise inflamasyon ve fibrozise neden olan bazi sitokinler
(tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi), mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres
ve bazi hormonlar (adiponektin, leptin gibi) sorumlu tutulmaktadir (James ve Day,
1998).

NASH’in ilk vurusundan sorumlu olan insiilin direnci ilk olarak iskelet kasinda

meydana gelir, ardindan adipositlerde de insiilin direnci gozlenir (Hazlehurst ve ark.,

4



2016). Normalde, insiilin, insiilin reseptor substratinin (IRS) hiicre zarinda bulunan
insiilin reseptorii (IR)’iinii kullanarak aktive edilmesini saglar. Ardindan, fosfotidil
inozitol 3-kinaz (PI3K) ve protein kinaz B’yi (PKB) siras1 ile aktive ederek glikoz
transportlar1 yardimiyla glikozun hiicre i¢ine alinimi saglanir. Giinlimiizde hareketsiz
yasamin artmasi ve beslenmedeki artmis yag ve karbonhidrat kullanimina ek olarak
mitokondriyal bozukluklarin da eklenmesiyle birlikte insiilin direnci gelismektedir.
Insiilin direnci, insiilin varhgma ragmen IRS’in, Jun N terminal kinaz (INK)
tarafindan fosforilasyona ugratilarak baskilanmasiyla olusur. IRS’in inhibe olmasi
hiicre igine glikoz alimini azaltir. Azalan glikoz alimi1 serumdaki glikoz seviyesinin
yiiksek kalmasina sebep olur. Normal sartlarda adipositlerdeki hormon-duyarli lipaz
(HSL) insiilin tarafindan inhibe edilir. Bu inhibisyon sayesinde adipoz dokudaki yag
yikimi (lipoliz) énlenmis olur. Insiiline direncli adipositlerde ise insiilin seviyeleri
yiilksek olmasma ragmen adipositlerdeki hormon-duyarli lipaz direngten dolayi
inhibe edilemez ve lipoliz gerceklesir. Lipoliz sonucu olusan serbest yag asitlerinin
(FFAs) plazmaya salinimi artar. Ayni1 zamanda plazmada miktar1 artan FFAs’larin
hepatositlere girisi de artar. Bununla birlikte insiilin direncgli miyositler sebebiyle
plazmadaki glikoz ve insiilin seviyeleri yiiksek kaldig1 i¢in bu glikoz ve insiilin de
hepatositler tarafindan alinir. Glikoz, karbonhidrat-duyarli element baglayici
proteinin (ChREBP) transkripsiyonunu artirirken insiilin, sterol diizenleyici eleman
baglama proteini 1-c’nin (SREBP1-c) transkripsiyonunu artirir. ChREBP ve
SREBP1-c birlikte lipojenik enzimleri aktive ederek de novo lipogenezi (DNL) yani
FFAs sentezini artirir (Sekil 1). SREBP-1¢ ayn1 zamanda malonil-CoA’nin ¢ok fazla
sentezlenmesine neden olarak FFA sentezini artirirken diger taraftan  oksidasyonun
bozulmasina neden olur. Bunun sebebi peroksizom proliferator-aktive reseptor alfa
(PPARa, peroxisome proliferator-activated receptor alpha) aktivasyonun artmasidir.
Bununla birlikte karnitin palmitoil transferaz-1 (CPT-I, carnitine palmitoyltransferase
1) miktar1 da artar ve inhibitorii olan malonil-CoA’ya karsi baglanma istegini
kaybeder. Boylece B oksidasyon da artmis olur. Sonug olarak, insiilin direnci sonucu
olusan karbonhidratin fazlasi serbest yag asitlerine ¢evrilerek karacigerde yag
birikimine yani steatoza sebep olur. Steatoz olustuktan sonra karaciger oksidatif

strese de duyarli hale gelir (Pessayre ve Fromenty, 2005).
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Sekil 1: insiilin direnci varliginda metabolik degisimlerin karaciger steatozuna etkisi

(Moon, 2017).

NASH’in ikinci vurusu steatohepatit gelisimi olarak bilinmekte olup oksidatif
stres, steatozun steatohepatite ilerlemesinin nedenidir (Sekil 2). Hepatositlerde
biriken uzun zincirli yag asitleri (LCFA) mitokondrilerdeki B oksidasyonunu artirir.
B oksidasyonu sonucu olusan asetil-CoA, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine
katilarak NADH ve FADH; olusumunu artirnr. NADH ve FADH,, mitokondride
gerceklesen elektron tagima sisteminde (ETS) elektron iletimini saglayan
molekiillerdir. Elektronlar kompleks I, II, III ve IV (sitokrom c) boyunca tasinarak
molekiiler oksijene aktarilir ve HyO olusturulur (Reccia ve ark., 2017). Ancak
mitokondride meydana gelen fonksiyonel bir bozukluk, solunum zinciri
komplekslerinin aktivitesindeki azalma ile sonuglanir ve elektron akisi kismen
engellenirse bozulan akis sebebiyle oksijene dort elektron (oksijenin tamamen
indirgenebilmesi i¢in gerekli olan elektron sayisi) ulastirilamaz ve reaktif oksijen

tiirevleri (ROS) meydana gelir.
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Sekil 2: NASH’in etyopatogenezinde oksidatif stresin fibroz olusumuna etkisi
(Paglialungal ve Dehn, 2016).

ROS herhangi bir atomla kolayca reaksiyona girip biyolojik sistemlere zarar
verebilen bir yapidadir. Bu sayede lipit peroksidasyonunu artirir ve reaktif lipit
peroksidasyon firiinleri ile birlikte mitokondriyal DNA’ya saldirir. Bu hareketi ile
daha fazla ROS olusumuna sebep olur. lyice artan ROS, bir yandan TNF-a ve
doniistiiriicii biiylime faktorii beta (TGF-B) ekspresyonlarinin artis1 ile hepatosit
Oliimlerine, diger yandan da lipit peroksidasyonu yoluyla hepatosit nekrozuna ve
kolajen sentezinde artisa neden olur. Ayrica TGF-B, Mallory cisimciklerinin
yapisinda yer almaktadir. ROS sonucu artan interlokin-8 (I1L-8), iltihabi infiltrasyona
neden olurken yine ROS kaynakli ekspresyonu artan fas ligand, hepatositleri
apoptoza stiriikler. Apoptoza siirliklenen hepatositler, Kupffer ve yildiz hiicreleri
tarafindan fagositozla hiicre igine alimir. Kupffer ve yildiz hiicreleri, TGF-
salgilanmasina sebep olur. Ayni1 zamanda leptin hormonu da Kupffer ve yildiz
hiicrelerine etki ederek TGF-B salinimini artirir. Bu da kolajen olusumunun
artmasina etki eden bir diger faktordiir. Karaciger artan apoptozu dengelemek,
karacigerin normal biiyiikliiglinde kalmasin1 saglamak i¢in hiicre boliinmesini artirir.

Hem hiicre boliinmesindeki artis hem de ROS’un lipit peroksidasyon iiriinleri ile
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birlikte DNA’da ugrattigi hasar, yillar igerisinde birikerek kanserli hiicrelerin
olugmasina yani hepatik karsinomaya kadar gidebilen bir duruma doniisebilir

(Taanman, 1999).

4.2 AMP-aktive Protein Kinaz (AMPK) Yolagi

Dolagimdaki glikozun normal seviyelerde tutulmasini saglayan en dnemli organ
iskelet kaslaridir. Miyositler fiziksel aktivite sirasinda gerekebilecek yiiksek enerji
ihtiyaci ihtimaline karsin ¢ok fazla sayida mitokondri igermektedir (Lee ve ark.,
2016). Kas hiicrelerindeki mitokondriler sayica fazla olmalarina ragmen uzun siiren
egzersizlerde ADP’yi ATP’ye donistiirmede yeterli olamayabilirler ve bu durum
kaslarda ADP birikimine sebep olabilir. ADP’nin yiiksek, ATP’nin disiik
seviyelerde oldugu bu uzun egzersiz durumlarinda kaslarda artan enerji ihtiyacini
kargilamak i¢in adenilat kinaz enzimi sitoplazmada iki ADP molekiiliinii bir ATP ve
bir AMP molekiiliine ¢evirir. Yiikselen AMP seviyeleri AMP-aktive protein kinaz
(AMPK) yolagimin devreye girmesini saglar. AMPK yolagi ATP iiretimini artirmak
icin ATP {ireten bircok yolagin aktive olmasina, ATP tiiketen bircok yolagin ise
inhibe olmasina sebep olur. AMPK, kas hiicrelerine glikoz alimini saglayan glikoz
tastyici-4’lerin (GLUT4) ekspresyonunu artirir (Kim ve ark., 2016). Bununla birlikte
hekzokinaz enzimini aktive eder ki bu enzim, glikolizi baslatan enzimdir. Ardindan
TCA dongiisiinde gorevli olan siiksinat dehidrojenaz (SDH) ve sitrat sentaz ile
oksidatif fosfarilasyonda gorevli sitokrom c’nin sentezini artirarak glikoz ve yag
oksidasyonunu artirtp ATP iiretimini artirir. AMPK yolagi ayn1 zamanda asetil-Coa
karboksilaz1 (ACC) fosforlayarak inhibe eder. Bu inhibisyon sonucu malonil-Coa
olusumu engellenir. Normalde malonil-Coa CPT-1’in inhibitoriidiir. Malonil-Coa
olusmadig: i¢in CPT-1 (yaglarin mitokondriden igeri alimini saglayarak oksidasyonu
baglatan molekiil) inhibe olmaz ve [ oksidasyonunu baslatir (Smith ve ark., 2016)
(Sekil 3).
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Sekil 3: Iskelet kasindaki mitokondriyal diizenleme ve AMPK yolagmin katkisi
(Peysarre ve Fromenty, 2005).

4.3 Mitokondriyal Tiirevli Peptid: MOTS-C

Mitokondrilerin solunum mekanizmasindaki genleri kodlayabilmesi i¢in niikleer
genomdan ayri, kendilerine 6zgii bir DNA’lar1 vardir ve mitokondriyal DNA
(MtDNA) olarak adlandirilmaktadir (Lee ve ark., 2016). Insan mitokondriyal genomu
16.543 kilobazdir ve solunum =zincirini olusturan yaklasik 80 proteinin 13’1
mitokondriyal genom tarafindan digerleri ise niikleer genom ile kodlanmaktadir.
Bunun yani sira, mtDNA, 12S ve 16S rRNA’lar ile 22 adet tRNA kodlamaktadir.
Toplamda 37 tane gen kodladigi bilinen mitokondrinin, sinyal mekanizmasindaki
heniiz aydinlatilamamis baz1 fonksiyonlar1 sebebiyle son yillarda yapilan ¢aligmalar
sonucunda baska genleri de kodladig1 goriilmiistiir. Bu da mitokondrideki kisa agik
okuma cercevelerinin (SORF) arastirilmasina sebep olmustur. ilk arastirma sonuglar
16S rRNA bdlgesinde bir sinyal peptidi olarak kodlanan, 75 baz ¢iftlik, 24 amino
asitlik humanin polipeptidini buldurtmustur (Kim ve ark., 2016) (Sekil 4).



Sekil 4: Humaninin agik okuma gergevesi (Yen ve ark., 2013).

Humaninin bulunmasiyla yeni sORF’larin da olabilecegi {lizerine yapilan
caligmalarda ise 12S rRNA bolgesinde kodlanan, 51 baz c¢iftlik, 16 amino asitlik
MOTS-c (12S rRNA tip-c’nin mitokondriyal a¢ik okuma c¢ergevesi) peptidi
kesfedilmistir (Smith ve ark., 2016; Lee ve ark., 2015). Yapilan in silico ¢alismalarda
MOTS-c peptidinin niikleer genom tarafindan sitoplazmada transle edilmesi
gerektigli goriilmiistiir (Sekil 5). Bunun sebebi, mitokondriyal genomda niikleer
genomdan farkli olarak pes pese sirali baslama ve stop kodonlarinin bulunmasindan
kaynakli translasyon mtDNA tarafindan gergeklestigi durumda 16 amino asitlik bir
MOTS-c peptidin elde edilemeyecek olmasidir (Thevis ve Schanzer, 2016; Cobb ve
ark., 2016).
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Sekil 5: MOTS-c¢’nin agik okuma ¢ergevesi (Lee ve ark., 2015).

4.4 AMPK Yolagi, MOTS-c ve NASH Etyopatogenezi Arasindaki iliski

[k vurusa konu olan NASH’li hastalardaki insiilin direncinin sebebi, iskelet kas1
hiicrelerinin yiiksek insiilin varligina ragmen dolasimdaki yiiksek glikozu hiicre i¢ine
alamamasidir (Greuter ve ark., 2017). Egzersiz eksikligi ve karbonhidrat ile yagdan
zengin diyet sonucu olusan obezite ise insiilin direncinin gelismesindeki temel
etkendir. Egzersizin olmadigi durumlarda, azalan enerji ihtiyaci ile birlikte aktive
olamayan AMPK yolagi, oksidatif fosforilasyon ve yag yikiminin da azalmasina
sebep olur (Ming ve ark., 2016). Bu asamada MOTS-c, diisik AMP ve yiiksek ATP
seviyelerine ragmen iskelet kasi hiicrelerinde AMPK yolagini aktive eder ve kan
glikoz seviyelerini ayarlar (Santulli, 2015). Yapilan hiicre kiiltiirii ve deneysel
hayvan caligmalarinda, MOTS-c’nin iskelet kaslarinda insiilin direnci ve obeziteye
kars1 koruyucu gorev yaptigi gosterilmistir. MOTS-c peptidinin insiilin direnci ve
obezite tizerine etkilerinin hangi yolaklar araciligiyla oldugunu anlamak i¢in yapilan
calismalar, MOTS-c’nin ilk olarak metiyonin-folat dongiisiinii hedef aldigim
gostermistir (Zarse ve Ristow, 2015). Metiyonin-folat dongiisii ve bu dongiiye bagli
de nova piirin biyosentezinden sorumlu genlerin ekspresyonunun MOTS-c tarafindan
degistirildigi belirtilmistir (Kim ve ark., 2017) (Sekil 6). Metiyonin-folat sikliisiinde
Onemli bir yeri olan 5-metil-tetrahidrofolat (5Me-THF) ve metiyonin seviyelerindeki
azalisla birlikte homosistein seviyesinde artisa sebep olan MOTS-c, de nova piirin
biyosentezinin inhibe olmasina sebep olur (Zarse ve Ristow, 2015; Kim ve ark.,
2017). Bu inhibisyon 5-aminoimidazol-4-karboksamitriboniikleotidin (AICAR)

birikimiyle sonuglanir. AICAR’1n birikmesi ile piirinlerde 6nemli bir azalig gortiliir.
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Sekil 6: MOTS-c’nin metiyonin-folat dongilisi ve de nova piirin biyosentezi

tizerindeki etkileri (Lee ve ark., 2015).

AICAR’in gorevi, AMPK yolagin1 aktive etmek ve bu sayede yag asidi
oksidasyonunu uyarmak, kaslarin glikoz alimmi arttrmak ve ayrica oksidatif
fosforilasyonu artirmaktir (Zhai ve ark., 2017) (Sekil 7). Fakat de nova piirin
biyosentezinin inhibe olmasi bu sentezin Onciil metabolitlerinin  birikimiyle
sonuclanir. Biriken onciil metabolitler fidbek mekanizmasi ile de nova piirin
biyosentezini uyarir ve yeniden piirin biyosentezi aktive olur. Aktive olan piirin
biyosentezi AICAR’in azalmasi ile sonuglanir (Qin ve ark., 2017). Boylelikle
MOTS-c’nin AMPK yolag: aracili1 ile mekanizma iizerinde dengeleyici bir etkiye
sahip oldugunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 7: MOTS-c’in metabolik homeostaza etkisi (Lee ve ark., 2015).

MOTS-c’nin insiilin direnci iizerindeki bu azaltict etkisi ve metabolik
dengeleyici 06zelligiyle NAFLD’1n iyilesmesinde Onemli bir etki yaratabilecegini
diistinmekteyiz. AMPK ve fosforlanmig ACC (p-ACC), AMPK yolaginin aktive
oldugu gosteren en Onemli belirteglerdir. Bu sebeple, MOTS-c’nin etkilerinin
goriilebilmesi icin AMPK ve p-ACC ilk olarak bakilacak molekiillerdir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Arastirmada Kullanilan Materyal ve Yontemler

Oncelikle, HepG2 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda palmitik ve oleik asit
uygulayarak hiicre i¢i yag birikimini artirma yontemi ile NAFLD’l1 hiicrelere
doniismesi saglanmistir. NAFLD 11 hiicrelere kiiltiir ortaminda MOTS-c peptidi ilave
edilerek MOTS-c’nin tetikledigi AMPK yolagina AMPK, p-AMPK, ACC ve p-ACC
proteinleri araciligiyla bakilmistir. Deney diizeneginde kullanilan tiim kimyasallar ve
kitler iiretici firmalarin talimatlarina gore kullanilmistir. Tiim g¢aligmalar 3 tekrarli

olacak sekilde yapilmigve uygun ortam kosullarinda gergeklestirilmistir.
5.1.1 Soliisyon ve Cozeltiler
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium 41966-052 Life Technologies, USA):

High Glucose, L-Glutamine ve Pyruvate’tan olusan besi yeri kontaminasyonun
Onlenebilmesi ve 1sitma-sogutma stresine karst korumak i¢in kullanilmadan 6nce 50
ml’lik falkon tiiplerine 45’er ml olacak sekilde paylastirilmistir. Stok ve calisma

¢ozeltileri +4°C’de saklanmustir.
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium 31885-049 Life Technologies, USA):

Low Glucose, L-Glutamine ve Pyruvate’tan olusan besi yeri kontaminasyonun
Onlenebilmesi ve 1sitma-sogutma stresine karsi korumak i¢in kullanilmadan 6nce 50
ml’lik falkon tiiplerine 45’er ml olacak sekilde paylastirilmistir. Stok ve c¢alisma

¢ozeltileri +4°C’de saklanmustir.

FBS (Fetal Bovine Serum 10500-056 Life Technologies, USA): Hiicrelerin
bliyiimesini  kolaylagtirmak i¢in  kullandigimiz ~ serumu  kontaminasyonun
Onlenebilmesi ve dondurma-¢ézme stresine karst korumak i¢in kullanilmadan 6nce
50 ml’lik falkon tiiplerine 45’er ml olacak sekilde paylastirilmistir. Stok ve calisma

¢ozeltileri -20°C’de saklanmustir.
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MOTS-c (Mitochondrial Open reading frame of the 12S rRNA-c PEP9SUNMOD
Thermo Fisher, USA): 5 mg olarak satin alinan MOTS-c peptidi, 1 mM stok
soliisyonu elde edebilmek i¢in 2,3 ml ddH,O ile sulandirildiktan sonra
kontaminasyonun 6nlenebilmesi ve dondurma-¢6zme stresine karsi korumak ig¢in 100
ul olacak sekilde eppendorf tiiplere boliistiiriilmiistiir. Stok ve galisma ¢ozeltileri -
20°C’de saklanmustir.

Oleik Asit (200797 Santa Cruz Biotechnology USA): 1 gr OA, izopropanol ile son
hacim 2 ml olacak sekilde ¢oziilerek 1770 mM stok ¢ozelti hazirlanmistir.
Hazirlanan bu stok ¢6zeltiden 56,5 pl alinarak izopropanol ile 2 ml’ye
tamamlanmistir ve 50 mMM konsantrasyonunda c¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok

ve calisma ¢ozeltileri -20°C’de saklanmustir.

ORO (Oil Red O 203749 Santa Cruz Biotechnology, USA): Oil Red O stok
sollisyonunu hazirlamak i¢in 300 mg Oil Red O son hacim 100 ml olacak sekilde
izopropanol igerisinde manyetik karistirict iizerinde 40°C’de 4 saat siire ile
¢cozdiiriilmiistiir ve ardindan oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Calisma ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in 15ml’lik tiipe 9 ml ORO stok ¢ozeltisinden konularak iizerine 6 ml
ddH,0 konulmus ve oda sicakliginda 10 dk beklenildikten sonra 20 um por ¢apina
sahip filtreden gecirilerek kullanilmistir. Calisma ¢ozeltisi her uygulamada taze

olarak hazirlanmistir.

Palmitik Asit (203175 Santa Cruz Biotechnology USA): 1 gr PA, izopropanol ile
son hacim 5,45 ml olacak sekilde 60°C’de manyetik karistiric1 lizerinde ¢ozdiiriilerek
7156 mM konsantrasyonunda stok ¢oOzelti hazirlanmistir.  715,6 mM
konsantrasyonundaki stok ¢ozeltiden 699 ul alinarak izopropanol ile 2 ml’ye
tamamlanmistir. Boylece 250 mM konsantrasyonunda 2. stok ¢ozelti hazirlanmustir.
250 mM konsantrasyonundaki 2. stok ¢ozeltiden 400 pl alinarak izopropanol ile 2
ml’ye tamamlanmis ve 50 mM konsantrasyonundaki ¢alisma ¢6zeltisi hazirlanmastir.

Stok ve ¢alisma ¢ozeltileri +4°C’de muhafaza edilmislerdir.

Paraformaldehit (253236B, Santa Cruz Biotechnology, USA): Fiksasyon
asamasinda kullanilan %4 Paraformaldehit-PBS ¢o6zeltisi i¢in 4 gr paraformaldehit

son hacim 100 ml olacak sekilde 1X PBS ile ¢ozdiiriilmiistiir. Cozelti manyetik
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karistirict tizerinde 50°C’de paraformaldehit tamamen ¢oziilene kadar karistirilmastir.
Karisim 50 ml’lik falkon tiiplere paylastirilarak +4°C’de 1 yil siire ile muhafaza

edilmistir.

PBS (Phosphate Buffered Saline, Life Technologies, USA): 10X konsantrasyonunda
ticari olarak satin alinan PBS, hiicreleri atik ve 6lii hiicrelerden temizlemek i¢in 1X
konsantrasyonda ddH,O ile seyreltilerek kullanilmistir. Hazirlanan PBS,
kontaminasyonun Onlenebilmesi ve i1sitma-sogutma stresine karst korumak igin
kullanilmadan o6nce 50 ml’lik falkon tiiplerine 45’er ml olacak sekilde

paylastirilmistir. Stok ve ¢alisma ¢ozeltileri +4°C’de saklanmuistir.

Pen-Strep Antibiotic (Life Technologies, USA): Hiicrelerin biiylimesini sirasinda
bakteri kontaminasyonunu Onlemek i¢in kullandigimiz antibiyotik karigiminm
kontaminasyonun onlenebilmesi ve dondurma-¢dzme stresine karsi korumak igin
kullanilmadan o6nce 15 ml’lik falkon tiiplerine 10’ar ml olacak sekilde

paylastirllmistir. Stok ve ¢alisma ¢ozeltileri -20°C’de saklanmistir.

Taze DMEM hazirlanisi: Kiiltiirde kullanilan tiim besi yerleri, 50 ml’lik tiiplere
paylastirilmis 45 ml DMEM iizerine 5 ml FBS ve 500 pl Pen-Strep Antibiotic

eklenmesiyle hazirlanmistir. Stok ve calisma ¢ozeltileri +4°C’de saklanmustir.

Trypsin-EDTA (25200-056 Life Technologies, USA): %0,25 konsantrasyonunda
ticari olarak alman Trypsin-EDTA igerisinde, indikatdr olarak phenol red
bulunmaktadir. Kontaminasyonun 6nlenebilmesi ve dondurma-¢6zme stresine karsi
korumak i¢in kullanilmadan 6nce 15 ml’lik falkon tiiplerine 10’ar ml olacak sekilde

paylastirllmistir. Stok ve ¢alisma ¢ozeltileri -20°C’de saklanmistir.

5.1.2 HepG2 Hiicre Kiiltiirii

Kiiltiire alinmis hiicreler lizerine yapilan tim uygulamalarda sicaklik stresinin
olumsuz etkisinin ortadan kaldirilmasi i¢in tiim malzemeler etiivde 37°C’ye
getirilerek kullanilmistir. Etiivden ve diger ortamlardan kabin igine getirilen tiim
soliisyon, malzeme, ekipman ve kiiltiir kaplar1 %70’lik etil alkol ile temizlenerek
oncesinde 15 dk UV 1s18a maruz birakilip %70’lik etil alkol ile temizlenmis kabin

igerisine alinmiglardir. Aseptik teknikler tamamen uygulanmistir. Kabin i¢i ve kiiltiir
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odasi gerekli goriildiigii her zaman UV lamba ile ve %70’lik etil alkol uygulamasi ile
dezenfekte edilmistir.

Ticari olarak alman HepG2 hiicreleri 100 mg/ml penisilin, 100 U/ml
streptomisin, 2,5 mM L-glutamin, 3,7 g/L NaHCO3, 1% zorunlu olmayan aminoasit
ve %10 fetal bovine serum (FBS) igeren DMEM (25 mM glikoz) ortaminda 37°C ve
%5 CO; iceren nemlendirilmis etiivde inkiibasyona birakilmigtir. Giin asir1 olarak
taze medyum eklenerek hiicrelerin yeterli yogunluga ulasmasi beklenmis ve %80
yogunluga ulasan HepG2 hiicreleri 24 kuyulu platelere ekilmistir. Hiicrelerin
pasajlanmasi yogunluklar1 yeterli seviyeye ulasinca yapilmistir. Pasajlama islemi
HepG2 hiicrelerinin PBS ile 3 kere yikanmasi ve sonrasinda tripsin muamelesi ile
yapilmistir. Tripsin sayesinde kolajenle kapli ylizeyden ayrilan hiicreler iki ayri

platee ekilmistir.

5.1.3 Serbest Yag Asitleri Uygulanmasi

Hiicreler oncelikle diisiik glikoz igeren DMEM ortamina tabii tutulmustur. 24
saat diisiik glikoz iceren DMEM ortamindaki agligin ardindan hiicrelere palmitik asit
(PA) ve oleik asit (OA) uygulamasi 1:2 oraninda yapilmistir. Hiicreler 24 saat
boyunca serbest yag asitleri ile 1 mM (0,66mM OA + 0,33mM PA) muamele
edilmistir. Bu sayede HepG2 hiicrelerinde hiicre i¢i yag birikimi artmis ve yag

damlaciklar1 olusmustur.

5.1.4 Oil Red O Boyama

HepG2 hiicrelerinin  NAFLD’l1 hiicrelere doniistimiiniin belirlenmesi icin
hiicreler Oil Red O (ORO) ile boyanarak incelenmistir. Hiicreler 3 kere PBS ile
yikandiktan sonra 30 dk %4’liikk paraformaldehit ile fikse edilmistir. Fiksasyondan
sonra Oil Red-O ile 20 dk boyanarak distile su ile yikanmiglardir. Boyamanin
oncesinde ve sonrasinda mikroskopi ile gdzlemlenen hiicreler, lipit birikiminin
kantitatif analizi i¢in kiltiir kaplarina 1 ml izopropanol eklenerek 540 nm dalga

boyunda spektrofotometrede olciilmiislerdir.
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5.1.5 MOTS-¢ Uygulanmasi

MOTS-c peptidinin AMPK yolagin1 etkileyip etkilemeyecegini gézlemlemek
icin FFAs uygulanmis ve hiicre i¢i yag damlaciklar1 mikroskop altinda gozlemlenmis
HepG2 hiicrelerine ve kontrol HepG2 hiicrelerine 10 uM konsantrasyonunda MOTS-
c peptidi 24 saat boyunca uygulanmistir. Uygulama i¢in iki ayrt medium
hazirlanmistir. Oncelikle ticari olarak satin alman MOTS-c peptidi ultrapure ve
otoklavlanmis ddH-O ile sulandirildiktan sonra kontrol grubu hiicreleri i¢in complete
DMEM’in igerisine 10 uM olacak sekilde hazirlanirken FFAs uygulanmis hiicrelere
verilirken 1 mM konsantrasyonunda OA ve PA karisimi iceren complete DMEM’e
yine 10 uM olacak sekilde ilave edilerek hazirlanmistir. Kontrol hiicreleri i¢in 24,75
ml hazirlanmis DMEM {izerine 250 pl MOTS-c ilave edilmistir. Yaglh hiicreler igin
ise 24,75 ml hazirlanmis serbest yag asitleri igeren DMEM iizere 250 ul MOTS-c
ilavesi yapilmistir. Hazirlanan DMEM’ler hiicreler PBS ile 3’er kez yikandiktan
sonra uygun hiicre tiplerine gére kuyulara 1’er ml eklenmis ve 1 giin boyunca

inkiibasyona birakilmastir.

5.1.6 Hiicre Sayimi
“Muse™ Count & Viability Kit” kullanilarak hiicre sayimi yapilmistir. Tiim 6n
hazirlik ve uygulama prosediirii saglayict firmanin talimatlarma gore yapilmis ve

elde edilen sonug diger ¢alismalarin zeminini olusturmustur.

5.1.7 Western Blot

HepG2 hiicrelerinden proteinler “RIPA Lysis and Extraction Buffer” kitinin
prosediiriine gore izole edilmis ve “PIERCE BCA Protein Assay” kitinde belirtilen
analiz yontemi ile proteinlerin miktar tayini yapilmistir. Proteinlerin hazirlanmasi
icin kullanilan “4X Laemmli Buffer’a 1:10 oraninda [B-merkaptoetanol ilavesi
yapilmustir. Proteinler hazirlanan bufferdan 1:4 oraninda kullanilarak kaynayan suda
5 dakika denatiire edilmistir. Ardindan buza alimmistir. Bu sayede proteinlerin

kuaterner yapisinin bozulmasi ve jelde tek bir hizada yiiriimeleri saglanmustir.
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Tablo 1: Western Blot jel komponentleri ve miktarlart

%10’luk Ayirma Jeli %5’lik Yigma Jeli
dH20 3.96 ml 2.7 ml
1.5 M Tris (pH: 8.8) 2.5ml -
1 M Tris (pH: 6.8) - 500 ul
%30 3.34 ml 670 ul
Akrilamid/Bisakrilamid
%10 SDS 100 pl 40 pl
%10 APS 100 pl 40 pl
TEMED 4l 4l

Esit miktarda protein Tablo 1’de gosterildigi sekilde hazirlanan %10’luk ve
%7,5’luk SDS-PAGE’lere her bir kuyuya maksimum 20 pl gelecek sekilde
yiiklenerek 120 V’ta 10 dakika ardindan 100 V’ta 100 dakika yiiriitilmustiir. Jellerin
yiiriitiilmesi sirasinda “Tris-Glycine SDS Running Buffer” soliisyonu tampon ¢ozelti
olarak kullanilmistir.

Yiirlimenin bitmesine 1 saat kala 40 ml “Tris-Glycine Transfer Buffer”, 200 ml
metanol ile 1 L suya tamamlanarak hazirlanmis, +4°C’de bekletilmistir. Ayni
zamanda filter pedler ve siingerler hazirlanan transfer buffer ile 1slatilarak +4°C’de
inkiibasyona birakilmistir. “PVDF Transfer Membran”larin aktiflestirilmesi i¢in
membranlar transferden 6nce 10 dk %100’lik metanol igerisinde bekletilmistir.
Yiritilen jeller islak transfer yontemiyle “PVDF Transfer Membran”lara “Tris-
Glycine Transfer Buffer” kullanilarak aktarilmistir.

%10’1uk jelde bakilacak olan B-aktin, AMPK ve p-AMPK igin slak transfer 90
V’ta 100 dk olarak gergeklestirilmistir. %7,5’luk jelde bakilacak olan ACC ve p-
ACC igin ise 30 V’ta +4°C’de gece boyu transfer yapilmustir. Transferlerin ardindan
membranlar “Ponceau s” soliisyonu ile boyanarak aktarimin gergeklesip
gerceklesmedigi kontrol edilmigtir. Aktarimin gergeklestigi goriildiikten sonra
“WesternBreeze Kit” kullanilarak geri kalan adimlar gergeklestirilmistir. Ilk olarak
membranlarin bloklanmasi i¢in Kitin igindeki talimata uygun olarak hazirlanan

blocking soliisyonu ile membran 1 saat shakerda galkalanmistir. 1 saatin ardindan
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blocking soliiyon dokiildii ve membranlar 20 ml distile su ile 2 kez 5’er dakika
yikanmistir. Yikama adimi sonrasi Kitin talimatina uygun olarak primer antikor
soliisyonu hazirlanip 1:1000 diliisyon olacak sekilde membranlar shakerda +4°C’de
gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin primer antikor soliisyonu dokiiliip
membranlar kit icerisinde bulunan 16X’lik yikama soliisyonu 1X’e seyreltilerek
olusturulan ¢alisma soliisyonu ile 3 kere 5’er dakika calkalanarak yikanmistir.
Yikamalarin ardindan membranlar Kit igerisinde bulanan sekonder antikor
soliisyonundan 10 ml ile 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Bir 6nceki adimdaki
yikama sekonder antikor uygulamasi sonrasinda da ayni sekilde uygulanmustir.
Ardindan membranlar distile su ile 2 kez 2’ser dakika daha yikanmistir. Yikamalar
bitince membranlar Kitin igerisindeki kemiliiminisans substrattan 2,5 ml kullanilarak
5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra “ChemiDoc” cihazi ile goriintiileme

yapilmuistir.
5.2 Sonuclarin Analizi

Ikiden fazla grubun siirekli degiskenlerine ait verilerin karsilastirilmasinda
parameterik dagilim gosterenler “One Way ANOVA? testi, ikiden az olanlarinda ise

“Independent Sample t” testi kullanildi. Tim bu istatistiksel ¢alismalar i¢in p

degerinin <0.05 olmasi durumunda sonuglar anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1 Hiicre Canlilik ve Sayim Analizleri

Hiicre Canlilik Analizleri Muse® Count & Viability Assay Kit kullanilarak
yapilmistir. Sayisal ve grafiksel veriler Muse Cell Analyzer cihazinin yazilimi olan

Muse 1.4 Analysis yazilimi ile elde edilmistir.

4, POPULASYON PROFILI CANLILIK PROFILE Canli Hiicre/mL: 8.39E+03
% 1 ﬁ N , | : Canldik: %9780
S T 5 Toplam HucremL: 8.79+05
§ W E Olgim Saysst 1782
2 48 E Dilusyon Faktora: 10.00
" of Orijinal Hacim: 16.00 mL

Carh CANLILIK ol

Sekil 8: Kontrol grubu canlilik ve sayim analizi (Sekil yazilar1 Tirkgelestirilmistir).

6.2 Mikroskobik Analizler

21



Resim 1: Biiyiime fazindaki HepG2 hiicreleri. 20X Okiiler ile ¢ekilmistir, fotograf
dijital olarak biiyiitiilmiistiir.

Resim 2: Kiiltiir ortamimdaki Kontrol HepG2 hiicreleri. 20X Okiiler kullanilarak
cekilmigtir, fotograf dijital olarak biiytitiilmustiir.

Resim 3: 24 saatlik a¢liga maruz birakilan HepG2 hiicreleri. (Low Glucose DMEM
ortaminda bekletildiler.) 20X Okiiler kullanilarak g¢ekilmistir, fotograf dijital olarak
blyiitiilmiistir.
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Resim 4: 24 saat FFAS uygulanan HepG2 hiicrelerinin mikroskopi goriintiisii. 20X
okiiler kullanilarak ¢ekilmistir, fotograf dijital olarak biiyiitiilmiistiir.

Resim 5: Kontrol grubu HepG2 hiicrelerinin fiksasyon sonrasi ORO ile
boyanmasinin mikroskopi goriintiisi. 20X okiiler ile ¢ekilmistir, fotograf dijital
olarak biiytitilmiistiir.
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Resim 6: 24 saat FFA uygulanmis HepG2 hiicrelerinin fiksasyon sonrast ORO ile
boyanmasinin mikroskopi goriintiisii. 10X okiiler ile g¢ekilmistir, fotograf dijital

olarak biiytitiilmustiir.

)

Resim 7: 24 saat boyunca 10 uM MOTS-c uygulanan kontrol grubu hiicreleri. 20X
okiiler ile ¢ekilmistir, fotograf dijital olarak biiyiitiilmiistiir.
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Resim 8: 24 saat boyunca 10 pM MOTS-c uygulanan onceden FFAs ile muamele
edilmis HepG2 hiicreleri. 20X okiiler ile ¢ekilmistir, fotograf dijital olarak
biytitiilmistiir.

6.3 Hiicre ici Lipit Analizleri ve ORO Analizleri

Hiicreler farkli uygulamalar yapildiktan sonra fikse edilmistir. Fiksasyonu
takiben ORO boyama yapilmig, 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik analiz
yapilmuistir.

Tablo 2: Kontrol grubu hiicreleri ve FFAs uygulamasi yapilan hiicrelerin ORO

boyama sonucunda 540 nm dalga boyunda 6lgiilen degerleri.

Kontrol FFAs Kontrol FFAs
1. 6rnek 0,389 0,633 5. 6rnek 0,425 0,596
2. ornek 0,440 0,607 6. ornek 0,467 0,641
3. ornek 0,400 0,606 7. ornek 0,412 0,646
4. ornek 0,372 0,618 8. ornek 0,402 0,574
Ortalama Kontrol 0,413375 | Ortalama FFAs 0,615125
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Tablo 3: Tablo 2’nin istatistiksel analiz sonucu gruplar arasindaki p degerleri ve

anlamlilik diizeyleri.

Karsilastirilan Gruplar p Degeri Anlamhhk

Kontrol Grubu-FFAs 0.0059 Cok Yiiksek

6.4 Yaglanma Sonras1t MOTS-c Uygulamasi

Kontrol grubu hiicreleri direkt olarak 10 uM MOTS-c ile 24 saat muameleye
maruz birakilirken serbest yag asitleri uygulanan hiicreler 6ncelikle ORO boyama ile
yaglanmalar1 teyit edildikten sonra MOTS-¢c muamelesine tabi tutulmuslardir. 24
saatlik MOTS-c uygulamasi ardindan mikroskopik olarak incelenen hiicrelerde
herhangi bir degilsiklik tespit edilmemistir. MOTS-c muamelesinin ardindan kontrol
grubu ve yagh grup hiicrelerinden protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica
kontrol olarak kullanilmak tizere MOTS-c ile muamele edilmemis bir grup kontrol ve

bir grup yagh hiicre hattindan da protein izolasyonu yapilmistir.

6.5 Pierce BCA Protein Assay Sonuclar

Tablo 4: Kontrol grubu hiicreleri, 24 saat FFAs uygulanan HepG2 hiicreleri, 24 saat
10 puM MOTS-c uygulanan kontrol grubu hiicreleri ve 24 saat 10 uM MOTS-c
uygulanan yagl grup hiicrelerine ait BCA Protein Assay’in 562 nm dalga boyunda

Olctilen degerlerinin pg/mL olarak hesaplanmis sonuglari.

pg/mL
Kontrol HepG2 1004,767238
FFAs uygulanan HepG2 776,33909
Kontrol HepG2 + 10 pM MOTS-c 1559,93848
FFAs uygulanan HepG2 + 10 uM MOTS-c 1418,5985
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6.6. Western Blot Sonuclari

AMPK (62 kDa)

Resim 9: Kontrol grubu (K), FFAs uygulanan grup (YY), MOTS-c uygulanan kontrol
grubu (KM) ve MOTS-c uygulanan FFAs uygulanmis grup (YM) hiicrelerinden elde
edilen 20 pg olarak yiiklenen proteinlerle yapilan Western Blot membran goriintiisii.
%10’1luk jel kullanilarak AMPK bakilmistir. Goriintii ChemiDoc cihazi ile alindi,
Image] ile yiiklendi. (M: Protein Standart)

AMPK (62 kDa)

B-aktin (45 kDa)

Resim 10: Kontrol grubu (K), FFAs uygulanan grup (Y), MOTS-c uygulanan
kontrol grubu (KM) ve MOTS-c uygulanan FFAs uygulanmis grup (YM)
hiicrelerinden elde edilen 20 pg olarak yiiklenen proteinlerle yapilan Western Blot

membran goriintiisii. %10’luk jel kullanilarak AMPK bakilmigs olan membranin
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izerine tekrar [-aktin baglanarak elde edilmistir

alindi, Image] ile yiiklendi. (M: Protein Standart)

YM Y K KM M
ACC (280 kDa)

. 7

Resim 11: Kontrol grubu (K), FFAs uygulanan

. Gorunti ChemiDoc cihaz1 ile

grup (Y), MOTS-c uygulanan

kontrol grubu (KM) ve MOTS-c uygulanan FFAs uygulanmis grup (YM)

hiicrelerinden elde edilen 15 pg olarak yiiklenen proteinlerle yapilan Western Blot

membran goriintiisii. %7,5’luk jel kullanilarak ACC bakilmistir. Goriintii ChemiDoc

cihazi ile alind1, imageJ ile yiiklendi. (M: Protein Standart)

YM Y K KMM
ACC (280 kDa) - e

p-aktin (45 kDa)

Resim 12: Kontrol grubu (K), FFAs uygulanan

grup (Y), MOTS-c uygulanan

kontrol grubu (KM) ve MOTS-c uygulanan FFAs uygulanmis grup (YM)

hiicrelerinden elde edilen 15 pg olarak yiiklenen proteinlerle yapilan Western Blot
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membran goriintliisii. %7,5’luk jel kullanilarak ACC bakilmis olan membranin
tizerine tekrar B-aktin baglanarak elde edilmistir. Goriinti ChemiDoc cihazi ile

alind1, Imagel] ile yiiklendi. (M: Protein Standart)
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7. TARTISMA

NASH, daha once de belirtildigi ilizere gelisiminden 6nemli oranda insiilin
direnci ve obezitenin sorumlu oldugu bir hastaliktir (Reccia ve ark., 2017). Ote
yandan, NASH etiyopatogenezi heniiz tam anlamiyla aydinlatilabilmis degildir. Bu
sebeple, NASH’in gelisiminden sorumlu olabilecegi diisliniilen mekanizmalari
arastirmaya yonelik ¢alismalar hastaligin patogenezinin agiga kavusturulmasi igin
onemlidir. Bu mekanizmalarin en 6nemlilerinden biri de AMPK yolagidir (Smith ve

ark., 2016).

AMPK vyolagi ATP iireten bir¢ok yolagin aktive olmasina, ATP tiiketen bircok
yolagin ise inhibe olmasina sebep olur. ATP iiretimini artirmak i¢in kas hiicrelerine
glikoz alimini artirir; yani karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinden
sorumludur. AMPK yolagi ayni zamanda asetil-Coa karboksilazi (ACC)
fosforlayarak inhibe eder ve bdylelikle yaglarin mitokondrilerden iceri alimim
saglayarak [ oksidasyonun baslamasina sebep olur. Bu ozelligi ile de yag
metabolizmasint  diizenlemektedir (Kim ve ark., 2016). Tim bunlar NASH

hastaliginin patogenezinde AMPK yolaginin etkili olabilecegine isaret etmektedir.

Son yillarda mitokondrilerin sinyal mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in yapilan
caligmalarda, kisa agik okuma gergevelerinin (SORF) arastirilmasi, mtDNA’nin 12S
rRNA bolgesinde kodlanan, 51 baz giftlik, 16 amino asitlik MOTS-c (12S rRNA tip-
¢’nin mitokondriyal agik okuma gergevesi) peptidinin kesfedilmesine sebep olmustur
(Lee ve ark., 2015). Yeni bulunan bu peptidin iskelet kaslarin1 hedef alarak insiilin
direnci ve obeziteye karsi koruyucu goérev yaptig1 yapilan hiicre kiiltiirii ve hayvan
caligmalariyla gosterilmistir. MOTS-c peptidinin disik AMP ve yiikksek ATP
seviyelerine ragmen iskelet kasi hiicrelerinde AMPK yolagimi aktive ederek kan

glikoz seviyelerini diizenledigini soyleyebiliriz.

MOTS-c’nin insiilin direnci iizerindeki bu azaltict etkisi ve metabolik
dengeleyici ozelligiyle NAFLD’in iyilesmesinde 6nemli bir etki yaratabilecegini
diistinerek in vitro NAFLD modelinde, MOTS-c peptidinin yaglanmay1 azaltan bir
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etkisinin olup olmadigimi tespit etmeyi amagladik. Bu sayede, literatiirde ilk kez
MOTS-c peptidinin NAFLD iizerine etkisi ile iliskili bir ¢alisma diizenegi kurmus
olduk.

Ik olarak, ticari olarak satin alinan HepG2 hiicrelerinden in vitro NAFLD
modeli olusturulmustur. Bunun ig¢in Oncelikle hiicre igerisine yag alimim
kolaylastirabilmek amaciyla hiicreler, diisiik glikoz iceren ortamda 24 saat siire ile
inkiibe edilmislerdir. Ardindan kiiltiir ortamindaki HepG2 hiicrelerine 1:2 oraninda
palmitik ve oleik asit karisimi toplamda 1 mM (0,33 PA; 0,66 OA) FFAs olacak
sekilde 24 saat boyunca uygulanmustir. 24 saatlik uygulamanin ardindan hiicrelerdeki
yag birikimi mikroskobik incelemeler ve ORO boyama ile gosterilmistir (Resim 4,
Resim 6). Kontrol grubu ve FFAs uygulanmis hiicrelerde yapilan ORO boyama
sonucunda 540 nm dalga boyunda oOl¢iilen degerler (Tablo 2) karsilastirilmis ve
istatistiksel olarak ¢ok yiiksek anlamlilik bulunmustur (Tablo 3). NASH’in bir diger
belirteci hiicre i¢i yag damlaciklarinin ve balonlasmanin gézlenmesidir ve bu durum
Resim 4’te goriilebilmektedir. Bu sayede HepG2 hiicrelerinde 1 mM’lik palmitik ve
oleik asit karigimi ile basarili bir sekilde in vitro NAFLD modeli olusturulmustur
(p=0,0059). NASH’in diger belirteclerinin (Mallory cisimcikleri, iltihabi infiltrasyon,
mega-mitokondri ve fibrozis) 2 boyutlu kiiltiir ortaminda gosterilmesi miimkiin
olmamaktadir. Yeni gelisen 3D kiiltir ortamlarinda bu belirteglerin  de
gozlemlenebilmesinin hastaligin etiyopatogenezinin aydinlatilmasi i¢in ¢ok daha

fazla katki saglayabilecegini diislinmekteyiz.

In vitro NAFLD modeli olusturulduktan sonra hem kontrol grubu hem de FFAs
uygulanan hiicrelere 10 uM konsantrasyonunda MOTS-c peptidi uygulanmustir.
Buradaki amacimiz, zaten insiilin direnci ve obeziteye kars1 koruyucu gorev yaptigi
bilinen MOTS-c peptidinin, yaglanma olustuktan sonra yaglanmaya herhangi bir
etkisi olup olmadigin1 gézlemlemektir. MOTS-c peptidi uygulanmasinin ardindan iki
hiicre grubu da mikroskobik olarak incelenmis (Resim 7, Resim 8), MOTS-c
peptidinin hiicre canlilig1 lizerine herhangi bir toksik etkisi olmadig1 yapilan hiicre

canlilig1 analizi ile gosterilmistir (p<<0,05).
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MOTS-c peptidinin insiilin direnci ve obeziteye karst koruyucu etkisini AMPK
yolagi araciligr ile gosterdigi diisiiniilmektedir. Ayni sebeple “MOTS-c peptidi,
yaglanmayr AMPK yolagimi kullanarak mi azaltiyor?” sorusunun cevabini
bulabilmek i¢in HepG2 hiicrelerinden protein izolasyonu gercgeklestirilmistir.
Proteinlerin miktar tayini yapildiginda 562 nm dalga boyunda olgiilen degerler
ng/mL olarak Tablo 4’te verilmistir. Buradaki degerler kullanilarak her bir grup
hiicreden (kontrol grubu, FFAs uygulanan grup, MOTS-c uygulanan kontrol grubu
ve MOTS-c uygulanan FFAs uygulanmis grup) esit miktarda protein olacak sekilde
kullanilmigtir. Calismanin sonunda karsilastirma yapabilmek igin proteinlerin esit
miktarlarda yiiklenmesi gerekmektedir. Proteinlerin  yiiklenecegi iki ayr
konsantrasyonda jel hazirlanmistir. Bunlardan biri %10°luk iken digeri %7,5 luktur.
Bunun sebebi; AMPK, p-AMPK ve B-aktin proteinlerinin boyut olarak ACC ve p-
ACC proteinlerine gore daha kiiciik olmasidir (sirasiyla; 62 kDa, 62 kDa, 45 kDa,
280 kDa ve 280 kDa). Bu yiizden AMPK, p-AMPK ve B-aktin %10’luk (Resim 9,
Resim 10), ACC ve p-ACC ise %7,5’luk (Resim 11, Resim 12) jeller kullanilarak
elde edilmeye ¢alisilmistir. Yine ayni sebeple AMPK, p-AMPK ve B-aktin i¢in 1slak
transfer 90 V’ta 100 dk olarak gergeklestirilirken ACC ve p-ACC igin 30 V’ta
+4°C’de gece boyu transfer yapilmistir. Bu sayede biiyiik proteinlerin jelden
membrana aktarimi saglanmustir. B-aktin bir housekeeping proteindir, her hiicrede
salgilanmaktadir. Bu sebeple proteinlerin esit miktarda kullanilip kullanilmadigini
teyit amagh kullanilmistir. AMPK ve ACC proteinlerine bakildiktan sonra ayni
membran tizerine f-aktin baglanarak karsilastiriima yapilmistir (Resim 10, Resim
11). Yapilan tim Western Blot sonuglart karsilastirildiginda anlamli bir sonuca
rastlanmamustir. Egit miktarlarda protein yiiklenmesine ragmen B-aktin seviyelerinde
farkliliklar gozlemlenmistir. Bu durum yapilan BCA Protein Assay’in yagdan veya
MOTS-c’den kaynakli background vermesinden kaynaklanmis olabilir. Aym
zamanda Western Blot analizlerinin yorumlanamamasinin bir diger sebebi de AMPK
ve ACC proteinlerinin aktif formlar1 olan p-AMPK ve p-ACC proteinlerinin
gozlemlenememis olmasidir. Bu proteinlerin gozlemlenememesinin ilk sebebi
yiiklenen protein miktarlarinin az olmasi olabilir. Proteinlerin aktif formlar1 hiicre
igerisinde az miktarda bulunmaktadir. Deney esnasinda da az protein yiiklenmesi

membranda proteinlerin goriilememesine sebep olmus olabilir.
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Sonu¢ olarak, MOTS-c peptidinin yaglanmay1 azaltict etkisi yaptigimiz
calismalarda gosterilmistir; ancak MOTS-c’nin AMPK yolagini kullanarak m1 yoksa
baska yolaklar aracilig1 ile mi bu etkiyi gerceklestirdigi gézlemlenememistir. MOTS-
¢’nin bu etkiyi gergekten AMPK yolagini hedef alarak gerceklestirdigini gostermek
amactyla AMPK yolaginda bulunan AMPK ve ACC proteinlerine ve aktif formlari
olan p-AMPK ve p-ACC proteinlerine Western Blot yontemi ile tekrar bakilmasinin
uygun oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica AMPK yolagini direkt olarak etkileyen
AICAR ve aktif formu olan p-AICAR da ilerleyen ¢alismalarda MOTS-c’nin yolaga
etkisini anlamak adina kullanilabilir. Ayn1 zamanda uygun dozun tespiti i¢in farkli
dozlarda MOTS-c uygulanarak deney diizenegi tekrarlanabilir. Biz deney
diizenegimizde yaglanma sonrast MOTS-c peptidi uygulamasi yapmistik. Bu
uygulama, yaglanma Oncesi ve yaglanma sirasinda da MOTS-c uygulanarak 3 farkli
fazda gergeklestirilebilir. Bu sayede MOTS-c’nin koruyucu mu yoksa tedavi edici mi
oldugu anlasilabilir. Ilerleyen c¢alismalarda, in vivo NAFLD modeli olusturulan

deney hayvanlarinda MOTS-c uygulamas: yapilabilir.
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