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OZET

KALORI KISITLAMASINA MARUZ BIRAKILAN MMTYV-
TGF-0 TRANSGENIK FARELERIN OKSIDATIF STRES
VE OTOFAJI ILISKILI GENLERIN TIMUS DOKUSUNDA
EKSPRESYONLARININ GOSTERILMESI

Hanifenur MANCILAR

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik icine alinarak ve
lizozomla bir araya gelerek pargalanmasina sebep olan bir mekanizmadir. Uzun omiirlii
proteinler ve hiicre i¢i organeller otofaji vasitasiyla parcalara ayrilir ve meydana gelen
yapi taglar1 (6rn. aminoasitler) hiicrede tekrar kullanilir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT),
otofajik kesecik olusumunda ve otofajinin hiicre 6liimii ya da hayatta kalimi tizerindeki
roliiniin diizenlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir. Diislik konsanstrasyondaki reaktif
oksijen tiirleri; hiicre adezyonu, apoptoz, hiicresel sinyallesme, transkripsiyon faktorii
aktivitesi, hasarlarin azaltilmasi, timor olasiliginin azaltilmasi, patojen olgularin
azalmasi, immiin islevlerin degisimi gibi ¢esitli fizyolojik siiregler i¢in gereklidir. Aglik
ve hipoksi gibi otofajiyi indiikleyen farkli stresorler ROT {iretimini artirabilir. Kalori
kisitlamasi, yetersiz beslenme olmaksizin kalori aliminin azaltilmasi ile uygulanmakta
olup canlilarda hayat uzunlugunu arttirdigina dair bir¢ok delil bulunmaktadir. Timus,
diger lenfoid organlar gibi, besin eksikligine hizla yanit verir. Kemirgenlerde yapilan
kalori kisitlamasi c¢alismalarinda Aralikli Kalori Kisitlamasinin (ICR) Kronik Kalori

Kisitlamasina (CCR) ve Ad Libitum (AL) beslenmeye kiyasla tiimor gelismesinde, oto-
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immiinite supresyonunda ve hayat siiresinin uzamasinda daha etkin bir deneysel
manipiilasyon oldugu bildirilmistir. Grubumuz daha 6nce 2 farkli kalori kisitlamas1 ve
normal beslenen 18 haftalik MMTV-TGF a (Mouse Tumor Virus Transforming Growth
Factor a) farelerinin timus dokularindan yeni nesil dizileme teknolojisi kullanarak 3
RNA-Seq verisi elde etmistir. Bu ¢aligmada kalori kisitlamalarina bagli olarak RNA-Seq
DEG verisinde ekspresyonu degisen 17 gen belirlendi. Bu genlerin ekspresyonlarinin
validasyonu Ger¢gek Zamanli PCR (RT-PCR) ile yapildi. Yasamlariin 18., 50 ve 82.
Haftalarindaki farelerin timus organinin dokularindan elde edilen total RNA'dan RT-PCR
yapildi. RT-PCR verilerinin analizinde s6z konusu 17 genin yasamin erken, orta ve geg
donemlerindeki ekspresyon diizeylerindeki farkliliklarin arastirilmasi amaglanmistir.
Bulgularimiza gére AL, CCR ve ICR diyet tiplerinde ekspresyon farki ortaya ¢ikmistir.
Bu sonuglar, otofaji ve oksidatif stres genlerinin ekspresyonlariin kalori kisitlamasiyla
regiilasyonlarinin degistigini gostermistir. Bu sonug kalori kisitlamasi, otofaji, oksidatif

stres, bagisiklik, kanser gelisimi ¢aligmalari i¢in yeni ipuglart saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kalori kisitlamasi, meme kanseri, otofaji, oksidatif stres, Real

Time PCR

YILDIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERIi ENSTITUSU
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ABSTRACT

EXPRESSION OF OXIDATIVE STRESS AND
AUTOPHAGY RELATED GENES IN THYMUS TISSUE
OF MMTV-TGF-a TRANSGENIC MICE EXPOSED TO

CALORIE RESTRICTION

Hanifenur MANCILAR

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Autophagy is a mechanism that causes intracellular macromolecules and organelles to be
taken into a vesicle and combined with the lysosome to break down. Long-lived proteins
and intracellular organelles are broken down by autophagy and the resulting building
blocks (eg amino acids) are reused in the cell. Reactive oxygen species (ROS) have been
shown to be involved in autophagic vesicle formation and in regulating the role of
autophagy in cell death or survival. Reactive oxygen species in low concentration; It is
necessary for various physiological processes such as cell adhesion, apoptosis, cellular
signaling, transcription factor activity, reduction of damage, reduction of tumor
probability, reduction of pathogenic phenomena, alteration of immune functions.
Different stressors that induce autophagy, such as starvation and hypoxia, can increase
ROS production. Calorie restriction is practiced by reducing calorie intake without
malnutrition, and there is ample evidence that it increases life expectancy in living things.
The thymus, like other lymphoid organs, responds rapidly to nutrient deficiency. In
calorie restriction studies in rodents, Intermittent Calorie Restriction (ICR) has been

reported to be a more effective experimental manipulation in tumor development, auto-
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immunity suppression and prolongation of lifespan than Chronic Calorie Restriction
(CCR) and Ad Libitum (AL) feeding. Our group previously obtained 3 RNA-Seq data
using next-generation sequencing technology from thymus tissues of 18-week-old
MMTV-TGF o (Mouse Tumor Virus Transforming Growth Factor o) mice that were fed
2 different calorie restrictions and normally. In this study, 17 genes whose expression
changed in RNA-Seq DEG data due to calorie restrictions were determined. The
expressions of these genes were validated by Real Time PCR (RT-PCR). RT-PCR was
performed from total RNA obtained from the tissues of the thymus organ of mice at 18,
50 and 82 weeks of life. In the analysis of RT-PCR data, it was aimed to investigate the
differences in the expression levels of the 17 genes in question in the early, middle and
late stages of life. According to our findings, there was a difference in expression in AL,
CCR and ICR diet types. These results showed that the expression of autophagy and
oxidative stress genes was altered by caloric restriction. This result will provide new clues
for studies of calorie restriction, autophagy, oxidative stress, immunity, cancer

development.

Keywords: Calorie restriction, breast cancer, autophagy, oxidative stress, Real Time

PCR
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Calismalari

Kalori kisitlamasi uygulamasinin omurgali ve omurgasiz canlilarda hayat uzunlugunu
arttirdigina dair birgok delil bulunmaktadir. Bununla beraber fizyolojiyi etkileyen bazi
degisiklerle neden olduguna dair arastirmalar da bulunmaktadir. Reaktif oksijen
cesitlerinin meydana gelmesinin ve hasarlarin azaltilmasi, tiimdr olasili§inin azaltilmasi,
patojen olgularin azalmasi, immiin islevlerin degisimi bu fiziksel degisimlerden
bazilaridir [1]. Fiziksel degisimlerin baslamasi kalori kisitlama siiresiyle degisiklik
gostermektedir. Kemirgenlerde yapilan kalori kisitlamasi ¢aligmalarinda Kronik Kalori
Kisitlamasinin  (CCR), Ad Libitum (AL) beslenmeye kiyasla supresif timor
gelismesinde, oto-immiinite supresyonunda ve hayat sliresinin uzamasinda daha etkin bir

deneysel manipiilasyon oldugu bildirilmektedir [2].

Bagisiklik ve metabolik sistemler arasinda kuvvetli bir iliski vardir. Sitokin ve
kemokinler bu sistemler arasindaki iletisimi saglamaktadir. Farelerle yapilan
arastirmalarda obezitenin immiin yetersizlik ve kronik enflamasyonla baglantili oldugunu
ve eriskinlik oncesinde 6liime sebebiyet verecegini bildirmislerdir. Bu durumun tam
karsit1 tesir gostererek, kalori kisitlamasi enerjetik dengeyi tersine ¢evirip immiin sistemi

kuvvetlendirdigi ve antikanser, antiaging etkili prosesleri etkilemektedir [3].

Yiiksek verimli RNA dizilemenin en biiyiik iistiinliiklerinden biri, qRT-PCR kullanilarak
yapilan direkt ongoriilerdir. Jung ve ark.’nin yaptig1 ¢calismada RNA-seq arastirmalari
transkriptom analizinde farkli oranlarda eksprese olmus genlerin saptanmasinda yaygin

olarak kullanilan bir metottur. RNA-seq metodunun sonuglari pek ¢ok arastirmada Real

Time PCR ile valide edilir [4].

Bu calismada ekspresyon seviyesini inceleyecegimiz ADIPOQ, CAR3, CASP3, CD36,
CFL1, GPX3, PRDX3, NEIiL3, MGST1, MAPK1, PYCR2, STK26, UCP1, RGS14,
NONO, SQSTM1, LC3 genlerinin otofaji ve oksidatif stres ile iliskileri ¢esitli yayimnlarda

gosterilmistir.



Wang ve ark., CFL1 proteinin insan aortik endotelyal hiicrelerinde hiicresel dongiiyii
stirdiirmek i¢in anjiyotensin-(1-7) ile indiiklenen otofajide baskin bir rol oynadigini

saptamislardir [5].

Li ve ark., yiiksek yagli diyetle beslenen farelerin karacigerlerinde otofajinin azaldigini
gbzlemlemislerdir [6]. CD36, bagisiklik sisteminde en ¢ok makrofajlarda incelenmistir.
Literatiirde dogustan gelen B tipi hiicreler tarafindan da yiiksek oranda ifade edildigi,
CD36'nin bu hiicrelerde makro-otofaji/otofajiye sebep oldugu ve yoklugunda hiimoral

bagisiklik tepkisinin bozuldugu bildirilmistir [7].

Huang ve ark., STK26’nin bir substrati olan ATG4B, ATGS8'in geri doniisiimlii
modifikasyonu yoluyla otofagozom olusumunu tesvik ederek otofajiyi uyardigmi
bildirmislerdir. Farelerin intrakraniyal GBM ksenogreft ile tedavisinde radyoterapi ile
kombinasyon halinde ATG4B'nin inhibisyonunun, tiimor biiylimesini énemli Olciide

yavaslattigin1 ve dnemli bir hayatta kalma yarar1 sagladigini bildirmislerdir [8].

Fleming ve ark. (2019), NEIL3 ekspresyonunun aktivasyonunun, hiicrelerin oksidatif
veya inflamatuar stres ile iligkili mutajenik DNA hasarmin onarilmasina yardimci

oldugunu gostermislerdir [9].

Kuo ve ark., PYCR2 geninin iiriinii olan proteinin oksidatif stresteki roliinii
arastirmiglardir. Arastirmada, kisa sa¢ tokast RNA'larin eksprese edilerek hem PYCRI1
hem de PYCR2'nin susturulmasi, hiicre proliferasyonunda kusurlara, mitokondriyal agin

kismi parcalanmasina ve oksidatif strese asir1 duyarliliga neden oldugunu bildirmislerdir

[10].

Sisteinil aspartat spesifik proteazlar veya CASP3 gibi kaspaz proteinleri, substratlar1 bir
aspartik asit kalintisindan hemen sonra degrede eder ve programlanmis hiicre 6liimiinde
onemli roller oynarlar. Kanser hiicrelerinin apoptozdan kagma yetenegi temel
Ozelliklerinden biridir ve antikanser savunma mekanizmalarin1 kirmalarina yardimei
olabilecek beceridir. Dolayisiyla kaspaz-3 ve/veya diger kaspazlarin ekspresyonunun
kaybi, mutasyona ugramis somatik hiicrelerin hayatta kalmasinda 6nemli bir adim olarak
rol oynarlar. Literatiirde yapilan bir ¢caligmada meme kanseri hastalarinin ¢ogunda timor
hiicrelerinin yani sira tiimorii ¢evreleyen normal parankimde kaspaz 3 ekspresyonu
olmadig1 gbsterilmistir. Bu anahtar kaspazin ekspresyonunun veya fonksiyonunun kaybi,
meme kanseri hiicrelerini kemoterapotik ilaglar da dahil olmak iizere belirli apoptotik

uyaranlara yanit olarak apoptoza direncli hale getirebilir ve bu nedenle hastaligin



sonucunu ve prognozunu etkileyebilir. Bu bulgularm, kaspaz-3'in yalnizca hastalik
belirteci olarak degil, ayn1 zamanda meme kanseri i¢in terapdtik bir hedef olarak

kullanilmas1 agisindan 6nemli klinik etkilerinin olabilecegi belirtilmigtir [11].

Chang ve ark., GPX3’{in kanser siirecindeki roliinii aragtirmislardir. Bulgularina gore
diger antioksidanlara benzer sekilde, GPX3’iin tiimor gelisimi sirasinda hem bir timor
baskilayic1 hem de bir hayatta kalma proteini olarak kanserde ikiye boliinmiis bir role
oldugunu saptamiglardir [12]. GPX3, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunun
azaltilmasina neden olan ve tiimor baskilayici olarak gorev alan bir proteini tirettigi de

bildirilmistir [13].

Bir nukleus pulposus fenotipik marker1 olan Karbonik Anhidraz II'in (CAR3)
ekspresyonunun hipoksiye vb. hiicresel streslere duyarli oldugu ve hiicreyi oksidatif

strese kars1 korudugu bildirilmistir [14].

PRDX3, mitokondride en bol bulunan ve etkili H>O>’i ortadan kaldiran enzim oldugu
icin, matriste lretilen H2O2'min yaklasik %90'mn1 ortadan kaldirdigini ve onemli bir
mitokondriyal antioksidan proteindir bildirilmistir [14]. PRDX3, inaktif dimer formuna
oksitlenerek H>O»'y1 temizledigi belirtilmis olup ¢esitli calismalarda, PRDX3'lin oksidatif
stresi ve apoptozu etkili bir sekilde inhibe edebilecegini ve hiicresel hasari

hafifletebilecegini bildirmistir [15,16].

MGST1 (mikrozomal glutatyon S-transferaz 1) geninin iirettigi proteinin yaslanmaya
bagl oksidatif hasara karsi hiicrede koruma sagladigi belirtilmistir. MGST1' in bir
peroksidaz olarak islev gordiigii, boylece hiicreleri potansiyel olarak reaktif bilesenlerden

ve oksidatif stresten korudugu bildirilmistir [17].

MAPKI1 birkag proteinin kademeleri tarafindan yiiriitiilen otofajinin indiiksiyonu igin
onemli bir yol alabilecegi bildirilmektedir MAPK 1/3'lin ATG7'ye bagl otofajiyi uyararak

hepatik lipid metabolizmasinda etkin bir rol oynadigini gosterilmisti [18].

UCP1 eksikligi olan farelerde, yliksek oksidatif stres seviyelerininin gozlendigi
bildirilmigtir [19]. Yine farkli bir ¢calismanin sonuglarina gére UCP1 oksidatif hasarinin

seviyesini diiglirdiigli ve Omiirli uzattigi goriilmistiir [20].

RGS14' iin sinaptik plastisite, hiicre boliinmesi ve fagositoz gibi ¢esitli biyolojik
islemlerde yer aldigi belirtilmektedir [21]. Literatiirde yapilan bir ¢alismada RGS
proteinlerinin, birkag farkl tiirde stres direncini ve uzun dmiirliiliigli diizenlemede 6nemli

roller oynadigini géstermistir [22].



Nono geninin insan melanositlerinde hem melanoma hiicre hattinin hem de melanoma
doku orneklerinin ¢ekirdeginde giiclii bir sekilde eksprese edildigi ve lokalize oldugu
bildirilmistir. Nono’nun kotli huylu melanomda yiiksek oranda ifade edildigi ve habis
melanoma gelisiminde rol oynadig1 gosterilmistir [23]. Li ve ark., NONO ve PSPCI1
genlerinin DNA ¢ift ipliginin bozulmasini onarici genler i¢cin mRNA seviyelerini
etkileyerek dolayl1 olarak onarimi da etkileyip etkilemeyecegini test etmislerdir. Sonug
olarak NONO ve ilgili proteinlerin, DNA ¢ift ipliginin bozulmasin1 onarimi i¢in kritik

oldugunu bulmuslardir [24].

P62 olarak da bilinen SQSTMI1 proteini hiicresel homeostazi korumak i¢in otofagozom
tizerindeki vesikiiller ve LC3 proteini ile ayn1 anda etkilesime girerek segici otofajiyi
kolaylastiran bir reseptordiir. p62/SQSTM1 memelilerde tanimlanan ilk segici otofaji
reseptoridir. (SQSTMI1) olarak da adlandirilan p62 proteini, yaygin olarak

poliiibikitinlenmis protein kiimeleri i¢eren inkliizyon cisimciklerinde bulunur [25].

LC3, otofagozom zar1 olustuktan sonra otofajinin ge¢ basamaklarinda yer alan otofaji
marker proteinlerinden biridir. Sukseree ve ark., timik epitel hiicrelerindeki otofajinin
genetik mekanizmalarini aragtirmiglardir. LC3 geninin fonksiyon kaybinin otofajiyi
baskiladigini, otofajinin baskilanmasi soncucunda da timik epitel hiicrelerinde biiyiik
miktarda p62/sektozom 1 (SQSTMI1) birikimine yol actigini bildirmislerdir [26].
Hamurcu ve ark., otofajinin metastatik {i¢lii negatif meme kanseri ve metastatik olmayan
meme kanseri hiicrelerindeki roliinii arastirmiglar ve otofaji ile iliskili genlerin (LC3 ve

Beclin-1) ortadan kaldirilmasinin otofajiyi inhibe ettigini gostermislerdir [27].
1.2 Tezin Amaci

Bu c¢alismada farelerde beslenme bicimlerinin otofaji ve oksidatif stres tizerindeki
etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Kalori kisitlamasi calismalarinda genellikle
kullanilmakta olan kronik kalori kisitlamasi ve aralikli kalori kisitlamasi yonteminin gen
ekspresyonu iizerindeki etkisinin kontrol grubuyla birlikte karsilastirilmasi saglanacaktir.
Otofaji ve oksidatif streste etkisi oldugu diisliniilen 17 genin, transgenik farelerin 3
degisik yasamsal doneminde beslenme tarzinin etkisiyle meydana gelebilecek ekspresyon
farkliliklarin saptanmasi amaglanmigtir. Bu amagcla dizileme verileri araciligiyla otofaji
ve oksidatif stres ile ilgisi biyoinformatik analizlerle saptanan 17 genin ekspresyonlarinda
bu degisikliklerin dogrulanmasi amaciyla ger¢ek zamanli PCR (RT-PCR) metodu

kullanilarak timiis dokusunda dogrulanmas1 hedeflenmistir.



1.3 Hipotez

Literatiir arastirmalarinin sonucunda kalori kisitlamasinin, kanser, yaslanma, oksidatif
stres ve otofaji mekanizmalariyla iligkili oldugu belirlenmistir. Boliimiimiizde daha 6nce
yapilan aragtirmada, yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak RNA sekanslama
transkriptom analizi ile kalori kisitlamasi uygulanmis ve normal beslenmis (Ad Libitum)
yasamin erken evresindeki (18. hafta) fareler arasinda “farkli oranda ekspresse edilen
genler (DEGs)” tespit edilmistir. Tespit edilen DEGs igerisinde otofaji ve oksidatif stres
ile iliskili olan 17 gen belirlenmistir. Bu iliski sebebiyle kalori kisitlamasinin ve beslenme
tipinin otofaji ve oksidatif stres iliskili genlerin ekspresyonlarinda anlamli degisikliklere
sebep oldugu, bu degisikliklerin kalori kisitlamasinin otofaji ve oksidatif stresin
azaltilmasina yardimer olup hiicredeki stresi azalttigi hipotezini kurmamizi saglamistir.
Bu ¢alismada, otofaji ve oksidatif stres iliskili genlerin RNA-seq analizinden elde edilen

ekspresyon degisim sonuclarinin, Real Time PCR ile dogrulanmas1 beklenmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Meme Kanseri

Diinya genelinde kadinlar arasinda 6liime sebep olan en onemli ikinci 6liim nedeninin
meme kanseri oldugu belirtilmektedir [28]. Meme kanseri 2018'de Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki vakalarin %30'nu olusturdugu belirtilmektedir. Ayrica, meme kanseri
goriilme oran1 giin gegtikge arttig1 vurgulanmaktadir. ABD'de 2008'de de meme kanseri
vakalari, toplam kanserin %23"iinii olustururken, Tiirkiye'de ise kanser 6liimlerinin %
14'lint olusturdugunu bildirilmektendir. Meme kanseri, genetik materyalde meydana
gelen mutasyonlar sonucu olusan genetik anormalliklerden kaynaklanmaktadir. Meme
kanseri vakalarmin %35 ila %10'una kalitsal genetik sebep olurken, meme kanseri
vakalarinin %85-90'mna c¢evresel faktorlerden ve yaslanmadan kaynaklanan genetik
anomalilerin sebep oldugu belirtilmektedir. Ozellikle BRCA1, BRCA2 ve TP53
genlerinde olusan patojenik varyantlarin meme kanseri ve yumurtalik kanseri i¢in en
ylksek penetransa sahip oldugu rapor edilmistir. Tek genlerde olusan patojenik
varyantlarin disinda genlerde olusan varyasyonlarin poligenik risk olusturarak da kansere

neden oldugu rapor edilmistir [29].

Meme kanseri gelisiminde yas, cinsiyet, irk ve aile dykiisii gibi i¢sel faktorler ve ayrica
sigara igme, asir1 alkol alimi, egzersiz eksikligi, diyet ve obezite gibi digsal faktorler gibi
cesitli risk faktorlerin rol oynadigr belirtilmektedir [30]. Bu baglamda, yasam tarzi ile
iliskili faktorlerin meme kanseri gelisimi tizerinde genetik faktorlerle de birlikte etkisi
oldugu bildirilmektedir [31] (Sekil 2.1) . Bu dissal risk faktorleri ayrintili olarak
incelenerek karakterize edilebilirse, meme kanseri gelisimi icin daha etkili miidahale

stratejileri gelistirilebilir [29].
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Sekil 2.1 Meme kanseri risk faktorleri [32]

2.1.1 Meme Kanseri ve Obezite

Diinya Saglik Orgiitii obeziteyi, viicut kitle indeksinin (VKI) 30 k / m*'den yiiksek oldugu
durumlarda asir1 yag birikimi durumu olarak tanimlamaktadir. Obezite, diinya ¢apinda
milyonlarca insam etkileyen ciddi bir saglik problemidir. Ornegin, Ingiliz kadinlarin %
26 obez olarak kabul edilmektedir ve bu oranin 2030 yilina kadar % 43'e ¢ikacagi tahmin
edilmektedir. Genetik, sagliksiz beslenme, fiziksel hareketsizlik, metabloizma, ¢evresel
faktorler, sosyoekonomik ve psikolojik durumlar obeziteye sebep olan faktorlerin basinda
gelmektedir [33]. Obezitenin, kadinlar arasinda kanserden toplam 6liimlerin %20'sinden
ve erkekler arasinda %14'linden sorumlu oldugu bildirilmektedir [34]. Bergstrom ve ark.,
yaptiklari bir calismada asir1 kilolu kadinlarin %12, meme kanseri obez kadinlarin ise
%25 oraninda daha yiiksek meme kanseri riskine sahip oldugunu bildirmistir [35].
Dobbins ve ark. (2013) ayrica obez kadinlarm (VKI> 30 k/m?) daha zayif kadinlara
kiyasla meme kanseri gelisimi agisindan énemli 6l¢iide %25 daha yiiksek risk tagidigin

bildirmislerdir [33].

Meme kanseri gelisiminde obezite ve diyet faktorlerinin islevinden sorumlu mekanizmay1
anlamak ve mekanizmayi1 degistirmek yeni tedavileri iyilestirmek i¢in son derece dnem
tasimaktadir. Bu iliskide insiilin, IGF, seks hormonlari, oksidatif stres ve adipokinlerin
etkileri gibi ¢esitli mekanizmalarin rolii oldugu ileri siiriilmiistiir [36,37]. 2002 yilinda,
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi (IARC), obezite ile kolon, postmenopozal
meme, endometriyal, bobrek ve 6zofagus dahil olmak {izere bir¢cok kanser arasinda bir
iliski olduguna dair yeterli kanit oldugu sonucuna varmistir. Obeziteye atfedilen kanser

yilizdesi menopoz sonrast meme kanseri i¢in %9 olarak bulunmustur [38]. Bazi calismalar



menopoz dncesi kadinlarda obezitenin meme kanseri riskini etkilemedigini veya gergekte
azalttigin1 One siirerken, obezite, meme kanseri hastalaria gore %30 daha yiiksek 6liim
riski tagidig1 belirtilmektedir. Obezitenin meme kanseri riski lizerindeki bu farkl: etkileri
en iyl menopoz durumu ile agiklanabilir [39,40]. Yumurtalik 6strojen iiretiminin olmadigi
postmenopozal kadinlarda, yiiksek VIK olan kadinlarda meme kanseri insidansinin
artmasi, yag dokusundan nispeten yliksek estradiol plazma seviyeleri ile iligkili
olabilecegi tahmin edilmektedir [41]. Yag dokusunda dstrojen olusumu ve meme yaginda
aromataz ekspresyonu, meme kanseri riski ile iligkin onemli baglantilar olarak kabul
edilmektedir. Buna karsilik, menopoz 6ncesi kadinlarda yiiksek VIK ve meme kanseri
riski arasindaki ters iliski, obez kadinlarda progesteron serum diizeylerinin diismesinden

kaynaklanabilecegi ongoriilmektedir [42].
2.1.2 Kalori Kisitlamasi ve Kanser

CR, canli organizmada yasam kalitesini ve siiresini etkileyebilecek ana saglik
diizenleyicilerinden bir tanesidir. Ek olarak, CR kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
kanser, inflamasyon ve norogenez gibi ¢esitli patolojik hastaliklarla iligkisinin oldugu
belirtilmistir [43]. Genel olarak kalori aliminin genellikle ylizde 20 ila 40 oraninda
azaltildig1 bir diyet rejimi olan kalori kisitlamasi1 kemirgen modellerinde viicut agirligini
azaltmak ve kanser gelisimini Onlemek ic¢in en ¢ok uygulanan miidahalelerden bir
tanesidir [44]. CR’nin tiim0riin olusumu iizerindeki etkisini ele alan ilk arastirma 1909
yilinda Moreschi tarafindan yapilmistir. Bu arastirmada CR ile beslenen siganlara verilen
tiimdrlerin, tiimdriin gelisiminin durdugu gézlemlenmistir [45]. CR ile ilgili daha sonra
ki bir ¢calisma 1935'te McCay tarafindan gerceklestirildi ve bu ¢alisamaya gore, CR’nin
siganlarin Omriinii uzattigini bildirilmistir. Ayni ¢alismada CR’nin yasam siiresini uzattigi
ve tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin
gelisimini geciktirdigi bildirilmistir [44]. CR’nin koruyucu etkisi 1940'larda Tannenbaum
tarafindan gergeklestirilen arastirmalarda dogrulanmistir [46]. Kiigiik kemirgenler
tizerinde gerceklestirilen aragtirmalarda CR’nin kansere egilimi azalttig1 ispatlanmigtir
[44,47]. Bu koruyucu etki, farkli dokulardaki spontan tiimorlerin baslamasinda ve

gelismesinde geciktirmeyi kapsamaktadir [48,49].

So6zgelimi, yapilan bir arastirmada, AL olarak beslenen si¢anlarda tiimorlerin hayat boyu
olugmasi orani sirasi ile erkeklerde %89, disilerde ise %86 bulunurken, CR uygulanan
farelerde ise hem erkek hem de disilerde bu oran %64 seklinde belirtilmistir. CR ile

beslenen disi farelerde, lenfomada %29°dan %9’a kadar azalmalar, hipofiz timorlerinde



%37°den %]1’e diisiis ve tiroid tiimorlerinde ise %8’den %0,8’¢ kadar azalma
gbzlemlenmistir. CR’ye tabi tutulmus erkek farelerde ise hepatoseliiler tiimorler %10'dan
%1’e diistiigii goriilmiistiir [50]. Diger taraftan, spontan ve indiiklenebilir tiimorlere daha
hassas olan p53 geni indiiklenmis fareler lizerinde gerceklestirilen bir aragtirmada, 10.
aydan baslayarak haftada bir giin %40’lik CR yapildiginda timor gelisiminin geciktigi
gbézlemlenmistir [51]. Kalori kisitlamasinin etkilerini degerlendiren bir meta-analiz

calismasinda CR’nin tiimor insidansini yiizde 75 oraninda onledigini belirtmistir [52].

CR ve kanser iligkisini ele alan ¢alismalarin biiylik cogunlugu, CR’nin meme kanseri
tizerindeki koruyucu rolleriyle iliskilidir. Dirx ve ark. yaptiklari bir meta analiz
calismasinda, CR’ye tabi tutulmus hayvanlarda, kontrol grubuna kiyasla %41 ila %69
arasinda daha az oranda meme timori olustugu goézlemlemislerdir. CR uygulamasi
bagslatilan farelerin yasi, CR uygulamasinin siiresi, farelerin dogurganlik oranlar1 ve enerji
veren besleyici gidalarin ¢esidi ele alindiginda arastirmanin sonuglari tizerinde herhangi
bir farklilik gozlemlenmemistir. Bu c¢alismada, CR’nin farelerin meme tiimdriine
yalanmasini ve ilerlemesinin geciktirdigi ve meme tiimoriine karst koruma sagladigi
ispatlanmistir [53]. Dogan ve ark. tarafindan MMTV-TGF-a transgenik farelerle yapilan
bir ¢calismada %25 CR uygulanan kronik kalori kisitlamsi grubu, ii¢ hafta AL bir hafta
%50 kisitlama ile beslenen aralikli kalori kisitlamasi uygulanan farelerde meme kanseri

gelisiminin geciktigi gozlemlenmistir [54].
2.2 Kalori Kisitlamasi

Sik olarak uygulanan bir deneye dayali manipiilasyon metodu olan CR, yetersiz
beslenmeye sebebiyet vermeden organizmanin aldigi kalori oraninin kisitlamasi olarak
tanimlanmaktadir. Enerji aliminin sinirlandirilmasi, temel besinlerin yeterli oranda
alinmasi ile kombine edilmektedir. 19.yy basindan itibaren farkli organizmalarda bu
manipiilasyonun etkileri arastirma konusu olmustur. Konuya iliskin gerceklestirilen
arastirmalarda, ¢esitli organizmalarda pek cok biyolojik siire¢ lizerinde farkli etkiler
gozlemlenmistir. Temel olarak, canlilarin 6miir siirelerini uzattigi, yaslanmayi erteledigi,
timor gelisimini 6nledigi, otoimmiiniteyi baskilayarak, immiin sistemi farkli yollarla

pozitif olarak etkiledigi belirtilmistir [55].

CR’nin farkl tiirlerde pozitif yonde etki géstermesi bilim insanlarini mekanizmalarin
aciga kavusturulmasi i¢in kapsamli aragtirmalara itmistir. Aragtirmalar fare, sican, kopek

ve primatlar ilizerine yogunlagmistir. Zira bu organizma tiirleri iizerinde yapilan



aragtirmalar, insan tilirline filogenetik bakimdan daha yakin bulunmus ve daha iyi
kiyaslama olanagr saglamaktadir. Bununla birlikte, omurgasiz hayvanlar {izerinde
gerceklestirilen gida kisitlamalarinda, kisitlanan kalori miktarmin o6lgiilmesi sorun
olusturdugundan bu arastirmalarin omurgalilar lizerinde gergeklestirilmesi daha saglikli

sonuclar verecegi dngoriilmiistiir [56].

Canlilari herhangi bir sinirlama uygulamadan besine ve suya ulasabildigi duruma, ad
libitum beslenme ad1 verilmektedir. CR deneysel ¢alisma protokollerinde yaygin olarak,
ad libitum olarak beslenen bir grup ve bu beslenmenin belli bir yiizdesi azaltilarak
beslenen diger bir grup da bulunmaktadir. Bu protokollerde kalorinin yaninda, makro ve
mikro besin 6geleri de ayni oranda sinirlandirilmaktadir. Bu nedenle bu ¢aligmalara bazi

kaynaklarda diyet kisitlamasi (dietary restriction) adi da verilmektedir [57].

Iki esas olarak, kronik kalori kisitlamas1 (CCR) ve aralikli kalori kisitlamasi (ICR)
seklinde iki kalori kisitlamasi (CR) tiiri mevcuttur. ICR, belirli zaman dilimlerinde
CR’nin uygulanmas: seklinde ifade edilmektedir. ICR, kimi bireylerde daha uygun
olabilecek kilo vermek igin alternatif bir tutum olarak, kilo vermek i¢in CCR daha 1yi
olama dahi, ona esdeger oldugu belirtilmektedir [55]. Pek ¢cok ¢alismada, ICR'nin kronik
hastaliklarin bir belirtisi olan insuline karst duyarlilik, artmis yogun lipoprotein
kolesterolu ve yag oksidasyonu gibi vakalar iyilestirdigi gézlemlenmistir [58]. Genetik
olarak programlanmis hayvan modelleri lizerinde gergeklestirilen CR arastirmalarinda,
ICR’nin CCR’ya oranla kanser olusumunu engellemede daha etkili oldugu pek ¢ok
calisma tarafindan bildirilmistir [59]. Bunun aksi yonde sonuclar bulan ¢aligmalar da

literatiirde mevcuttur [55,60].

Kalori kisitlamasinin 6miir suresi, yaslanma, immun sistem, kanser, insulin direnci,
oksidatif stres, metabolik pek cok hormon (Leptin, Adinopektin, Ghrelin, Insulin) ve
birtakim sinyal yolaklar1 gibi birden fazla metabolik sure¢ iizerinde etkili oldugu

belirtilmektedir [57].
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Sekil 2.2 Kalori kisitlamasinin etkileri

2.2.1 Kalori Kisitlamasinin EtKileri

CR'nin konusu iizerine yapilan arastirmalar sonucu Omiir suresin {izerine pozitif yonde
etkileri oldugu bildirilmistir. Kiiclik kemirgenler iizerinde gerceklestirilen aragtirmalar
CR'nin 6miir suresi ve 6liim iizerindeki etkileri, kisitlamanin seviyesiyle ortalama émriin
en fazlast ve maksimum Omriin hangi seviyede artti1 arasinda dogrusal bir baglanti
oldugu belirtilmektedir [57]. Ilerleyen yaslarda CR’nin uygulanmasinin baslatilmasi,
Omiir suresinin iizerinde yine de 6nemli derecede etkileri bulunmaktadir. Ancak bunlar,
erken evrede CR baglatildiginda belirlenen etkiye kiyasla daha azdir. Diger taraftan CR
artikga Omiir suresinin suresiz uzamasi s6z konusu degildir. Maksimum etki, %55-60 CR
ile kendini gdstermektedir. Bu orandan daha fazla CR'nin Omiir suresini negatif yonde

etkiledigi belirtilmektedir [55].

CR'nin Omiir stiresi ile iliskisini elen alan Yu ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada %40°lik
kalori CR'nin 6 aylik Fischer-344 (F344) sicanlarinin omiir siirelerinde 6nemli artig
oldugunu gozlemlemislerdir [61]. Benzer sekilde, Weindruch ve Walford, yaptiklari
calismada 12 aylik fare susunda (C57BL/6 ve B10C310) %40 oraninda CR'nin dmiir
siiresinnde 6nemli derecede artiglar oldugunu bildirmislerdir [49]. Pugh ve ark. yaptiklar

calisgamada, 12 aylik donemde tedavi edilen erkek C57BL/6 (B6) farelerde CR'nin dmiir
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stiresi lizerindeki uzatma etkisini dogrulamis ve bununla beraber bu fareler kontrol
gruplartyla kiyaslandiginda, CR grubunda yer alan farelerin lenfoid kanserinin
gelismesinde 6nemli derecede azalmalar meydana geldigini ve bunun sonucunda daha
uzun bir yagam siirdiiklerini bildirmislerdir [62]. Lee ve ark., 14 aylik erkek B6C3F1
farelerinde %40 oraninda uyguladiklart CR'nin yavas yaslanmay1 belirleyen bir gen
ekspresyon profili meydana geldigini teyit etmislerdir. Bununla birlikte, fareler arasinda
genotiplerin ayni olanlarin CR diizeyinde farkli oranlarada tepki verdigi gozlemlenmistir

[63].

CR'nin bagisiklik sistemini giiclendirdigini ve bdylece kanser yakalanma riski ve
otoimmun hastalik sayisinin azaldigr gozlemlenmistir [57]. Ayrica, CR'nin makrofaj
islevi tlizerine de cok fazla etkisi bulunmaktadir. 8-12 hafta boyunca %50’lik CR
uygulanan sicanlarda, kan monositlerinin H2O olusturulmasinda %75’lik oraninda bir
diisiis gozlemlenmigstir. Prostaglandin iiretiminde periton makrofajlar1 tarafindan da
onemli derecede bir artis gozlemlenmistir [64]. Azalan oksidatif stresin bu etkisi, immun
sistemin bir etkisi oldugunu gostermektedir. Genel olarak, CR’nin immun sistem
uzerindeki etkileri farklilik gostermekte olup, CR’nin bu siirecteki etkileri pek cok
durumdan kaynaklandig1 belirtilmektedir.

Oksidatif stres, serbest radikaller olarak adlandirilan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
iiretimiyle antioksidan savunma arasindaki dengede meydana gelen bozukluk olarak
tanimlanir. ROT, normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olup canli organizmalar
tarafindan iiretilmektedir [65]. Diisikk ve orta konsantrasyonlarda, fizyolojik hiicre
sureclerinde ¢aligsmaktadirlar. Fakat yiiksek konsantrasyonlarda; lipidler, proteinler ve
DNA gibi hiicre bilesenlerinde negatif yonlii modifikasyonlar olusturmaktadirlar.
Oksidan/antioksidanlar arasindaki dengede oksidanlar lehine kaymalar “oksidatif stres”
olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif stres; kanser, nérolojik bozukluklar, ateroskleroz,
yiiksek tansiyon, iskemi/perfuzyon, seker hastaligi, akut solunum sikintist sendromu,
idiopatik pulmoner fibrozis, kronik obstruktif akciger rahatsizlig1 gibi pek ¢ok patolojik

durumun olusma esnasinda katkida bulunmaktadir [65,66].

CR'nin temel hiicresel etkilerinden bir tanesi oksidatif stresi miimkiin oldugunca
azaltmaktir. Ornegin, uzun siireli CR uygulanan siganlar yiizme egzersiziyle indiiklenmis
oksidatif strese karsi, beyin, akciger, karaciger, bobrek ve kalp de dahil olmak iizere pek
cok dokuda korunabilmektedir. Yaslanma ve CR'nin kreatin kinaz, glutamin sentetaz ve

erkek ve disi sicanlarin serebellum, hipokampus ve korteks bolgelerinde protein karbonil
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gelisimi tizerindeki etkisini belirlemek icin yapilan bir arastirmada, kreatin kinaz
etkinliginin beynin tic bdlgesinde de neredeyse %30 oraninda azaldig1 gozlemlenmistir.
Fakat glutamin sentetaz etkinligi tlizerine kayda deger bir etkisinin olamadigi
gozlemlenmistir. Protein karbonil diizeyleri, biitiin 3 beyin bolgesinde yasla beraber
Oonemli derecede artig1 gdzlemlenmistir. CR, protein oksidasyonu ve kreatin kinaz
aktivitesinde yasla baglantili olarak azalma oranini diislirdiigii belirtilmistir. Ayrica
glutamin sentetazin CR ile beslenen siganlarin beynindeki etkinligi normal beslenen geng
siganlarin beyinlerine kiyasla daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. CR bu sebeple yasla
iliskili oksidatif stres seviyelerini diisiirerek ve beyindeki protein hasarini azalttigi

belirtilmektedir [55].

Azaltilmis oksidatif stres birden fazla farkli mekanizmayla saglanabilmektedir.
Bunlardan bir tanesi, oksijen serbest radikallerinin {iretilmesinde bir azalma ve ROT' nin
detoksifiye edildigi oranda bir artis ve bu nedenle olusan hasarin oraninda bir azalma
seklinde olabilmektedir. Bozulma ve onarma islemlerinde, hasarin etkisini ortadan
kaldirmak i¢in bir regiilasyona sebep olmaktadirlar. CR'nin oksidatif streste genel bir
azalma meydana getirmek i¢in ¢esitli bilesenlerin ucunu modiile ettigini ortaya koyan

caligsmalar mevcuttur.

Adinopektin, Leptin, Ghrelin ve Insulin benzeri biiyiime faktérii (Igf1), gibi hormonlarin
kanser olusumu ve immunitede hayati roller oynadigi belirtilmistir. Adinopektin, insulin
hassasligini baglatmasi agisindan 6nemli bir hormondur, CR esnasinda ekspresyonu artar.
Leptin, stres hormonu seviyesini azaltirken, tiroid etkinligini ve tiroid hormon
seviyelerini yiikseltmektedir [67]. CR, stres hormonlarinin sekresyonunu artirip ve tiroid
hormonlarinin da sekresyonunu azalttigindan CR’de leptin ekspresyon seviyelerinde
diisiis meydana gelmektedir. Ghrelin, proinflamatuar sitokinleri azaltarak bagisiklik
islevlerini diizenledigi Ghrelinin CR ile birlikte sekresyonu artmaktadir. Igfl, CR ile
baglantisina bakildiginda ise literatiirde bulunan pek ¢ok CR’nin Igfl seviyesini
diistirdiigiinii bildirmekle beraber, CR'nin Igfl ekspresyon seviyelerinde herhangi bir
arttirma veya azaltma gibi bir etkisinin olmadigini savunan arastirmalar da bulunmaktadir

[68].
2.4 Timus

Timus, Yunanca bir kelime olup kalp veya ruh manasina gelen “thymos” tan tiiretilmistir.

Eski Yunanhlar kurban yaptiklar1 hayvanlarin, kalbin iist tarafinda, gogiisiin boynu
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kismina kadar uzanan genis bir doku kitlesi fark etmisiler ve buradaki kitlenin ruhun
koltugu olmasi1 gerektigi inancina varmislardir. Bezin morfolojisini ilk defa Galen
tarafindan tanimlanmistir [69]. 1950'lerde yapilan arastirmalarda, timusun lenfosit
iiretildigi yer olarak belirlenmistir ve timus konusu iizerine arastirmalar artmaya
baglamistir [70]. Bununla beraber, immunologlar, hastaliklardaki periferik lenfositlerin
kokenini ve fonksiyonunu anlamak icin yaptiklar1 arastirmalarda timusun gorevini

biitiiniiyle ortaya konulmustur [69].

Immiin sistemin gelismesinde énemli organlarindan bir tanesi olan timus, birincil lenfoid
organlardan bir tanesidir. Timus, hem mezenkimal hem de endodermal kokenli bir
organdir. Dogum Oncesi ve sonrast kemik iliginden koken alan T lenfositler timiise
goemektedir. Timiis, T hiicrelerinin farklilagarak olgun hale geldigi son kisimdir. T
hiicreleri lenfositlerin alt tiirlerinden biridir ve sonradan kazanilmis bagisiklik sistemi son

derece Onemlidir.

Sol lob

Timus
lobdulleri

i

Sekil 2.3 Timusun yapisi [96]

Farelerin kullanildig1 bir CR modelinde, CR’nin timiisiin yaslanmasini geciktirdigi
ispatlanmistir.  Yasla beraber ortaya c¢ikan adipoz doku olusumunu, adipogenez
yolaklarini inhibe edip Onledigi, timiisiin korteks ve medullasinda epitel doku yapisini
muhafaza ettigi belirtilmistir. Timiis ve 6teki lenfoid organlar besin noksanligina pek ¢cok
organdan daha hizli sekilde tepki olusturdugu belirtilmistir [67]. Sagliksiz beslendigi
belirlenen ¢ocuklarda immiin sistemin gelisemedigi ve enfeksiyonlara daha duyarh

olduklar1 belirtilmistir. Bununla beraber pek c¢ok calismada, beslenme yetersizligi
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olmadan uygulanan CR’nin timiisiin islevlereini gii¢lendirdigi belirtilmistir. Farelerde ve
primatlarda, CR’nin T hiicre islevini ve repertuarini muhafaza ettigi belirtilmistir. Dogal

T hiicrelerinin olusumunu ya da korunmasini tesvik ettigi belirtilmistir.
2.5 Oksidatif Stres (Proteozom)

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) seviyesi normal fizyolojide antioksidan savunma sistemi
ile diisiik konsantrasyonlarda dengelenmektedir. Bununla birlikte, bazen ROT ve
antioksidan savunma sistemi arasindaki denge bozulabilmektedir. ROT ve antioksidanlar

arasindaki dengesizlik cesitli sebeplerden kaynaklanabilmektedir:

¢ Endojen ve ekzojen bilesiklerin neden oldugu artan ROT iiretimi,

e Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin tiiketimi,

e [naktif antioksidan enzimler,

e Antioksidan seviyesini azaltmak, oksidatif stres, arasindaki dengenin bozuldugu bir

durumlardir.

ROT ve antioksidanlar 6nemli biyomolekiillere zarar vermektedir [71]. Artan ROT
seviyesinin sonuglari, ROT iiretiminin seviyesine ve yerine, antioksidan sistemlerin ve
reaksiyona girdikleri biyomolekiillerin etkinligine bagli olarak degismektedir. Asir1 ROT
iiretimi, lipitler, proteinler ve DNA'da anormal fonksiyonlara neden oldugundan zararl
olabilmektedir. Bu nedenle, oksidatif stresin kanser ve yaslanma gibi bir¢ok
patofizyolojik kosulda rol oynadigi belirtilmektedir [29,72]. Canli organizmalar i¢in,
ROT'un faydali rollerini kullanabilmek i¢cin ROT seviyesini dengelemek son derece 6nem
tagimaktadir. Bu denge “redoks diizenlemesi” ad1 verilen mekanizmalarla korunmaktadir
[73]. Kanserin ayirt edici 6zellikleri goz oniine alindiginda, RAS, PI3K, AKT/PKB ve
HER2 gibi ¢esitli genlerdeki mutasyonlarin yani sira p53, RB ve ATM gibi genlerdeki
mutasyonlar redoks regiilasyonunda dagilima neden olmaktadir. Bu nedenle, olusan
redoks durumu apoptozu inhibe eder ve proliferasyon, anjiyogenez ve metastaza yol
acmaktadir. Hep birlikte alindiginda, tiimoér olusumu i¢in redoks homeostazi ve

sinyalizasyon gerekmektedir [29,74].
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Sekil 2.4 Oksidatif stresin sematik sunumu [75]

2.5.1 Lipid Hasan

Membran lipitlerinin ROT saldirisina en duyarl kismi, bol miktarda ¢ift bagin bulundugu
coklu doymamis yag asitlerinin bulundugu kisimdir. Lipid peroksidasyonu, ROT'un
lipitler i¢inde ¢coklu doymamis yag asitlerine saldirdig1 ¢ok adimli bir siiregten meydana
gelmektedir [29,76]. Lipid peroksidasyonu; baglatma, yayilma ve sonlandirma olmak

lizere iic adimdan olusmaktadir [64]. Baslatma adiminda ROT, OH radikalleri gibi karbon
merkezli lipit radikalini (L") olusturan hidrojeni soyutlar. Yayilma asamasinda, L, bir lipit
peroksil radikali (LOO") olusturan O2 ile reaksiyona girerek bagka bir lipitten yeni bir L’
ve lipit hidroperoksit (LOOH) olusumuna neden olan bir hidrojeni soyutlar. Yeni bir L-
tiretimi, bagka bir L' olusturdugu igin zincir reaksiyonunu siirdiiriir. Sonlandirma
adiminda, E vitamini gibi antioksidanlar LOO"'ya bir hidrojen atomu verir ve daha sonra

radikal olmayan tiriinler olusturan baska bir LOO" ile reaksiyona girebilen bir E vitamini
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radikali olusturur. Lipid hidroperoksitler (LOOH), lipit peroksidasyonunun birincil
iriinleri  olup, malondialdehit (MDA) ve 4 hidroksinonenal (4-HNE), lipit

peroksidasyonunun ikincil {iriinleri olarak olugsmaktadir [77].

R — ——, / AN COOH
T N W W
Coklu doymamig yag asitleri

Baslama l”o-
R \/_\/ \/—\\/_CODH

Yag asidi radikalleri
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Sekil 2.5 Lipid peroksidasyon siireci

MDA, arasidonik asit ve poli doymamis yag asitlerinden (PUFAs) enzimatik veya
enzimatik olmayan islemler yoluyla ikincil bir yan iirlin olarak iiretilmektedir. MDA
enzimatik olarak metabolize edilebilir. Bununla birlikte, baz1 durumlarda MDA, biyolojik
hasarlara neden olan protein veya DNA ile eklentiler yapabilmektedir. Histidin, lizin ve
arginin gibi bazik amino asitler, MDA'nin elektrofilikligi nedeniyle MDA'ya karsi
savunmasiz durumdadir [29]. Schiff bazli eklentiler, gelismis lipit peroksidasyon nihai
tiriinleri (ALEs) olarak da adlandirilan MDA ve serbest amino asitler arasindaki bu
reaksiyonlardan iretilir. MDA ayrica deoksiguanosin ve deoksiadenosine eklentiler
olusturmak i¢in deoksiguanozin ve sitidin gibi niikleosidlerle reaksiyona girebilmektedir
[29,78]. MDA, DNA hasar1 ve mutasyonunun en 6nemli nedenlerinden bir tanesidir.
MDA-DNA eklentileri, niikleotit eksizyon onarmmi (NER) yolu ile onarilmaktadir.
Bununla birlikte, MDA-DNA eklentileri onarim sistemi ¢aligmadiginda iplik

kopmalarina, nokta ve c¢erceve kaydirma mutasyonlarina, hiicre dongiisii durmasina ve
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apoptozun indiiksiyonuna neden olmaktadir. Omegin, M1dG, insan ve kemirgen
genomik DNA'sinda bulunan guanine ekzosiklik bir katki maddesidir. M1dG DNA
replikasyonu sirasinda yanlis kodlanir ve baz ¢ifti de§isimine ve c¢er¢eve kaymasi
mutasyonlarina neden olmaktadir. MDA-DNA eklentilerinin sebep oldugu bu
degisiklikler kansere ve diger genetik hastaliklara yol agabilmektedir [79]. MDA,
gorsellestirmeyi miimkiin kilan tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girme kabiliyeti
nedeniyle lipit peroksidasyonunun biyobelirtegidir [29,80].

2.5.2 Protein Hasan

ROT, amino asit oksidasyonuna, peptit zinciri parcalanmasina ve proteinlerin ¢apraz
baglanmasina yol acabilmektedir. Bu nedenle, bu degisiklikler proteinlerin proteazlar
tarafindan bozulmasina neden olabilmektedir [81]. Amino asit yan zincirleri, 6zellikle
proteinlerin sistein ve metiyonin kalintilar1 O2 « =, OH « ve H202 gibi ROT'ne kars1 daha
savunmasizdirlar [82]. Bu kalintilara yapilan ROT saldiris1 sonucunda konformasyonel
degisikliklere, proteinin agilmasina ve bozulmasina sebep olabilmektedir. Aktif
bolgelerindeki metal igceren enzimler oksidasyona daha duyarlidir. Oksitlendiginde
enzimler artik islev géremez ve aktiviteleri inhibe edilmektedir [83]. ROT amino asitlere
saldirdiginda karbonil gruplar iretilir. Proteinlerdeki karbonil gruplari, ROT aracili
protein oksidasyonunun bir belirteci olarak gosterilmektedir [29]. Diisiik protein
karbonillerin seviyesi, Alzheimer hastaligi, diyabet ve yaslanma gibi pek ¢ok hastalikta

iliskisinin oldugu belirtilmektedir [84,85].
2.5.3 DNA Hasan

Asirt ROT iiretimi, niikleik asitlere zarar verebilmektedir. ROT, ¢esitli degisikliklere
sebep olan DNA'ya saldiris1 nedeniyle mutajenik olarak bilinmektedir. DNA onarim
sistemleri bir mutasyon replikasyon sirasinda yanlis baz eslesmesinden dolayr DNA'y1
yenileyememektedir. ROT'un islevlerinden bir tanesi de, DNA hasarinin neden oldugu
apoptozdur. ROT'un ayrica mitokondriyal DNA hasar1 nedeniyle yaslanma siirecine
katkida bulundugu ileri siirtilmektedir [86]. Rot ¢ogunlukla mitokondride tiretilmektedir.
Bu nedenle, mitokondriyal DNA, niikleer DNA'ya kiyasla ROT'un neden oldugu
degisikliklere daha fazla maruz kalmaktadir. OH radikali, deoksiriboz seker omurgasi,
plirin ve pirimidin bazlar1 gibi DNA'nin tiim bilesenleri ile reaksiyona girme yetenegine
sahiptir. ROT saldiris1 durumunda, degistirilmis piirin ve pirimidin baz yan {irlinleri ve
DNA-protein ¢apraz baglar iiretilmektedir. OHe radikalerinin primidin saldirisi, timin

glikol, wurasil glikol ve 5-hidroksideoksi uridin gibi pirimidin eklentilerine sebep
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olmaktadir. Plirine OHe radikal ataklari gergeklestiginde 8-OHdG ve 2,6-diamino-4-
hidroksi-5-formamidopirimidin  olusmaktadir. Bu eklentiler, genomda mismatch
eslesmelere ve niikleotid yer degistirmelerine neden olur. Ornegin, 8-OHdG &zellikleri
nedeniyle mutajenez, karsinogenez ve yaslanmaya sebep olur ve oksidatif DNA hasarinin

biyobelirteglerinden bir tanesidir [29].
2.5.4 Oksidatif Stresin Kalori Kisitlamasiyla iliskisi

Oksidatif stres, yaglanma ve ndérogenez, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet
gibi yasa bagli hastaliklar dahil olmak iizere bir¢ok patolojik durumda goriilebilmektedir.
Ek olarak, ¢ok sayida arastirma, CR'nin kanser de dahil olmak {izere bu oksidatif stresle
ilgili hastaliklara karsi korunmanin bir yontemi olabilecegini ileri slirmiistiir. CR'nin
onleyici etkileri ile iligkili oldugu savunulan ii¢ mekanizma bulunmaktadir; CR, ROT
olusumunu azaltabilir, antioksidan savunma sistemini indiikleyebilir veya oksitlenmis
makromolekiillerin miktarini artirabilmektedir. CR'nin genellikle oksidatif stresi inhibe
ettigi ve antioksidan kapasiteyi arttirdigi bilinmesine ragmen, bu mekanizmalar son
derece karmasik ve birbiriyle iliskilidir. Ornegin, CR bir antioksidan enzimin aktivitesini
azaltabilir. Bununla birlikte, bu azalma azalan ROT seviyesiyle iliskili olabilecegi
belirtilmektedir. Ayrica, CR'nin cinsiyet, tiir, kullanilan doku tiirleri, incelenen ROT ve
antioksidan tiirleri ve CR stiresi gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak oksidatif stres durumu

tizerindeki etkileri de ¢alismalarda irdelenmistir.

MDA, lipitlere yapilan radikal saldiridan sonra ikincil bir peroksidasyon yan {iriinii olarak
iretilir ve yaygin olarak Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girme kabiliyeti
nedeniyle bir lipit peroksidasyonunun biyobelirleyicisi olarak kullanilmaktadir [77]. Cok
sayida calisma, farkli tip ve miktarda CR’nin MDA seviyesi iizerindeki etkisini
bildirmistir (Tablo 1). Farkli calismalardan elde edilen veriler, cesitli kisitlama
protokolleri nedeniyle tutarli degildir. Ayrica, ayn1 CR orani farkli uygulama siireleri
olan farkli ¢alismalar farkli sonuclar bildirmistir. Ornegin, Doguc ve ark. (2013)
tarafindan yapilan calisma, 10 hafta boyunca CR uygulanan siganlarin her birinde %
60'inda MDA seviyesinin azaldig1 gozlemlenirken, Stankovic ve ark (2013) 5 hafta
boyunca CR uygulanan sicanlarin her birinde % 50-60 arasinda MDA seviyesinin artig1
gbzlemlenmistir. Yine aymi ¢alismada CR uygulanan sicanlarin %30-40'inda MDA
seviyesinde herhangi her hangi bir degisiklik gdzlemlenmemistir [87]. Al Safaei ve ark.

(2014) yaptiklar1 ¢galismada ramazanda orug tutan insanlarin MDA diizeyinin diistiigiinti
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bildirmislerdir [88], BaHammam ve ark. ramazan orug tutan insanlarin MDA seviyesinde

her hangi bir degisiklik olmadigini bildirmislerdir [89].

Tablo 2.1 Kalori kisitlamasinin MDA seviyesi iizerine etkileri

Parametre | Tiir Yas Cinsiyet | Degisiklik Kaynak Faktor
MDA Sican | 1lhafta E Hipokampal | AO(7 hafta)
MDA Insan 26.6+5y11 | E & Kan Orug
MDA Insan | 55+5y1l K/E Serum Orug
MDA Sican | 5ay E I Eritrosit %60'l1ik,CR (10
hafta)

MDA Sican | 15 hafta E Karaciger %60'1k,CR (5

: A ¢ hafta) (

MDA Sigan | 15 hafta E <) Karaciger %30-40 CR (5
hafta)

MDA Sigan | 15 hafta E " Karaciger %50-60 CR (5
hafta)

MDA Insan | 50-70 yas | E Kan IF(12 hafta)

MDA Sigan | 21-23 E * Karaciger %40 CR (8-10
hafta hafta)

MDA Sigan | 10 hafta E Karaciger %50-60 CR (5
1 hafta)

AO: Aralikli orug, K:Kadin, E:Erkek, CR: Kalori kisitlamasi, MDA : Malondialdehit

Antioksidanlar serbest radikallere ve ROT'ine karsi detoksifikasyon sistemi gorevi
gormektedir. Katalaz, oksidatif hasara karsi ana savunma hatlarindan bir tanesidir. Cok
sayida calisma, farkli tipte ve miktarlarda CR’nin katalaz aktivite seviyesi lizerindeki
etkisini incelemistir. MDA seviyesine benzer sekilde, CR’nin katalaz aktivitesi {izerine
etkilerine iliskin veriler de ¢esitli kisitlama protokolleri nedeniyle tutarli degildir. Bu
calismalarda ise irdelenen doku ve kullanilan tiirler farklilhik gdstermektedir. Ornegin, 6
ay boyunca CR uygulanan bireylerin %30'unun karacigerinde katalaz aktivitesi lizerinde
anlaml bir etkisi olmadig1 bildirilmistir [90]. Benzer sekilde, baska bir ¢alismada, 17
hafta boyunca CR uygulanan si¢anlarin %30'unda katalaz aktivitesi lizerinde anlaml1 bir

etkisinin olmadig belirtilmistir [91].

Stiperoksit dismutaz (SOD), antioksidan savunma sisteminin bir parcasi olan baska bir
enzimdir. Cok sayida caligsma, farkli tip ve miktarlardaki CR'nin SOD aktivite seviyesi
tizerindeki etkisini bildirmistir. CR'nin etkilerini gosteren SOD aktivitesine iligkin veriler,
cesitli kisitlama protokolleri nedeniyle tutarli degildir. Ornegin, Doguc ve ark (2013)
tarafindan yapilan calismada, 10 hafta boyunca CR uygulanan siganlarin % 60'unda
eritrositlerinde SOD aktivitesinin arttigini bildirirken Stankovic ve ark yaptiklar1 bir
calisamada bes hafta boyunca CR uygulanan farelerin % 50-60'inda karacigerde SOD

aktivitesinde azalma oldugunu bildirmislerdir [87]. Farelere bagka bir giin orug
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uygulandiginda IF etkilerinin normal beslenen farelere kiyasla bdbrekteki SOD
aktivitesini arttirdig1 bildirilmistir. CR'nin SOD aktivitesi iizerinde degisken etkileri
bulunmaktadir. Bu farkliliklar incelenen doku ve kullanilan tiirlerdeki farkliliklardan

kaynaklanmaktadir [29].

Glutatyon bir tripeptit ve en dnemli antioksidanlardan bir tanesidir. Cok sayida ¢alisma,
farkli tip ve miktarlardaki CR'nin GSH seviyesi iizerindeki etkisini bildirmistir CR'nin
glutatyon tiizerindeki etkilerini inceleyen c¢alismalarin verileri, c¢esitli kisitlama
protokolleri nedeniyle tutarli degildir. Bununla birlikte, caligmalarin ¢ogu CR uygulamasi
nedeniyle &nemli bir degisiklik gdstermemektedir. Ornegin, Doguc ve ark (2013)
tarafindan yapilan ¢aligmada, 10 hafta boyunca CR uygulanan si¢anlarin % 60'imda
Glutatyon diizeylerinde eritrositlerde anlamli bir degisiklik olmadigini bildirilmislerdir.
Stankovic ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada karaciger orneklerinde bes hafta
boyunca CR uygulanan sicanlarin %50-60'inda Glutatyon seviyesindeki eritrositlerde

anlamli bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir [87].
2.6 Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), canli organizmalarda serbest radikaller iiretme yetenegine
sahip olan ve serbest radikaller ve radikal olmayan molekiiller iceren genel bir kavramdir
[92]. Normalde, O2 tiiketiminin %90'indan fazlasi herhangi bir ROT iiretimi olmaksizin
elektrotranspor zincirinde suya doniistiiriilmektedir [93]. Bununla birlikte, O2
tilkketiminin %10'u O'yi O2¢radikaline doniistiirmek i¢in bir elektron indirgemesi ile
azaltilir ve daha sonra SOD tarafindan H>O:'ye doniistiiriilmektedir. Bu doniistimii
takiben H202, Fe**'den bir elektronun ¢ikarilmasi yoluyla Fenton reaksiyonu ile OH
radikali olusturur. OH radikali daha sonra proteinler ve lipitler gibi biyomolekiillerden
bir elektronun ¢ikarilmasiyla nétralize edilmektedir [94]. Bodylece, normal aerobik
metabolizmanin bir sonucu olarak ROT iretilir (Tablo 2.2). ROT diisiik
konsantrasyonlarda cesitli fizyolojik kosullarda pek cok hayati role sahiptir. Bununla
birlikte, yliksek konsantrasyonda canli organizmalardaki biyolojik molekiillere zarar

vermektedir. ROT tiirleri Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2 ROT tiirleri ve ozellikleri

Isim Formiil Ozellikleri

Siiperoksit Oz Serbest radikal, son derece kararsiz, sinyal
fonksiyonu

Hidrojen peroksit | H2O2 Hiicre toksisitesi, sinyal fonksiyonu, diger ROT
iiretimi

Hidroksil radikali | OH- Serbest radikal, son derece kararsiz, ¢cok reaktif ajan

Peroksil radikali | ROO- Serbest radikal, lipid peroksidasyon iirlinii

Tekli Oksijen 02 Indiiklenmis/uyarilmis oksijen molekiilii, radikal ve
radikal olmayan formu

Ozon 03 Cevresel toksin

Nitrik oksit NO Cevresel toksin, endojen sinyal molekiilii

Peroksinitritin ONOO- | Siiperoksit ve nitrik oksidin yiiksek derecede reaktif
reaksiyon ara maddesi

Nitrojen dioksit NO2 Yiiksek derecede reaktif radikal, cevresel toksin

2.6.1 ROT Kaynaklan
2.6.1.1 Endojen Kaynaklar

ROT, hem enzimatik hem de enzimatik olmayan reaksiyonlarla iiretilebilmektedir.
Endojen ROT iiretimi esas olarak mitokondri, plazma zari, endoplazmik retikulum ve
peroksizomlarda yapilmaktadir. Ek olarak, ROT iiretiminin en yiiksek yapildigi ana
organel mitokondridir. Boylece mitokondriyal O2 tiiketiminin %1 kadarmin elektron
tasima zincirinde Kompleks 1 ve 3'ten O2 « ~ radikali iiretmek i¢in kullanilmasi
onerilmektedir [73] O2+ radikalinin {iretimi mitokondriden enzimatik degildir, ksantin
oksidaz, nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz, peroksidazlar, p66shc
ve monoamino oksidaz gibi enzimatik yollar mitokondride ROT olusumuna etki
etmektedir. Ornegin, oksidatif stres olustugunda, p66Shc, ROT iiretmek icin sitokrom-c
ile etkilesime girebilmek i¢in mitokondrinin i¢ bosluguna translokasyon
gerceklestirmektedir [95]. Peroksizomlar, ROT iiretebilen baska bir organeldir.
Elektronlar, peroksizomlarda H>O> olusturmak i¢in farkli metabolittlerden O>'ye
aktarilmaktadir. Peroksizomlarda O2e, OHe ve NOe- te iiretilmektedir. Endoplazmik
retikulumda bulunan p-450 ve diamin oksidaz da da ROT iiretebilebilmektedir [29].

2.6.1.2 Eksojen Kaynaklar

Sigara dumani, ozon maruziyeti, hiperoksi, iyonlastirici radyasyon ve metal iyonlari
eksojen ROT kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Sigara dumani, O2¢ ve NO- dahil
olmak {izere bir¢cok oksidan ve serbest radikal icermektedir.80 Lipid peroksidasyon, ozon

maruz birakilarak tetiklenebilir [96]. Ultraviyole A (UVA) fotonlar1 porfirin ve NADPH
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oksidazin uyarilmasiyla oksidatif hasara yol a¢gmaktadir. 8-OHdG, OHe radikalinin
guanine saldiristyla DNA'ya UVA ile iliskili oksidatif hasarin ana iirlinlerini olusturur.
Demir, bakir ve arsenik dahil agir metal iyonlar1 ROT iiretimini tetikleyerek lipitler,

proteinler ve DNA {izerinde zararli etkilere neden olabilmektedir [29,97].

2.6.2 ROT Ozellikleri
2.6.2.1 Siiperoksitler

02+ hem enzimatik hem de enzimatik olmayan islemle iiretilen en gii¢clii ROT olarak
bilinmektedir. O2 ¢ " radikali O2'ye bir elektron eklenerek iiretilir. O2¢ {iretiminin birincil

kaynagi mitokondridir [67].

02 iiretimi genellikle elektronlarin bol miktarda bulundugu mitokondrilerin i¢ zarinda
yapilamaktadir [86]. Aerobik yasamin bir sonucu olarak, elektronlar mitokondride
elektron tasima zinciri yoluyla taginir ve O2'nin suya indirgenmesiyle sonu¢lanmaktadir.
Ancak, tiim elektronlarin yaklasik % 1-3 elektron tasima zincirinden kagar ve bunun
sonucunda O2¢ tiretilir [83]. Diger serbest radikallerle karsilastirildiginda, O2¢ radikali
ylksek derecede reaktif olmadigindan membranlara niifuz etme yetenegine sahip
degildir. 1ki tane O2e radikali H202 iiretmek igin birbirleriyle reaksiyona
girebilmektedir. Bu dismutasyon reaksiyonunda, bir radikal O2'ye oksitlenirken digeri
H»02'ye indirgenir. H>O», siiperoksite kiyasla daha kararhidir ve etkisini biiyiik dlclide

gostermek icin membranlara niifuz edebilmektedir [29].
2.6.2.2 Hidrojen Peroksit

H202 eslestirilmemis elektron icermez, ancak HOCI ve OH gibi daha reaktif radikallerin
tiretimini tetikleme yeteneginden dolay1r ROT terimine dahil edilmektedir. H202, O2e~
enziminin SOD enzimi tarafindan katalizlenmesinden olugsmaktadir. Biyolojik zarlardan
gecme yeteneklerinden dolay1 hiicreler i¢in de son derece 6nemlidir. H2O2 DNA'nin
kendisi direkt olarak ile reaksiyona girememektedir, ancak Fenton Reaksiyonu yoluyla
hidroksil radikali iireterek DNA'ya zarar verebilmektedir [98]. H202 sadece zararli
etkilere sahip degildir, ayn1 zamanda hiicre i¢i sinyal yollarinda da 6nemli bir role
sahiptir. H202, katalaz, glutatyon peroksidaz ve oksijene peroksiredoksinler ve iki su

molekiilii olan ii¢ ana antioksidan tarafindan katalizlenmektedir [99].
2.6.2.3 Hidroksiller

Tim ROT arasinda en reaktif olan ve biyomolekiillere en fazla zarar vereni OHe

radikalidir. Ayrica OHe radikali yaklagik 10 saniyelik ¢ok kisa bir yarilanma 6mriine
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sahiptir. OHe radikali Fenton reaksiyonunda iiretilmekte olup burada H>O», Fe ve Cu
varliginda katalize edilmektedir. Bu baglamda, O2 radikali metal iyonlarim1 geri
dontstiiriir ve iki reaksiyon kompleksine Haber-Weiss reaksiyonu adi verilmektedir. Bu

nedenle gecis metalleri OHe radikal iiretimi kavraminda hayati 6nem tagimaktadir [100]
Fe'’ + H,0, -» Fe'® + OH + OH~ (Fenton reaksiyonu)

05 + Hy0, - 0,+ OH' + OH" (Haber — Weiss reaksiyonu)  (2.2)

Fe depolayan ferritin ve Cu tasiyan seruloplazmin gibi gec¢is metalleri genellikle
proteinlerle kompleks halinde bulunmaktadir. Asir1 miktarda siiperoksit radikali, Fenton
reaksiyonunda yer aldiginda gecis metallerinin salinmasina yol agmaktadir. OHe radikali
DNA, lipitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi hiicrelerde bulunan her biyomolekiille

reaksiyona girebilmektedir [101].
2.6.3 ROT’un Fizyolojik Stres Uzerine Etkileri

Diisiik konsanstrasyonlardaki ROT, oksijen konsantrasyonu, hiicre adezyonu ve apoptoz,
hiicresel sinyallesme, transkripsiyon faktorii aktivitesinin redoks regiilasyonu, NO

tiretimi ve vaskiiler regiilasyon gibi ¢esitli fizyolojik siirecler i¢in gereklidir [73].
2.6.3.1 immiin Sistem Uzerine Etkileri

ROT, bakterileri 6ldiirmek icin aktive olduklarinda fagositlerden {iretilirler. NADPH
kompleksi oksijenin O2¢ radikaline doniistiiriildiigii fagositlerde ROT iiretiminden
sorumludur [102]. Uretimi takiben O2¢ radikali SOD ile H,O; arasinda dismutazlanir.
Daha sonra H>O2 miyeloperoksidaz tarafindan HOCl'ye doniistiiriiliir. Daha sonra ise
HOCT'den OHe radikali olusturulur. OHe radikal ve HOCI bakteriler i¢in son derece
toksiktir, bu nedenle ROT antimikrobiyal etkilerini dogrudan gostermektedir. HOCI
ayrica bakterilerin DNA replikasyonunu inhibe ederek savunma sisteminde hayati bir rol

oynamaktadir [103].
2.6.3.2 Redox Regiilasyonu Uzerindeki Etkileri

ROT, protein ve glutatyonun tiyol gruplarin1 oksitleme yetenegine sahiptir. Bu nedenle,
ROT bu proteinlerin konfiglirasyonunu ve fonksiyonunu etkilemektedir. Protein kinaz C,
kollajenaz ve tirosin kinazlar gibi sinyalizasyon ve karsinogenezde 6nemli olan bazi
proteinler, ROT 'un neden oldugu bu oksidasyondan etkilenebilir [75]. Ek olarak, ROT
sistein kalintilarini oksitleyerek AP-1 ve DNA etkilesimini azaltabilmektedir [ 104].
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2.6.3.3 Yaslanma Uzerine Etkileri

Yaslanma, fizyolojik ve fonksiyonel kapasiteyi azaltan zamana bagh g¢esitli
degisikliklerin meydana geldigi fizyolojik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. mTOR ve
AMP ile aktive edilen kinaz (AMPK) gibi ¢esitli faktorlerin yaslanma siirecinin
diizenlenmesinde rollerinin bulundugu bildirilmistir [105]. mTOR ve AMPK hem
fizyolojik hem de hastalik kosullarinda ROT tarafindan diizenlenmektedir. ROT'un yasa
bagimli hasara karsi stres yanitina aracilik eden yaglanma siirecini modiile ettigi ileri
siirlilmiistiir [106]. Mitokondri tarafindan artan ROT iiretimi ve mitokondri DNA'sindaki
(mtDNA) artmis 8-okso-dG igerigi yaslt dokularda siklikla tespit edilir, bu da ilerleyen
oksidatif DNA hasar birikiminin yaslanmada kritik bir faktoér oldugunu gostermektedir
[107]

2.7. Antioksidanlar

ROT homeostazi1 aerobik yasamda ¢ok onemlidir. Bu nedenle, 6nleme, miidahale ve
onarim mekanizmalarini igeren bir savunma mekanizmasi gelistirilmistir. Antioksidanlar
biyolojik molekiillerde oksidatif hasar1 geciktirebilecek ve dnleyebilecek maddeler olarak
adlandirilmaktadir. Onleme seviyesinde antioksidanlar ROT {iretimini diisiik
konsantrasyonlarda tutar, miidahale seviyesinde ise antioksidanlar ROT"ni temizler ve
son olarak onarim seviyesinde antioksidanlar ROT'nin neden oldugu hasarli molekiillerin
onarilmasinda yardimci olmaktadir. Antioksidan savunma mekanizmasiin ilkeleri
asagidaki ayrintil olarak agiklanmaktadir. ilk olarak, ROT'ni temizlemek igin SOD veya
katalaz gibi enzimler kullanilabilir. Elektron tasima zincirinden elektron kacist ile
ROT'in iiretimini kontrol altinda tutabilme yetenegine sahiptirler. Demir ve bakir
iyonlar1 gibi oksidanlar ferrinler, albiimin ve hemoksazazlar tarafindan minimum
seviyede tutulur. Antioksidan savunma mekanizmalar1 ayrica DNA'y1 koruyan saperon
proteinlerini de igermektedir. Ayrica, biyomolekiillere karsi saldirilarint durdurmak i¢in
ROT ile reaksiyona girebilme yetenegine sahip olan glutatyon, iirat, albiimin, a-tokoferol

ve askorbat gibi bazi ajanlar da bulunmaktadir [108].

Ozetlemek gerekirse, antioksidan mekanizma iki farkli sekilde calismaktadir. Bunlardan
biri, bir elektronun serbest radikale (C vitamini, E ve karotenoidler) verilmesiyle ROT'nin
bir antioksidan tarafindan stabilize edildigi veya zararsiz bir iirline ayrildigi zincir
kirilmasidir. Antioksidanlar ayrica geg¢is metal iyonlarin1 veya serbest radikallerin

klerensini stabilize ederek oOnleyici bir sekilde caligmaktadirlar. Antioksidan savunma
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sistemi doku tipine, hiicre tipine ve organellere bagli olarak ¢alismaktadir. Antioksidanlar
baslica enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak {izere iki gruba

ayrilmaktadirlar [98].
2.8 Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik i¢ine alinarak
lizozomlara gonderilmesi ve lizozomla bir araya gelerek parcalanmasina sebep olan bir
mekanizma olarak tanimlanmaktadir [109]. Kisa omiirlii proteinler ubikitin-proteozom
sisteminde parcalara ayrilmasina ragmen, uzun omiirlii proteinler ve hiicre i¢i organeller
otofaji sistemi vasitasiyla parcalara ayrilir ve meydana gelen yapi taslari (6rn.

aminoasitler) hiicrenin kullanimi i¢in tekrardan kazanimini saglarlar.

Ub v . .
Ubiquitin (Ub) \‘%Ub\ O Ub = Amino acids
E1,E2, E3 7{3 ’ Ub) /
= Ub
ATP) S f? ATP

Protein , AE== .
ADP

& Antigen
presentation

26S Proteasome

Sekil 2.6 Ubikuitin-proteozom yolagi ile protein yikimi [110]

Otofajinin, kelime manas1 kendi kendini (auto) yeme (phagy) olarak tanimlandirilir ve
hiicrenin aclikla karsilas1 karsiya kaldig: fizyolojik sartlarda, besin temin edebilmek i¢in
hiicre igerisindeki yapilarin ne sekilde parcalandigim1 ifade etmek hedefiyle ile
kullanildig1 belirtilmistir. Yapilan ilk arastirmalarda otofajinin, besin eksikliginde hiicre
ici molekiillerin tekrardan kazanimini saglayarak hiicrenin stres sartlarina uyumunu
kolaylastirdig1 boylece hiicre homeostazisinin korunmasinda etkin sekilde yol oynayan
bir yol oldugu saptanmistir [111]. Son yillarda gerceklestirilen aragtirmalar ise otofajinin;
metabolizmanin regiilasyonu, morfogenezis, hiicrenin farklilagmasi, yaglanma, hiicrenin
oliimii ve bagisiklik sisteminin bir elemani olarak hiicre i¢i patojenlerin par¢alanmasinda
da etkin bir rol aldig1 belirtilmistir. Bununla birlikte aragtirmalar, otofaji degisimlerinin,
kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi hayati saglik

problemlerinin de sebepleri icerisinde yer aldigini belirtmektedir [109,111].
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Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji olarak {i¢ ayri
mekanizma ile meydana gelmektedir [112]. Her ii¢ otofaji tipinde de sitosolik bilesenlerin
lizozomlarda proteolitik parcalanmasi gergeklesmektedir. Makrootofaji hiicrede bazal
seviyede meydana gelmektedir. Protein pargalarinin ve hasara ugramis organellerin
pargalara ayrilmasinda hayati roller oynamaktadir. Sitoplazmik kargonun lizozomlara ¢ift
zarli yapidaki otofagozomlar ile taginmasi ve otofagozomun, lizozomlar ile fiizyonu
sonucunda otolizozomlar olusur [113]. Mikrootofajide, sitosolik bilesenlerin
lizozomlarin i¢ kismina direkt olarak lizozomun invajinasyonula alinmasiyla
gerceklesmektedir. Hem makrootofaji hem de mikrootofajide, biiyiik yapilarin secici ya
da secici olmayan mekanizmalar ile alinmas1 olabilmektedir. Saperon-aracili otofajide,
KFERQ motifine sahip hedef proteinler, lizozomal zara saperon protein kompleksi (Hsc-
70) ile transloke olmaktadir. Bunlar lizozomal zar reseptorii olan lizozom ile ilgili zar

proteini 2A (LAMP-2A) tarafindan taninir ve degredasyonlari gergeklesir [112].
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Sekil 2.7 Otofajinin asamalar1 [114]
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Sekil 2.8 Otofaji cesitleri [115]

Otofaji mekanizmalarinda rol alan proteinlerin biiyilk ¢ogunlugu “otofaji ile ilgili
proteinler” (Autophagy-related proteins) veya Ozetle Atg proteinleri mayalarda
gerceklestirilen arastirmalarin sonucunda gosterilmistir. Glintimiizii kadar tanimlanan
yaklasik 35 otofaji proteininin, filogenetik ge¢iste dteki canlilarda da muhafaza edildigi
belirtilmistir [116]. Atg proteinlerinin bir boliimii ve 6teki protein kompleksleri “otofajik
kesecik” veya baska bir ifadeyle izolasyon membraninin ve otofagozomun meydana
gelmesinde rol oynadigir belirtilmektedir. Hiicrede otofagozomlar ‘“‘otofaji olusum
merkezi” (Preautophagosomal structure, PAS) adi verilen ve memelilerde endoplazmik
retikulum (ER) ile Golgi arasina serpistirilmis olan yapilarda meydana gelmektedirler.
Izolasyon membraninin kaynagi net sekilde bilinmese de en fazla kabul géren modelde
bunun yeni sentez edildigi ya da ER, mitokondri dig membrani ve plazma membranindan

kaynaklanabilecegi goriisii savunulmaktadir [115].
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Sekil 2.9 Otofagozom olusumunda LC3-FE ve p62/SQSTMI1 proteinlerinin

konumlanmasi
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2.9 Otofaji ve Kanser iliskisi

Genel olarak bir hiicrenin yasamini siirdiirme mekanizmasi olarak kabul goren otofaji
bazal sartlar altinda, hasara ugramis organelleri ve protein komplekslerini pargalayarak
hiicresel homeostazin korunmasinda etkin sekilde rol almaktadir. Buna ragmen stres
sartlar1 altinda otofaji, makromolekiillerden besin temin ederek, enerji iiretir ve risk
potansiyeline sahip olan elemanlar1 elimine ederek hiicrenin yasamini siirdiirmesini
destekleyici sitoprotektif bir cevap saglamaktadir. Otofajin isleyisindeki bozukluklar pek
fizyolojik fonksiyonu etkilemektedir ve bu durumun ndrodejeneratif bozukluklar, kanser

benzeri pek ¢ok sayida hastaliga sebep oldugu belirtilmektedir.
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Sekil 2.10 Otofajiye bagli olarak ortaya ¢ikan patolojik sonuglar [117].

Kanser arastirmalarinda ulasilan son bulgular bilhassa tiimdér olusumunun erken
evrelerinde otofajinin bir tiimor baskilayici olarak gorev yapabildigi belirtilmektedir.
Aslinda pek cok otofaji baglantili protein (Beclinl, ATGS5, ATG4c, ATG7) timor
baskilayic1 olarak kabul edilmektedir. Bunlarin yaninda birtakim destekleyici0O
proteinlerin de (Bifl, UVRAG) bu nitelikte oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, pek
cok onkosupresor proteinin (DAPK, PTEN, TSC1/2, p53, LKB1) otofajiyi tetikledigi
bildirilmistir. Buna ek olarak pek ¢ok onkoproteinin ise (Bcl2, AKT, class 1 PI3K)
otofajiyi olumsuz sekilde diizenledigi gozlemlenmistir. Bunun tersine yerlesik
tiimdrlerde, esas olarak yasamini siirdiirebilme mekanizmasi olan otofaji; hipoksi ve
besin eksikligiyle karakterize edilen sert sartlar altinda kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasini destekleyici islevler gormektedir [118]. Artan veriler, otofajinin genetik veya
kimyasal bir aragla inhibisyonunun, apoptotik hiicre 6liimiinii hizlandirdig1 ve pek ¢ok

kanserde tiimor hiicrelerinin biiylimesini engelledigini gostermistir. Bunun yami sira
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artmis otofaji, kanser hiicrelerinde radyasyon ve kemoterapiye cevapta sik sekilde
gozlemlenmektedir. Diger taraftan, otofaji, birtakim kanser tiirlerinin tedaviye olan
direncine artirdigini savunan ¢alismalarda bulunmaktadir zira otofajinin inhibisyonu ile
kemoterapi tedavisine karsi timor hiicrelerinin daha hassas hale geldigi 1spatlanmisit. Bu
nednele, kemoterapiye ek olarak otofajinin inhibisyonu birtakim kanser tiirlerinin tedavi

edilmesinde umut vaat eden bir strateji olarak goriilmektedir [154].
2.10 Transkriptom

Genom elemanlarinin islevlerinin agiga ¢ikarilmasiyla hastalik ve olusum siireglerinin
anlagilabilmesi icin, bir hiicre ya da hiicre grubunda yer alan biitlin transkriptlerin
bilgisine ulasilmasi hedeflenen omiks teknolojisi olarak tanimlanmaktadir. Bununla
beraber, yalnizca mRNA, miRNA, ya da kodlanamayan RNA’ larin hedefe konuldugu alt
kiimeleri de bulunmaktadir. Herhangi bir donemde o hiicrelerde aktif halde bulunan
genleri yansitmaktadir. Hiicrelerin farklilasmasi ve kanserlesme evrelerini aragtirmak i¢in
kullanilmaktadir. Transkriptom g¢alismalarinda yiiksek randimanli neticelerin alindigi;
Microarray ve RNA-seq olmak iizere iki esas uygulama bulunmaktadir: Mikroarray,
hibritlesme reaksiyonuna dayali olan ve epeyce eskidir fakat halen yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Ornegin DNA ile problar hibritlesir ve 151ma meydana gelir.
Problarin eldesi i¢in 6n bir sekans bilgisi gerektirmektedir. Daha giincel ve daha gelismis
metot olarak RNA-seq kullanilmaktadir [156]. Bu ¢alismada daha 6nce bolimiimiizde
yapilan RNA-seq datalarinin sonuglar1 kullanilmistir ve kullanilan RNA-seq datalari,
[llumina HiSeq 400 sistemi kullanilarak elde edilmistir.

2.10.1 RNA Seq

RNA sekanslama, Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojilerinin kullanildigi bir
uygulamadir. Mikroarray metodunun gerektirdigi 6n dizi bilgisini gerektirmemektedir.
Bu metotta, esas olarak direkt RNA iizerinden dizileme olmamaktadir. RNA tek zinciri
yapist itibar1 ile, DNA ile kiyaslandiginda daha kirilgan bir yapidadir. Bu sebeple
dizilemesi daha zahmetlidir. Ancak onu cDNA’ya doniistiirerek dizilemek miimkiindiir.
RNA sekanslama, SNP’lerin tespit edilmesi, mutasyonlarin tespit edilmesi, alternatif u¢
birlestirme tespitini, post-translasyonal modifikasyonlarin tespit edilmesi, ekson
sinirlarinin belirlenmesini saglamaktadir. Bununla birlikte cesitli kantitatif Slgiimler
yapilarak, ekspresyon oranlarinin farkli uygulama ve gruplara gore tespit edilmesinde

kullanilmaktadir. Ornegin farkli dozlardaki bir ilacin bir canli iizerindeki etkisinin
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arastirtlmast ya da beslenme smirlandirilmasinin = genler {izerindeki etkisinin
arastirtlmasinda,  ekspresyon  diizeylerinin  Olgiilmesini  saglayarak  analiz

gerceklestirmeye olanak saglamaktadir [55].

RNA dizileme; kiitiiphane hazirlama, sekanslama ve data analizi olmak iizere 3 ana
asamadan olugsmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan RNA-seq datalari, Illumina HiSeq 400
sistemi kullanilarak elde edilmistir. Dizilemeyle gen ekspresyon tayini, transkriptlerin
birlestirilmesi sirasinda her bolge i¢in eslesen okumanin hesaplanmasi ile yapilmaktadir
[119]. Pek ¢cok ¢alismada esas hedef olan ¢esitli oranlarda ekspresse olan genlerin (DEGs)
analiz edilmesiyle, degisim gdsteren sartlara gdre hangi genin ekspresyonunun hangi
diizeyde degisiklilik gosterdigini, farklilasma gdsteren seyi ne oldugunu ortaya
cikarmaktir. Bununla beraber bu genlerin tespit edilmesiyle, genlerin ayr kategorilerde
siiflandirilmasi ve boylelikle ifadesi de§ismis olan genlerin hangi sistemler iizerinde
aktif sekilde rol oynadiginin kapsamli bir sekilde goriilmesi saglanmaktadir. Bu

kategorizasyon i¢in gen ontoloji (GO) analizi kullanilmaktadir [119].

TGATAGATC
GGCGATCG
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Sekil 2.11 RNA-seq asamalar1

2.11 Real Time PCR

Polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR), spesifik bazi sekanslarin ¢ogaltilmasi igin
kullanilan DNA replikasyonundan gelen bir reaksiyondur. S6z konusu reaksiyonun temel
olarak ii¢ asamasi bulunur. ilk olarak denatiirasyon asamasi ile yiiksek sicaklikta

DNA’nin ¢ift ipliginin ayrilmasi saglanir. Baglanma asamasinda ise amplifiye edilmesi
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planlanan bolgeye 6zgii spesifik primerler (Forward-Reverse) DNA’NIN 3’ ve 5°
uclarindan bu zincirlere baglanmaktadir. Bu baglanma primerlerin T™ sicakliginda
gerceklesir. Uzama asamasinda ise zincirlerinn uzamasi saglanir ve bu 3 dongii 25-35
defa tekrarlanir. PCR reaksiyonun hedef 6rnege, calismaya ve elde edilecek sonuglara
gore cok fazla cesidi bulunmaktadir. Bu ¢esitlerin bir tiirii olan Ger¢ek Zamanli PCR
(Real Time PCR), PCR cogaltimini anlik olarak goriiniir hale getirir. Bu amagla floresan
isaretli prob (Tagman) veya boyalar (Syber Green vb.) kullanilir. Uzama gergeklestikce
ve DNA miktan arttikca floresan 1si1mada dogru orantili olarak artar [120]. Bircok
transkriptom analizi ¢alismasinda validasyonu yéntemi olarak kullanilir. Ornegin bir
calismada, farelerde metastaz Oncesi kanser olusumu ve metastaza giden siiregleri
incelemek amaciyla, meme ve akciger kanseri hiicre-hatlarindan elde edilen RNAya,
RNA-seq ile transkriptom analizi yapilmis, daha sonra elde edilen veriler RT-PCR ile
valide edilmistir [121].

RT-PCR’da kullanilan en temel bes saptama yontemi vardir. Bunlar; molekiiler boncuk
yontemi, hidroliz probu yontemi (TagMan Problar1), “scorpion primeri”, DNA ile
birlesen boyalarin, hibridizasyon probu yontemidir. SYBR Green, DNA ile birlesen
boyalardan biridir ve yesil 151k yayar [122].

RT-PCR reaksiyonu da 3 asamadan olusmaktadir. 1. Asamada mRNA’nin uc¢larindaki
dizilerden faydalanip, viral bir enzim olan ters transkriptaz enzimi ile RNA’lar
komplementer DNA’ya (cDNA) doniistiiriiliir. 2. asamada ise elde edilen cDNA’nin
spesifik primerler isle amplifikasyonu gergeklestirilir. 3. Asamada ise kullanilan cihaz ile
amplifikasyon sonucu elde edilen iiriinlerin tespiti ve sayilmasi gergeklesir. Bu siirecte, 3
ayr1 faz goriiliir. 11k olarak birkag dongii siiren ve saptanabilir oranda iiriiniin olusmadig1
arka plan faz vardir. Daha sonra, logaritmik fazda iiriin miktar1 iislii sekilde artar. Son
olarak, eksponensiyel ¢ogalim olmayan reaksiyon ortamindaki enzim, primer ve
niikleotidlerin tiikkendigi plato fazi gerceklesir. Geleneksel PCR’1n aksine Ol¢iim plato
fazindan sonra degil, logaritmik faza gore yapilir. Boylece inhibitér miktarindan,

reaksiyon kosullarindan ve amplifikasyon etkinliginden daha az etkilenilir [122]
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Sekil 2.12 Gergek Zamanli PCR fazlar1 ve amplifikasyon egrisi grafigi

Floresan olgiimler RT-PCR sirasinda her dongiiniin sonunda gergeklestirilir. Bu sayede
amplifikasyonun logaritmik fazi tespit edilmis olur. RT-PCR reaksiyonu i¢in diger bir
onemli deger ise esik degeridir. Her ¢ogalmanin baslangictaki hedef dizi sayis1 farklidir.
Reaksiyon boyunca diziler ¢ogalir ve her ¢ogalmanin esit sayida {iriin igcerdigi dongii,

reaksiyonun esik degerinin ifade eder [122].

RT-PCR’da hiicredeki miktar1 bilinen, organizmanin her hiicresinde eksprese olan ve
hiicrelerin temel fonksiyonlarmin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli olan “housekeeping
genler” her calismada mutlaka standart olarak kullanilir. Bu genlerden, GAPDH, ACTB
ve TBP genleri siklikla standart olarak kullanilan genlerdir [122].
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3

MATERYAL METOT

3.1 Materyaller

3.1.1 Doku Materyalleri

Calismamizda, MMTV-TGF-a farelerinden temin edilen timiis dokusu kullanilmstir.
Buna gore, hayatlarinin 10. haftasindan itibaren ii¢ beslenme grubu olusturulan (AL, ICR,
CCR) fareler ve 17-18. Haftalarda, 49-50. haftalarda ve 80-81. haftalarda sakrifiye
edilmistir. CCR, AL beslenmeden %15 kisitlama ile olmustur. ICR, agik periyotta AL

beslenmeden %60 kisitlama ile olmustur.

3.2 Metot

3.2.1 Kullanilan Hayvan Modelleri

Yaptigimiz calismada bdliimiimiizde daha 6nce yapilan ¢alismadaki MMTV-TGF-a
transgenik farelerinden elde edilen timiis dokular1 kullanilmistir. Boliimiimiizde yapilan
calismada Onceden tanimlanmis biiyiime protokolii esas alinarak fareler Yeditepe
Universitesi Hayvan Tesislerinde yetistirilmistir. Bu protokole gore, yasamlarinin 10.
haftasindan itibaren 3 beslenme grubuna (AL, CCR, ICR) ayrilan fareler ve 17 ile 18.
haftalarda 49 ile 50. haftalarda ve 80 ile 81. haftalarda sakrifiye edilmistir. CCR, AL
beslenmeden %15 kisitlama ile olmustur. ICR, acik periyotta AL beslenmeden %60
kisitlama ile olmustur. Diyet olarak Altromin TPF1414 kullanilmigtir. S6z konusu diyet
Kobay A.S. (Ankara/ Tiirkiye) firmasindan alinmistir. Diyetin igerik ve bilesenleri Tablo
3.1°de belirtildigi gibidir. Farelerden alinan timiis dokusu RNA izolasyonu yapilana
kadar -80°C’de saklanmustir.

3.2.1 Genlerin Belirlenmesi

Calismamizda kullanilmasi planlanan genler RNA-seq datasinda farkli ekspresyon veren
genlerden se¢ilmistir. Bu sisteme gére meme tiimoriinde, otofaji ve oksidatif streste etkili

olan ve en fazla tekrarlayan mutasyona ugramis genlerden 17 gen secilmistir.
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Tablo 3.1 Segilen gen bolgeleri ve RT-PCR i¢in kullanilacak olan forward ve reverse

dizileri

Primer Dizi (5' -> 3") Tm Degeri [°C]

Adipog-F GCACGAGGGATGCTACTGTT 59,4
Adipog-R CACAAGTTCCCTTGGGTGGA 59,4
Car3-F TGCCGGGACTATTGGACCTA (20) 59,4
Car3-R GCTCACAGTCATGGGCTCTT (20) 59,4
Casp3-F AGCTTGGAACGGTACGCT 56,0
Casp3-R AGATCCCAGAGTCCACTGAC 59,4
Cd36-F CCTTTCTGCTATGTCTTAATGCAA (24) 57,6
Cd36-R TCACTGTGTCTTACCCTGGAA (21) 57,9
Cfl1-F AGACAAGGACTGCCGCTATG (20) 59,4
Cfl1-R TTGCTCTTGAGGGGTGCATT (20) 57,3
Gpx3-F GTTTACGGCTTGGCACAACA (20) 57,3
Gpx3-R TGCTGGCCCCAAGAATGATG (20) 59,4
Prdx3-F TGCTCGTCATGCAAGTGCTA (20) 57,3
Prdx3-R GCTGACTTTCCTTGGGCAGA (20) 59,4
Neil3-F GAACAGAGCTGGGGCTTCTC (20) 61,4
Neil3-R CTCTGTTGGCTTTCCACCGA (20) 59,4
Mgst1-F ATCGTTCCCTTTCTCGGCAT (20) 57,3
Mgst1-R AGCAATGGTGTGGTAGATCCG (21) 59,8
Mapk1-F CTTCCCTCCTCCCACTCGTA (20) 61,4
Mapk1-R ACGAGGAAGGAGGACAACAC (20) 59,4
Pycr2-F GGGATACTTGGGGCCTCTCT (20) 61,4
Pycr2-R AGATGGACCCGAATTGCTCG (20) 59,4
Stk26-F AGCAGGACGAGAATAATGCGA (21) 57,9
Stk26-R CGGTTTCAGCCACAGCAATAC (21) 59,8
Ucpl-F ACGTCCCCTGCCATTTACTG (20) 59,4
Ucpl-R GGACATCGCACAGCTTGGTA (20) 59,4
Rgs14-F CCAGTGAACATCGACCGACA (20) 59,4
Rgs14-R TGGTACAGCGGGGATTTGAC (20) 59,4
Nono -F GCCAAGCTGCAACAATGGAA (20) 57,3
Nono -R GCGGCGTTTATTTGGAGCAA (20) 57,3
SQSTM1-F GCACAGGCACAGAAGACAAG 59,4
SQSTMI1-R CACCGACTCCAAGGCTATCT 58,8
LC3-F CTTCGCCGACCGCTGTAA 60,1

LC3-R GCCGGATGATCTTGACCAACT 60,4

3.2.2 RNA lzolasyonu ve Miktar Analizi

17 ve 18. haftalarda, 49 ve 50. haftalarda ve 80 ve 81. haftalarda sakrifikasyon yapilan

MMTV-TGF-a farelerden temin edilen timiis dokusundan kesilen 25-30 mg numuneler

alinmistir. Bu numunelerden RNA izolasyonu yapilmasinda Qiagen RNeasy Mini Kit

kullanilmistir. En basta numuneler ependorf tiiplere alinip liziz tampon igerisine 1ml igin

10 pL ayarlanacak bigimde B-merkaptoetonol eklenmistir. Sonrasinda numunelerin
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tizerlerine 300 pL liziz tampon c¢ozeltisi eklenmistir.  Homojenizatorle dokular
pargalanmistir. Tiip igerisine 300 pL daha lizis tampon ¢ozeltisi eklenmistir. 3 dk
maximum hizda santrifiij edilen numunelerin katmanli yapi1 meydana getirmesi
sonucunda, supernatant kisim baska bir tiipe alinip pelet bolimii atilmistir. %70
yogunluktaki etanolden, supernatant ile esit hacimde tiiplin i¢ine eklenip pipetaj ile
karismasi saglanmigtir. RNAeasy kolonlar1 altina ikiser mL’lik toplama tiipleri
yerlestirilmistir ve her defasinda maximum 700 pL olacak bi¢cimde kolonlardan
numuneler gegirilmistir. RNeasy kolonlar 8.000xg‘de 15 sn santrifiij edilmistir.
Sonrasinda 700 uL RW1 tamponu eklenmis ve 15 sanie 8.000xg‘de santrifiij edilmistir.
Sonrasinda 500 pL RPE tamponu eklenmistir 15 saniye 10.000 x g’de santrifiij edilmistir.
500 uL RPE tamponu daha eklenmistir ve bu defa 2 dk 10.000xg’de santrifiij edilmistir.
RNeasy kolonu 1 dk bos sekilde maximum hizda santrifiij edilmistir. 1.5 mL’lik yeni
tiipler kolon altina konulup 30 pL RNaz icermeyen su eklenmis ve 1 dk 10.000 x g’de

santrifiij edilmistir. Son agsama bir defa daha tekrarlanmistir.

Meydana gelen ¢ozeltilerden RNA konsantrasyonu ve miktar saptanmasi amaciyla Nano-
Drop spektrofotometreyle dl¢iim metodu kullanilmistir. Oncesinde referans olarak RNaz
icermeyen sudan 1 pL alet kuyusuna damlatilip bos 6l¢iim alinmistir. Sonrasinda RNA
bulundugu farzedilen ¢ozeltiden 1 pL alinip alet kuyusuna damlatilmig ve Slglimler
yapilmistir. Numunelerin saflik seviyesi ve RNA orani sayisal ve grafik seklinde

Ozetlendi.
3.2.3 RNA Jel Elektroforezi

RNA Elektroforez jel yapilmasinda énce (75 mL %1lik) hazirlanmasi amaciyla 0,75 g
agaroz tartilip sterilize edilen bir beher igerisine aktarilmistir. 5X’lik MOPS’tan 15 mL
ve DEPC’ 1i sudan 46,87 mL alinip beher igine aktarilmistir. Sonrasinda beherin agzi
kapatilip mikrodalga firina konulup agarozun ¢6ziilmesi saglanmistir. Buharlasan sivi
yerine DEPC” li su eklenmis ve etiivde sicakligin 60°C’ye ulasmasi i¢in bekletilmistir.
Bir tiipte 13,12 mL formaldehit etiiv icerisinde 1sitilarak sicakligin 60°C’ye ulagsmasi
saglanmistir. Toplamda 75 mL hacime ulasmasi i¢in formaldehit beher igerisine
aktarilmistir. Birkac kez el ile karistirilip formaldehitin karisimin igerisine 1yi bir bigimde
dagilmas1 amaglanmistir. Sonrasinda jel dokiillip taraklar yerlestirilmigtir. Donmasi
beklendikten sonra 1X MOPS, tank tamponu olarak kullanilmigtir. RNA numuneleri
yukleme i¢in;
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Gerekli Malzemeler

e 5XMOPS (2 uL)

e RNA(2uL)

e Steril DEPC’li Su (2,5 uL)

e Formaldehit (3,5 uL)

e Formamid (10 pL)

e Etidyum Bromiir (mg/mL) (0,5 uL) olmak {izere

Toplam = 20,5 pL olacak sekilde hazirlanmistir.

RNA numunesi ihtiva eden tiipler, 55°C’de 15 dk kuru 1sida inkiibe edilmistir. Daha sonra
numunelere 2 pL yiikleme tamponu eklenip, jele yiiklenmistir. Jelde 60 Voltta 90 dk

yurlitilmistir.
3.2.4 Primer Tasarlama

Bu calismada Ger¢ek Zamanli PCR’da kullanilacak olan, secilen 17 gene ait ileri
(Forward) ve geri (Reverse) yonlii primerler literatiirdeki Ornekleri incelenerek
PrimerBlast ve Primer3 programlart kullanilarak dizayn edildi. Belirlenen primerler

hizmet alimi ile sentezlettirildi.
3.2.5 cDNA Sentezi

Komplementer DNA sentezlenmesi i¢in ticari kit olan GeneMark First Strabded
Synthesis Kit (SAMscript) kullanilmistir. Deney sirasinda yapilan agsamalar buz tistiinde
yapilmistir. cDNA sentezinden 6nce biitin RNA konsantrasyonlari esitlenmistir. Bu
amagcla tiim numunelerden farkli oranlarda toplamda 10 pg RNA bulunacak sekilde alinip
RNaz’s1z tiipe aktarilmistir. Tiipe, 1 pL random primer eklenmistir. Ardindan 3 dk buz
tizerinde bekletilmistir. Bu sirada, bir tiip i¢cinde yukaridaki maddeler baz alinarak 9
numune i¢in bir karisim hazirlanmistir. Hazirlanan karisimdan 5,5 pL almip tiiplerin
icerisine konulup toplam hacmin 20 pL’ye ulagsmasi saglanmistir. 25°C’de 10 dk,
42°C’de 60 dk ve 72°C’de 5 dk bekletilmistir. Hazirlanan ¢cDNA’lar real time PCR

uygulanmak tizere -20°C’de saklanmustir.
cDNA sentezi i¢in gereken bilesenler ve hacimleri;

e RT tampon (10x) (4 uL)
e dNTP Karigimi (2 pL)
e RTenzim (1 pL)

37



e RNaz inhibitorii (1 pL) seklindedir.
3.2.6 RNA Sekanslama ve Veri Analizi

RNA sekanslama verileri, onuncu haftadan itibaren kalori kisitlamas1 uygulamasinin iki
cesidi uygulanmistir ve 17-18. haftalarda sakrifikasyon yapilan MMTV-TGF-a
fareleriyle kontrol grubu olarak Ad-Libitum beslenen ayni tiirdeki farelerden izole edilen
timlis dokusundan elde edilen RNA kullanilarak saglanan verilerdir. Bu verilerin
icerisinde 3 besleme grubu i¢in 3 farkli veri bulunmaktadir. Bu veriler, belirlenmis
beslenme gruplari i¢in p<0.05 istatiksel seviyede 6091 tane degisik oranda eksprese olan
gen (DEG) oldugunu gostermektedir. Bunlarin, 2281 adedinin AL-CCR arasinda, 2825
adedinin CCR-ICR arasinda, 445 adedinin AL-ICR arasinda oldugu saptanmistir. Bu
datalar belirlenne genler icin bir arama havuzu amaciyla kullanillmistir. Belirlenen
genlerin bu verilerde aranmasi i¢gn Linux terminal kullanilmistir. R programi araciligiyla

gerekli datalar ¢ekilmistir. Bunun i¢in asagidaks sirali kodlar yazilmistir.

1.$R

R program diline giris yapildi.

2. > library (cummRbund)

Komutu ile R i¢indeki CummRbund kiitiiphanesine ulasildi.
3. >cuff data < - readCufflinks (‘diff out’)

Cuftdiff ¢iktisindan bir CummeRbund veritabani olusturuldu.
4. >mygene<- getGene (cuff data, ‘Gen’)

>expressionBarplot (mygene)
Istenen bir genin farkl1 datalardaki ifade derecesi goriintiilenmistir.

Ardindan belirlenen genlerin sonuglarina gore, ii¢ besleme grubu icin ekspresyon
seviyelerindeki degisikliklerin istatistiksel ac¢idan anlamli olup olmadig tekrar bu
verilerin kullanilmas1 sonucunda saptanmustir. Istatistiksel olarak anlamli olan genler

kaydedilmistir.

3.2.7 Real-Time PCR

cDNA elde edildikten sonra Ger¢ek Zamanli PCR (RT-PCR) metodu ig¢in ticari kitlerden
olan GM SYBR Q-PCR Kiti kullanilmistir. Deney esnasinda yapilan asamalar buz
istiinde gergeklestirilmistir. cDNA’lar 1/3 oraninda distile suyla seyreltilmistir. RT-PCR
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tepkimeleri i¢in gereken bilesenler asagidaki sekilde ve toplamda hacim 15 pL olacak

bicimde kullanilmistir.
Bilesenler:
Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in kullanilacak olan protokol;

e 7,5 pl Master Mix. (2 U of rekombinant Hot Start Taq DNA Polimeraz, Reaksiyon
Buffer, 3 mM MgCl2, 250 uM dNTP, SYBR Green I, Enzim Stabilizator)

e 0,27 pl Forward Primer

e (0,27 ul Revere Primer

e 496 ulSu

e 2 pul Orek

Hazirlanan karisim 94°C’de 15-30 sn, 60°C’de 30-60 sn (30X) ve 72°C’de 30-60 sn

sentezlenir.

Hazirlanan karistim BIORAD CFX Connect cihazina konulup asagidaki sartlarda

reaksiyon ger¢eklestirilmistir.

Tablo 3.2 PCR cihaz protokolii

Sicaklik (°C) Siire Siklus
95 120 sn 1 siklus
95 15sn

59-62 30 sn 40 siklus
72 30 sn

RT-PCR tepkimesi gergeklestirildikten sonra, Ct degerleri incelenen 17 gen ve GAPDH
geninde kat degisimi (fold change) hesaplanmasi amaciyla kullanilmistir. ACt ve 2-AACt

degerlerinin hesaplanmasi i¢in karsilastirmali Ct metodu kullanilmistir.
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4

SONUC VE ONERILER

4.1 Sonugclar

4.1.1 Genlerin Belirlenmesi

Genlerin belirlenmesinde IntOGen mutasyon platformu kullanilarak asagidaki genler
secildi. Bu se¢imde oksidatif stres ve otofaji ile iliskili genlerde mutasyon olusumu en

cok tekrarlanan genlerin se¢ilmesine dikkat edildi. Boylece su genler belirlendi:

*ADIPOQ, CAR3, CASP3, CD36, CFL1, GPX3, PRDX3, NEIL3, MGST1, MAPKI1,
PYCR2, STK26, UCP1, RGS14, NONO, SQSTM1, LC3

4.1.2 RNA-Seq Datasindan Genlerin Analizi Sonuclar:

Belirlenen genlerin ifade edilmesindeki degisiklikler, daha onceki ¢alismada elde edilmis
RNA-seq datalarindan tespit edildi. Bu datalar, belirlenen beslenme gruplari i¢in p<0,05
istatiksel onem derecesinde 6091 adet farkli oranda ifade olan gen (DEG) oldugunu
gosterir. Bu genler belirledigimiz genler i¢in arama havuzu olarak kullanildi ve segilen
genlerden 17 tanesinin AL-CCR beslenme gruplari arasinda ifade edilmesindeki

degisikliklerin istatistiksel olarak 6énemli oldugu sonucuna ulasildi.

Tablo 4.1 Beslenme gruplari arasi ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli

olan genler ve p degerleri

GEN BESLENME GRUBU p DEGERI
ADIPOQ AL-CCR 0.000347135
CAR3 AL-CCR 0.000347135
CASP3 AL-CCR 0.000347135
CD36 AL-CCR 0.000347135
CFL1 AL-CCR 0.000347135
GPX3 AL-CCR 0.000347135
PRDX3 AL-CCR 0.000347135
NEiL3 AL-CCR 0.000347135
MGST1 AL-CCR 0.000347135

MAPK1 AL-CCR 0.0106793
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Tablo 4.1 Beslenme gruplar1 arasi ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli

olan genler ve p degerleri (devami)

PYCR2 AL-CCR 0.00118274
STK26 AL-CCR 0.000347135
UCP1 AL-CCR 0.000347135
RGS14 AL-CCR 0.000347135
NONO AL-CCR 0.000347135
SQsTM1 AL-CCR 0.00666999
LC3 AL-CCR 0.000347135

lo‘];U FPKM + 1

Car3XLOC 021965 I
Cd3aXLOC 029210 L ] ]
CMIXLOC 017335 I 2
Gpx3IXLOC_005300 1§ | pe————
Prdx3XLOC 8282 f————————3
Ned I XLOG 1
Sik28IXLOC
Uco1IXLOC ( D |
NonclXLOC 041050 I 0

Sekil 3.1 RNA seq. Heatmap sonuglari

4.1.3 RNA Miktar1 Tayini Sonuglari

RNA konsantrasyon ve miktar tayini icin NanoDrop spektrofotometre ile dlgiim yontemi
kullanildi. Oncelikle referans olarak RNaz’s1z sudan 1 pL aletin kuyusuna damlatilip bos
(blanck) oOl¢tim alindi. Daha sonra RNA icerdigi diisiiniilen ¢ozeltiden 1 pL alinip
NanoDrop’un kuyusuna damlatildi ve 6l¢iim yapildi. Orneklerin saflik derecesi ve RNA

miktar1 sayisal ve grafik olarak elde edildi.

Tablo 4.2 izole edilen RNA’lara ait konsantrasyon ve saflik dlgiim degerleri

Doku (")rnegi IS_IZI;.:;?fe ?;islile::lme Konsantrasyon A260/280
T 169 17/18 AL 514,6 2,1

T 164 17/18 CCR 608,3 2,11

T 203 17/18 ICR 311,7 2,11

T 95 49/50 AL 2436 2,09

T 107 49/50 CCR 4404 2,09

T 133 49/50 ICR 206,4 2,08

T 64 80/81 AL 2992 2,08

T88 80/81 CCR 262 2,09

T18 80/81 ICR 358,5 2,09
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4.1.4 RNA Jel Elektroforezi

RNA jel elektroforezi soncunda asagidaki jel goriintiisii elde edilmistir.

Sekil 3.2 RNA o6rneklerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (soldan saga 6rnek

numaralari

169 (18. HAFTA AL), 164 (18. HAFTA CCR), 203 (18. HAFTA ICR), 95 (50.
HAFTA AL), 107 (50. HAFTA CCR), 133 (50. HAFTA ICR), 64 (82. HAFTA AL), 88
(82. HAFTA CCR), 18 (82. HAFTA ICR)

4.1.5 Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclar:

Gergek Zamanli PCR sonucunda farkli beslenme grubunda ve farkli haftalarda olan
orneklerde 17 gen i¢in ekspresyon miktarlarindaki kat degisimi degerleri (4.1)
kullanilarak hesaplanmistir. Ayn1 PCR calismasinda bulunan genlerin amplifikasyon
egrileri, erime egrileri, kiimeleme (Clustergram) analizleri ve ekspresyon
karsilastirmalar1 grafikler olarak grafikler Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil
4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil
4.19, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil
4.30, Sekil 4.31 ve Sekil 4.32’de gosterilmistir.

GAPDH ve belirlenen genlerin ortalama C; degerleri Tablo 4.3’te gosterilmistir.
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Tablo 4.3 GAPDH ve diger genlerin ortalama C; degerleri

18. 18. 18. 50. 50. 50. 82. 82. 82.
AL CCR ICR AL CCR ICR AL CCR ICR

GAPDH 18,74 19,36 19,82 20,31 20,15 19,02 19,33 20,98 20,15

ADIPOQ 25,96 25,34 26,30 24,58 25,43 24,68 24,82 22,93 25,24

1.cahsma
CAR3 25,26 23,16 26,15 22,58 23,26 23,51 23,09 20,36 22,63
CD36 27,08 27,92 27,40 28,39 29,07 27 27,44 27,03 28,14
CFL1 22,12 21,23 23,61 22,62 22,07 21,09 24,02 22,98 21,04
GAPDH 19,62 20,20 20,04 21,20 22,08 19,49 20,39 21,73 20,83
GPX3 25,53 23,44 26,42 23,11 23,45 23,38 23,63 21,60 23

2.calisma

PRDX3 26,14 25,48 26,86 26,17 26,63 25,79 26,43 25,71 25,69

MGST1 26,21 25,75 26,72 26,22 26,35 25,96 25,75 23,99 26,18

GAPDH 19,32 19,71 19,39 20,61 22,20 19,07 20,15 21,70 21,07

3.calisma RGS14 28,74 26,63 27,93 27,13 27,02 25,88 28,82 28,61 26,84
NEIL3 25,61 25,35 26 25,22 25,30 25,11 26,06 26,11 25,27
NONO 23,85 23,03 23,39 23,45 23,49 22,46 24,09 24,67 23,13
CASP3 29,17 27,22 29,15 28,13 28,08 26,88 29,78 28,57 26,66

GAPDH 20,16 20,56 20,54 21,46 22,86 19,69 20,88 21,86 20,93

MAPK1 28,05 29,09 28,55 30,05 31,17 28,11 29,18 31,51 30,08

4.calisma
PYCR2 26,65 27,05 27,18 27,88 28,09 26,20 27,73 28,50 27,14
STK26 26,89 26,75 27,31 27,72 27,86 26,08 28,10 29,48 2791
UCP1 26,32 25,74 27,28 24,10 24,84 24,23 24,38 22,82 24,39

GAPDH 19,99 20,50 20,45 21,28 22,78 19,65 20,69 2179 21,02

Scahsma SQSTMI 2658 2572 2691 2672 2676 2504 2714 2575 2531

LC3 32,11 29,43 32,37 28,63 29,43 28,79 29,36 27,27 28,44

2- AACt Kat degisim degeri her haftada (18-50-82) kontrol grubu olarak alinan AL ve

referans geni olarak alinan GAPDH {izerinden asagidaki sekilde hesaplanmastir.

ACt (Kontrol) = Ct(Kontrol grubu Hedef geni) - Ct(Kontrol grubu Referans geni)
ACt (Deneysel) = Ct(Deney grubu Hedef geni) - Ct(Deney grubu Referans geni)
AACt = ACt(Denseysel) - ACt(Kontrol)

2- AACt = Kat degisim degeri
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Tablo 4.4 Genlerin AL’ye gore 2° 24t degerleri

18. 18.CCR 18.ICR 50.AL 50.CCR 50.ICR 82.AL 82.CCR 82.ICR
AL
GAPDH 1 7,01 2,46 1 2 2,6 1 4,53 7,94
ADIPOQ 1 2,36 1,67 1 1,33 0,38 1 11,63 1,32
CAR3 1 6,59 1,14 1 1,49 0,21 1 20,97 2,45
CD36 1 0,86 1,68 1 1,49 1,06 1 4,20 1,09
CFL1 1 2,85 0,75 1 3,51 1,18 1 6,45 13,93
GPX3 1 6,36 0,72 1 1,45 0,25 1 10,34 2,10
PRDX3 1 2,35 0,81 1 1,34 0,40 1 4,17 2,27
NEIL3 1 1,56 0,80 1 2,82 0,36 1 1,81 3,24
MGST1 1 2,06 0,94 1 1,68 0,36 1 8,57 1,01
RGS14 1 5,70 1,84 1 3,25 0,82 1 3,39 7,46
NONO 1 2,31 1,44 1 2,95 0,69 1 1,97 3,68
CASP3 1 5,10 1,06 1 3,12 0,82 1 6,77 16,45
MAPK1 1 0,64 0,92 1 1,21 1,13 1 0,39 0,55
PYCR2 1 1 0,90 1 2,28 0,94 1 1,13 1,53
STK26 1 1,46 0,98 1 2,39 0,91 1 0,76 1,18
UCP1 1 1,97 0,67 1 1,58 0,27 1 5,78 1,02
SQSTM1 1 2,60 1,09 1 2,77 1,04 1 5,62 4,44
LC3 1 9,13 1,16 1 1,64 0,29 1 9,06 2,36

Tablo 4.5 18. Haftada genlerin ekspresyonlarinin AL’ye gore kiyaslamalari

Genler/Beslenme

Genler/Beslenme

X CCR ICR o CCR ICR

cegitleri cegitleri

ADIPOQ Artti Artti NONO Artti Artti
CAR3 Artti Artti/Esit CASP3 Artti Artti/Esit
CD36 Azald Artti MAPK1 Azaldi | Azaldi/Esit
CFL1 Artti Azaldi PYCR2 Esit | Azaldi/Esit
GPX3 Artti Azaldi STK26 Artti | Azaldi/Esit

PRDX3 Artti Azald UCP1 Artti Azald
NEIL3 Artti Azaldi sQSTM1 Artti | Artti/Esit

MGST1 Artti | Azaldi/Esit LC3 Artti Artti/Esit
RGS14 Artt Artti
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Tablo 4.6 50. Haftada genlerin ekspresyonlarinin AL’ye gore kiyaslamalari

Genler/Beslenme

Genler/Beslenme

cegitleri KA cegitleri = 5
ADIPOQ Artt Azaldi NONO Artti Azaldi
CAR3 Artti Azald CASP3 Artti | Azaldi/Esit
CD36 Artti Artti/Esit MAPK1 Artti/Esit | Artti/Esit
CFL1 Artti Artti PYCR2 Artti | Azaldi/Esit
GPX3 Artti Azald STK26 Artti | Azaldi/Esit
PRDX3 Artti Azaldi UcP1 Artti Azaldi
NEIL3 Artti Azaldi sQsTM1 Artti Artti/Esit
MGST1 Artti Azaldi LC3 Artti Azaldi
RGS14 Artti | Azaldi/Esit
Tablo 4.7 82. Haftada genlerin ekspresyonlarinin AL’ye gore kiyaslamalar1
ler,
Sen :E‘: ?;:::"m' CCR ICR G'"l::‘; BI;:':"'"E CCR ICR
ADIPOQ Artti Artti NONO Artti Artt
CAR3 Artti Artti CASP3 Artti Artt
CD36 Artti | Artti/Esit MAPK1 Azaldi Azaldi
CFL1 Artti Artt PYCR2 Artti/Esit Artti
GPX3 Artti Artti 5TK26 Azaldi | Artti/Esit
PRDX3 Artti Artti ucr1 Artti Esit
NEIL3 Artti Artti SQsSTM1 Artti Artti
MGST1 Artti Esit LC3 Artti Artti
RGsS14 Artt Artti
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Sekil 4.1 ADIPOQ geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.2 CAR3 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.3 CD36 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.4 CFL1 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.5 ADIPOQ, CAR3, CFL1 ve CD36 genlerine ait erime egrisi grafigi
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Sekil 4.6 ADIPOQ, CAR3, CFL1 ve CD36 genlerine ait kiimeleme (Clustergram)

analizi
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Sekil 4.7 ADIPOQ, CAR3, CFL1 ve CD36 genlerine ekspresyon karsilastirmalari
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Sekil 4.8 GPX3 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.9 PRDX3 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari

48



S L]
| |
T T

Relative Nermalized Expression
{8
1
}

Relative Normalized Expression

Relative Normalized Expression

en
1
T

£
1
T

(%]
|
T

21 21 21
11 11 11
ol i - 0l ; | . —
T
MGST1 MGST1 MGST1
[ i3A =W i5CCR NEE i5ICR | [SEEN 504 @SS 50CCR 2 50ICR | [N 5zAL @SS 52 CGR ) B2ICR |

Sekil 4.10 MGST1 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.12 GPX3, PRDX3 ve MGST1 genlerine ait kiimeleme (Clustergram) analizi
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Sekil 4.13 GPX3, PRDX3 ve MGST1 genlerine ekspresyon karsilastirmalari
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Sekil 4.14 RGS14 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.15 NONO geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4. 16 NEIL3 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.17 CASP3 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.18 RGS14, NONO, NEIL3 ve CASP3 genlerine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 4.19 RGS14, NONO, NEIL3 ve CASP3 genlerine ait kiimeleme (Clustergram)

analizi

(=]
!
t

Relative Normalized Expression
ra b
1 1
+

;jé-i-llmii ila Dii -illIDii N

CASP3 NEIL3 NONO RGS14

Target
|m 12AL SN 1ECCR NN 12ICR NEER 50AL BN 50CCR T S50ICR BN 24 BB 82 CCR C BZICR |

Sekil 4.20 RGS14, NONO, NEIL3 ve CASP3 genlerine genlerine ekspresyon

karsilastirmalari
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Sekil 4.21 MAPKI geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.22 PYCR2 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.23 STK26 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari

5 : 5 5 T
C C
o o (]
o o4l w 1T w4
] " ]
~ g g
5 g | m— g
= w5 T oo ]
3 2] 3 |
g f 2
H g o
s : E _
£ i g+ ——
= = =z
. . -
= = 5
=1 ¥ 11 11
11 5 ]
= L ]
T ucP1 ucP1
||:| 15 AL W 15 CCR EEER 1ZICR | ||:I E0AL & 50CCR EEER 50ICR | ||:| g2AL ([ 82CCR EEER 52 ICR |

Sekil 4.24 UCP1 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Amplification
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Sekil 4.25 MAPK1, PYCR2, STK26 ve UCP1 genlerine ait erime egrisi grafigi
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Sekil 4.26 MAPK1, PYCR2, STK26 ve UCP1 genlerine ait kiimeleme (Clustergram)

analizi
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Sekil 4.27 MAPK1, PYCR2, STK26 ve UCP1 genlerine ait ekspresyon karsilastirmalari
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Sekil 4.28 SQSTM1 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari
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Sekil 4.29 LC3 geninin 3 farkli hafta ve beslenme tipindeki ekspresyonlari

Amplification
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Sekil 4.30 SQSTM1 ve LC3 genlerine ait erime egrisi grafigi
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Sekil 4.31 SQSTM1 ve LC3 genlerine ait kiimeleme (Clustergram) analizi

Relative Normalized Expression
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Sekil 4.32 SQSTM1 ve LC3 genlerine ait ekspresyon karsilagtirmalari

18. Hafta sonuglarina gore;

ADIDOQ, RGS14 ve NONO genleri i¢cin CCR beslenme tipinde ekspresyon seviyeleri
en fazla iken, ICR’de CCR’ye gore daha az ekspresyon seviyesi gozlemlenmistir. En
diisiik ekspresyon seviyesi ise AL’de goriilmiistiir.

CD36 geni i¢in ICR beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, AL’de ICR’ye
gbre daha az ekspresyon seviyesi gozlemlenmistir. En diisiik ekspresyon seviyesi ise
CCR’de goriilmiistiir.

CFL1, GPX3, PRDX3, MGSTI, NEIL3 ve STK26 genleri i¢cin CCR beslenme tipinde
ekspresyon seviyeleri en fazla iken, ICR’de CCR’ye gore daha az ekspresyon seviyesi
goriilmiistiir. AL ve ICR’de ise nispeten degerler birbirine esit olmakla beraber AL’de
daha fazla ekspresyon goriilmiistiir.

CAR3, CASP3, SQSTMI1 ve LC3 genleri igin CCR beslenme tipinde ekspreyon
seviyeleri en fazla iken, ICR’de CCR’ye daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. AL
ve ICR’de ise nispeten degerler birbirine esit olmakla beraber ICR’de daha fazla

ekspresyon goriilmiistiir.
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UCP1 geni igin CCR beslenme tipinde ekspresyon seviyeleri en fazla iken, AL’de
CCR’ye gore daha az ekspresyon seviyesi gozlemlenmistir. En diisiik ekspresyon seviyesi
ise ICR’de goriilmiistiir.

MAPKI1 geni i¢in AL beslenme tipi ile ICR beslenme tipindeki ekspresyonlarda nispeten
degerler birbirine esit olmakla birlikte AL’de daha fazla goriilmistiir. ICR’de AL’ye gore
daha az ekspresyon seviyesi gozlemlenmistir. En diisiik ekspresyon seviyesi ise CCR’de
gorilmiistiir.

PYCR2 geni i¢in ise CCR ve AL beslenme tiplerinde ekspresyon seviyeleri yaklasik

olarak esit goriilmiis olup ICR’de nispeten daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistiir.

50. Hafta sonuglarina gore;

ADIPOQ, CAR3, GPX3, PRDX3, MGST1, NONO, UCP1, NEIL3 ve LC3 genleri i¢in
CCR beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, AL’de CCR’ye gore daha az
ekspresyon seviyesi gorlilmiistiir. En diisiik ekspresyon seviyesi ise ICR’de goriilmiistiir.
CD36, CFL1 ve SQSTMI1 genleri i¢in CCR beslenme tipinde ekspresyon seviyesi daha
fazla iken, ICR’de CCR’ye gore daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. En diisiik
ekspresyon seviyesi ise AL’de gorlilmiistiir.

RGS14, CASP3, PYCR2 ve STK26 genleri i¢cin CCR beslenme tipinde ekspresyon
seviyeleri en fazla iken, ICR’de CCR’ye gore daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistiir.
AL ve ICR’de ise nispeten degerler birbirine esit olmakla beraber AL’de daha fazla
ekspresyon goriilmiistiir.

MAPK1 geni i¢in 3 beslenme tipinde de degerler esit olmakla birlikte, siralama
CCR>ICR>AL seklindedir.

82. Hafta sonuclarina gore;

ADIPOQ, CAR3, GPX3, PRDX3, SQSTMI1 ve LC3 genleri i¢in CCR beslenme tipinde
ekspresyon seviyesi en fazla iken, ICR’de CCR’ye gore daha az ekspresyon seviyesi
goriilmiistlir. En diisiik ekspresyon seviyesi ise AL’de goriilmiistiir.

CFL1, RGS14, NONO, NEIL3 ve CASP3 genleri i¢in ICR beslenme tipinde ekspresyon
seviyesi en fazla iken, ICR’de CCR’ye gore daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. En
diisiik ekspresyon seviyesi ise AL’de goriilmiistiir.

MGST1, CD36 ve UCP1 genleri igin CCR beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla
iken, AL ve ICR’de gore daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. AL ve ICR’de ise
yaklasik olarak esit ekspresyon gézlemlenmis olup siralama ICR>AL seklindedir.
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MAPKI1 geni i¢in AL beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, ICR’de AL’ye
gore daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. En diisiik ekspresyon seviyesi ise CCR’de
gozlemlenmistir.

STK26 geni i¢in ICR beslenme tipinde ekspresyon seviyesi ve AL beslenme tipindeki
ekspresyon seviyelerindeki degerler nispeten esit olmakla birlikte siralama ICR>AL
seklindedir. En diisiik ekspresyon seviyesi ise CCR’de tespit edilmistir.

PYCR?2 geni i¢in ICR beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, AL ve ICR’de
gore daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. AL ve CCR’de ise yaklasik olarak esit

ekspresyon gozlemlenmis olup siralama CCR>AL seklindedir.

4.2 ONERILER

Otofaji, hiicre icinde fonksiyonunu yitirmis ya da artik ise yaramayan hiicre igi
makromolekiillerin ve organellerin lizozomal aktivite ile yikimini saglayan evrimsel
olarak korunmus bir mekanizmadir [123]. Yapilan c¢alismalarda otofajinin, besin
yoklugunda hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimiinii saglayarak hiicrenin stres
kosullarina adapte olmasint ve homeostazin korunmasinda etkili oldugu gosterilmistir
[124]. Kalori kisitlamasinin kanser mekanizmasinda tiimor baskilayici bir roliiniin oldugu
gosterilmistir. Siganlarda yapilan bu ¢alismada beslenmedeki kisitlamanin yagam siiresini

uzattigini ve tiimor baskilayici roliintin oldugu sonucuna ulasilmistir [125].

Boliimiimiiz biinyesinde yapilan daha onceki bir ¢aligmadan elde edilen RNA-seq
verileri, bu deneylerde referans olarak kullanilmistir. S6z konusu RNA-seq ¢alismasinda
kullanilan 6rneklerin RNA’lar1, bu calismadaki fareler ile ayni protokolle ve ayn1 yerde
yetistirilmis olup, 17./18. haftalarda sakrifiye edilmis farelerin timiis dokularindan elde
edilmistir. Bahsi gegen RNA-seq verilerinde, p<0,05 istatiksel 6nem derecesinde
toplamda 6091 “farkli oranda ekspresse olmus gen (DEG)” tespit edilmistir. Beslenme
tipleri arasindaki dagilim incelendiginde, 2281 tanesinin AL-CCR arasinda, 2825
tanesinin CCR-ICR arasinda, 445 tanesinin AL-ICR arasinda oldugu gézlemlenmistir. Bu

veriler, bu ¢alismada tarama havuzu olarak kullanilmistir [55].
Bu ¢alismada secilmis olan 17 gen, RNA-seq datalarinda tespit edilen DEGs havuzunda

aranmistir ve ekspresyon oranlarinda istatistiksel olarak anlamli olan degisiklikler oldugu

saptanmistir. Buna gore, ADIPOQ, CAR3, CD36, CFL1, GPX3, PRDX3, NEIL3,
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MGSTI1, RGS14, NONO, CASP3, MAPK1, PYCR2, STK26, UCP1, SQSTMI ve LC3
genleri i¢in 18. Haftada AL-CCR beslenme tipleri arasinda ekspresyon farkliklart

goriilmektedir.

Kalori kisitlamasinin ve besin stresinin otofaji ve oksidatif stres mekanizmalarinda

genlerin regiilasyonunu degistirdigi bir ¢ok hiicresel mekanizma bildirilmistir [3].

Adipoz dokuya 6zgii bir plazma proteini olan adiponektinin (ADIPOQ), vaskiiler duvarin
hiicresel bilesenleri iizerinde antiinflamatuar etkilere sahip oldugu bildirilmistir (OMIM:
605441). ADIPOQ/adiponektinin meme kanserinde otofajik hiicre Olimiini
indiikledigini ve ADIPOQ/adiponektin aracili sitotoksik otofajide STK11/LKB1-AMPK-
ULK1 ekseninin biitiinleyici rolii i¢in in vitro ve in vivo kanitlar sagladig1 bildirilmistir
[126]. Yapilan RT-PCR sonuglarinda; 18. haftada ADIPOQ geninin ekspresyonunun
CCR ile beslenmis farelerde AL ve ICR ile beslenmis farelere gore daha fazla oldugu
tespit edildi ve ICR’de ise AL’ye gore daha fazla ekspresyon tespit edilmistir. Ayni genin
50. haftadaki RT-PCR’da dlgiilen ekspresyon sonuglarinda da CCR ile beslenmis
farelerde ekspresyonun AL ve ICR’ye gore daha fazla oldugu tespit edildi ve AL’de ise
ICR’ye gore nispeten daha fazla ekspresyon tespit edildi. 80. hafta sonuglarinda da 18.
Haftaya benzer sonuglar elde edilmistir. (Sekil 4.3). 18. Haftada ¢ikan RT-PCR
sonuglarimiz ile RNA-Seq Sonuglar1 eslesmektedir (Tablo 3.5). S6z konusu veriler
sonucunda CCR beslenme tipinin ADIPOQ genininin ekspresyonunu arttirmis olup
meme kanseri olusumu beklenen 82. haftada artmasi da otofajinin indiiklendigini
gostermektedir. ICR beslenme tipinde ise AL’ye gore daha fazla ekspresyon gézlenmesi

de ICR’de AL’ye gore otofajinin daha fazla indiiklendigini géstermistir.

Bir nukleus pulposus fenotipik marker1 olan Karbonik Anhidraz II'in (CAR3)
ekspresyonunun hipoksiye vb. hiicresel streslere duyarli oldugu ve hiicreyi oksidatif
strese kars1 korudugu bildirilmistir [14]. RT-PCR’da incelenen diger bir gen olan CAR3
geninin 18. hafta i¢in tespit edilen sonuglarinda, CCR ile beslenmis farelerde AL ve ICR
ile beslenmis farelere gore daha fazla oldugu tespit edildi ve ICR’de ise AL’ye gore
degerler yaklasik olarak esit olup ICR’de nispeten daha fazla ekspresyon tespit edilmistir.
Ayni genin 50. haftadaki RT-PCR’da olgiilen ekspresyon sonuglarinda da CCR ile
beslenmis farelerde ekspresyonun AL ve ICR’ye gore daha fazla oldugu tespit edildi ve
AL’de ise ICR’ye gore daha fazla ekspresyon tespit edildi 82. Haftada ise CCR beslenme
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tipinde en yiiksek ekspresyon seviyesi gézlemlenirken en diisiik AL’de gozlemlenmistir
(Sekil 4.4).18. hafta RT-PCR sonuglart AL ve CCR ile beslenmis farelerde RNA-seq
verileri ile eslesmistir (Tablo 3.5). 18., 50. ve 82. haftalarda CCR ile beslenen farelerde
bu genin ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir. Meme kanseri olusumunun beklendigi
82. Haftada CCR beslenme tipinde ekspresyonun artmasi, CCR’nin tiimor baskilayici
ozelligini desteklemektedir. Bu da kanserde CCR beslenme tipinin ICR ve AL’ye gore
daha fazla oksidatif strese karsi rol oynadigini géstermis olup ICR’nin de AL’ye oranla

daha aktif rol oynadiginmi diisiindiirtmektedir.

Kaspaz-3 (CASP3) ve/veya diger kaspaz proteinlerinin fonksiyonlarmin kaybi, kanser
hiicrelerinin apoptozdan kagmasini saglamaktadir [11]. RT-PCR’da incelenen diger bir
gen olan CASP3 geninin 18. hafta i¢in tespit edilen sonuclarinda, CCR ile beslenmis
farelerde AL ve ICR ile beslenmis farelere gore daha fazla oldugu tespit edildi ve ICR’de
ise AL’ye gore degerler yaklasik olarak esit olup ICR’de nispeten daha fazla ekspresyon
tespit edilmistir. Ayni genin 50. haftadaki RT-PCR’da 6l¢iilen ekspresyon sonuglarinda
da CCR ile beslenmis farelerde ekspresyonun AL ve ICR’ye gore daha fazla oldugu tespit
edildi ve AL ve ICR’de ise yaklasik olarak esit ekspresyon tespit edilmistir. 82. Haftada
ise ICR beslenme tipinde ekspresyonun belirgin bir sekilde yiiksek ekspresyon seviyesi
gozlemlenirken en disiik AL’de goézlemlenmistir (Sekil 4.19).18. hafta RT-PCR
sonuglart AL ve CCR ile beslenmis farelerde RNA-seq verileri ile eslesmistir (Tablo 3.5).
Meme kanseri olusumunun beklendigi 82. Haftada ICR beslenme tipinde ekspresyonun
artmasi, ICR’nin  kaspaz  araciligt  apoptoz  mekanizmasint tetikledigini

diistindiirtmektedir.

RT-PCR’ da ekspresyon seviyesi Ol¢iilen bir diger gen CD36, bagisiklik sisteminde en
cok makrofajlarda incelenmistir. Literatiirde dogustan gelen B tipi hiicreler tarafindan da
yiiksek oranda ifade edildigi, CD36'nin bu hiicrelerde makro-otofaji/otofajiye sebep
oldugu ve yoklugunda hiimoral bagisiklik tepkisinin bozuldugu bildirilmistir [7]. RT-
PCR sonuglarina gore 18. haftada ICR ile beslenmis farelerde en yiiksek ekspresyon
seviyesi gozlenmisken AL ve CCR’deki degerler birbirine yakin olup CCR ile beslenmis
farelerde nispeten daha az gozlenmistir. Bu durum RNA-seq verileriyle tutarsizlik
gostermektedir. 50. haftada da CCR ile beslenmis farelerde en yiiksek ekspresyon
seviyesi goriiliirken, AL ve ICR ile beslenmis farelerin ekspresyon seviyeleri yakin

degerlerdedir. 82. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farelerde CCR beslenme
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tipinde ekspresyon ise belirgin sekilde yiiksektir (Sekil 4.5). Bu durum CCR beslenme
tipinde otofajinin indiiklendigini ve tiimdr supresdr gorevini desteklemektedir. 18.
haftada CCR beslenme tipindeki farelerde ekspresyon seviyesinin artmasi asil beklenen
sonugtur. Bu gen i¢in 18. haftaya ait Orneklerin tekrar RT-PCR ile calisilmasi
gerekmektedir.

RT-PCR’ da ekspresyon seviyesi dlgiilen bir diger gen CFL1 geni, otofajiyi indiikleyen
bir protein olan Cofilin 1 proteinini tiretmektedir [5]. CFL-1 geninin 18. hafta i¢in tespit
edilen sonuglarinda, CCR ile beslenmis farelerde AL ve ICR ile beslenmis farelere gore
daha fazla oldugu tespit edildi ve ICR’de ise AL’ye gore degerler yaklasik olarak esit
olup AL’de nispeten daha fazla ekspresyon tespit edilmistir. Ayn1 genin 50. haftadaki
RT-PCR’da dlgiilen ekspresyon sonuglarinda da CCR ile beslenmis farelerde
ekspresyonun AL ve ICR’ye gore daha fazla oldugu tespit edilmis olup AL ve ICR’de ise
yaklasik olarak esit ekspresyon tespit edilmistir. 82. Haftada ise ICR beslenme tipinde
ekspresyonun belirgin bir sekilde yiiksek ekspresyon seviyesi gozlemlenirken en diisiik
AL’de gozlemlenmistir (Sekil 4.6).18. hafta RT-PCR sonuglar1 AL ve CCR ile beslenmis
farelerde RNA-seq verileri ile eslesmistir (Tablo 3.5). Meme kanseri olusumunun
beklendigi 82. Haftada ICR beslenme tipinde ekspresyonun artmasi, ICR’nin CFLI1-
iliskili otofaji yolagini aktiflestirdigini géstermektedir.

RT-PCR’ da ekspresyon seviyesi Ol¢iilen diger gen GPX3, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) olusumunun azaltilmasina neden olan ve tiimor baskilayici olarak gorev alan bir
proteini tiretir [13]. RT-PCR sonuglarina gore 18. haftada CCR ile beslenmis farelerde en
ylksek ekspresyon seviyesi gozlenmistir. 50. haftada da ekspresyon seviyeleri
CCR>AL>ICR seklindedir. 80. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farelerde ise
CCR ile beslenen farelerde AL ile beslenen farelerine gére GPX3 ekspresyonu belirgin
sekilde yiiksektir (Sekil 4.10). RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonuglari, AL ve
CCR bireyler i¢in tutarlilik gostermistir (Tablo 3.5). Tiimor olusumunun baslamasi
beklenen 80. haftalarda tiimor baskilayici bir genin seviyesinin artmasi beklenen bir
sonugtur. 82. Haftada ICR’nin de AL’ye gore yiiksek olmasi ICR nin de AL’ye gore daha

fazla timor baskilayici 6zelligi oldugunu diisiindiirtmektedir.

RT-PCR’ da ekspresyon seviyesi Ol¢iilen diger gen PRDX3’iin reaktif oksijen tiirlerinden

biri olan H>02’yi ortadan kaldiran bir enzim oldugu, oksidatif stresi etkili bir sekilde
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inhibe edip hiicresel hasar1 hafifletebilecegi bildirmistir [127]. RT-PCR sonuglarina gore
18. haftada CCR ile beslenmis farelerde yiiksek ekspresyon seviyesi gozlenmis olup AL
ve ICR beslenme tiplerindeki farelerde ise nispeten esit bir ekspresyon tespit edilmistir
(Sekil 4.7). 50. haftada da CCR ile beslenmis farelerde en yiiksek ekspresyon seviyesine
ulagsmigken, AL beslenme tipindekiler ICR’ye gore daha fazladir. 80. haftada ise kanser
olusturma stirecine giren farelerde CCR ile beslenen farelerde PRDX3 ekspresyonu
belirgin sekilde yiiksektir. Ekspresyon siralamasi CCR>ICR>AL seklindedir (Sekil
4.11). RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonuglari, AL ve CCR beslenmle
tiplerindeki fareler i¢in tutarlilik gdstermistir (Tablo 3.5). Bu durum CCR beslenme
tipinin oksidatif stresi azaltabilecegini diisiindiirtmektedir. 82. Haftada ICRnin de AL’ye
gore yiiksek olmast ICR’nin de AL’ye gore oksidatif streste daha etkin oldugunu
diistindiirtmektedir.

RT-PCR’da ekspresyon seviyesi Ol¢iilen diger gen MGST1’in hiicrede bir peroksidaz
olarak gorev aldig1 ve yaslanmaya bagli oksidatif hasara karsi koruma sagladigi
belirtilmistir [128]. RT-PCR sonuglarina gore 18. haftada CCR ile beslenmis farelerde en
yiiksek ekspresyon seviyesi gozlenmis olup ICR ve AL’nin ise nispeten esit
ekspresyonlara sahip oldugu saptanmistir. 50. haftada da CCR ile beslenmis fare en
yuksek ekspresyon seviyesine ulagsmigsken, ICR ile beslenmis farelerin ekspresyon
seviyeleri en diisiik degerdedir. 82. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farelerde
CCR ile beslenen farelerde ICR ve AL ile beslenen farelere gore MGST1 ekspresyonu
belirgin sekilde yiiksektir ve AL ile ICR ekspresyonlari ise esittir (Sekil 4.12). Bu durum
CCR’nin tiimor baskilama 6zelligini destelemistir. RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-
PCR sonuglari tutarlilik géstermistir (Tablo 3.5).

RT-PCR’da ekspresyon seviyesi dl¢iilen diger gen olan MAPK; otofajinin indiiksiyonu
icin onemli bir yol oynayan proteindir [18]. RT-PCR sonuglarina gore 18. haftada AL ve
ICR ile beslenmis farelerde degerler birbirine yakin olmakla birlikte AL’deki ekspresyon
daha fazladir.. 50. haftada ise 3 beslenme tipindeki degerler birbirine ¢ok yakin ike
siralama CCR>ICR>AL seklindedir.. 80. haftada ise kanser olusturma siirecine giren
farelerde AL ile beslenen farelerde ekspresyon digerlerine gore daha yiiksektir (Sekil
4.23). RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonuglar1 birbirleriyle eslesmemistir (Tablo
3.5). Bu gen icin 6rneklerin yeni primerler ile ve steril bir ortamda tekrar RT-PCR ile

calisilmas1 gerekmektedir.
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RT-PCR’da ekspresyon seviyesi dl¢iilen diger gen olan RGS14; RGS protein ailesinin
bir pargasidir ve sinaptik plastisite, hiicre boliinmesi ve fagositoz gibi ¢esitli biyolojik
islemlerde yer aldig1 belirtilmektedir. Literatiirde yapilan bir calismada RGS
proteinlerinin, birkag farkl tiirde stres direncini ve uzun dmiirliiliigli diizenlemede 6nemli
roller oynadigini gostermistir [22]. RT-PCR sonuglarina gore 18. haftada CCR ile
beslenmis farelerde belirgin bir sekilde en yliksek ekspresyon seviyesi gozlenmistir. 50.
haftada da CCR ile beslenmis farelerde en yiiksek ekspresyon seviyesine ulasmisken, AL
beslenenlerde ve ICR ile beslenmis farelerde nispeten benzer ekspresyon seviyeleri
gozlemlenmstir. 80. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farelerde ICR bireylerde
CRR farelere gore ekspresyon belirgin sekilde yiiksektir Sekil 4.16).RNA-seq verileri ve
18. hafta RT-PCR sonuglari, AL ve CCR bireyler i¢in tutarlilik géstermistir (Tablo 3.5).
Timor olusumunu baglamasi beklenen bu haftalarda oksidatif stresi azaltan bir rol
oynadig: diistiniilen RGS14 geninin seviyesinin artmasi beklenen bir sonugtur ve bu
durum ICR’de bu gen iizerinde hiicre dongiisiinii diizenlemede etkin bir rol oynadigini

distindiirtmiistiir.

RT-PCR’da ekspresyon seviyesi Olgiilen diger gen NONO, DNA c¢ift ipliginin
bozulmasinin onarimai i¢in kritik bir rol oynamaktadir [24]. RT-PCR sonuglarina gore 18.
haftada CCR ile beslenmis farelerde en yiiksek ekspresyon seviyesi gozlenmistir. 50.
haftada da CCR’de ekspresyon seviyesi en yiiksekken en diisiik ICR’dir. 80. haftada ise
kanser olusturma siirecine giren farelerde ICR ile beslenen bireylerde NONO
ekspresyonu daha yiiksektir (Sekil 4.17). En diisiik ise AL beslenme tipine aittir. Timor
olusumunun baglamasi beklenen bu haftalarda tiimor baskilayici genin seviyesinin
artmasi beklenmedik bir sonuctur. RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonuglari, AL
ve CCR bireyler i¢in tutarlilik géstermistir (Tablo 3.5). Bu sonu¢ ICR nin de DNA hasar

tamirinde dnemli bir rol oynadigini diistindiirtmektedir.

RT-PCR’da ekspresyon seviyesi Olgiilen diger gen olan PYCR2’nin susturulmasi
fibroblastlarda oksidatif strese asir1 duyarliliga neden oldugu bildirmistir [10]. RT-PCR
sonuclarina gore 18. haftada AL ve CCR ile beslenmis farelerde esit ekspresyon seviyesi
tespit edilmisken ICR ile beslenen farelerde ise nispeten diisiik ekspresyon seviyesi
goriilmiistiir. 50. haftada da CCR beslenmis fareler en yliksek ekspresyon seviyesine

ulasmigken, AL ve ICR ile beslenmis farelerin ekspresyon seviyeleri yakin degerlerdedir.
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82. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farelerde ICR ile beslenen farelerde AL
ve CCR ile beslenen farelere gore nispeten az bir sekilde yiikseklik goriilmiistiir (Sekil
4.24). RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonuglari, AL ve CCR fareler i¢in tutarlilik
gostermemistir (Tablo 3.5). 82. Hafta sonuglarina gére ICR nin de okssdatsf strese karsu
onemli bir rol oynadigini diisiindiirtmektedir. 18. Hafta sonuglart RNA-seq datasiyla
eslesmediginden daha steril ve optimize sartlarda yeniden RT-PCR yapmak gerektigi

diistiniilmektedir.

RT-PCR’da ekspresyon seviyesi dlgiilen diger gen STK26, otofagozom olusumunu tesvik
eden bir gendir [8]. RT-PCR sonugclarina gore 18. haftada CCR ile beslenmis farelerde en
ylksek ekspresyon seviyesi gozlenmisken, ICR ve AL beslenmis bireylerde benzer
ekspresyon gozlenmistir. Bu durum CCR’nin bilinen otofaji indiikleme o6zelligini
desteklemektedir. 50. haftada da benzer sekilde CCR ile beslenmis farelerde en yiiksek
ekspresyon seviyesine ulagsmisken, AL ve ICR beslenmis farelerin ekspresyon seviyeleri
daha diisiik ve yakin degerlerdedir. 82. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farede
ICR farelerde CCR ve AL farelere gore STK26 ekspresyonu diisiik bir farkla daha
yiiksektir (Sekil 4.25). RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonuglari, AL ve CCR
fareler igin tutarlilik gdstermistir (Tablo 3.5). Ozellikle bu gen iizerinde kanserde ICR

beslenme tipinin otofajiyi indiiklemede etkin rol oynadigi diistiniilmiistir.

RT-PCR’da ekspresyon seviyesi Olgiilen diger bir gen olan UCP1 geninin oksidatif
hasarinin seviyesini diisiirdiigii ve Omiirii uzattigi bildirilmistir [19,20]. RT-PCR
sonuglarma gore 18. haftada CCR ile beslenmis farelerde en yliksek ekspresyon seviyesi
gozlenmis olup ICR’de ise en diisiik ekspresyon seviyesi gozlemlenmistir. 50. haftada
CCR ile beslenmis fare en yiiksek ekspresyon seviyesine ulagmisken, ICR ile beslenmis
farelerde ise en diisiikk ekspresyon seviyeleri gozlenmistir. 80. haftada ise kanser
olusturma stirecine giren farede CCR ile beslenen bireylerde ICR ve AL ile beslenen
farelere gore UCPI geninin ekspresyonu belirgin sekilde yiiksektir ve AL ile ICR
ekspresyonlari ise esit gozlenmistir (Sekil 4.26). RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR
sonuclari ile tutarlilik gostermistir (Tablo 3.5). Bulgularimiza gbre tiimor olusumunun

beklendigi 82. haftada CCR beslenmenin ekspresyonun artmasi beklenen bir durumdur.

NEIL3 ekspresyonunun aktivasyonunun, hiicrelerin oksidatif veya inflamatuar stres ile

iliskili mutajenik DNA hasarinin onarilmasina yardimei oldugunu gosterilmistir [9]. RT-
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PCR sonuglarma gore 18. haftada CCR ile beslenmis farelerde en yiiksek ekspresyon
seviyesi gozlenmisken, ICR ve AL beslenmis bireylerde benzer ekspresyon gézlenmistir.
RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonuglari, AL ve CCR fareler i¢in tutarlilik
gostermistir (Tablo 3.5). 50. haftada CCR ile beslenmis farelerde en yliksek ekspresyon
seviyesine ulagsmigken, AL’de ise ICR’ye goredaha yiiksek ekspresyon seviyesi
gbzlemlenmistir. 82. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farelerde ICR ile
beslennis farelerde en yliksek ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. CCR’de ise AL’ye gore
daha yiiksek ekspresyon seviyesi goriilmiistiir (Sekil 4.25). Ozellikle bu gen iizerinde

kanserde ICR beslenme tipinin otofajiyi indiiklemede etkin rol oynadig1 diisiiniilmiistiir.

RT-PCR’da ekspresyon seviyesi Ol¢iilen diger gen SQSTMI proteini otofaji marker
proteinidir [25]. RT-PCR sonuglarina gore 18. haftada CCR ile beslenmis farelerde en
yiiksek ekspresyon seviyesi gozlenmisken AL ve ICR’de ekspresyon seviyeleri yaklasik
olarak esittir. 50. haftada da CCR ile beslenmis fareler en yiiksek ekspresyon seviyesine
ulagsmigken ICR ve AL’nin ise ekspresyon seviyeleri esittir. 80. haftada ise kanser
olusturma siirecine giren farelerde CCR ile beslenen farelerin ekspresyonu en fazla iken,
ICR ile beslenen farelerde SQSTM1 ekspresyonu onu takip eder bigimdedir (Sekil 4.30).
RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonuglari ile tutarlilik gostermistir (Tablo 3.5).
Timor olusumunu baglamasi beklenen bu haftalarda otofaji marker geninin ekspresyon
seviyesinin seviyesinin artmasi bu gen {izerinden bakilarak CCR beslenme tipinin

otofajiyi indiikledigi sdylenebilir.

RT-PCR’da ekspresyon seviyesi Ol¢iilen son gen LC3 proteini diger bir otofaji marker
proteinidir [27]. RT-PCR sonuglarina gore 18. haftada CCR ile beslenmis farelerde en
yliksek ekspresyon seviyesi gozlenmisken AL ve ICR’de ekspresyon seviyeleri yaklasik
olarak esittir. 50. haftada da CCR ile beslenmis fareler en yiiksek ekspresyon seviyesine
ulasmigken ICR’de ise AL’ye gore daha yiiksek ekspresyon seviyesi goriilmiistiir. 80.
haftada ise kanser olusturma siirecine giren farelerde CCR ile beslenen farelerin
ekspresyonu belirgin bir sekilde en fazla iken, AL ile beslenen farelerde ekspresyon en
diisiik seviyededir (Sekil 4.31). RNA-seq verileri ve 18. hafta RT-PCR sonugclar ile
tutarlilik gostermistir (Tablo 3.5). Tiimor olusumunu baslamasi beklenen bu haftalarda
otofaji marker geninin ekspresyon seviyesinin seviyesinin artmasi bu gen iizerinden

bakilarak CCR beslenme tipinin otofajiyi indiikledigi sdylenebilir.
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Sonuglarimiza dayanarak, yasamin erken evresinde belirlenen genlerin 6zelinde Kronik
Kalori Kisitlamasi (CCR)’nin otofaji ve oksidatif stres mekanizmalarinin regiilasyonunda
daha baskin oldugu soylenebilir. Kanserin baglamasiyla birlikte baz1 genlerde CCR daha
aktif rol oynamigken bazi genler ise ICR’de daha aktif rol oynamaktadir. Bulgularimiza
gore AL, ICR ve CCR seklinde beslenen farelerin timuslarinda belirgin bir sekilde gen
ekspresyon farkliliklart meydana gelmistir. Bu sonuglar kalori kisitlamasi ¢aligmalarinda,
bagisiklik sistemi, oksidatif stres, otofaji ve kanser gelisim aragtirmalari igin yeni ipuglari

saglayacaktir.
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