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OZET

KALORI KISITLAMASI iLE BESLENEN FARE MEME TUMORU ViRUSU -
TRANSFORME EDiCi BUYUME FAKTORU-ALFA FARELERIN
TiMUS DOKUSUNDAN RNA SEKANSLAMA ANALizi

Zehra OMEROGLU ULU

Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolim{i

Doktora Tezi

Danisman: Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Kalori kisitlamasi, yetersiz beslenmeye yol acmadan gerekli besin maddelerinin
azaltilmasidir. Kalori kisitlamasi uygulamalarinin kanser olusumunda, immiin cevapta,
yaslanma ve dmriin uzamasi Uzerinde etkileri gosterilmistir. Besin kisitlamasina hizli
cevap veren bir lenfoid organ olan timus ise immin sistemin gelisiminde 6énemli rol
oynamaktadir.

Bu calismada kullanilan RNA-seq uygulamasi, yeni nesil sekanlama ile transkriptom
profili olusturma igin kullanilan yeni gelistirilmis bir yaklasimdir. Calismada, ad libitum
(AL), kronik kalori kisitlamasi (KKK) ve aralikli kalori kisitlamasi (AKK) seklinde beslenen
MMTV-TGF-a farelerin timusundan RNA-seq temelli transkriptom sekanslamasi
yapilmigtir. lllumina HiSeq 4000 teknolojisi kullanilarak gift uglu okuma yapilmig, 100
bazlik yaklasik 105 milyon temiz okuma elde edilmistir. Okumalar Ensembl
veritabaninda kullanima agik GRCm38 fare referans genomu kullanilarak TopHat2
programi ile haritalanmistir. Cufflinks programi ile i RNA-seq verisinde total olarak
6091 anlamli diferansiyel eksprese olmus gen (p-degeri<0.05) tanimlanmistir. Anlamh
diferansiyel eksprese olmus genler, Gene Ontoloji (GO) veritabaninda molekiler
fonksiyon, biyolojik slire¢c ve hiicresel icerik GO ana kategorilerine gore kategorize
edilmistir. AL ile KKK, AL ile AKK ve KKK ile AKK arasinda anlamli diferansiyel eksprese

XV



olmus genlerden, GO kategorilerinden immun Sistem Proses (G0:0002376)
kategorisinde bulunan immiin sistemle ilgili genler belirlenmistir.

Bununla beraber, calismada elde edilen RNA-seq datalarinda yaslanma, oksidatif stres,
sirtuin proteinleri, bazi hormonlar ve bazi metabolik yolaklarin genleri belirlenmis ve li¢
data kendi arasinda karsilagtiriimigtir. String veritabani kullanilarak gen ag ve KEGG
yolak analizleri yapilmistir. Kalori kistlamasi ¢calismalari ve immiin sistemde 6nemli olan
leptin (Lep), ghrelin (Ghr), insilin benzeri blylime faktori (Igfl), adinopektin (Adipoq),
CD4, Thy-1, II-16 ve Casp3 genleri kantitatif gercek zamanli PCR (qPCR) ile degisen
expresyon seviyeleri validiye edilmistir. Olusturulan RNA-seq verileri NCBI Gene
Expression Omnibus (GEO) veritabanina GSE95371 erisim numarasi altinda
yuklenmistir.

Bu calismadan elde edilen transkriptom analiz sonuclari ile beslenmenin 6zellikle
immin sistem olmak (izere, yaslanma, kanser ve oksidatif stres gibi gibi bircok sistem
genlerinin ekspresyonunda etkili oldugu gorilmustiir ve elde edilen verilerin kalori
kisitlamasi galismalarina 6nemli katki saglayacagi distinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: RNA-seq, timus, kalori kisitlamasi, transkriptom analizi

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

RNA-Seq ANALYSIS OF THYMUS TISSUES CALORIE RESTRICTED MMTV-
TGF- o MICE

Zehra OMEROGLU ULU

Department of Molecular Biology and Genetics

PhD Thesis

Adviser: Assoc.Prof.Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Calorie restriction (CR), a reduction in essential nutrients without inducing
malnutrition, which is an effective in cancer development, immune response and
expanding lifespan. Thymus, is a lympohoid organ, which plays an important role in
development of the immune system and reacts to nutritional deficiency quickly.

RNA-seq is recently develop approach to transcriptome profiling using next generation
sequencing. RNA-seq based transcriptome sequencing was performed to thymus
tissues of MMTV-TGF- a mice in ad libitum (AL), chronic calorie restriction (CCR) and
intermittent calorie restriction (ICR) fed in this study. Three RNA-seq data were
obtained using Illumina HiSeq 4000 to produce approximately 105 million clean
readings of 100 base pair-end. These clean reads were mapped to GRCm38 mouse
reference genome by TopHat2. In total 6091 significant differential expressed genes
(DEGs) were identified with Cufflinks (p<0.05). These DEGs were clustered into three
main gene ontology (GO) categories; moleculer function, biological process and
cellular component. The expression of the significant immun system related genes in
immun system process (GO:0002376) GO category were identified in AL-CCR, AL-ICR
CCR-ICR differential experession genes (DEGs).

However, the expression of aging, oxidative stress, sirtuin proteins, some hormones
and some metabolic pathways related genes in our three RNA-seq data have been
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identified and compared. Gene network and KEGG pathway analysis were done using
String database. The expression pattern revealed by RNA-seq was validated by
quantitative real-time PCR (gPCR) analysis of four important genes for calorie
restriction, leptin (Lep), ghrelin (Ghr), insulin like growth factor (lgfl), adinopectin
(Adipoq), CD4, Thy-1, 1I-16 and Casp3. RNA-seq data has been deposited in NCBI Gene
Expression Omnibus (GEO) database (GSE95371).

The results have been shown that feeding is very effective for gene expression. The
results of this study will provide an important source for nutrition, calorie restriction,
immune system, aging, cancer and oxidative stress researches.

Keywords: RNA-seq, thymus, calorie restriction, transcriptome analysis

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kalori kisitlamasi (KK), yetersiz beslenmeye yol agmadan kalori aliminin kisitlanmasidir
[1, 2]. Kalori kisitlamasi uygulamalarinin iki ana tipi vardir; kronik kalori kisitlamasi
(KKK) ve aralikh kalori kisitlamasi (AKK). Kronik kalori kisitlamalarinda beslenme
devamli ayni kaloride olurken, aralikli kalori kisitlamalarinda kalori kisitlamasi belirli
aralklarda olmaktadir [3-6]. Arastirmalar kalori kisitlamasinin baskilayici tlimoér
gelisiminde [7, 8], otoimmiinite baskilanmasinda [9, 10] ve 6mriin uzamasinda [11]
etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica, kalori kisitlamasinin insilin resistansi, oksidatif
stres, metabolik bircok hormon (Leptin, Adinopektin, Ghrelin, insiilin) ve bazi sinyal
yolaklari gibi bir ¢cok metabolik slrec¢ Uzerine etkileri bulunmaktadir [12]. Genetik
muhendisligi kullanilarak gelistirilen hayvan modellerinde yapilan bazi g¢alismalarda
AKK'nin, KKK'ya kiyasla kanser dnleme gelisimi icin daha etkili oldugu [4], [13-16], bazi
¢alismalarda ise KKK’nin AKK’ya gére daha etkili oldugu [17-22] g6rilmustir.

Timus, immin sistem gelisiminde o6nemli rol oynayan lenfoid bir organdir. T
hiicrelerinin farkhlastigl ve olgunlastigi yerdir [23, 24]. Timus ve diger lenfoid organlar
beslenme eksikligine diger organlarin cogundan daha hizli tepki vermektedir [25, 26].
Bircok calisma KK’'nin timik fonksiyonu [2] glclendirdigi ve timik adipoziteyi [27]
dizenleyebildigi igin KK, spesifik olarak yaslanan timustaki adipogenik
transkripsiyonunu inhibe eder [28]. KK'nin immiin sisteme olumlu yonde etkisinin
oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur. KK, T hiicrelerinin yanitlari, dogal éldirici

hiicre aktivitesi ve mononikleer hicrelerin pro-inflamatuvar sitokinler UGretme



kabiliyeti gibi immun yanitlarin birgok parametresini gelistirdigini ortaya koymaktadir

[2], [28-31].

RNA sekanslama (RNA-seq), gen ekspresyon dilzeyinin Olculdugid vyeni nesil
sekanslamanin bir uygulamasidir [32-37]. RNA-seq, organizmalarda gen kesfi igin
kullanilan hassas, hizli ve etkili bir yontemdir. Ayrica RNA-seq ile gen anotasyonu
(annotation), transkript profillemesi, gen flizyonlarinin tespit edilmesi, tek niikleotid
polimorfizm (SNP) kesfi ve alternatif birlestirme (splicing) analizleri mimkindir [33-
38]. Kalori kisitlamasi ile ilgili ¢esitli dokulardan RNA-seq c¢alismalari mevcuttur [39].
Fakat kisa donem AL, KKK ve AKK beslenme sekillerinin timusa etkisi RNA-seq

kullanilarak arastirilmamistir.

1.2 Tezin Amaci

RNA-seq ile Ad libitum (AL), kronik kalori kisitlamasi (KKK) ve aralikh kalori kisitlamasi
(AKK) seklinde kisa donem beslenen meme kanseri olusumu beklenen farelerin
timusundaki gen ekspresyon farkliliklarinin profilinin ¢ikarilmasiyla, beslenmenin

Ozellikle immin sisteme etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

1.3 Hipotez

Kalori kisitlamasi ile beslenme; kanser olusumunu geciktirmede etkili oldugu gibi,
bununla birlikte ad libitum beslenmeye gore, 6zellikle immin sistem gen ekspresyon
seviyelerine ©6nemli derecede etkisi oldugu da RNA-seq analiz sonuglariyla

gosterilmektedir.



BOLUM 2

TEORIK BILGILER

2.1 Kalori Kisitlamasi ve Etkileri

Yetersiz beslenmeye neden olmadan kalori alimindaki azalmaya kalori kisitlamasi (KK)
denir [1, 2]. Genellikle KK hakkindaki makalelerde, gida tiiketiminin kisitlanmasinin
yasam siresi Uzerindeki etkisi 1935 yilinda Cornell Universitesi'ndeki McCay ve
arkadaslari tarafindan kesfedildigini belirtilmektedir [40]. Bununla birlikte, gida alimini
kisitlamanin saghk yararlarina ve dolayisiyla 6mriin uzamasina yol agan bir fikir oldugu
eskidir. Bununla ilgili ilk rapor, 1464’te dogan Cornaro'nun 'mimkiin olandan az' yeme
recetesi ile Avrupa'da ortalama dmiir beklentisinin 30'dan az oldugu bir donemde 102
yasina kadar yasamasidir [41, 42]. Ancak, gida kisitlamasinin hayvanlar Uzerindeki
etkilerine iliskin deneysel c¢alismalar 1900'li yillarin basinda baslamistir. Ornegin,
Osbourne ve arkadaslari, 1917'de siganlarin da gidanin alimini kisitlamanin, yasam
sureleri ve lreme performanslari izerinde olumlu etkisi oldugu gosteilrmistir [43].
Bununla birlikte, McCay ve arkadaslari, dnce balikta kisitlamanin etkileri Uzerine
arastirmalar yaparak (Salvelinus fontinalis) [44] ve daha sonra sicanlarda % 40
oraninda kisitlama ile yasam silresinin uzadigini gostermistir [40]. Bu ¢alismanin
ardindan, KK'nin diger tiurlerde de benzer etkilere sahip oldugu gosterildi. Bunlar; tek
hiicreli organizma olan maya Saccharomyces cerevisiae [45], nematod Caenorhabditis
elegans [46, 47] ve meyve sinegi olan Drosophila melanogaster [48] gibi model
omurgasiz organizmalar ve model organizma olmayan 6rimcek Frontinella pyramitela
[49], birka¢ rotifer turi [50] ve Gerris tirleri [51] dir. Ancak, KK'nin omurgasiz

hayvanlar lizerinde yasam siiresine olan etkisi her zaman olumlu olmamistir. Ornegin,



ev sineklerinin (Musca domestica) yasam siresini arttirmaz [52] ve bazi rotiferlerde ve
su tutucularinda olumsuz bir etkiye sahiptir [50, 51]. Omurgalilarin arasinda KK'nin
farelerde (Mus musculus) [53], ineklerde (Bos taurus) [54] ve kopeklerde (Canis
domesticus) [55-57] orta ve maksimum diizeyde yasam siresi (izerinde olumlu etkileri
oldugu gosterilmistir. Kalori kisitlamasinin bu kadar farkh tirlerde olumlu etki
gostermesi arastirmacilari mekanizmalarin anlagilmasi igin kapsamli ¢alismalara
itmistir. Calismalar fareler, sicanlar, kopekler ve insan olmayan primatlar (izerinde
yogunlasmistir. Clinkli bu organizmalarla yapilan calismalar, insana filogenetik acidan
daha yakindir ve daha iyi karsilastirma saglamaktadir. Ayrica, omurgasiz hayvanlarda
yapilan gida kisitlamasinda, kisitlanan kalorinin dlgtlmesi problem olusturdugu igin bu

arastirmalarin omurgalilarda yapilmasi daha saglkli gérilmustar [12].

Kalori kisitlamasi deneysel ¢alisma protokollerinde genel olarak, ad libitum olarak
beslenen bir grup ve bu beslenmenin belirli bir ylizdesi kisitlanarak beslenen bagka bir
grup vardir. Bu protokollerde sadece kalori degil, makro ve mikro besin 6geleri de ayni
oranda kisitlanmaktadir. Dolayisiyla bu galismalara diyet kisitlamasi (dietary restriction)

da denilmektedir [12].

iki temel kalori kisitlamasi (KK) tiri vardir; kronik kalori kisitlamasi (KKK) ve aralikli
kalori kisitlamasi (AKK). AKK, "acik" ve "kapall" periyotlarinda kalori kisitlamasinin
uygulanmasini ifade etmektedir [3-6]. AKK , bazi kisilere daha iyi uyabilecek kilo kaybi
icin alternatif bir yaklasim olarak sunularak, kilo kaybi icin KKK'dan daha iyi olmasa bile,
ona esdeger oldugu gosterilmistir [58]. Bircok arastirmada, AKK'nin kronik hastaliklarin
gostergesi olan inslilin duyarlihg), yilksek yogun lipoprotein kolesterolii ve yag
oksidasyonu gibi durumlari iyilestirdigi gosterilmistir [59], [60], [61]. Genetik olarak
tasarlanmis hayvan modellerinde yapilan kalori kisitlamasi calismalarinda, AKK’nin
KKK’ya kiyasla kanser gelisimini onlemede daha etkili oldugu birgok g¢alismada

mevcuttur [4], [13-16]. Bunun tersini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir [17-22].

Kalori kisitlamasinin yasam siiresi, yaslanma, immdn sistem, kanser, instlin resistansi,
oksidatif stres, metabolik bircok hormon (Leptin, Adinopektin, Ghrelin, insiilin) ve bazi

sinyal yolaklari gibi bir cok metabolik siireg lzerine etkileri bulunmaktadir [12].



2.1.1 Kalori Kisitlamasinin Yagam Siiresine ve Yaslanmaya Etkileri

Kalori kisitlamasinin yapilan calismalar sonucu yasam siiresi lizerine olumlu etkileri
oldugu belirlenmistir. Kiiciik rodentlerde yapilan ¢alismalar, kalori kisitlamasinin yasam

stiresi ve olim Uzerindeki etkileri, kisittamanin derecesi ile ortalama Omriin
maksimumu ve maksimum omriin ne derece arttigini arasinda dogrusal bir iliski oldugu
belirlenmistir [62-65]. Yasamin ilerleyen zamanlarinda KK’'nin baslatiimasi, yasam suresi
Uzerinde yine o6nemli etkilere sahiptir fakat bunlar, erken donemde kisitlama
baslatildiginda gozlemlenen etkiye gore azdir [66, 67]. Ayrica kalori kisitlamasi arttikca
yasam slresi slresiz uzamamaktadir. Maksimum etki, %55-60 kalori kisitlamasi ile
ortaya cikmaktadir. Bu orandan daha fazla kisitlama yasam siresini olumsuz

etkilemektedir.

Bununla ilgili arastirmalarda, Yu ve arkadaslari %40’hk kalori kisitlamasinin 6 aylik
Fischer-344 (F344) sicanlarinin yasam sirelerinde dnemli artis bildirmistir [68]. Benzer
sekilde, Weindruch ve Walford, 12 aylik fare susunda (C57BL/6 ve B10C310) %40
oranindaki kalori kisitlamasinin yasam siiresini onemli 6lglide artislar gézlemlendigi
bildirmistir [67]. Pugh ve arkadaslari ise, 12 aylik dénemde tedavi edilen erkek C57BL/6
(B6) farelerde KK'nin yasam siresini uzatma etkisini teyit etmis ve ayni zamanda
kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, KK grubundaki farelerin lenfoid kanserinin
ilerlemesinde 6nemli azalmalar oldugunu bildirilmistir [69]. Dhahbi ve arkdaslari, 19
aylik erkek C3B6F1 farelerde yaklasik %40 KK baslatarak azalmis timor olusma
oranlarinin yani sira yasam siresinde o©onemli artislar bildirmistir [70]. Lee ve
arkadaslari, 14 aylik erkek B6C3F1 farelerinde baslatilan KK'nin (%40) yavas yaslanmayi
belirleyen bir gen ekspresyon profili ortaya ¢iktigini dogrulamigtir [71]. Bununla
beraber, fareler arasinda genotiplerin ayni KK seviyesine farkli oranda tepki verdigi
goérilmistir. Ornegin, Harbison ve arkadaslari erken yastan itibaren %40 oraninda
KK’da farelerde yasa bagli lezyonlarin artisi hakkindaki kapsamli arastirmasinda, erkek
ve disi C57BL/6N farelerinin DBA/6N farelerine gore, KK'ya yanit olarak ¢cok daha fazla

hastalik rediiksiyonu yasadigini gézlemlemistir [72].



2.1.2 Kalori Kisitlamasinin immiin Sisteme Etkileri

KK’'nin bagisiklik sistemi Gzerindeki etkileri Gzerine yapilan c¢alismalar, Oncelikle,
dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir parcasi olan adaptif immun yanitin ya da dogal
oldirici hiicrelerin (Natural Killer-NK hiicreleri) bilesenleri olan T-lenfosit ve makrofaj
populasyonlari Gzerindeki etkilerine odaklidir. T-lenfositler, kemik iliginden koken alan
kok hicrelerden tliremistir. Bu kok hiicreler timusta ya CD4 ya da CD8 reseptori pozitif
T-lenfositlerine donlismektedir. Bu hicreler, aktive olduklarinda timustan cevreye
gocerler ve farkl sekillerde gelisirler. CD8 hiicreleri oncelikle interlokin-2 (IL-2),
interferon gama (IFNc) ve TNF-a Uretir ve hiicre ici organizmalar (virisler) ve timor
hiicreleri tarafindan enfekte olmus hicreleri yok etmek igin gerekli olan sitotoksik
yanitlarda dnemli bir rol oynamaktadirlar. Bazi CD4 T-lenfositleri, CD8 T-lenfositlerine
benzer bir sitokin profili ile Th-1 hicrelerine (yardimci T hiicreleri) ayrilir ve benzer bir
islevi gorir. Bununla birlikte, diger CD4 hiicreleri 6ncelikle interldkin 4, 6 ve 10 lreten
Th-2 yardimci T hiicrelerine doénislir. Bu hicreler, immunoglobulinlerin (veya
antikorlarin) Gretiminde anahtar rol oynayan B-lenfositleri uyarabilir. Memelilerde IgA,
IgD, IgE, 1gG ve IgM olmak lizere 5 gesit immunoglobulin bulunur. Uretimleri humoral
yanit olarak adlandirilir ve bu, bakteriler gibi hiicre disi patojenlere karsi savunma igin
kritik bir rol oynar. Bu hiicrelerin bir dezavantaji, ayni zamanda yaslanma sirasinda
karakteristik olarak yikselmis otoimmin vyanitlar ve otoimmin hastalik
Uretebilmeleridir. Makrofajlar, antijenlerin T-hiicrelerine sunumunu koordine ederek
bu sistemde hayati bir rol oynamaktadir. Timusta yeni bir T-hlicresi Uretme
kapasitesinde erken yastan itibaren vyasa bagh olarak bir azalma gorulir
(immunosenesens). Timik involisyonun nedeni tam olarak bilinmemektedir ancak bir
hipoteze gore, bagisiklik sisteminin  kullanilmasi ile yasa bagh olarak timusta
involliisyon gorildigi dustinilmektedir [73]. Rodentlerde yasa bagh olarak T hiicresi
fonksiyonlarinin in vitro Olglimlerinde [74-77], mitojenik ajanlar icin proliferatif
cevaplar Concancavalin-A (con-A) ve fitohemaglutinin (PHA) icermektedir. Bu
degisiklikler, 1I-2 Uretiminin azalmasiyla yansitilmaktadir. Bu azalmalara kismen, bir T
hiicresi baskilayici faktér olan prostaglandin E2 (PGE2) lretimindeki yasa bagli bir

artisin aracilik ettigi gortlmektedir [78, 79].



KK, farelerde timik invollisyonu geciktirmektedir [28], [80-82] ve ayni zamanda PGE2
Uretimini de azaltmaktadir [83]. Bu durumda KK, dmriin ilerleyen zamanlarinda daha
¢ok T lenfosit Uretimine ve aktivitesine ve farelerde IL-2 Uretiminin yasa bagh
azalmasinin tersine dénmesine yol agar. Bu degisiklikler, KK ile farelerinin kansere karsi
direnci ve rodentlerin de yasla birlikte otoimmuin hastaligin belirgin bir azalmasi ile
uyusmaktadir [84, 85]. Yapilan calismalarla da otoimmiin hastaliklara duyarh olan
rodentlerde otoimmiin hastaliklarin geciktigi gértlmustir [86-89]. Daha 6nce asilanmis
olduklar bir virlis enfeksiyonuna karsi KK ile beslenen farelerden alinan hiicreler ile
yapilan bir arastirmada, farelerin daha yiiksek bagisiklik kapasitesine sahip olduklari
gortlmustir [90]. Kopeklerde de KK'nin hiicresel bagisiklik sistemi (izerindeki pozitif
etkileri oldugu bildirilmistir [91]. Bununla birlikte, insan haricindeki primatlarda KK ile
beslenme durumunda immiin yanitta farklihklar vardir. Roecker ve arkadaslarinin 2-4
yil boyunca Rhesus maymunlarinda uyguladiklari KK sonrasinda, bagisiklik islevinin
birkag isaretcisinin, PHA'ya tepki olarak lenfosit proliferasyonuna karsi NK aktivitesi ve
immuinoglobilin Uretiminin azaldigini kesfetmislerdir [92]. Bu proliferasyon yanitinin
benzer sekilde, 7 yil uygulanan KK sonrasinda Al'ye goére daha distk oldugu
gozlemlenmistir [93]. Ayrica, PHA'yva cevaben INF-gama Uretimindeki yasa bagl
distsiin KK uygulandiginda azaldigi gorilmustiir [94]. Ayni zamanda farelerde uzun
sureli KK uygulanmasinin farelerde bagisiklik sistemi Gzerine olumlu etkileri oldugu

dislintlmektedir [95, 96].

KK’'nin immun sistemle iligskisinin dolagsimdaki artan ghrelin ve azalan leptin
dizeylerinin oldugu distnilmektedir [97-99]. Ghrelin inflizyonunun, yasa bagh timik
involiisyonunu kismen tersine gevirdigi bilinmektedir [100]. Ghrelin, T hiicrelerinde
proinflammatuvar sitokinlerin Gretimini, bliyime hormonu salgilatici reseptor GHS-
R'ye bagh bir sekilde inhibe eder [101]. Hamsterlarda yapilan bir calismada, yag
dokusunun cerrahi olarak cikarilmasi ile hidmoral immin vyanitin bozuldugu
gortlmuisttr [102]. Hayvanlara leptin hormonu eklendiginde normale dondugi
bildirilmistir [98]. Leptinin yani sira ghrelinin de KK ile beslenmede immin yanitta

onemli rol oynadigini distindiirmektedir [12].

KK’nin immiin sistem Uzerine olan olumlu etkilerini destekleyen bir potansiyel

mekanizma da, KK’'nin T-lenfositlere zarar verebilecek radikal oksijen tirlerinin



dretimini azaltmasidir [103]. T-lenfositlerin in vitro deneylerine dayanan immin
fonksiyon olgimlerinde, bagisiklik sisteminin KK tarafindan arttirildigini ve bu sekilde
kanser riskinin ve otoimmun hastalik insidansinin azaldigi gorilmustir [12]. Ayrica,
KK’nin makrofaj fonksiyonu lzerinde de bliyilk etkisi vardir. 8-12 hafta boyunca %50’lik
KK’ya maruz birakilan siganlarda, kan monositlerinin H,0, Gretiminde %75’lik oraninda
bir azalma gorilmustir. Prostaglandin Uretiminde periton makrofajlari tarafindan da
onemli bir artis olmustur [104]. Azalan oksidatif stresin bu etkisi, immin sistemin bir

etkisi oldugunu dislindirmektedir [12].

KK uygulanan farelerin patojenlere maruz birakildigi galismalar da yapilmistir. Bu
¢alismalarin timinde, AL ve KK’ya maruz birakilan hayvanlar karsilastiriimis ve énemli
farklihklar belirlenmistir. AL ve KK ile beslenen farelerin influenza virlisline maruz
birakildigi bir arastirmada KK grubundaki farelerin daha fazla yasadigi gézlemlenmistir
[105]. %40’lik KK uygulanan peritonitis model farelerde ise KK uygulanan farelerin
Al'ye gore %40‘nin daha az hayatta kaldigi gorilmustir [106] . Bu calismalarin her
ikisinde de klasik hiicresel esash bagisikhk testleri, bagisiklik fonksiyonunun KK ile
gelistigini ortaya koymustur [105]. KK farelerinin immun yanitinin gigli olmasinin bir
nedeni olarak organizmalarinda daha az yaga sahip olmasindan kaynaklandigi
disinidlmektedir [107]. Bundan dolayi, leptin ve ghrelinin immin yanitta énemli rol

oynadigi bilinmektedir.

Genel olarak, KK’'nin immiin sistem (izerindeki farkh etkileri, KK'nin bu siire¢ lizerindeki
birka¢ durumdan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Oncelikle, ghrelin stimilasyonu ve
leptin sirklilasyonundaki azalma T hiicre proliferasyonu lizerinde dnemli etkileri vardir.
Ayrica, KK'nin oksidatif stres Gzerindeki etkileri de immiin yaniti olumlu ya da olumsuz
etkiledigi yapilan arastirmalar sonucu gorilmiustir. Bir yandan indirgenmis oksidatif
stres T hiicrelerini koruyabilir, timor hiicreleriyle savasma kabiliyetlerini arttirabilir ve
boylelikle KK’'nin kanser ve otoimmin hastaliklara karsi sagladigi korumayi
kolaylastirabilir. CR'nin cogu kemirgen calismalarini tanimlayan, patojen barindirmayan
ortamda, bu etki egemen olacaktir. Diger yandan radikal oksijen tirleri (ROT),
patojenlerle miicadelenin bir parcasidir ve ROS liretme kapasitesinin dislrtlmesini
takiben, KK ile beslenme enfeksiyonlara karsi direng gésterme kapasiteleri bakimindan

immin sistem Gzerinde olumsuz etkilere yol agabilir [12].



2.1.3 Kalori Kisitlamasinin Kansere Etkileri

Kalori kisitlamasinin timor gelisimi Gzerinde etkili oldugu yoniindeki ilk calisma 1909
yilinda Moreschi tarafindan yapilmigtir. Bu ¢alismada KK ile beslenen siganlara
nakledilen timorlerin, AL olarak beslenen sigcanlara nakledilenlere gore timorin
blylimedigini gordlmistir [108]. KK'nin koruyucu etkisi 1940'larda Tannenbaum’un
yaptigi calismalarla dogrulanmistir [109]. Kicgik kemirgenlerde yapilan calismalarla
KK’'nin kansere yatkinhgi azalttigi gosterilmistir [53], [108], [110]. Bu koruyucu etki,
cesitli dokulardaki spontan timorlerin baslamasinda ve ilerlemesinde azalmayi
icermektedir [111], [53]. Ornegin, bir calismada, AL olarak beslenen farelerde
timorlerin yasam boyu olusma orani sirasiyla erkeklerde %89, disilerde ise %86 iken KK
uygulanan farelerde ise her iki cinsiyette bu oran %64 olarak belirlenmistir. KK ile
beslenen disi farelerde, lenfomada %29'dan %9’a kadar azalmalar, hipofiz
timorlerinde %37’den %1’e diisis ve tiroid timorlerinde ise %8'den %0,8’e diisme
gortlmustir. KK uygulanmis erkek farelerde ise hepatoseliiler tiimorler %10'dan %1’e
kadar dismustlir. KK uygulanan hayvanlarda timor olusumunu geciktirmistir;
erkeklerde tim neoplazmlarin %87'si ve kadinlarda %95'i AL olarak beslenen
hayvanlarda 24 aylikken meydana gelmisken, KK uygulanmis bu yastaki hayvanlarda
neoplazmlarin gorilme orani sadece %52 ve %39dur [112]. Ayrica, spontan ve
indliklenebilir tiimorlere daha duyarh p53 geni indiiklenmis farelerde yapilan bir
calismada, 10 aydan itibaren haftada bir gliin %40’k KK uygulandiginda tiimor

olusumunun azaldigi gortlmustir [113].

KK'nin kanser Uzerindeki etkileri Gzerine yapilan g¢alismalarin ¢ogu, KK'nin meme
kanseri tizerindeki koruyucu rollyle ilgilidir. Dirx ve arkadaglarinin yaptigi 14 ¢alismanin
meta analizinde, KK uygulanmig hayvanlarin kontrol grubuna gére %41 ila %69 arasinda
daha az meme timora gelistirdigi gorilmustir. KK'nin baslatildigi farelerin yasi, KK
uygulama siresi, farelerin dogurganligi ve enerji saglayan besleyici maddelerin tiiri
(yag, karbonhidrat veya protein) temel alindiginda sonuclar lizerinde herhangi bir
degisiklik tespit edilememistir. Bu meta-analiz, KK'nin farelerde meme timorlerinin
gelisimine karsi koruma sagladigini dogrulamistir [114]. Meme timorlerine duyarh bir
sus olan MMTV-Neu, Pape-Ansorge ve arkadaslarinin yaptigl %16'lik bir KK uygulamasi

ile, AL olarak beslenen farelerde bildirilen meme tiimérlerinin oranini seviyenin dnemli



Olgliide azaltmamigtir. Bununla birlikte, ortalama sadece %10 oraninda AKK uygulanmis
kisitlanmis fareler, sasirtici bir sekilde KKK uygulanmis farelere gére timor gelisiminden
daha fazla korunmustur [115]. Dogan ve arkadasglarinin MMTV-TGF-a transgenik
farelerde yaptigl calismada ise, %25 KK uygulanan KKK grubu, lg¢ hafta AL bir hafta %50
kisitlama ile beslenen AKK grubu ve AL gruplari arasinda KKK ve AKK gruplarinda meme
kanseri timorinin gelismesinin geciktigi gorilmuastir. Bu ¢alisma ile 6zellikle AKK’'nin

KKK’dan daha etkili oldugu kanitlanmistir [15].

2.1.4 Kalori Kisitlamasinin Oksidatif Strese Etkileri

Oksidatif stres, serbest radikaller olarak bilinen reaktif oksijen tirlerinin (ROT) Uretimi
ile antioksidan savunmalar arasindaki dengede bir bozukluk olarak tanimlanmaktadir
[116]. ROT, normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak canh organizmalar
tarafindan Uretilir [117]. Distk ve orta konsantrasyonlarda, fizyolojik hiicre
slreclerinde calisirlar. Ancak yliksek konsantrasyonlarda; lipidler, proteinler ve DNA
gibi  hicre bilesenlerine olumsuz modifikasyonlar  olustururlar  [117-121].
Oksidan/antioksidanlar arasindaki dengede oksidanlar lehine kaymalar “oksidatif stres”
olarak adlandiriimaktadir. Oksidatif stres; kanser, norolojik bozukluklar [117], [122-
125] ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/perflizyon [117], [126-129], diyabet, akut
solunum sikintisi sendromu, idiopatik pulmoner fibrozis, kronik obstriktif akciger
hastalig gibi birgok patolojik duruma katkida bulunmaktadir [117], [130]. Sekil 1’de

oksidatif stres etkisinin hiicre igindeki sinyal yolagi gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Oksidatif stres etkisinin hicre icindeki sinyal yolagi [117]

Kalori kisitlamasinin baslica hicresel etkilerinden biri oksidatif stresi azaltmaktir [131-
134]. Ornegin, uzun siireli KK’daki sicanlar yiizme egzersizi ile indiiklenmis oksidatif
strese karsi, beyin, akciger, karaciger, bobrek ve kalp de dahil olmak lzere bircok
dokuda korunmaktadir [135, 136]. Yaslanma ve KK’nin kreatin kinaz (CK), glutamin
sentetaz (GS) ve erkek ve disi sicanlarin serebellum, hipokampls ve korteks
bolgelerinde protein karbonil olusumu Uzerindeki etkisi izerine yapilan bir ¢alismada,
CK aktivitesinin beynin U¢ bolgesinde de yaklasik olarak %30 azaldigi gosterilmistir.
Ancak GS aktivitesi Uzerinde 6nemli bir etkisinin olamadigl gorGlmistir. Protein
karbonil seviyeleri, tim 3 beyin bdlgesinde yasla birlikte 6nemli olglide artmistir. KK,
protein oksidasyonunda ve CK aktivitesini yasla iliskili azalmay distirmustir. Ustelik
GS'nin KK ile beslenen siganlarin beynindeki aktivitesi AL ile beslenen geng hayvanlarin
beyinlerine gore daha yiksek oldugu gorilmiustir. KK bu nedenle yasa bagh oksidatif

stres dlizeylerini hafifletir ve beyindeki protein hasarini azaltmaktadir [137].

Azaltilmis oksidatif stres birkag farkli mekanizma ile saglanabilmektedir. Bunlardan biri,
oksijen serbest radyallerin olusturulmasinda bir azalma ve radikal oksijen tirlerinin
(ROT) detoksifiye edildigi oranda bir artis ve dolayisi ile hasarda bir azalma seklinde

olabilir. Bozulma ve onarim islemlerinde, hasarin etkisinin ortadan kalkmasi igin bir
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dizenlemeye neden olurlar. KK’'nin oksidatif streste genel bir azalmayi etkilemek igin

bu farkh bilesenlerin Gg¢linli modiile ettigini gosteren kanitlar vardir [12].

2.1.5 Kalori Kisitlamasi ve Sirtuin Proteinleri

Sirtuin ailesi proteinleri (SIRT1 - SIRT 7), tip Il diyabet, obezite, kanser, yaslanma, uzun
omdarlalikte ve cesitli norodejeneratif hastaliklarda 6nemli rol oynadigi bilinen ve
bircok proteinin aktivitesini diizenleyen NAD+ bagimli deasetilazlardir [138, 139]. Alt
organizmalarda sirtuinlerin DNA onarimini ve rekombinasyonu, kromozomal stabiliteyi
ve gen transkripsiyonunu dizenlemektedir [140]. SIRT1 geni ortologu SIR-2'nin yliksek
aktivitesi maya, solucan ve sineklerde yasam siresini uzatmaktadir [141]. KK, bircok
dokuda SIRT1'in ekspresyonunu artirmaktadir [142, 143]. Bununla birlikte, bu etki tim
dokularda veya farkl calismalarda tekdiize gériinmemektedir. Ornegin, bir calismada
SIRT1 aktivitesi, karacigerde KK ile azalmis ve yiksek kalorili bir diyetle aktive edilmistir
[141]. Ancak baska bir calismada KK, SIRT1 ekspresyonunu hem pankreasta hem de
karacigerde arttirirken, yliksek yagh diyetle tedavide azalma gorilmistir [144]. SIRT1
mRNA'sinda bir artistan ziyade SIRT1 proteininin stabilizasyonu nedeniyle kaltur

hiicrelerinde besin yoksunluguna yanit olarak SIRT1 artmistir [142].

SIRT1, transkripsiyonel koaktivatér PGC-1a ile etkilesime girerek agliga yanit olarak
karacigerdeki glukoneojenik/glikolitik yollari kontrol eder. Piruvat seviyelerinin aracilik
ettigi bir besin sinyali tepkisi aclik sirasinda karacigerde SIRT1 proteinini indikler. SIRT1
indiklendikten sonra PGC-1a'yi deasetile edilir. SIRT1 indiiksiyonu, glukoneojenik gen
ekspresyonunu ve hepatik glukoz ¢ikisini indikler ve PGC-1a yoluyla glikolitik genleri
bastirir [145, 146]. SIRT1 eksikligi, yiksek mTOR sinyallesmesiyle sonuglanmaktadir
[147]. KK ile sirtuin aktivasyonu, bagisiklik sistemindeki degisikliklerde de rol oynamistir
[148].

SIRT2, oksidatif stresi modiile etmede 6nemli rollere sahiptir [149] ve yag hiicresi

proliferasyonunu inhibe etmektedir [150].

SIRT3 geni ise mitokondriyal eksprese edilen ve mitokondriyal internal membranda yer
alan ve ayni zamanda KK’ya cevap veren sirtuin ailesinin bir lyesidir [151]. iskelet
kasinda SIRT3 protein dizeyleri KK ile artmis ve ylksek yagl diyetle beslenerek

azalmistir [151]. SIRT3, KK altinda oksidatif strese karsi savunma mekanizmalarinin
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aktivasyonunu dizenleyen 6nemli bir bilesen olabilmektedir [152]. Yasa bagh isitme
kaybi galismalarinda, KK’nin yabani tip farelerde yasa bagl isitme kaybini 6nledigini,
fakat SIRT3 icermeyen farelerde bu fenotipi degistiremedigini gostermektedir. Bu
nedenle SIRT3, KK'ya yanit olarak mitokondriyal glutatyon antioksidan savunma

sistemini gelistirdigi distndlmektedir [152].

Ayrica bazi meme kanseri ¢alismalarinda SIRT1 ve SIRT7 gen ifadelerinin normal dokuya

gore timorlt dokuda arttigr gérilmastir [153].

2.1.6 Kalori Kisitlamasi ve mTOR Yolagi

mTOR (Mammalian Target of Rapamycin), Memeli Rapamisin Hedefi Protein olarak
bilinen Fosfoinositid-3-Kinaz iliskili Kinaz Ailesi'nin (PIKK) uUyesidir [154]. Maya ve
memelilerde yapilan genetik ¢alismalar; bir toprak bakterisi tarafindan tretilen ve bir
makrolid olan, klinikte immun baskilayici olarak kullanilan Rapamisinin hedefi olarak
TOR’un kesfini saglamistir [155]. mTOR; blylme faktorleri, degisen besin sartlari ve
enerji dalgalanmalari gibi cevresel olaylara karsi genis spektrumlu bir cevap

olusturmaktadir [155, 156].

mTOR, fonksiyonel ve yapisal olarak farkli multiprotein komplekslerinden olusan iki
kompleksin (mTOR Kompleksl (mTORC1) ve mTOR Kompleks2 (mTORC2)) katalitik alt
Unitesidir [155].

mMTORC1, besinler 6zellikle glikoz, bliyiime faktorleri, stres ve enerji ile diizenlenirken;
MTORC2 icin sadece blylime faktorlerinin dogrudan etkisi goriilmustliir. mTORC1 esas
olarak protein sentezinden sorumludur. mTORC1 substratlari olan S6K1 (S6 Kinazl) ve
4E-BP1 (elFAE Baglayici Protein 1) mRNA translasyonu ile iliskilidir. Bir dizi fosforilasyon
mekanizmasinin ardindan S6K1 ve 4EBP1 aktive olarak translasyonun baslamasini ve

devamhligini saglamaktadir [155], [157].

MTORC2 ise daha cok hiicre iskeleti dizenlenmesinde ve hiicre polarizasyonunda
gorevlidir. mTORC2 c¢ok sayida hiicre iskeleti diizenleyicisini kontrol eder [155], [158,
159]. Son yillardaki veriler mTORC2'nin AGC kinaz ailesi Uyeleri olan Akt (Protein Kinaz
B), SGK (serum ve glukokortikoid ile regiile olan kinazlar) ve PKC (Protein Kinaz C)’yi de
fosforilledigini gostermektedir [155], [160-163]. Bu proteinler, hiicre canliligi, hiicre

donglslinin ilerlemesi ve anabolizma ile iliskilidir [155], [164].
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Sekil 2.2 mTOR komplekslerinin hedef proteinleri; substratlari [155], [165].

Kalori kisitlamasinin mTOR sinyal yolagina etkisinin arastirildigi calismalar vardir [166,
167]. Jiang ve arkadaslarinin kalori kisitlamasi uygulanan hem sigan meme karsinomu
hem de meme bezleri Uzerindeki ¢alismasinda Akt aktivasyonu, mTOR protein
ekspresyon diizeyleri ve yolak proteinleri olan p70S6K ve p4EBP1 diizeylerinin azalmasi
yoniinde calismalari vardir. Buna ek olarak, AMPK aktivasyonu, meme bezlerinde %20
ve %40 kalori kisitlamasi ile dGnemli 6lglide artmistir [166]. Ayrica Moore ve arkadaslari

15-17 hafta boyunca hem erkek hem disi farelerde %30 kalori kisitlamasi uygulayarak
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mMTOR, p70S6K, EGFR, IGF-IR ve Akt aktivasyonunun epidermal, karaciger ve prostat
dokularinda azaldigini bildirmislerdir [168]. Dogan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
ise, MMTV-TGF-a farelerinde 10. haftadan 37/38. haftaya kadar KKK (%25 oraninda
kisitlama) ve AKK (3 hafta AL, 1 hafta %50 kisitlama) kisitlama uygulandiginda, mTOR
sinyal yolagi ile iliskili proteinlerin (p70S6K, HIF-1, Akt ve pErk1/2 aktivasyonu)
ekspresyon seviyelerinin KKK ve AKK’da ad libitum beslenmeye gbére dnemli 6lglide

azalmis, p4EBP1’nin ise artmis oldugu gorilmistir [169].

2.1.7 Kalori Kisitlamasinin Bazi Hormonlara Etkileri

Adinopektin (Adipoq), Leptin (Lep), Ghrelin (Ghr) ve insiilin benzeri biyiime faktérii
(Igf1) gibi hormonlarin kanser gelisimi ve immiinitede énemli rol oynadig bildirilmistir
[15], [170], [97]. Adinopektin, insilin duyarliigini baslatmak icin dnemli bir hormondur,
KK sirasinda ekspresyonu artar [171, 172]. Leptin, stres hormonu diizeyini azaltir, tiroid
aktivitesini ve tiroid hormon dizeylerini yikseltir [173]. KK, stres hormonlarinin
sekresyonunu artirdigl ve tiroid hormonlarinin da sekresyonunu azalttig icin KK’'da
leptin ekspresyon diizeyleri azalmaktadir [173, 174]. Ghrelin, proinflamatuar sitokinleri
azaltarak bagisiklik fonksiyonunu dizenlemektedir [171]. Ghrelinin KK ile beraber
sekresyonu artmaktadir [175]. Igfl’in KK ile iliskisine bakildiginda, birgok literatir
KK’'nin 1gfl dizeyini dugUrdiguni bildirmesine ragmen [176-178], KK'nin Igfl
ekspresyon dlizeylerinde herhangi bir arttirma ya da azaltma gibi bir etkisinin

olmadigini gosteren galismalar da mevcuttur [179, 180].

2.2 Transgenik Fareler ve Kullanimi

Transgenik hayvanlar, genomlarinda “transgen” olarak adlandirilan baska bir
organizmanin DNA parcasini tasiyan hayvanlardir. ilk transgenik rodent 1980 yillinda
mikroenjeksiyon teknigi ile Gordon ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir [181]. 1985
yilinda ilk transgenik tavsan, koyun, domuz ve inekler elde edilmistir. Yapilan ilk
deneysel transgenik calisma ise, 1980°li yillarda sican biliyime hormonu geni
kullanilarak gergeklestirilmistir [182]. Mikroenjeksiyon teknigi ile Uretilen ve daha ¢ok
hastalik modellemesi amaciyla gelistirilen transgenik farelerin ilki 1980 yilinda
yayinlanmistir. Transgenik hayvanlarin (retimi biyoloji, tip ve veteriner hekimlik

alanindaki arastirmalar icin oldukca dnemli olmustur. Rekombinant DNA teknolojisinin
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kullaniimasiyla Uretilen transgenik hayvanlar, transgen olarak adlandirilan aktarilmis bir
gen, bir genin kontrol elementleri olan enhancer element ve promotor ve bir genin
protein kodlayan DNA baz dizisini (cDNA veya genomik DNA) igerebilir. Transgenik
hayvanlarin Uretiminde kullanilan en yaygin teknik pronikler DNA mikroenjeksiyondur
[183]. DNA mikroenjeksiyonu yonteminde gen transferi, bir hiicreli dénemde doéllenmis
yumurtalarin prontkleuslarina yapiimaktadir [182]. Bu teknoloji sayesinde, farkl tirler
arasinda gen transferi yapilabilmektedir. Ornegin; bazi insan genlerinin ekspresyonunu
yapabilecek hayvan modellerinin Uretilebilmesi igin, ekspresyonu yapilmasi istenen
geni rodent genomu icerisine entegre edilebilmektedir [183]. Transgenik calismalarda
rodentler vyaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bunun sebebi, diger tirlerle
karsilastirildiginda maliyetlerinin az olmasi, biyolojilerinin fazlasiyla bilinmesi, yavru
sayisinin fazla olmasi, dogumun 19-21 giin gibi kisa siirede gerceklesmesi ve Ostrus
siklusunun yaklasik 4 giin olmasidir. Bunlara ek olarak, transgenik rodentler, genlerin
fonksiyonlarinin ve gen regilasyonlarinin canli hayvanda calisiimasina olanak
saglamalari bakimindan diger sistemlere gore daha Ustiin avantajlar sunmaktadirlar

[184].

2.2.1 MMTV-TGF-a Transgenik Fareler ve Ozellikleri

Karsinogenezis ¢cok adimh olarak kabul edilmektedir. Genetik hasar karsinogenezisin
ayrilmaz bir bileseni olarak dislinilse de, kanserojen ajanlarin timi genotoksik
degildir. Non-genotoksik ajanlarin etki sekli, Gnemli bir bilesen olarak proliferasyonu
icerir. Hicre proliferasyonu, timor promotorleri olarak siniflandirilan ajanlarin
etkisinde kritik bir rol oynar. Bu ajanlar, genetik hatalarin yayilmasina neden olan

hiicrelerin gogalmasini artirarak etki yapabilirler [185-188].

Transforme edici blylime faktéri-a (TGF-a), bir mitojenik polipeptiddir [189, 190].
Olgun peptit, 160 amino asitli bir prekiirsérden tiiretilen 50 amino asitten olusur. Pro-
TGF-a membrana baghdir ve olgun peptid, proteolitik béliinme ile tretilmektedir [191].
TGF-a, epidermal blylime faktori (EGF) ile yaklasik olarak % 35’lik homoloji gosterir ve
EGF gibi EGFR reseptori ile baglanma yoluyla etki etmektedir [192]. TGF-a orijinal
olarak transforme hicrelerde bulunmasina ragmen, cok ¢esitli normal hiicreler ve

embriyonik dokular da dahil olmak Uzere birgok hiicre tipinde tanimlanmistir. Hiicre
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¢ogalmasi, farkhlagsmasi ve gelisimini uyarmaktadir. Ayrica meme bezinin normal ve
neoplastik asamalarda gelismesinde 6nemli bir buylime faktortdir. EGFR reseptériine
baglanarak kanser hiicrelerinde c¢ok sayida ifade edilerek kanser hiicrelerinin

cogalmasini uyarmaktadir [193-195].

Halter ve arkadaslar, fare meme timori virisi (MMTV) promotor/giglendirici
bélgesini iceren, insan TGF-a'yl eksprese eden transgenik fareler gelistirmistir. Bu
fareler yasamlarinin ikinci yarisinda meme timori olusturmaktadir. MMTV farelerde
bazi meme kanseri timorlerinin olusumuna sebep olan bir retrovirlstir. MMTV’nin
aktarnildigi MMTV-Cox2 ve MMTV-Neu gibi farkli organizmalar da vardir. Bu virlisinin
aktarildigi MMTV- TGF-a farelerden sekiz hat olusturulmustur. Alti hat incelenmis ve (i¢
farkli fenotip ile calisiimistir. Disilerdeki bu hatlarin ikisinde meme bezi patolojisi
gortlmustir. 29 ve 254 hatlarinda disi farelerin meme bezleri, bes farkh desen halinde
siniflandirilabilen  epitelyumun proliferasyonlari ile karakterize edilmektedir.

Karsinoma, bu iki hatta disi farelerin hepsinde gelismektedir [196].

2.3 immiin Sistem

Yabanci ve zararli olan maddelere karsi organizmanin verdigi reaksiyon immdinite
olarak tanimlanmaktadir. Bu yabanci maddeler mikroorganizma, protein ve
polisakkarid olabilir. immiin yanit, organizmanin yabanci madde ile karsilastiginda
immin sistem hiicre ve molekillerinin karsilikli ve dizenli etkilesimleriyle ortaya
cikardigi savunmadir. immiin yaniti baslatan yabanci maddeler antijen veya immiinojen
olarak adlandiriimaktadir. immunojen, immiin yanit olusturma yetenegindeki herhangi
bir maddedir. Antijen ise, spesifik immin yanitin Grinleri ile reaksiyona girebilme
yetenegindeki molekilldir ve her zaman spesifik immiuniteyi olusturmaz. Bitlin
imminojenler antijendir, fakat bitin antijenler immiinojen olarak ifade edilemez

[197].

Antijenler 6zgll molekdllerdir ve kendisine 6zgil olan antikorlarla birlesmektedir.
Antkorlara immunglobulin adi da verilmektedir. Antijenlerin antikorlarla birlesmesini
saglayan kimyasal gruplara epitop adi verilmektedir. Bir antijenin birden fazla epitopu
bulunmaktadir. Antijenin immiinojenitesini belirleyen pekgok 6zellik vardir; kimyasal

yap! ve heterojenite, konak icin yabanci olma, konakta kalici olma, molekdler agirlik,
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elektriki ylk, antijenin dozu ve giris yolu gibi. Konak organizmanin ise immiinojenitesini
belirleyen o6zellikler ise genetik ve yas olarak bilinmektedir. Antijenler, protein,
karbonhidrat, lipid ya da nikleik asit yapisinda olabilmektedir. Normal sartlarda
otoantijenler denilen viicudun kendine ait antijenleri immiin yanit olusturmaz. Fakat
bazi patolojik durumlarda otoantijenlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde degisiklikler
meydana gelir ve immin yanit gelisir. Bunun sonucunda da otoimmmiin hastaliklar

gelisebilmektedir [197].

immiin yanit, organizmayr enfeksiyonlardan ve yabanci olan maddelerden
korumaktadir. immiin sistem, viicutta karsilastigi yabanci antijenlere karsi savunma
yapmak zorundadir. Bundan dolayr immiin sistem hicrelerinin kan, lenf ve dokular
arasinda dolasabilme ve gerekli bolgelerde yerlesebilme 6zellikleri savunmada oldukca
onemlidir. Antijenin viicuda giris yeri, olusacak immiin yaniti etkilemektedir. Deri
yoluyla alinan antijenler dokudaki makrofajlar ile taninir ve lenfatik yoldan bélgesel
lenf diguimlerine tasinir ve immiin yanit hem antijenin giris yerinde hemde iliskili lenf
bezinde baslar. Kan dolasimi ile giren antijenler dalaktaki makrofajlarca taninir.
Solunum yolu, gastrointestinal kanal mukozasindan giren antijenler ise bolgedeki
mukoza iligkili lenfoid doku ile temas etmektedir ve burada gerekli immun yanit gelisir.

immin yanit nerede baslamissa kan ve lenf yolu ile diger bélgelere ulasmaktadir [197].

Spesifik bir antijen ile karsilasmamis bir organizmada her tirli antijeni taniyip
reaksiyon verebilecek, antijene spesifik lenfosit klonlari bulunmaktadir. Yabanci antijen
organizmaya girdiginde kendine 6zgl ylzey reseptoriini tasityan lenfosit klonunu secer
ve aktive olur, cogalir. Bu klonlarin bir kismi uzun émirli bellek hicresi, bir kismi hafiza
hiicresi olarak farkhlasir. Bu olaya primer immiin yanit denilmektedir. Ayni antijen ile
organizma tekrar karsilastiginda o©nceki immiinizasyon sonucu, antijen spesifik
lenfositlerin klonal olarak genislemesi ile immin yanit daha erken ve daha kuvvetli

gelisir. Buna olaya da sekonder immiin yanit adi verilmektedir [197].

immin yanitin amaci zararl maddeyi ve onu tasiyan hiicreyi yok etmektir. Bu amacina

ulastiginda antijenik uyari ortadan kalkar ve immiin yanit tamamlanmis olur [197].

Memelilerin immin sisteminde Lenfosit Repertuari olarak bilinen 10° farkli antijeni
tanima kapasitesi bulundugu disunidlmektedir. Bir klondaki lenfositlerin antijeni

taniyan reseptorleri aynidir. Her lenfosit klonunun antijen reseptdriinde antijen
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baglanma yerinin farkli olmasi repertuarin ne kadar genis olabilecegini géstermektedir

[197].

immiin sistem kendine ait olan antijenleri yabancilardan ayirt etme &zelligini
lenfositlerin gelisme siirecinde primer lenfoid organlarda kazanir. Kendine ait yapilara
karsi immun yanit vermez. Bu duruma self tolerans veya immiin tolerans denmektedir.

Self toleransin bozulmasi ile otoimmiuin hastaliklar gelismektedir [197].

2.3.1 immiin Sistem Hiicreleri

Spesifik immiin sistem hiicreleri olan lenfositlerin, monontkleer fagositlerin ve diger
yardimci hiicrelerin yabanci antijenlerle karsilastiklari doku ve organlar lenfoid sistem
denilmektedir. Bu hicrelerin ile kan, lenfatik sistem ve lenfoid organlar arasindaki
sirkiilasyon immiin yanitin olusmasinda 6énemli rol oynamaktadir. immiin sistem
hiicreleri olan makrofajlar dokulara giren mikroorganizmalari tanir, fagosite eder ve
oldurir. Makrofajlar, dokularda surekli bulunan fagositik hicrelerdir. Noétrofiller ve
makrofajlarin énciil hiicresi olan monositler kanda bulunur ve mikroplarin girmesinden
sonra saatler icinde enfeksiyon bolgesine go¢ ederler. Periferik lenfoid organlar olarak
isimlendirilen 6zellesmis dokular, deri, gastrointestinal ve solunum yollari ile viicuda
giren mikrobiyal antijenlerin yogun bulundugu yerlerdir. Antijenin yakalanmasi ve
lenfoid organlara transportu edinsel immin yaniti baglatmaktadir. Antijenlerin
yakalanmasi ve lenfositlere sunulmasi antijen sunucu hicrelerin (ASH) gorevidir.
ASH’ler, lenfositlerin farklilasmasi ve proliferasyonu icin gerekli sinyali saglayan hiicre
populasyonudur. ASH’ler dogal ve edinsel immiin sistem arasinda baglanti saglayan her
iki sistemin bir komponenti olarak gérev yapan hiicrelerdir. Mast hiicreleri, bazofiller
ve eozinofiller de dogal ve edinsel immunitede énemli rolleri bulunan immin sistem

hiicreleridir [198, 199]. Sekil 2.3’te immin sistem hiicreleri 6zetlenmistir.

19



I- Makrofajlar

ll- Lenfositler — 3 B-lenfosit —p Plazma Hiicresi

|_> T-lenfosit

v

Th =T helper Lenfosit Tey/s = T cytotoxic/suppresor lenfosit
(Yardimci / Uyarici) (Sitotoksik / Baskilayici)
lll- NK = Natural Killer = Dogal Oldiiriicii Hiicreler
IV- Diger Hiicreler - Noétrofiller
- Eosinofiller
- Bazofiller ve Mast Hiicreleri

- Trombositler

Sekil 2.3 immiin sistem hiicreleri [200]

2.3.1.1 Lenfositler

immiin sistemin en énemli hiicreleri olan lenfositler, kemik iligindeki kék hiicrelerden
farklilasarak gelismektedirler. Timusta olgunlasmaktadirlar. Kan yolu ile periferik doku
ve organlara yerlesmektedirler. Lenfositlerin iki tipi vardir; T ve B lenfositler. Gorliiniim
olarak birbirine ¢ok benzeyen bu immiin sistem hicrelerinin olgunlagsmalari, islevleri ve

antijen yapilari birbirinden farklidir [200].

T-Lenfositler, hiicresel immiin yanittan sorumludurlar ve timusta olgunlastiktan sonra
ylzeyine bircok reseptor yerlesmektedir. Bu reseptorlerin kan hiicreleri ile ilgili olanlari
CD ile ifade edilir ve numaralandirilir. T hiicre ylizeyinde antijenleri 6zgil olarak taniyan
T hicre reseptoriu (TCR) bulunmaktadir ve onbinlerce antijeni taniyabilen T-lenfosit
vardir. T-lenfositlerin yapi ve fonksiyon 6zelligi farkh olan alt gruplari vardir. Tim T-
lenfositlerde bulunan ortak yizey molekilleri yaninda (CD2, CD5 gibi) bu alt
gruplardaki farkli ylizey molekilleri, onlarin ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. T-
lenfositleri baslica iki alt gruba ayrilmaktadirlar: Th lenfosit (= T helper = yardimai T
lenfosit) ve Tc/s lenfosit (= T cytotoxic / supressor = sitotoksik / baskilayici T lenfosit).
TH lenfositler yardimci ve uyarici rolleri vardir, CD4 ylizey molekili tasirlar. Th
lenfositler; B lenfositlerini ve Tc/s lenfositlerinin aktivitelerini siddetlendirirler. Th
hiicre azliginda B ve T hicrelerinin antijene karsi yaniti zayiflar, bozulur. Ayrica gesitli

sitokinler salgilayarak T hucresi, monosit-makrofaj ve diger bazi hiicrelerin sayica ve
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aktivite olarak gliclenmelerini saglamaktadirlar. Tc/s lenfositler ise, CD8 ylzey
molekull tasimaktadirlar ve oldiiriici ve baskilayici roli olan lenfositlerdir. T sitotoksik
olanlar mikroplar ile infekte hiicreler ve timor hiicreleri, gibi organizmaya zararl veya
yabanci hiicrelere saldirarak oldiren hiicrelerdir. T baskilayici olanlar ise sitotoksik ve
yardimci  T-hiicre etkinligini baskilayarak immin yanitin dengede kalmasini

saglamaktadirlar [200].

B-Lenfositler ise, himoral (antikora dayal)) immuniteden sorumludurlar. Memelilerde
kemik iliginde olgunlasirlar. B lenfositler sentezledikleri immunglobulin molekillerini
hiicre ylzeylerinde tasirlar ve bu molekil antijene karsi 6zgil reseptordir. Bir B
lenfosit sadece tek bir epitopa baglanabilen ylizey immiinglobulin resept6r tasir. Bu
nedenle immiin sistemde, zaman iginde karsilasma ihtimali olan onbinlerce gesit
antijene karsi 6zgll reseptor tasiyan onbinlerce B-lenfosit ¢esidi hazirdir. Organizmaya
antijen girdiginde, ylzeyinde bu antijene 6zgll reseptdr tasiyan B-lenfositlerini bulur
ve uyarir. Uyarilan B-lenfositler baskalasima ugrar ve plazma hiicresine donusurler.
Plazma hiicresi de uyaran antijene 6zgiil olan ¢ok miktarda antikor (immunglobulin)

sentezlemektedirler [200].

2.3.1.2 Dogal Oldiiriicii (NK=Natural Killer) Hiicreler

Dogal oldiriict hicreler (NK), cesitli timorleri ve virlsle enfekte hiicreleri 6ldirme
yetenegine sahip kemik iliginden koken almis blyik granilli hiicrelerdir. NK hiicreleri
sitotoksik etkilerinin yanisira IFN-y, TNF-a, IL-5, IL-8, IL-10, IL-4, IL-17 gibi cesitli
sitokinler ve kemokinler salgilayarak immin yanitin diizenlenmesinde kritik rolleri

vardir [199].

2.3.2 immiin Sistem Organlar

immiin hiicreler kemik iligindeki kok hiicreden farklilasarak gelismektedirler. Kemik iligi
kok hicrelerinin imminolojik olarak etkin hiicre haline gelebilmesi igin dnce santral
lenfoid organlarda olgunlagmasi gerekir. Gelisimi tamamlanan, olgun T ve B lenfositler
daha sonra periferik lenfoid organlara gidip yerleserek antijenle karsilasmayi bekler ve

immin yaniti olustururlar. Santral (primer) lenfoid organlar, kemik iligi ve timustur.
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Periferik lenfoid organlar ise lenf nodu, dalak, kutan6z immiin sistem ve mukozal

immin sistemden olusmaktadir [199, 200].

Lenf nodlari, lenfoid dokularin bir araya gelmesinden olusur ve tim viicuda yayilan
lenfatik kanallarin etrafinda yer almaktadir. Lenf sivisi, lenf diglimlerinden gegerken
lenf diguminde bulunan ASH’ler epitelden dokulara gegen mikrobiyal antijenleri
yakalayabilir. B ve T lenfositleri lenf nodu iginde farkl yerlerde bulunmaktadir. ASH’ler
mikrobiyal antijenleri yakalayip lenf nodlarina tasimaktadir. Hem antijenlerin
yakalanmasi, hem de lenf nodlarina tasinmasi ile antijenler lenf nodlarinda yogunlasir.
immin yanit bu sekilde baslamaktadir. Dalak, kan kaynakli yabanci maddelere karsi
immun yanitin olustugu karin boslugunda yer alan bir organdir. Kan kaynakl antijenler,

dalakta ASH ve makrofajlar tarafindan tutulur ve yok edilirler [200].

Kutandz ve mukozal lenfoid sistemler de epitel dokuyu asan antijenlere karsi olusan
immiin yanittan sorumludur, lenf ve kan yoluyla giren antijenlere karsi immiin yanit

cogu zaman lenf nodlari ve dalakta olusmaktadir [200].

2.3.3 Dogal ve Edinsel immiinite

Organizma yabanci mikroorganizmayi taniyip yikima ugratmak igin organizmada hazir
bulunan dogal immin yaniti verecektir. Epitel tabakasi, NK hticreleri, kompleman
sistemi, fagositik hicreler ve sitokinlerden olugsan dogal imminite, etkene 6zgullik
gostermeyen ve uyari sonucu hemen harekete gecen erken savunma sistemidir [199,

200].

Herhangi bir patojenle karsilastiktan sonra dogal immiuniteyi takiben daha etkili
savumanin gelismesi ise “edinsel immiinite” olarak tanimlanmaktadir. Edinsel
imminite etkene 6zglldir ve etkin hale gegmesi igin glinlerce siiren belirli bir hazirhik
sUresi gerektirir. Edinsel immdnitenin yapitaslari, B ve T lenfositleridir [199, 200]. Sekil

2.4 de dogal ve edinsel imminitenin mekanizmasi yer almaktadir.
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Sekil 2.4 Dogal ve edinsel imminitenin mekanizmasi [201]

2.3.4 Sitokinler

Sitokinler, hicreler arasinda mediatér olarak davranan protein yapisindaki
molekdillerdir. immiin sistem hiicrelerinin gelismesi, farklilasmasi ve aktivasyonunda,
immin yanitta ve inflamasyonda, hiicre oliminde ve yara iyilesmesi gibi bircok
olaylarda hicreler arasindaki iliskileri diizenleyen proteinlerdir. Th hiicreleri ve
makrofajlar olmak lzere hem spesifik, hem de dogal immin sistem hiicreleri
tarafindan salgilanirlar. Sitokinler baslangicta mediator olarak davranan ve imminite
slreclerini reglile eden immin sistem hiicrelerinin Grlnleri olarak tanimlanmissa da
artik bircok sitokinin immiin sistem disindaki hiicreler tarafindan da (retildigi ve
immin sistem digi hiicreleri de etkileyebilecegi bilinmektedir. Sitokin terimi blyik bir
protein grubunu tanimlayan genel bir terimdir. Monokinler, lenfokinler, interlokinler ve

kemokinler olmak (izere fonksiyonel olarak siniflandiriimistir [202, 203].

Dogal immin sistemde rol oynayan sitokinler; TNF-a, IL-1, IL-10, IL-12, tip |
interferonlar (IFN-a ve IFN-B), IFN-y, ve kemokinlerdir. Edinsel immiin sistemde rol

oynayan sitokinler ise; IL-2, IL-4, IL-5, TGF-B, IL-10 ve IFN-y’dir [202].

2.3.5 Timus

Timus, Yunanca bir kelime olan ve kalp ya da ruh anlamina gelen “thymos” tan

turetilmistir. Eski Yunanlilar kurban ettikleri hayvanlarda, kalbin Ust kisminda, gogsiin
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boynuna kadar uzanan genis bir doku kitlesine dikkat ¢ektiler ve buradaki yapinin
ruhun koltugu olmasi gerektigi sonucuna vardilar. Galen ilk olarak bezin morfolojisini
tanimladi ve bir¢cok ortacag 6grencisi timusu iyi bir saghgin kalbi olarak goriiyordu
[204]. 1950'lerde yapilan ¢alismalarda, timusun lenfosit Gretim yeri olarak belirlenmis
[205] ve timusa olan ilgi artmaya baslamistir [206]. Bununla birlikte, imminologlar,
hastaliklardaki periferik lenfositlerin kokenini ve islevini anlamaya c¢alistiklarinda

timusun fonksiyonu agik¢a ortaya konulmustur [204].

immiin sistemin en énemli organlarindan biri olan timus gelisen ilk lenfoid organdir.
Timus, hem mezenkimal hem de endodermal kokenlidir. Lenfositler, mezenkimal
kokenli kemik iligi hilcrelerinden olusmaktadir. Timusun blyulkligli yasla beraber
degiskenlik gostermektedir, dogumdan itibaren gelismeye baslar, pubertede en bilyulk
seklini alir. Daha sonra atrofiye olarak yerini yag dokusuna birakir, yas ilerledik¢e de
yag miktari artar. Timus esit buyiklikte olmayan iki lobdan (lobus dexter ve lobus
sinister) olusur. iki lobu birbirine gevsek yag dokusu baglar. Loblar daha kiiciik lobiillere
ayrilirlar. Her lobul korteks (kabuk) ve medulla (ortada iliksi bolge) olmak Uzere iki

kisimdan olusmaktadir [200], [207]. Timus yapisi Sekil 2.5’te gosterilmistir.

Sol lob|

Timus
lobulleri

i

Sekil 2.5 Timusun Yapisi [208]

Korteks yogun bir 6ncli T hiicresi poplilasyonundan, epitel hiicreler ve makrofajlardan
olusmaktadir. Medullada ise daha seyrek olmak lizere olgun lenfositler bulunur [207].

Lenfositlerin timusta nasil olgunlastigi tam olarak bilinmemekle beraber, epitel
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hiicreleri ve makrofajlar ile timulin, timozin, timopoietin gibi bazi timus hormonlarinin

T- lenfosit gelisimine etkili oldugu kabul edilmektedir [200].

Yapilan cahsmalarla timusun c¢ikarilmasi (timektomi) ile lenfatik dokuda gelisim
geriledigi ve bu dokuda lenf, kanda T-lenfositler kayboldugu ve dolayisiyla antikorlar

Uretilemedigi goriilmustir [200].

Son yillarda immin sistemle ilgili transkriptom calismalarinda timus, transkriptom

analizi galismalari igin kullanilan énemli bir organdir.

2.4 RNA-seq

Santral dogma, DNA olarak depolanan genetik bilginin RNA'ya kopyalanmasini ve
sonunda proteinlere cevrilmesini Ozetleyen bilginin akisidir [209], [210]. Cevresel
faktorler tarafindan degistirilebilen bu genetik bilginin nihai ifadesi, bir organizmanin
fenotipini karakterize etmektedir. RNA molekdillerinin transkripsiyonu bir hicrenin
kimligini belirlemektedir ve hiicre igindeki biyolojik aktiviteleri diizenlemektedir.
Transkriptom olarak tanimlanan bu RNA molekilleri, genomun fonksiyonel
unsurlarinin yorumlanmasi ve gelisimin ve hastaligin anlasiimasi icin gereklidir [211].
Diger bir deyisle transkriptom, belirli bir gelisme asamasi ya da fizyolojik kosulda

hiicredeki transkriptlerin kiimesi ve miktaridir [212].

Transkriptom ¢ok sayida kodlayan ve kodlamayan RNA tirlerini kapsadigl igin
karmasiktir. Tarih boyunca, RNA molekiilleri santral dogma icin genler ve proteinler
arasindaki basit bir ara madde olarak gorildi. Bu nedenle simdilerde genetik kod
vasitasiyla proteinleri kodladigi igin, haberci RNA (mRNA) molekiilleri en sik galisilan
RNA cesididir. Protein kodlayan mRNA'ya ek olarak, islevsel olan cesitli kodlamayan
RNA (ncRNA) molekdlleri vardir. Daha 6nce bilinen birgok ncRNA, mRNA translasyonu
ile iliskili rRNA'lar ve tRNA'lar, rRNA'larin modifikasyonunda yer alan kiguk nukleolar
RNA'lar (snoRNA'lar), splicingde gorevi olan kiigiik niikleer RNA’lar (snRNA’lar) gibi
temel hiicre islevlerini yerine getiren RNA’lardir [213]. Son yillarda, bircok yeni RNA
cesitleri kesfedildi ve bu kesiflerle ncRNA sinifi genislemistir. Ornegin, mikroRNA
(miRNA) ve piwi-etkilesen RNA (piRNA) post-transkripsiyonel seviyede gen
ekspresyonunu dizenleyen kiglik kodlmayan RNA'lardir [214]. Bir diger kayda deger

ncRNA'lar, kodlanmayan uzun RNA'lardir (IncRNA'lar). Fonksiyonel bir sinif olarak
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IncRNA'lar, cDNA kitiiphanelerinin sekanslanmasi sirasinda ilk kez farelerde
tanimlanmistir [215]. Blylk g¢ogunlugu tam olarak karakterize edilmemis olmasina
ragmen, IncRNA'lar igin kromatin yeniden modelleme (remodelling), transkripsiyonel
kontrol ve post-transkripsiyon islemleri gibi sayisiz molekiler fonksiyonlar

kesfedilmistir [216, 217].

ilk gen ekspresyon c¢alismalari, tekli transkriptlerin élctimii ile sinirli olan, northern blot
ve kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (gPCR) gibi dislik verimlilik gosteren
yontemlere dayanmaktaydi. Son vyillarda, genom capinda gen ekspresyonunun
dlclilmesi yani transkriptom icin yéntemler gelistirildi. ilk transkriptomik calismalar,
nispeten dislik maliyetle ylksek verimli bir secenek sunan hibridizasyon tabanli
mikroarray teknolojileri kullanilarak gergeklestirilmistir [218]. Bununla birlikte, bu
yontemlerde sorgulanan sekanslarin bilgisi icin gereklilik, oldukca benzer sekanslarin
analizinde problemli ¢apraz hibridizasyon artifaktlari ve ¢ok distk ya da ¢ok yiksek
oranda eksprese olan genleri sinirh sekilde 6lgim yapabilmek gibi bazi sinirlamalar
vardi [219]. Hibridizasyona dayali metotlarin aksine, sekanslama temelli yaklasimlar,
transkript serisini dogrudan belirleyerek transkriptomu aydinlatmak icin gelistirilmistir.
Baslangicta gen ekspresyon c¢alismalari igin, komplementer DNA'nin (cDNA) Sanger
sekanslamasiyla EST kitliphaneleri (cDNA kutliphaneleri) olusturulmustur. Ancak bu
yaklasim, nispeten duslik-ciktili ve transkriptlerin nicellestirilmesi icin ideal olmadigi
gorulmastir [220, 221]. Bu teknikteki kisitlamalarin Ustesinden gelmek igin, gen
ekspresyonunun seri analizi (SAGE- Serial Analysis of Gene Expression) ve gen
ekspresyonunun bashk analizi (CAGE- Cap Analysis of Gene Expression) gibi etikete
dayali yontemler, ekspresyon diizeylerinin daha yliksek verimlilik ve daha kesin sekilde
kantitatif hale getirmek igin gelistirilmistir. Dogrudan mRNA transkript sayisina karsilik
gelen etiketlenmis dizilerin sayisi belirlenerek, bu etiketleme bazli ydntemler
sekanslama bazh yontemlerde oldugu gibi analog tarzi yogunluklari 6lgcmekte daha
belirgin bir avantaj saglamaktadir [222, 223]. Bununla birlikte, bu yontemler
izoformlarin ekspresyon seviyelerinin 6lglilmesine duyarsizdir ve yeni gen kesfi igin
kullanilamaz. Buna ek olarak, sekans etiketlerinin (tag) klonlanmasinin zor olusu,
otomatik Sanger sekanslamanin maliyetinin yiksek olusu ve baslangicta cok miktarda

RNA gereksinimi bu yontemlerin kullanimini blyik olgide kisitlamigtir [211].
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Yiksek ciktil yeni nesil sekanslama (YNS) gelisimi, cDNA sekanslama yoluyla RNA
analizini etkinlegtirerek transkriptomik igin devrim yaratmistir [212]. RNA sekanslama
(RNA-Seq) olarak adlandirilan bu yontem, dnceki yaklasimlara gore belirgin avantajlara
sahiptir. RNA-Seq, kantitatif gen ekspresyonu, alternatif splicing ve allele 6zgi
ekspresyon hakkinda daha detaylidir. RNA-seq’deki son gelismeler, rnek hazirlamadan
dizinleme platformlarina, biyoinformatik veri analizine kadar, transkriptomun derin
profillemesini ve farkh fizyolojik ve patolojik kosullarin aydinlatilmasina imkan vermistir

[211].

Yiksek ciktili yeni nesil sekanlama (YNS) teknolojilerinin kullanilmasi ile birlikte daha
Oonce gen ifadesinin 6lgllmesi igin kullanilan hibridizasyon tabanli mikroarraylar ve
Sanger sekanslama tabanli yaklasimlar tarafindan ortaya konan bircok zorluk ortadan

kalkmistir.

Bir RNA-Seq deneyi; total RNA'yi izole etmek, onu cDNA'ya donustirerek kitiphane

hazirlamak ve YNS ile sekanslamaktan olugsmaktadir (Sekil 2.6).
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@ Izole edilmis
hicre veya dokular

Total RNA Ekstraksiyonu

Long ncRNA

~—— NS\ A
—— NJS\AN

Small ncRNA RNA
— - AAAAA
Spesifik RNAlarin izolasyonu
Poly-A Seleksiyonu Ribo-Azaltma Boyut Secimi
~—__ AAAAA /-/t: —~
- AAAAA - AAAAA P
- AAAAA
l cDNAya donustumme
cDNA

Dizileme Kuttphanesinin Olusturuimasi

L e— ee—

PCR ampliﬁkasyonu ve Dizileme

Sekil 2.6 YNS igin hazirlik (RNA izolasyonu ve cDNA kitiphanesinin kurulmasi) [211]
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2.4.1 RNA izolasyonu, cDNA Kiitiiphanesi Kurulmasi ve Transkriptom igin Sekanslama

Platformlari

Transkriptom sekanslama calismalarinda ilk adim biyolojik bir 6rnekten RNA
izolasyonudur. Basarili bir RNA-seq i¢in RNA kalitesinin iyi olmasi gerekmektedir. RNA
kalitesi tipik olarak 1 ila 10 arasinda bir RNA intakt Numarasini (RNA Integrity Number
(RIN) gosteren Agilent Bioanalyzer cihazi kullanilarak 6l¢ilir ve en disik bozulmayi
gdsteren en yiksek Kkaliteli 6rneklerin RNA intakt Numarasi 10'dur. RIN, jel
elektroforezi ve 28S -18S ribozomal bantlarin oranlarinin analizi kullanilarak
numunenin butlnligind tahmin etmektedir. Duslk kaliteli RNA (RIN <6), sekanslama
sonuclarini 6nemli dlclde etkileyebilir, diizensiz gen kapsami (uneven gene coverage),
3'-5' transkript egilimi (3'=5' transcript bias) gibi. Ya da hatali biyolojik sonuglara yol
acabilmektedir. Bu nedenle, yiksek kaliteli RNA, basarili RNA-seq deneyleri igin
gerekmektedir [224, 225].

RNA izolasyonundan bir sonraki adim, RNA-seq igin sekanslama kiitliiphanesinin
kurulmasidir. Sekanslama kitlphanelerinin kurulmasi esas olarak, RNA molekiillerinin
izole edilmesini, RNA'nin cDNA'ya donusturilmesini, cONA molekillerinin pargalanmasi
ya da cogaltilmasini ve adaptorlerinin  baglanmasini icermektedir. RNA-seq
kGtUphanelerini hazirlamadan &nce, belirli RNA tirleri igin total RNA &rnegini
zenginlestirecek veya yok edecek uygun bir kitiiphane hazirlama protokollinii secmek
gerekmektedir. Total RNA havuzu, ribozomal RNA (rRNA), oncl haberci RNA (pre-
mRNA), mRNA ve kodlamayan RNA'nin cesitli siniflarini (ncRNA) icerir. Cogu hiicre
tipinde, RNA molekillerinin ¢ogunlugu rRNA, tipik olarak toplam hiicresel RNA'nin
%95'inden fazlasini olusturmaktadir. Eger rRNA transkriptleri kitliiphane yapimi
oncesinde kaldirilmazsa, sekans okumalarinin biylik bir bolimund tiketir ve sekans
kapsaminin derinligini azaltir ve boéylece diger daha az miktarda RNA'nin algilanmasini
sinirlar.  Basarilh  transkriptom profillemesi igin  rRNA'nin verimli bir sekilde
uzaklastiniimasi kritiktir. Bu ylizden birgok protokol, poli-A RNA'lar segerek kitliphane

yapimindan énce mRNA molekillerini zenginlestirmeye odaklanmaktadir [226].

cDNA sentezi igin ¢ogu protokol, her bir cDNA iplikgiginden homojen olarak tiretilen ve
boylece ana mMRNA iplikcigini ve tamamlayicisini temsil eden kitliphaneler

olusturmaktadir. iplikgik bilgisini korumak icin, adaptérler tek iplikli RNA'ya veya
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cDNA'nin ilk dizisine 6nceden belirlenen dogrultularda baglanmaktadir [227]. Bu
yaklasimda, cDNA molekdillerinin hem 5 'hem de 3' uglarinin birbiri ile 6rtiisme egilimi
ile sonuglanabilir. Ortiismenin olmamasi icin tercih edilen strateji, enzimatik kesme ile
spesifik olarak gikarilabilen ikinci iplik cDNA'nin sentezi sirasinda deoksi-UTP (dUTP)
gibi bir kimyasal etiketin dahil edilmesidir [228]. Bu, ikinci iplikgcik cDNA'yl birinci
iplikten ayirt etmeyi kolaylastirir. Daha sonra cDNA’lar bir plazmit DNA’ya aktarilir,

ardindan uygun bir vektore insort edilir.

RNA-Seq deneyi tasarlarken, bir sekanslama platformunun secimi 6nemlidir ve
deneysel hedeflere baghdir. Halen birkac YNS platformu ticari olarak mevcuttur ve
diger platformlar aktif teknolojik olarak gelismektedir [229]. Yiksek ¢iktili sekanslama
platformlarinin cogunlugu, paralel olarak on milyonlarca sekans kiimesini dizilemek icin
bir sekanslama-sentez yontemi kullanir. YNS platformlari genellikle ya grup temelli yani
bir DNA molekiliiniin bircok 6zdes kopyasinin sekanslanmasi ya da tek molekiil tabanli,
yani tek bir DNA molekilinin dizilenmesi olarak kategorize edilebilir. Bu sekanslama
teknikleri ve platformlar arasindaki farklar, asagi yonli (downstream) analizi ve

sekanslanan datanin yorumlanmasini etkileyebilir.

Son vyillarda, siralama endustrisi, bir grup temelli sekanslama-sentez yaklasimi
uygulayan lllumina tarafindan yonetilmektedir [230]. Floresan etiketli tersinir
terminator nikleotidleri kullanarak, DNA molekdlleri, bir cam akig hiicresinin ylzeyi
uzerinde hareketsiz kilindiginda klonal olarak ¢ogaltiir. Molekdller klonal olarak
yukseltildiginden, bu yaklasim genlerin nispi RNA ekspresyon seviyelerini saglar.
Potansiyel PCR-amplifikasyon 6n yargilarini gidermek icin PCR kontrolleri ve asagi akisli
hesaplama analizinde spesifik adimlar gereklidir. Grup tabanli platformlarin 6nemli bir
faydasi, disik sekanslama hata oranlaridir (<% 1). Halen, lllumina HiSeq platformu,
RNA-Seq igin en yaygin olarak uygulanan yeni nesil sekanslama teknolojisidir ve YNS

icin standard bellidir.

Sekanslama platformunun secilmesi icin bir baska Onemli nokta, transkript
birlestirmedir. Kisa okumalarin koleksiyonunu tam uzunluktaki bir transkript setine
donistirmek icin gereklidir. Genel olarak, daha uzun sekans okumalari, dogru ve kesin
bir sekilde transkriptleri birlestirmeyi kolaylastirir. Ozellikle de novo transkriptom

birlestirme igin idealdir.
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Ayrica orta ila yuksek miktarda transkriptleri tespit edebilmek ve gen ifadesini dogru
bir sekilde o6l¢ebilmek igcin bir RNA-seq deneyinde yaklasik 30—40 milyon okuma
gereklidir [231].

2.4.2 Transkriptom Analizleri

RNA-Seq ile olusan gen ekspresyon profili, yiksek c¢oztndrlikld goérdlmemis
transkripsiyonel goriinim saglar. Sekanslama teknolojileri ve protokoller gelistikce,
yeni informatik zorluklar ve uygulamalar da beraberinde gelismektedir. Transkriptom
analizi ile, gen ekspresyon seviyelerini arastirmanin 6tesinde, yeni gen yapilarini,
alternatif izoformlari ve alele 6zgii ekspresyonu kesfetmek icin de gerekli olabilir [232,

233].

RNA-Seq verisi i¢in analiz islemleri Ozetle, bir YNS platformundan sekanslanan
okumalari iceren FASTQ formatindaki dosyalarin olusturulmasini, bu okumalarin
actklamali  bir referans genomuna hizalanmasini ve genlerin ekspresyonunu
nicellestirmeyi igerir (Sekil 2.7). Temel sekanslama analiz araglarinin her zamankinden
daha erisilebilir olmasina ragmen, RNA-Seq analizi, diger sekanslama tabanh
analizlerde karsilasiimayan benzersiz hesaplama zorluklarini ortaya koymakta ve

ekspresyon datalarinin icerdigi sapmalara 6zel olarak dikkat etmeyi gerektirmektedir.
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Sekanslanmis Okumalar

Okumalarnn Genoma
Hizalanmasi

Transknptienin
Birlestinimesi
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Referans Tabanli De Novo Birlestimme

v

FPKM

Gen A Gen B Gen C

v v v

Diferansiyel Ekspresyon Allel spesifik QTLlern
Analizi Ekspresyon Analizi Tanimlanmasi

Sekil 2.7 RNA-seq analiz basamaklari [211]
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2.4.2.1 Kalite Degerlendirmesi

RNA-Seq analizlerinin her asamasinda bir sonraki adimin daha saglikl olabilmesi igin
dikkatli olunmalidir. Ornek hazirlama, RNA ekstraksiyonu, kitiiphane kurulmasi,
sekanslama ve okumalarin haritalanmasi sirasinda RNA-Seq deneysel ve bilgisayar
analizlerinde herhangi bir hata diger adim icinde hata olusturabilir [234]. ilk olarak,
sekanslama yapildiktan sonra FASTQ formatindaki dosyalarda ham sekans verilerinin
kalitesi, yuksek kaliteli okumalar saglamak icin degerlendirilmelidir. Kalite kontrollini
saglamak icin tasarlanmis FASTX-toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit) ve
FastQC  yazihmlari (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc)
kullanici dostudur. Bu yazilimlarla okumalarin cesitliligi, adaptér kontaminasyonu, baz
nitelikleri, niikleotid bilesimi ve sekanlardaki bazlarin yizdesi gibi degerlendirilmesi

gereken birkac 6nemli parametre icermektedir [234].

2.4.2.2 Okumalarin Hizalanmasi

RNA-Seq okumalarinin genoma haritalanmasi, DNA sekanslarinin haritalanmasindan
¢ok daha zordur c¢lnklu birgok okuma birlesme vyerlerinin (splice junctions)
karsisindadir. Aslinda, Bowtie [235] ve BWA [236] gibi geleneksel okumalari haritalama
algoritmalari, RNA-Seq okumalarinin referans genoma eslenmesi igin eklenmis
transkriptlerin yetersizligi nedeniyle ©6nerilmemektedir. Bu problemin ¢ozlilmesine
yonelik bir yaklasim, referans genomu, bilinen gen anotasyonlarindan elde edilen
ekson-ekson birlesme yerlerinden (splice junctions) tlretilen dizilerle tamamlamaktir
[33]. Yeni nesil sekanslama sonucu elde edilen RNA-Seq datalarinda transkriptom
verilerinin hizalanmasi icin haritalama araglari gelistirilmistir. Yaygin olarak kullanilan
RNA-Seq hizalama araclari arasinda GSNAP [237], MapSplice [238], RUM [239], STAR
[240] ve TopHat [241] bulunmaktadir. Her bir hizalama programi, performans, hiz ve
bellek kullanimi agisindan farkli avantajlara sahiptir. Kullanilacak en iyi hizalayiciyi
segmek, bu metriklere ve RNA-Seq ¢alismasinin genel hedeflerine baglidir. RNA-Seq
hizalayicilarinin  performansini sistematik olarak, hizalama verimi, dogruluk ve

uyumsuzluk olmak lizere ¢ok sayida kriter lizerine degerlendirilir.
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2.4.2.3 Transkript Birlestirme ve Miktar Belirleme

RNA-Seq okumalari hizalandiktan sonra, haritalanmis okumalar transkriptler halinde
birlestirilebilir. Bilgisayar programlarin c¢ogunlugu, transkript modellerini, okuma
sekanslarinin referans genoma haritalananlardan c¢ikarmaktadir [242, 243]. Transkript
birlestirme igin alternatif bir yaklasim da, bitisik transkript sekanslarinin bir referans
genom veya anotasyonlarinin kullanilmasiyla birlestirildigi de novo modelidir [244].
Kisa okumalardan transkriptlerin yeniden yapilandirilmasi énemli bir sorundur ve
transkript birlestirme igin standart bir yontem mevcut degildir. Transkriptomun dogasi
(kompleks gen varhgi, polimorfizm, alternative splicing gibi), teknolojik zorluklar
(sekanslama hatalar) ve biyoinformatik is akisinin Ozellikleri (Gen anotasyonu,
izoformlarin  ¢ikarimi vs.) transkript birlestirme kalitesini  6nemli  Olglde

etkileyebilmektedir.

Gen ekspresyon seviyelerinin tahmini Cufflinks [242], FluxCapacitor [245] ve MISO
[246] gibi programlarla, tam uzunluktaki transkripte haritalanan okumalarin sayisi
hesaplanarak ifadeyi nicellestirmektedir. HTSeq gibi alternatif yaklasimlar, bir ekson ile
eslestirilen okumalarin sayisini hesaplayarak transkriptleri birlestirmeden ekspresyonu
nicellestirebilir [247]. Gen ekspresyonunu dogru bir sekilde tahmin etmek icin, okuma
sayilari, kiitphane fragmani boyutu, sekans kompozisyonu ve okuma derinligi gibi
sistematik degiskenlikleri dizeltmek icin normalizasyon yapilmalidir [248]. RNA-seq
datalarinda normalizasyon tek-uglu okumalarda, her bir milyon haritalanmis okuma
basina transkriptlerin kilobaz basina okumalari (RPKM), bir transkript okuma sayisini
hem gen uzunlugu hem de 6rnek igindeki haritalanmis okumalarin toplam sayisi ile
normallestirir. Cift-uglu okumalarda ise, milyon haritalanmis okumalar transkriptlerin

kilobaz basina (FPKM) eslestirilmesidir [242].

2.4.2.4 Diferansiyel Gen Ekspresyonu

Bircok gen ekspresyon profili ¢cikarma hedefi olan deneylerin birincil amaci, cesitli
kosullar altinda diferansiyel ekspresyonu gosteren transkriptleri tespit etmektir.
Mikroarray verilerle diferansiyel ekspresyonu belirlemek igin kapsaml istatistiksel

yaklagimlar gelistirilmistir [249, 250]. Bu yaklasimlar RNA-Seq datasina uygulansa da,
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normal bir dagilima uymayan farkli okuma sayilari igin farkl istatistiksel yontemler

tasarlanmistir.

Diferansiyel gen ekspresyonunu saptamak icin kullanilan popdler bir arag olan ve RNA-
Seq verilerini analiz etmek igin gelistirilen Cuffdiff, Tuxedo protokoliiniin (Bowtie,
Tophat ve Cufflinks) bir pargasidir [251]. Cuffdiff yazilimina ek olarak, DESeq [252],
DEGseq [253] ve edgeR [254] gibi yazilimlar da diferansiyel gen ekspresyonunu analiz
etmektedir. Bu yazihmlar farkl sekilde ifade edilmis transkriptleri istatistiksel olarak
dogru sekilde analiz etmesinin yaninda biyolojik gézlemlerde anlamli ve dogru biyolojik
sonuglarin gizilmesi icin de kritik Gneme sahiptir [255]. Her deney kosulunda her 6rnek
icin en az ¢ replika 6nerilmistir [256]. Bu sekilde, biyolojik varyasyondan teknik
varyasyonu ayirt etmek icin diferansiyel gen ekspresyonunun o6l¢timlerinin dogrulugu
daha da gelistirilebilmektedir ve deney tasariminin saglamligi bilylk olclde

gelistirecektir [257].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

Deneyler, Yeditepe Universitesi’'nde 10. haftalarindan itibaren ad libitum (AL), kronik
kalori kisitlamasi (KKK) ve aralkli kalori kisitlamasi (AKK) seklinde Ug farkh tipte
beslenen MMTV-TGF-a farelerin AL ve KKK grubundaki farelerin 18. hafta sonunda,
AKK seklinde beslenen farelerin ise 18. hafta basinda timuslarinin alinmasi ile
baslamistir. Timus dokulari alindiktan sonra total RNA izolasyonlari Yildiz Teknik
Universitesi’'nde yapilmistir. Daha sonra kalite dl¢iimleri yapilan érnekler sekanslama
icin Beijing Genomics Institute (BGl)'ye gonderilmistir. Gelen verilerin biyoinformatik
analizleri yapilarak beslenme farkliliklari olan bu farelerdeki gen expresyon farklililari
raporlanmistir. Literatirdeki calismalarda 6nemi olan sekiz farkli genin gergcek zamanli

kantitatif PCR (qPCR) ile validasyonu yapilmistir.

3.1 Materyal

3.1.1 MMTV-TGF- a Farelerinin Ad libitum (AL), Kronik Kalori Kisitlamasi (KKK) ve

Aralikh Kalori Kisitlamasi (AKK) Seklinde Beslenmesi

Deney icin Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde islah ve genotipleme protokoliine
uygun olarak hazirlanan [13] ve Yiritiicisiinin Dog. Dr. Soner DOGAN’nin oldugu
“MMTV-TGF-a Farelerinde Meme Tumori Gelisiminin Aralikli Kalori Kisitlamasi ile
Onlenmesinde  Adipokinlerin  Epigenetik Modifikasyonunun ve mikroRNA’larin
Rollerinin Belirlenmesi” adli bilimsel calismada kullanilan ve Yeditepe Universitesi
Deney Hayvanlari Etik Kurulu 390 no.’lu karari ile onayi alinan MMTV-TGF-a (C57/BL6)

disi fareler kullaniimistir. Etik kurul onayi Ek-A’da verilmistir.
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MMTV-TGF-a (C57/BL6) disi fareler, insan meme kanserlerinin gelisiminde rol oynadigi
bilinen epidermal biyime faktorii reseptort (EGFR)/ErbB kaskadinin bir parcasi olan

insan TGF-a' yi asiri eksprese etmektedir [258-261].

Deneyde kullanilan MMTV-TGF-a (C57/BL6) fareler Yeditepe Universitesi’nde 10.
Haftadan itibaren (¢ farkl tipte beslenmeye baslamislardir. Fare diyeti olarak Altromin
TPF1414 diyeti satin alinarak kullanilmigtir. Tum fareler istedikleri kadar su
icebilmektedirler. Ayrica farelerin hepsi standart sartlar altinda 21-24 °C ve 12 saat
aydinhk/karanhk dongisinde tek tek muhafaza edilmis ve gunlik olarak veteriner

kontroll yapilmistir.

Ad libitum (AL) beslenme kompozisyonu ve enerji gizelgeleri Cizelge 3.1A ve 3.1B’de
gosterilmistir. Kronik kalori kisitlamasi uygulanan gruptaki fareler AL beslenen farelerin
diyet kompozisyonunun %85’i ile beslenmislerdir. Diger bir deyisle AL grubunun giinlik
tiketiminden %15 kisitlama gergeklestirilmistir. AKK seklinde beslenen grup ise 10.
Haftadan sonra 3 hafta boyunca AL olarak, bir hafta boyunca AL diyetinin %401 ile
beslenmislerdir. Bu gruba ardindan tekrar lg¢ hafta boyunca AL diyet kompozisyonu

uygulanmistir.

Cizelge 3.1 A) Altromin TPF1414 diyeti kompozisyonu B) Protein, yag ve
karbonhidratlardan elde edilen enerji oranlari

A)

icerik TPF1414
Nem (%) 11
Protein (%) 25

Yag /%) 9

Lif (%) 2.5

Ash (%) 6.5
Karbohidrat (%) 47

37



Cizelge 3.1 A) Altromin TPF1414 diyeti kompozisyonu B) Protein, yag ve
karbonhidratlardan elde edilen enerji oranlari (Devami)

B)
Metabolize edilebilir enerji 3154 kcal/kg
Protein Kalorisi %27
Yag Kalorisi %22
Karbohidrat Kalorisi %51

Farelerin yasam ortamlari Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Sekil 3.1 Yeditepe Universitesi’"de MMTV-TGF-a farelerinin beslendigi kafesler.

3.1.2 Timus Dokusunun Alimi

Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 10. Haftadan itibaren (i¢ farkli tipte beslenen
farelerden T150, T151, T152, T154, T155 ve T161 isimli AL ve KKK beslenme grubundaki
fareler 18. hafta sonunda sakrifiye edilmistir. T150, T151 ve T152 isimli AL beslenen
gruptaki fareler 05/04/2016 tarihinde sakrifiye edilmistir. T154, T155 ve T161 isimli KKK
beslenme grubundaki fareler ise sirasiyla 22/04/2016, 27/04/2016, 31/05/2016
tarihlerinde sakrifiye edilmistir. T139, T142 ve T143 isimli AKK beslenme grubundaki
fareler ise g hafta AL beslenme, bir hafta %60 kalori kisitlamali beslenme ve tekrar (i¢
hafta AL beslenme uygulanarak 18. hafta basinda sakrifiye edilmistir. Bu gruptaki
fareler sirasiyla 14/03/2016, 15/03/2016, 16/03/2016 tarihlerinde sakrifiye edilmistir.
Sakrifiye edilen farelerin timuslari alinmis ve sivi azot iginde -80°C’de saklanmustir. Sekil

3.2’de farelerin sakrifiye edilmesi esnasindaki bir fotograf gosterilmistir. Alinan
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timuslar kuru buz ile paketlenerek uygun kosullarde Yeditepe Universitesi Tip
Fakiiltesinden Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimi

Laboratuvari’na getirilmistir ve -80°C’de saklanmaya devam edilmistir.

Sekil 3.2 MMTV-TGF-a (C57/BL6) farelerin sakrifiye edilmesi

3.2 Metod

3.2.1 Total RNA izolasyonlari

T150, T151, T152, T139, T142, T143, T154, T155 ve T161 isimli farelerin timuslarinin
agirhk 6lgimu yapilmistir. Sirasiyla farelerin timus agirhklari 70, 74, 66, 50, 64, 74, 28,
26.6 ve 84 mg'dir. Total RNA izolasyonlari Trizol (Invitrogen, CA, USA) kimyasali ve
RNeasy Mini Kit (Qiagen) kullanilarak iki farkli ydntemle yapilmistir. Ayrica RNeasy Mini
Kit (Qiagen) total RNA izolasyonundan sonra total RNA’lar RNeasy MinElute Cleanup Kit

(Qiagen) ile purifiye edilmistir.

3.2.1.1 Trizol ile RNA izolasyonu

AL beslenen farelerden T150 ve T151'den, KKK seklinde beslenen farelerden T155 ve
T161'den, AKK beslenen gruptan ise T142 ve T143 isimli farelerden Trizol ile total RNA

izolasyonu yapilmistir. izolasyon asamalari su sekildedir:

1. Dokular tartilarak tiplere aktarilmis ve hizlica 1’er mL Trizol (100 mg dokuya kadar
1mL Trizol) eklenmistir. Rotor-stator tipindeki MICCRA D-1 marka homojenizatérle

dokunun parcalanmasi saglanarak drnekler homojenize edilmistir.

2. Homojenizasyondan sonra 6rnekler 12.000 rpm’de 10 dk. +4°C’de santrifijlenmistir.

Supernatant yeni tiipe aktariimistir.
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3. Ornekler oda sicakhginda niikleoprotein kompleksinin ayrilmasi i¢in 5 dk.

bekletilmistir.

4. 1 mL Trizol igin 0.2 mL kloroform tiplere ilave edilmistir. Tuplerin kapaklari iyice
kapatilmistir. 15 sn. boyunca elle kuvetlice g¢alkalanip, karistirilmistir. 2-3 dk. oda

sicakliginda bekletilip, 15 dk. 4°C’de 12.000 rpm’de tlpler santrifiij edilmistir.

5. Ustteki sivi faz yeni tiiplere aktarilmistir. RNA presipitasyonu icin 0.5 mL izopropil
alkolle karistinlmigtir. Oda sicakhginda 10 dk. bekletilmistir. 12.000 rpm’de oda

sicakliginda +4°C’de 10 dk. santriflj edilmistir. Olusan stipernatant atilmigstir.

6. Coken RNA pelleti %75’lik etanolle 1 kez yikanmig ve kullanilan Trizol (1 mL) reaktifi
kadar etanol (1 mL) eklenmistir. Ornekler vorteks ile karistirilarak 5 dk. 7500 rpm’de

+4°C’de santrifiij edilmistir. Ust sivi atilmis ve RNA pelleti kurumaya birakilmistir.

7. 25 pl ddH,0 ile RNA pelletleri pipetlenerek ¢ozilip, 15 dk 55°C’de inklbe edilmistir.
RNA 6rnekleri -80 °C’ye kaldiriimistir.

3.2.1.2 Qiagen RNAeasy Mini Kit ile RNA izolasyonu

AL, KKK ve AKK beslenme gruplarindaki farelerden sirasiyla T152, T154 ve T139 isimli
farelerden Qiagen RNAeasy Mini Kit ile ile total RNA izolasyonu yapilmistir. izolasyon

asamalari su sekildedir:

1. Oncelikle timus dokulari tiiplere alinmistir ve doku agirliklarina gére Buffer RLT (1 ml
Buffer RLT'ye 10 pL B-ME eklendi) volimi ayarlanarak tlplere eklenmistir. Rotor-
stator tipindeki MICCRA D-1 marka homojenizatorle drnekler homojenize edilmistir.
Lizat maximum hizda 3 dk. santrifiijlenmistir. Sipernatant dikkatlice ependorf tiiplere

alinmistir.
2. Lizata 1 hacim %70’lik etanol eklenmis ve pipetle karistiriimistir.

3. Orneklerin 700 ul’si yeni 2 mL’lik RNeasy spin kolon iceren tiiplere aktarilmistir ve

15 sn 8000 rpm’de santrifijlenmis, filtreden gegen sivi faz uzaklastirilmistir.

4. RNeasy spin kolona 700 pL Buffer RW1 eklenmis ve 15 sn 8000 rpm’de

santrifljlenmigtir. Filtreden gecen sivi faz uzaklastiriimistir.
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5. RNeasy spin kolona 700 uL Buffer RPE (4 hacim %100 Etanol eklenmis) eklenmis ve

15 sn 8000 rpm’de santrifijlenmistir. Filtreden gegen sivi faz uzaklagtiriimistir.

6. RNeasy spin kolona 500 uL Buffer RPE (4 hacim %100 Etanol eklenmis) eklenmis ve 2

dk 8000 rpm’de santrifijlenmistir. Filtreden gegen sivi faz uzaklastirilmistir.

7. RNeasy spin kolonu yeni 2 ml’lik 6zel tlplere yerlestirilmistir ve membranin

kurumasi igin max hizda santrifiijlenmistir.

8. Eliisyon asamasi icin RNeasy spin kolonu yeni 1.5 mL’lik 6zel tlplere yerlestirilmistir

ve membrana 25 pL niikleazsiz su eklenmistir. 1 dk. 8000 rpm’de santrifiijlenmistir.

3.2.2 Qiagen RNAeasy Cleanup MinElute ile RNA Piirifikasyonu

AL, KKK ve AKK beslenme gruplarindaki farelerden sirasiyla T152, T154 ve T139 isimli
farelerden Qiagen RNAeasy Mini Kit ile ekstrakte edilen total RNA’lar RNeasy MinElute

Cleanup Kit (Qiagen) ile prifiye edilmistir. izolasyon asamalari su sekildedir:

1. Orneklerin hacmi uL’ ye niikleazsiz su ile ayarlanmistir. 350 pL Buffer RLT eklenmistir

ve pipetle karistiriimistir.
2. RNA’nin diliie olmasi igin 250 pL %100 etanol eklenmistir ve pipetle karistirilmistir.

3. Ornekler 2 mU’lik 6zel tipteki RNeasy MinElute spin kolonlarina aktarilmistir ve

10.000 rpm’de 15 sn santrifljlenmistir. Filtreden gegen sivi kisim atiimistir.

4. RNeasy MinElute spin kolonlari yeni 2 ml’lik 6zel tlplere yerlestirilmistir. Spin
kolonlara 500 uL Buffer RPE (4 hacim %100 Etanol eklenmis) eklenmistir ve spin kolon

membranini yikamak igin 2 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

5. RNeasy MinElute spin kolonlari yeni 2 mL’lik o6zel tuplere vyerlestirilmistir.
Membranin kurumasi igin kapaklari agik bir sekilde 5 dk max hizda santrifiij edilmistir.

Filtreden gegen sivi kisim atilmistir.

6. RNeasy MinElute spin kolonlari yeni 1.5 mL’lik 6zel tiplere yerlestirilmistir. 14 plL
nikleazsiz su direkt olarak spin kolonlara uygulanmistir ve RNA’nin ellie olmasi igin

max hizda 1 dk santrifiij edilmistir.
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3.2.3 izole Edilen RNA’larin Karakterizasyonu

RNA’larin kalitesi NanoDrop o6lgimi ve jel elektroforezi ile teyit edilmistir. Nanodrop
(Bio-spec-nano UV-VIS Specthrophometer) spektrometresinde (Shimadzu, Kyoto,
Japan) 230, 260 ve 280 dalga boylarinda 6l¢lim yapilmistir. A260/A230 oraninin 2,0-2,2
ve A260/A280 oraninin 1,8-2,1 arasinda olmasi, saf RNA izole edildigi anlamina
gelmektedir. izole edilen RNA’larin bitiinliigii Formaldehit jele 1,25 upL 6rnek
yliklenerek ve 60 volt enerjiyle 1,5 saat yirituldikten sonra gortlmuistir. RNA
Formaldehit jel elektroforezinde yiiritme tamponu olarak 1X MOPS buffer
kullanilmistir. intakt RNA’lar Agilent 2100 Bioanalyzer yardimiyla yeni nesil
sekanslamanin yapildig1 Beijing Genomics Institute (BGl)'de ayrica analiz edilip kalitesi

onaylanmistir.

3.2.4 RNA Sekanslanmasi

izole edilen ve karakterizasyonu yapilan total RNA’lar (i¢ beslenme grubundan birer
ornek seklinde kuru buz ile muhafazali olarak Beijing Genomics Institute (BGl)'ye (Hong
Kong) yeni nesil sekanslama (YNS) icin génderilmistir. Ug farkli 6rnekten RNA-seq igin
cDNA kitluphanesi TruSeq RNA Sample Prep Kit (lllumina, San Diego, CA) ile
protokoliine uygun olarak kurulmustur. Sekanslama cift uclu (pair-end) (2 x 100 bp)
olarak ve iki tekrarli olarak lllumina HiSeq 4000™ Sequencing System (lllumina) ile

BGl’de yapilmistir.

3.2.5 RNA-seq Analizleri

Yeni nesil sekanslamadan sonra RNA-seq verisi, ham veri (raw data) ve adaptor
sekanslarindan ve dislk kaliteli okumalardan ayrilmis temiz veri (clean data) seklinde
BGI tarafindan goénderilmistir. U¢ farkli RNA-seq verisinin (AL, KKK ve AKK)
biyoinformatik analizleri; FastQC programi ile kalite kontroliiniin yapilmasi, Tuxedo

protokolliniin uygulanmasi ve Gen Ontoloji (GO) analizleri seklinde devam etmistir.

3.2.5.1 Biyoinformatik Analizler i¢in Hazirhik

Analizler icin Linux-Ubuntu isletim sistemi kullaniimistir. Oncelikle sekanslama sonucu

gelen verilerin kontrolii icin FastQC programi ardindan Tuxedo protokoliinde
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yararlanilan programlar protokol akisina uygun olarak kurulmustur. Protokolde

kullanilan programlar;

e Samtools 0.1.19

e Bowtie2 2.2.4-2

e TopHat2.0.13

e Cufflinks 2.2.1

e R3.1.2(2014-10-31)

e CummeRbund programlaridir.

Ayrica fare referans genomu olarak Ensembl veritabanindaki GRCm38 fare genom

verisi kullanilmistir.

3.2.5.2 FastQC ile RNA-seq Veri Kalite Kontrolii

YNS sonucu BGl’den gelen ham veri ve temiz verinin kalite kontoll FastQC programi ile

yapilmigtir.

FastQC programi, Babraham Enstitlisu tarafindan gelistirilmis ytksek ¢iktili sekanslama
(high-throughput sequencing) sonrasi olusan milyonlarca verinin analizlere baslamadan

once kalite agisindan kontrollinii saglayan bir programdir [241]. FastQCile;

1. Temel istatistikler; dosya adi, dosya tirli, dosyadaki sekans sayisi, sekanslarin

uzunluklari ve sekanslardaki GC bazlarinin bulunma orani

2. Her dizinin igerisinde yer alan bazlarin kalite puanlari

3. Her bir dizinin ortalama kalite puani

4. Tum dizilerin baz igerigi orani,

5. Tim dizilerin ortalama GC orani,

6. Tum dizilerdeki tahmin edilememis bazlarin (N) pozisyonlari,

7. Dizilerin uzunluklari,

8. Dizilerdeki duplikasyon seviyeleri,

9. Asirt miktarda tekrarlanan dizilerin baz dizilimleri ve tekrar sayilari,

10. Adaptor ve K-mer igerikleri gorintilenebilmektedir.
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3.2.5.3 RNA-seq verisindeki okumalarin TopHat programi ile Hizalanmasi

RNA-seq verilerimizdeki okumalarin hizalanmasi TopHat versiyonu ile Trapnell ve

arkadaslarinin hazirladigi Tuxedo protokoliine gére yapilmistir [262].

TopHat, RNA-seq calismalarinda kullanilan popdtler bir hizalama programidir [262].
TopHat programi esas olarak Bowtie programindan faydalanmaktadir. Bowtie, kisa
DNA okumalarini  hizli  sekilde hizalayan bir programdir (http://bowtie-
bio.sourceforge.net/index.shtml) [262]. TopHat ile, Bowtie programindaki uzun
okumalarin referans genoma hizalayamamasi gibi sinirlayici durumlar giderilerek son
sekanslama teknolojileri tarafindan Uretilen ¢esitli  boyutlardaki okumalar

hizalanabilmektedir [262].

U¢ RNA-seq verisi okumalari ayri ayri GRCm38 fare referans genomuna TopHat 2.0.13
ile haritalanmistir. TopHat komut sablonu asagidaki gibidir [262].

tophat -p 4 -G genes.gtf -o Cl1 _R1 thout genome Cl1 R1 1.fq Cl1_R1 2.fq
tophat -p 4 -G genes.gtf -o Cl R2 thout genome Cl R2 1.fq Cl_R2 2.fq
tophat -p 4 -G genes.gtf -o Cl1_R3 thout genome C2 R1 1.fq C2 R1 _2.fq
tophat -p 4 -G genes.gtf -o Cl1_R3 thout genome C2 R2 1.fq C2 R2 2.fq

tophat -p 4 -G genes.gtf -o Cl _R3 thout genome C3 R1 1.fq C3 R2 2.fq

v tr tr tr W W

tophat -p 4 -G genes.gtf -o Cl1 _R3 thout genome C3 R2 1.fq C3 R2 2.fq

3.2.5.4 Cufflinks ile Transkriptlerin Birlegtirilmesi

RNA-seq verilerindeki transkriptlerin kendi aralarinda birlestiriimesi igin Tuxedo

protokoliinde bulunan Cufflinks programi kullaniimigtir [262].

Cufflinks programi, TopHat programi ile referans genoma hizalanmis RNA-seq
okumalarini kullanmakta ve bunlari birlestirmektedir. Daha sonra bu transkriptlerin her
birinin kag okuma ile sekillendigini tahmin etmektedir. Ayrica bir 6rnek bir gen igin
coklu birlestirme (multiple splice) varyantlardan olusan okumalar icerebilmesinden
dolayr Cufflinks programi her genin splicing yapisini ve onlarin ¢oklu alternatif
birlestirme (multiple alternative splicing) yapilarini ortaya cikarmakta da basarihdir.
Transkriptleri birlestirme asamasindan sonra, Cufflinks verideki her transkriptin ifade

seviyesini belirler [262].
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TopHat ile hizalanmis okumalarin birlestirilmesi ve birlestirilmis transkriptlerin listesini
olusturmak igin Cufflinks programi kullanilmisgtir. Cufflinks igin TopHat programinin

¢iktisi kullanilmigtir ve agagidaki sablon komutlarla program ¢alistiriimigtir:

$ cufflinks -p 4 -G genes.gtf -o Cl_R1_thout/accepted hits.bam
./Cl_R1 clout/transcripts.gtf

$ cufflinks -p 4 -G genes.gtf -o Cl_R2 thout/accepted hits.bam
./Cl_R2 clout/transcripts.gtf

$ cufflinks -p 4 -G genes.gtf -o C2_R1_thout/accepted hits.bam
./C2_R1 clout/transcripts.gtf

$ cufflinks -p 4 -G genes.gtf -o C2_R2 thout/accepted hits.bam
./C2_R2 clout/transcripts.gtf

$ cufflinks -p 4 -G genes.gtf -o C3 Rl thout/accepted hits.bam
./C3_R1 clout/transcripts.gtf

$ cufflinks -p 4 -G genes.gtf -o C3_R2 thout/accepted hits.bam

./C3_R2 clout/transcripts.gtf

3.2.5.5 Cuffmerge ile Farkl Verilerin Birlegtirilmesi

Cuffmerge ile Cufflinks’ten  Uretilen transkriptler  karsilastirilabilmek igin
birlestirilmektedir. Ayrica bir referans genom mevcut ise Cuffmerge ile birlestirilen
transkriptler referans genoma entegre edilmektedir. Farkli kondiisyondaki veriler kendi
icinde Cufflinks ile birlestirme yapildiginda ve tim farkli durumdaki veriler Cuffmerge
ile biraraya getirildiginde 6rnekler arasindaki farkli eksprese olmus veya regiile olmus

genler ve transkriptler ortaya cikarilabilmektedir [262].

Cuffmerge ile g RNA-seq verisi birlestirilerek referans genoma entegre olmus tek bir

transkriptom olusturulmustur. Cuffmerge icin komut asagidaki gibidir:

cuffmerge -g genes.gtf -s genome.fa -p 4 assemblies. txt

3.2.5.6 Cuffdiff ile Diferansiyel Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Cuffdiff programi ile iki veya daha fazla farkli RNA-seq verisindeki diferansiyel genlerin

ekspresyon seviyeleri 6lctilmektedir [262].

AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerindeki genlerin ekspresyon dulzeyindeki farkliliklar

Cuffdiff programi ile belirlenmistir. TopHat programindan elde edilen her bir cikti ile
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Cuffmerge programindan elde edilen tek transkriptom ile program calismaktadir.

Sablon komut su sekildedir:

$ cuffdiff -o diff out -b genome.fa -p 4 -L C1,C2,C3 -u
merged_asm/merged.gtf ./Cl_R1 thout/accepted hits.bam,

./Cl_R2 thout/accepted hits.bam, ./Cl Rl thout/accepted hits.bam,
./C2_R1 thout/accepted hits.bam, ./C2 _R2 thout/accepted hits.bam,
./C3_R1 thout/accepted hits.bam, ./C3 _R2 thout/accepted hits.bam

3.2.5.7 Rile Veri Gorlintileme

Cuffdiff analizlerinden elde edilen verilerin goriintilenmesi R programi iginde

CummeRbund ile yapilmistir.

R, istatiksel hesaplama ve (st diizey grafikleme icin yazilmis bir programlama dilidir
[263]. CummeRbund ise R programlama paketi iginde bulunan, Cufflink programi
yuksek ciktili verileri igin diizenlenmis bir gorsellestirme paketidir. Cuffdiff diferensiyel
ekspresyon analizinden {retilen blylk miktarda RNA-seq veri analizlerini
gorsellestirmek igin tasarlanmistir. Bu analizin sonuglari ¢ok sayida birbiriyle iligkili
dosyalari icermektedir. CummeRbund, RNA-Seq verilerinin birbiri arasindaki iligkileri
g0z onlne alarak verilerin kolayca toplanmasini ve indekslenmesini saglar ve RNA-seq
verilerinin hizli analiz etmeye yardimci olur (http://www.bioconductor.org/). R ve

CummeRbund programlarinda kullanilan kodlar su sekildedir:

S R

Bu komutla R program diline giris yapilir.

library (cummRbund)

komutu ile R igindeki CummRbund paketine ulasilir.

cuff data < - readCufflinks('diff out’)

Cuffdiff ¢iktisindan bir CummeRbund veritabani olusturulur
csDensity (genes (cuff data))

Her 6rnegin gen ekspresyon seviyesi dagilimlarini goriintiilemektedir.
csScatter (genes (cuff _data), 'Cl’, 'C2’, 'C3’)

Birkag¢ kondiisyonda her genin ekspresyonunun scatter semasi ile karsilasgtiriimasi
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mygene<- getGene (cuff data, 'Gen’)

expressionBarplot (mygene)

istenilen bir genin farkh verilerdeki ekspresyon seviyesi gériintiilenir.

expressionBarplot (isoforms (mygene) )

istenilen genin farkli izoformlarinin ekspresyon seviyeleri farkh verilerde gériintilenir.

dend<-csDendro (genes (cuff data)

Tim genlerin kiitiphaneler bazinda iliskisi agag ile belirtilir.
mySigMat <-sigMatrix(cuff,level. = ‘genes’, alpha=0.05)

mySigMat

Anlamli genlerin (p<0.05) RNA-seq verilerindeki sayisini bir tablo ile sekillendirir.

3.2.5.8 Gen Ontoloji (GO) Analizleri

AL, KKK ve AKK arasinda diferansiyel eksprese olmus genler (DEGs), zenginlestirilmis

gen ontoloji (GO) kategorilerine gore siniflandirilmistir.

Gen Ontoloji (GO), genlerin fonksiyonuna goére siniflandinldigi uluslararasi
standartlasmis bir sistemdir [264]. Gen ontoloji galismasi, genlerin molekiler biyoloji
calismalarinda birbiriyle ortlismeyen (i¢c ontoloji teriminde kalifiye eder; molekiiler
fonksiyon (molecular function), biyolojik proses (biological process) ve hiicresel bilesen
(cellular component). Molekiler fonksiyon, molekiler dizeydeki aktiviteleri tanimlar
(katalitik, baglanma aktivitesi gibi). Biyolojik proses, molekiler fonksiyonun
gerceklestigi yerlerdeki biyolojik hedefleri agiklamaktadir (hiicre 6liimu, apoptozis gibi).
Gen ontolojide hiicresel bilesen terimi ise, makromolekiler komplekslerin ve hiicre alti
yapilarin asamalarindaki lokasyonlari tanimlamaktadir (niikleer ic membran, ubiquitin

ligaz kompleks gibi) [265].

3.2.5.9 Gen Ag ve KEGG Yolak Analizleri

Gen ag (gene network) ve KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) yolak
(pathway) analizleri String veritabani [266] ile yapilmistir. RNA-seq verilerinin analizi

icin String veritabaninin 10.5 versiyonu kullanilmistir.
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Molekiler biyolojide String (search tool for retrieval of interacting genes/proteins)
bilinen ve tahmin edilmis protein iligkilerinin ve etkilesimlerinin incelendigi biyolojik bir
veritabani ve internet kaynagidir. Veri aktariminin baglantilar sayesinde saglandigi
iletisim sistemine ag (network) denilmektedir. Genellikle bilgisayar etkilesimlerini
gostermek icin kullanilir. Ag; nokta (node) ve kenarlardan (edges) olusur. Noktalar
proteinleri; kenarlar ise, noktalarla olan iliskileri betimlemektedir. String veritabani,
KEGG kaynagina dayali ag analizlerinin yaninda GO analizleri de yapilabilmektedir. Bu
veritabaninda bircok degisik kaynaktan gelen deneysel veri dahil bilgisayar dayanakl
tahminler ve acgik yazili bilgiler de bulunmaktadir. Bu bilgilerin guvenilirligi hesaplanir,
dizenli olarak glincellenir ve yine acik bir sekilde sunulmaktadir. Gen ag analizlerinde
protein etkilesimleri proteinlerin GO, KEGG yolak ve protein domaini gibi 6zelliklerine

gore gorsellestirilebilmektedir. [265].

3.2.5.10 Diferansiyel Eksprese Olmus Genlerin Kat Degisimine (Fold change) Gore

Analizleri

AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda anlaml diferansiyel eksprese olmus genler
(DEGSs), Excel programinda kat artisi ve azalisina gore siniflandiriimistir. Ayrica AL-KKK,
AL-AKK ve KKK-AKK arasinda belirli kat degisimine sahip diferansiyel genler icin gen ag

(gene network), GO ve KEGG yolak analizleri String veritabaninda yapilmistir [266].

3.2.5.11 immiin Sistem iliskili Genlerinin Belirlenmesi ve Analizleri

AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda anlamh diferansiyel eksprese olmus genler,
zenginlestirilmis gen ontoloji (GO) kategorilerine gére Gen Ontoloji (GO) veritabaninda
Panther GO-Slim ile yapilmistir [266]. AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda diferansiyel
eksprese olmus genler siniflandirildiginda (G0:0002376) immin sistem proses
fonksiyonel zenginlestirme kategorisindeki genler belirlenmistir. Ardindan belirlenen
genlerin AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerindeki ekspresyon seviyelerine heatmap grafigi

ile su komutlarla bakilmistir:
myGeneIds< c("genl,'"gen2,'"gen3,'"gen4","gen5")

myGenes<-getGenes (cuff data,myGenelds)
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pdf (file="heatmap.pdf")
csHeatmap (myGenes, rescaling='none',clustering='none',labCol=T,labRow=T

, logMode=T)

3.2.5.12 Yaslanma ve Oksidatif Stres ile ilgili Genlerinin Belirlenmesi

GO kategorilerinden yaslanma (G0:0007568 - Aging) ve oksidatif strese cevap
(GO:0006979 - response to oxidative stress) kategorilerindeki genler, fare genom
bilgilerini iceren Mouse Genome Informatics (MGI) veritabanindan elde edilmistir. AL,
KKK ve AKK verilerinde bu genler CummerBund programi ile aranmis ve ekspresyon

diizeyleri heatmap grafigi ile goriintilenmistir.

3.2.5.13 Sirtuin Proteinleri ve mTOR yolak Genlerinin Belirlenmesi

Literatlirde belirtilmis ve kalori kisitlamasi galigmalarinda énemli sirtuin genleri ve
mTOR vyolagindaki genlerinin ekspresyon duzeyleri AL, KKK ve AKK verilerinde

CummeRbund programi ile bakilarak gorintilenmistir.

3.2.5.14 NCBI GEO Veritabanina Verinin Yiuklenmesi

GEO (Gene Expression Omnibus), NCBI da bulunan sekanslanmis veri ve dizi temelli
yuksek ¢iktili fonksiyonel verilerin depolandigi bir veri tabanidir. Verileri arsivlemek igin

U¢ dosya gerekmektedir:

1. Sekanslama bilgilerini ve RNA-seq verisini tanimlayan bilgileri iceren form,
2. Ham veri

3. islenmis bir veri 6rnegi (Cufflinks, Cuffdiff ya da R sonuglari)

AL, KKK ve AKK RNA-seq verileri GSE95371 erisim numarasi altinda GEO arsive

yuklenmistir.

3.2.6 Gergek Zamanl Kantitatif PCR (qPCR) ile RNA-seq Verisinin Validasyonu

AL, KKK ve AKK beslenme gruplarina ait elde edilen G¢ RNA-seq verisinden kalori
kisitlamasi ve immiin sistem ¢alismalarinda dnemli sekiz genin validasyonu yapilmistir.
Bu calismalarda 6nemli bu genler; leptin (Lep), ghrelin (Ghrl), insilin blytime faktora 1

(Igf1) adinopektin (adipoq), timosit antijeni (Thy-1), interlokin-16 (IL-16), CD4 ve kaspaz
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3 (Casp3)’tiir [170], [15], [267-269]. U¢ gruba ait 1’er ug RNA’dan High-Capasity cDNA
Revers Transcription Kit protokoliine uygun olarak cDNA sentezi yapilmistir. Primer
giftleri IDT ve Primerblast programlari kullanilarak hazirlanmistir. Primer sekanslari ve

uzunluklari Cizelge 3.2’de verilmistir. Kontrol olarak Gapdh geni kullaniimigtir.

Cizelge 3.2 qPCR’da validasyonu yapilan genler ve primer sekanslari

Gen ismi Primer sekans bilgisi
5'GGT TGT CCA GGG TTG ATCTC 3’
Le
P 5'GTG GGA GAC AGG GTT CTA CT3’
hrl 5’GCT GTC TTC AGG CAC CAT CT3’
Ghr
5'TTC TCT GCT GGG CTT TCT GG5’
¢ 5’CAA GTC CAG AGA GGA AGC TAT G3’
Igfl
& 5’CCG AGA GGT GGA GTG ATT TG3’
5’GCA CGA GGG ATG CTACTG TT3’
Adipoq
5’CAC AAG TTC CCT TGG GTG GA3’
5'TCTCAGGCACCCTTGGGATA 3’
Thy-1
5’GTAGTCGCCCTCATCCTTGG 3’
5’ATGGTGCTCCCAGAGTTTAC 3’
IL-16
5’CTGAATGGCTGAGGCTACTT 3’
5'TGGATCAAAGGGCAGTGTATAG 3’
CD4
5’GCAGCCTCTCAGTCTTCATT 3’
5’AGCTTGGAACGGTACGCT 3’
Casp3
5’AGA TCCCAGAGTCCACTGAC 3’
5’ACT CCA CTC ACG GCA AAT TC3’
Gapdh
5’CAG TAG ACT CCA CGA CAT ACT C3’

GM SYBR Green gPCR Kit protokolli uygulanarak LightCycler Nano Real-Time System
(Roche, Switzerland) ile denatlirasyon 95°C'de 2 dk ve ardindan 45 dongi
amplifikasyon (95°C’de 20 sn, 58°C’de 30 sn, 72°C’de 45 sn) PCR kosullarinda real-time
kantitatif PCR islemi gergeklesmistir. Bitlin ornekler dublike ¢alisiimistir. Gen

-ACT

ekspresyon seviyesinin 6l¢lilmesi 2~ metodu ile hesaplanmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE ONERILER

4.1 RNA izolasyon Sonuglari ve Karakterizasyonu

AL, KKK ve AKK beslenme gruplarindaki sirasiyla T152, T154 ve T139 isimli farelerden
Qiagen RNAeasy Mini Kit ile total RNA izolasyonu ardindan MinElute Cleanup Kit ile
RNA’lar pirifiye edilmistir. AL seklinde beslenen farelerden T150 ve T151’den, KKK
seklinde beslenen farelerden T155 ve T161’'den, AKK beslenen gruptan ise T142 ve

T143 isimli farelerden Trizol ile total RNA izolasyonu yapilmistir.

Total RNA izolasyon sonucu jel elektroforezi goriintileri Sekil 4.1’de gdsterilmistir. Sekil
4.1.A’da T139, T152 ve T154 farelerin timusundan yapilan total RNA izolasyonunun
MOPS jeldeki goruntiisu, Sekil 4.1.B’de ise sirasiyla T150, T155, T142, T151, T161 ve
T143 farelerinin timuslarindan yapilan total RNA izolasyonunun MOPS jeldeki

goruntasuddr.

Total RNA’larin  kalitesini belirlemek igin Nanodrop (Bio-spec-nano UV-VIS
Specthrophometer) spektrofotometresinde (Shimadzu, Kyoto, Japan) Ol¢cim

yapilmistir. Olgiim sonuglari Cizelge 4.1’de gdsterilmistir.
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Cizelge 4.1 Nanodrop spektrofotometre 6lgciim sonuglari

Ornek ismi Nikleik asit OD 260/280 OD 260/230
konsantrasyonu (ng/uL)
T150 3290,22 1,00 1,00
T151 3319,69 1,00 1,00
T152 1038,57 1,93 1,85
T154 923,55 1,97 1,33
T155 2307,20 2,05 1,75
T161 2670,96 2,04 1,80
T139 740,38 2,13 1,48
T142 3119, 21 1,01 1,00
T143 2144 1,00 1,00

T139 T152 T154 T150 T155 T142 T151 T161 T143

A B

Sekil 4.1 A- T139, T152 ve T154 farelerin timusundan yapilan RNA izolasyonunun jel
elektroforezi gorlintlsti. B- T150, T155, T142, T151, T161 ve T143 farelerinin
timuslarindan yapilan RNA izolasyonunun jel elektroforezi goriintlisu
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Ayrica BGl'de Agilent 2100 Bioanalyzer ile yapilan dlgiimler ve sonuglari Cizelge 4.2’de

gosterilmisgtir.

Gizelge 4.2 Agilent 2100 Bioanalyzer ile yapilan 6lgim sonuglari

Ornekler Konsantrasyon (ng/uL) intakt No. (RIN) | 285/ 18S
AL 1809 9.6 2.0
KKK 2056 9.1 1.4
AKK 2144 8.1 1.8

4.2 RNA-seq Sonuglari

AL, KKK, AKK gruplarindaki farelerin timuslarindan elde edilen mRNA’lar Illumina HiSeq
4000™ Sequencing System (lllumina) kullanilarak BGI'de yeni nesil sekanslama ile
sekanslama yapilmistir. Yeni nesil sekanslamadan sonra sonuglar, t¢ klasérde ham veri
ve Ug klasérde de adaptor ve kalitesiz sekanslardan ayrilmis halde temiz veri bulunan
alti sikistirilmig klasér halinde gonderilmistir. Her bir klasérin iginde 4 farkli dosya
bulunmaktadir. Bunlar c¢ift uglu (pair-end) okuma sonucu olusan iki dosya ve
sekanslamanin tekrarlanarak yapildig diger iki dosyadan olusmaktadir. Elde edilen
sekanslar FASTQ formatindadir. Ham olarak gelen okuma sayisi yaklasik 127 milyondur,
adaptor ve kalitesiz sekanslardan ayrilmis haldeki temiz okuma sayisi ise yaklasik olarak

105 milyondur. Ayrica her okuma 100 bp uzunlugundadir (Cizelge 4.3)

Cizelge 4.3 AL, KKK ve AKK gruplarinin RNA sekans gruplarinin istatiksel sonuglari

Beslenme Ham Temiz Okumav Temiz baz GC(%)
Gruplari Okumalar | Okumalar | Uzunlugu(bp) | sayisi

AL 39760624 | 34926546 | 100 3492654600 | 49,63
KKK 39760624 | 34991272 100 3499127200 | 48,4
AKK 47826710 | 35113458 100 3511345800 | 47,91

53




4.3 FastQC ile Verilerin Kontrolii

Yeni nesil sekanslama sonucu BGl'den gelen verilerin kalite kontolli FastQC programi

ile yapilmistir. Temiz verinin kalite kontroliinden sonra temiz veri ile RNA-seq veri

analizlerine devam edilmistir. Oncelikle FastQC programi ile temel istatistiklerin

verildigi bir tablo sonug olarak alinmistir (Sekil 4.2). Bu tabloda dosya ismi, dosya tipi,

sekanslamanin yapildigi sistem, sekans sayisi, sekans uzunlugu ve sekanslardaki GC baz

orani gibi temel bilgiler yer almaktadir.

@Basic Statistics

Filename
File type
Encoding

Total Sequences

Sequence length

*GC

Sequences flagged as poor quality

FCH7YHHBBXX-HKMOUcxwEAABRAAPEI-223 L5 1.fq

Conventional base calls
Sanger / Illumina 1.9
8781011

0

100
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Sekil 4.2 FastQC programindan elde edilen temel istatistik grafiginden bir 6rnek

Daha sonra Sekil 4.3’te gosterildigi gibi AL, KKK ve AKK RNA-seq adaptor ve disik

kaliteli sekanslardan temizlenmis hali olan temiz verinin FastQC programi rapor

sonuglari verilmistir.

A-AL

C-AKK

0 (TS se s WA 7

T W Sies el Gaer 677 B
Bositon in rea (bs)

Sekil 4.3 A- AL temiz okumalarinin FastQC ile kontroli, B- KKK temiz okumalarinin FastQC
ile kontroli, C- AKK temiz okumalarinin FastQC ile kontroli
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Sekil 4.3 A- AL temiz okumalarinin FastQC ile kontrolii, B- KKK temiz okumalarinin FastQC
ile kontroli, C- AKK temiz okumalarinin FastQC ile kontrolii (devami)
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Sekil 4.3 A- AL temiz okumalarinin FastQC ile kontrolii, B- KKK temiz okumalarinin
FastQC ile kontrolii, C- AKK temiz okumalarinin FastQC ile kontroli (devami)

Sonuglardan ilki adaptor igerigi ile ilgilidir. Bu grafiklerde bilinen adaptorlerin veride yer
alip almadiginin bilgisi verilmektedir. Herhangi bir adaptor ile karsilasildiginda, bu veri
icerisinde adaptor “var” olarak gosterilir ve miktari grafikte gosterilir. Ancak Ug veride

de bilinen bir adaptoérin izine rastlanmamistir.

Kituphane igerisindeki her dizinin duplikasyon seviyelerini 6lgen grafikte, 6zellikle
kitiphane olusturma sirasinda PCR asamasinda bir sapma olup olmadiginin
gorilmesini saglamaktadir. Sekanslardaki duplikasyonun olmadigi durum kirmizi gizgi
ile gosterilmektedir. Bu sonuclarda kirmizi cizgiye yakin olarak en disik seviyede

duplikasyonu gosteren verilerin AL ve AKK verileri oldugu gorilmektedir.

K-mer icerigi gosteren grafiklerde, kitlphane icerisinde her pozisyondaki K-merlerin

sayisini 6lcmektedir. Pozisyonel olarak sapma gosteren biitlin K-merler raporlanir ve
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tablo olusturulur. En ¢ok sapma gosteren alti adet K-mer’in dagilimlarini gosteren

grafik cizilir. AL ve AKK verilerinde KKK’ya gére daha az K-mer varhigi gorilmustr.

Bazlara gore ‘N’ igerigini gosteren grafiklerde, her li¢ veride de N miktari kabul

edilebilir seviyededir.

Bazlara gore sekanslarin kalitesini gosteren grafiklerde ise, sekanslarin icerdigi bazlarin
her bir pozisyonunu kapsayan, ortalama kalite degerini gosteren bir “BoxWhisker”
grafigi verilmektedir. Bu grafik, kalite degerlerine gore (g renge ayrilmistir. Yesil renkli
olan bélge kalite degerinin en yiiksek oldugu kisimdir. U¢ RNA-seq verisinde de

okumalarin kalitesinin iyi oldugu goriilmektedir.

FastQC’'nin sekanslarin baz igerigini gosteren grafikte, dort tane DNA bazi igin
dosyadaki her bir sekansin baz pozisyonlarinin oransal grafigi verilmektedir. Her bir
bazin bagil miktari, genomdaki ya da transkriptomdaki bazlarin toplam miktarini

yansitmaktadir.

Her sekanstaki GC icerigini gosteren grafikte, veri icerisindeki sekanslarin GC dagilimi
ile beklenen GC dagilimi ile kargilastirilmistir. Teorik dagilima en yakin dagilim g RNA-

seq verisinden AKK verisidir.

Her bir sekansin kalite skor grafigi, sekanslarin evrensel olarak diisiik kaliteli degerlere
sahip olup olmadiginin gérilmesini saglamaktadir. Phred skoruna gore hesaplanan bu
grafikte 20’nin altinda olmasi kalite degerinin diisiik oldugunu gdstermektedir. Uc

veride de sekanslarin kalite skorunun yiiksek oldugu gorilmustdr.

Son olarak, okumalarin uzunlugunu gosteren grafik FastQC programi tarafindan rapor

edilmektedir. Buna gére okumalarin hepsi 100 bp uzunlugundadir.

4.4 Tuxedo Protokoliine Gore RNA-seq Analiz Sonuglari

FastQC ile temiz verilerin kalite kontroliinden sonra AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerine
Tuxedo protokol uygulanmistir. Tuxedo protokoliine gore, TopHat ile RNA-seq
verilerindeki okumalarin referans GRCm38 fare genomuna haritalanmasi, Cufflinks
programi ile okumalarin birlestirilmesi, Cuflinks programinin bir paketi olan Cuffmerge
programi ile (ic RNA-seq verisinin tek transkript haline getirilmesi ve yine Cufflinks

programinin bir diger paketi olan Cuffdiff ile li¢ veri arasindaki genlerin ekspresyon
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seviye farkliliklarinin belirlenmesi gergeklestirilmistir. Sonuglarin goérintilenmesi R
programinin paketi olan CummeRbund ile yapilmistir. RNA-seq ¢alismalari genellikle iki
veya fazla durumdaki farkliliklarin ortaya cikarilmasi 6nemlidir ve sonuglar bu
farkhliklara  goére analiz  edilmektedir. Bu ylzden RNA-seq verilerinin
gorsellestiriimesinde Cuffdiff sonuclari  kullanilmaktadir. Sonuglar analiz edilip
degerlendirilirken genellikle FPKM (Fragments Per Kilobase Million), p-degeri (p-value)

ve kat degisiklik (fold change) ifadelerinden faydalanilr.

FPKM, her milyon kilobazdaki fragment sayisini ifade etmektedir. Cift uglu okumalar bu
degerle normalize edilmektedir. FPKM, eksprese olan genlerin ekspresyon dizeyi

hakkinda bilgi vermektedir [270].

P degeri (p-value), bir karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farkin olup
olmadiginin kararinin verildigi olasi hata miktarini géstermektedir. Unli bir istatistikgi
olan Fisher tarafindan bu hatanin maksimum kabul edilebilir dizeyi 0,05 olarak
onerilmis ve kabul gérmdistir. Bir analiz sonucunda bulunan p degeri 0,05'in altinda ise
karsilastirma sonucunda anlamli bir farkhlik bulundugu anlamina gelmektedir. P degeri

kiictildlkge istatiksel olarak anlamlilik artmaktadir:

e pdegeri 0,05 - 0,01 ise; istatiksel olarak anlamli fark vardir.
e pdegeri 0,01 -0,001 ise; yliksek diizeyde anlamli fark vardir.
e p degeri 0,001’ den daha kiiclk ise; cok yliksek diizeyde istatistiksel olarak

anlamh fark vardir.
P degeri 0,10 - 0,05 ise sinirda anlamlilik vardir anlamina gelmektedir [271].

Kat degisiklik (Fold change), bir miktarin baslangigtaki degerden nihai degere ne kadar
ciktigini aciklayan bir degerdir [272]. RNA-seq c¢alismalarinda ekspresyon kat

degisikligini gostermektedir. Genellikle logaritmik olarak hesaplanmaktadir.

Yanhs bulgu orani (False Discovery Rate (FDR)), coklu karsilastirma yaparken yapilan

hatanin ylzdesidir [273]. Dlslik olmasi hata ylzdesinin az oldugunu gostermektedir.

RNA-seq verilerindeki okumalarin FastQC ile kalite kontroli yapildiktan sonra, temiz
okumalar TopHat ile Ensemble veritabanindan elde edilen GRCm38 fare genomuna
haritalanmistir. U¢ RNA-seq verisindeki tiim okumalarin haritalanma orani

(haritalanmis okumalar/tim okumalar) %91.9-%94.9 olarak belirlenmistir.
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Cufflinks programi ile okumalarin birlestirilmesi, Cuffmerge programi ile lic RNA-seq
verisinin tek transkript haline getirimesi ve yine Cuffdiff ile (i¢ veri arasindaki genlerin
ekspresyon seviye farkliliklarinin belirlenmesi ile Tuxedo protokoli uygulanmistir.
FPKM degeri ile normalizasyon vyapilmistir. Sonuglarin goriintilenmesi ise R
programinin paketi olan CummeRbund ile gerceklestirilmistir. CummeRbund, Cuffdiff

sonuglarindan yola gikarak sonuglari gorsellestirmektedir.

AL, KKK (CCR) ve AKK (ICR) RNA-seq verisinin gen ekspresyon seviyesi dagilimi Sekil
4.4’te gosterilmistir. Bu grafige gore AL, KKK (CCR) ve AKK (ICR)'nin gen ekspresyon
dagiimina bakildiginda AL ve AKK'nin birbirine benzer oldugu, KKK’'nin ise AL ve AKK’

dan daha yogun ve onlara gore daha farkh oldugu goriilmektedir.

genes

0.6-

04-

condition
[a
[ Jocn
[ien

density

0.2-

0.0-

H
log10(fpkm)

Sekil 4.4 AL, KKK (CCR) ve AKK (ICR) RNA-seq verisinin gen ekspresyon seviyesi dagilim
grafigi
iki RNA-seq verisi arasinda her genin ekspresyonunun karsilastirilarak verildigi grafikler
Sekil 4.5’da “Volcano Plot” olarak, Sekil 4.6’de ise “Scatter Plot” olarak gosterilmistir.
4.5.A’da AL-KKK, 4.5.B’de AL-AKK, 4.5.C'de KKK-AKK arasindaki gen ekspresyon
dagilimlari kat artisina gore dizenlenmistir. Sekil 4.6’da ise tim verilerin FPKM degeri
ile karsilastirildig1 bir grafikle gosterilmistir. Sekil 4.5 incelendiginde, AL- KKK ve KKK-
AKK arasindaki gen ekspresyonunun kat artisi bakimindan farklilhklar oldugu

gortlmektedir. AL-AKK arasinda ise genlerin benzer oranda eksprese olduklari
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anlasiimaktadir. Sekil 4.6’da ise tek bir grafikte (¢ RNA-seq verisinin karsilastiriimasi

yapilmaktadir. FPKM degeri esas alindiginda da, ayni sonugla karsilagiimistir.

genes: CCRIAL genes: ICRIAL genes: ICRICCR

~logio(p value)

~log1o(p value)

~logsofp value)

) )

3 =3 = S ) P 20 -0 o 10 20
loga(fold change) loga(fold change) loga(fold change)

A B C

Sekil 4.5 A- AL-KKK , B- AL-AKK, C- KKK-AKK arasindaki gen ekspresyon dagilimlarinin
kat artisina (fold change) ve p-degerine gore “Volcano Plot” seklinde gosterimi

AL CCR ICR

v

d00

log10 FPKM

HOl

log10 FPKM

Sekil 4.6 AL, KKK ve AKK verilerinin log10 FPKM degerine gore gen ekspresyonlarinin
“Scatter Plot” grafigi seklinde karsilastiriimasi
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Ayrica tim genlerin kutlphaneler bazinda birbiri ile iligkisi Sekil 4.7’de aga¢ seklinde

CummeRbund ile géruntilenmistir.

All genes(cuff)
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Sekil 4.7 AL, KKK ve AKK'nin benzer genlerine gore aga¢ seklinde grafiklendirilmesi

Cufflinks’ten elde edilen CuffSet sonucuna goére; (ic RNA-seq verisinde toplam 44426
gen, 138066 izoform, 80392 transkripsiyon baslangic bolgesi (TSS), 48900 kodlanmis
DNA sekansi (CDS), 133278 promotor ve 241176 birlestirme (splicing) oldugu

gorilmektedir.

Cuffdiff programinin énemli sonuclarindan biri de veriler arasinda farkli eksprese olan
genleri belirlemektir. Bu genlerin listesi “.diff” dosyasi halinde verilmistir. Bu sonuglara
gore AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerinde toplamda 6091 anlamli diferansiyel eksprese
olmus gen (DEGs) (p<0,05) vardir. AL-KKK arasinda 2821, AL-AKK arasinda 445, KKK-
AKK arasinda ise 2825 anlamli diferansiyel eksprese olmus gen (DEGs) (p<0,05)
bulunmaktadir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda anlamli diferansiyel eksprese olmus gen
sayllari

4.5 Diferansiyel Eksprese Olmus Genler (DEGs) Analizleri

Sekil 4.8’de belirtildigi gibi Cuffdiff program sonuglarina goére, AL-KKK arasinda 2821,
AL-AKK arasinda 445, KKK-AKK arasinda ise 2825 anlamli diferansiyel eksprese olmus
gen (DEGSs) (p<0,05) bulunmaktadir. Anlamli diferansiyel eksprese olmus genler Cuffdiff
programinda, Ficher's Exact Test ve False Discovery Rate (FDR) diizeltmesi yapilarak,
kat degisimi 1.0’dan bliyuk (Fold change (FC)>1) p degeri ise 0.05’ten kii¢lik (P-degeri
<0.05) olarak filtrelenmistir.

Excel ile yapilan analizlere gore, AL-KKK, AL-AKK, KKK-AKK arasinda anlamli diferansiyel

eksprese olmus genlerin sirasiyla 916, 200 ve 1877 tane genin ekspresyonu artmistir;

1905, 245 ve 948 tane genin ekspresyonunun azaldigi gértlmustr.

AL-KKK arasinda 2821, AL-AKK arasinda 445, KKK-AKK arasinda ise 2825 anlamli
diferansiyel eksprese olmus genlerin Cuffdiff sonu¢ raporunda kat degisimi (fold

change (FC)) log2 olarak hesaplanmistir. Kat degisimi hesaplamasindan iki veri arasinda
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gen ekspresyonunun ne kadar arttigl ya da azaldigi anlasiimaktadir. Sekil 4.9’da kat

degisimine gore AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK verilerindeki gen sayisi verilmistir.

1200
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Gen Sayisi

400

HAL-CCR HWA
200 I ‘ ‘
T | ..
+3 +2 +1 +0 0 -1 -2 3

+6 +5 +4

o

log2(fold_change) Kat Degisikligi

Sekil 4.9 log2 kat degisikligine (log2 Fold change) gore AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AK
verilerindeki anlamli olarak eksprese olmus diferansiyel genlerin sayilari

AL verisine gore KKK'da kat degisikligi olarak 2,00-3,99 kat artis olan genlerin sayisi
341, 4,00-7,99 kat artan gen sayisi 240, 8,00-15,99 kat artan gen sayisi 146, 16,00-
31,99 kat artisi olan gen sayisi 50, 32,00-63,99 kat artan gen sayisi ise 11'dir. AL-KKK
arasinda ekspresyonu azalan gen sayisi analiz edildiginde, 2,00-3,99 kat azalan gen
sayisi 1013, 4,00-7,99 kat azalan gen sayisi 332, 8,00-15,99 kat azalan gen sayisi 115,
16,00-31,99 kat azalan gen sayisi 50, 32,00-63,99 kat azalan gen sayisi ise 11 oldugu

gorulmastir.

AL ile AKK arasindaki anlamli olarak eksprese olmus diferansiyel genlerin kat
degisikliklerine bakildiginda, 2,00-3,99 kat artis olan genlerin sayisi 74, 4,00-7,99 kat
artan gen sayisi 10, 8,00-15,99 kat artan gen sayisi 2, 16,00-31,99 kat azalan gen sayisi
ise 1 tanedir. AL-AKK'da azalan gen sayilari incelendiginde, 2,00-3,99 kat azalan gen
sayisl 77, 8,00-15,99 kat azalan gen sayisi 2 ve 16,00-31,99 kat azalan gen sayisi ise
1’dir. AL-AKK’da 4,00-7,99 kat azalan gen yoktur.
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KKK verisine gére AKK’da kat degisikligi olarak 2,00-3,99 kat artis olan genlerin sayisi
997, 4,00-7,99 kat artan gen sayisi 336, 8,00-15,99 kat artan gen sayisi 112, 16,00-
31,99 kat artisi olan gen sayisi 50, 32,00-63,99 kat artan gen sayisi 14’dir. AL-KKK
arasinda ekspresyonu azalan gen sayisi analiz edildiginde, 2,00-3,99 kat azalan gen
sayisi 378, 4,00-7,99 kat azalan gen sayisi 267, 8,00-15,99 kat azalan gen sayisi 110,
16,00-31,99 kat azalan gen sayisi 22, 32,00-63,99 kat azalan gen sayisi ise 7 oldugu

gorulmastir.

4.6 Gen Ontoloji (GO) Analizleri

Cuffdiff programi sonuclarina gére AL-KKK arasinda 2821, AL-AKK arasinda 445 KKK-
AKK arasinda ise 2825 anlaml farkh eksprese olmus genlerin (p<0,05) gen ontoloji

analizleri Gen Ontoloji (GO) veritabaninda Panther GO-Slim ile yapilmistir.

Zenginlestirilmis GO analizleri, U¢ ana kategori olan “Molekiler Fonksiyon”, “Biyolojik
Proses” ve “Hicresel Bilesen” kategorilerine goére AL-KKK arasinda 2821, AL-AKK
arasinda 445 KKK-AKK arasinda ise 2825 anlamli farkh eksprese olmus genlerin

siniflandiriimasiyla yapilmistir.

Sekil 4.10'da AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda anlaml farkli eksprese olmus
genlerin Molekuler Fonksiyon, Biyolojik Proses ve Hiicresel Bilesenler kategorilerindeki
zenginlestiriimis GO terimlerine olan dagilimi terim basi diisen gen sayisina gore

sekillendirilmistir.
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Sekil 4.10 AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK’da diferansiyel eksprese olmus genlerin GO

kategorilerine gore siniflandiriimasi ve sayisi

GO analizlerine gore, AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda anlamli farkh eksprese
olmus genler molekiler fonksiyon ana kategorisinde; tasiyici aktivite (GO:0005215),
translasyon regilator aktivite (GO:0045182), katalitik aktivite (G0O:0003824), kanal
regllator aktivite (GO:0016247), reseptor aktivite (GO:0004872), sinyal donistirici
aktivite (G0O:0004871), antioksidan aktivite (G0O:0016209), yapisal molekul aktivite
(GO:0005198), baglanma (G0:0005488) zenginlestirilmis gen ontoloji kategorilerinde
haritalanmistir. Bu genler biyolojik proses ana kategorisinde; hicresel komponent
organizasyonu veya biyogenesis (G0:0071840), hiicresel proses (GO: 0009987),
lokalizasyon (G0:0051179), treme (GO:0000003), biyolojik regiilasyon (GO:0065007),
uyariya cevap (G0:0050896), gelisimsel proses (GO:0032502), cok hiicreli organizmal
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proses (G0:0032501), tasima (GO0O:0040011), biyolojik adhezyon (G0:0022610),
metabolik proses (G0:0008152), biyime (G0:0040007), immin sistem proses
(GO:0002376) ve hiicre olumia (GO:0001906) zenginlestirilmis gen ontoloji
kategorilerinde haritalanmistir. Bu genler hiicresel bilesenler ana kategorisinde ise;
sinaps (G0:0045202), hiicre baglantisi (GO: 0030054), membran (G0:0016020),
makromolekiler kompleks (G0O:0032991), hiicre disi matriks (GO:0031012) ve hiicre
bolimi (G0:0044464), organel (G0:0043226) ve hiicre disi bolge (G0O:0005576)

zenginlestirilmis gen ontoloji kategorilerinde haritalanmistir.

Sekil 4.10°da gorildagu gibi, bu sonuglar AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda anlamh
farkh eksprese olmus genlerin molekiler fonksiyon kategorisinde en ¢ok dagilimin
goruldigu iki GO terimi katalitik aktivite (GO: 0003824) ve baglanma (GO:
0005488)’dir. Bu GO terimlerinde; AL ve KKK arasinda anlamli farkh eksprese olmus gen
sayisi 978 (%34,6) ve 882 (%31,2), AL ve AKK arasinda anlamli farkli eksprese olmus gen
sayisi 170 (%38) ve 183 (%41,1), KKK ve AKK arasinda anlamli farkli eksprese olmus gen
sayisl 966 (%34,1) ve 875 (%34)’dir. Biyolojik proses kategorisinde en ¢ok dagihmin
oldugu iki GO terimi hicresel slre¢ (GO: 0009987) ve metabolik sire¢ (GO:
0008152)’tir. Hicresel surecte AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda sirasiyla 1283
(45,4%), 216 (48,5%) ve 1288 (45,5%) gen, metabolik proseste ise, 1285 (45,5%), 212
(47,6%) ve 1255 (44,4%) gen bulunmaktadir. Hicresel bilesen ana kategorisinde ise AL-
KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda sirasiyla 802, 119 ve 802 gen hiicre bolimi
(GO:0044464), 531, 78 ve 537 gen ise organel (G0:0043226) GO teriminde

bulunmaktadir.

4.7 Diferansiyel Eksprese Olmus Genler (DEGs)’in Kat Degisikligine gére Gen Ag, GO
ve KEGG Yolak Analizleri

AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasindaki belirli kat degisimindeki anlamli diferansiyel
genlerin gen ag (gene network), GO ve KEGG yolak analizleri String veritabaninda

yapilmigtir.

Ag analizinde nokta ve kenar renklendirmeleri String veritabaninda otomatik olarak
yapilmaktadir. Veritabaninin renklendirmeleri yaparken kullandigi kriterler Sekil

4.11’de gosterilmektedir. Buna gore noktalara sunulan veritabanina vyiklenen
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proteinleri/genleri, kenarlar ise protein-protein birlesmelerini ifade etmektedir.
Noktalarin renklendirilmesi belirli kategorilere gére yapilabilmektedir. istege bagli
renlendirilmediginde proteinler beyaz nokta halinde gosterilmektedir. Noktalarin igi
bos ise, o proteinin 3 boyutlu yapisinin bilinmedigini belirtmektedir. Kenarlarin acik
mavi ve pembe renkte olmasi bilinen bir protein-protein etkilesimi oldugunu
gostermektedir. Yesil, kirmizi ve koyu mavi olmasi ise, tahmin edilen bir etkilesim

oldugunu ifade etmektedir.

Nodes:

Network nodes represent proteins Node Color Node Content

3Ds
\ / pre
Edges:
Edges represent protein-protein associations ~ Known Interactions Predicted Interactions Others

Sekil 4.11 String veritabaninda nokta (node) ve kenarlarin (edges) renklendirilmeleri ve
bicimlerine goére anlamlandiriimasi

Ayrica 9 farkh renkte kullanici verisine gore ag lizerinde renklendirme yapabilmektedir.
Bizim sonuglarimizda GO ¢ ana kategoriden ve KEGG yolak sonuglarinda ilk ikisi
renklendirilmistir. Kirmizi ve mavi renkler GO Biyolojik proses kategorisinde, pembe ve
koyu yesil GO hiicresel bilesen kategorisinde, acik yesil ve sari GO molekiler fonksiyon
kategorisinde, aclk mavi ve aclk kahverengi ise KEGG yolaklarinin ilk ikisinde

gosterilmisgtir.

4.7.1 AL-KKK’da Anlamli Diferansiyel Eksprese Olmus Genlerin Artan ve Azalan Kat
Degisikligine gore Gen Ag, GO ve KEGG Yolak Analizleri

AL-KKK arasinda KKK’da 8,00 ile 63,99 kat artan toplam 207 anlamli diferansiyel genin
String veritabaninda yapilan analizleri Cizelge 4.4’de verilmistir. Buna gore, 207 genden
203 tanesi veritabaninda tanimlidir ve birbirleri ile baglantisini ifade eden kenar sayisi
712’dir. Sekil 4.12’de gen ag analizi, Cizelge 4.5’te ise bu genlerin GO ve KEGG yolak

analizi sonuglari verilmistir.
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Cizelge 4.4 AL-KKK arasinda KKK’da 8,00 ile 63,99 kat artan anlamli diferansiyel
genlerin String veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri
Nokta (node) sayisi: 203 Beklenen kenar sayisi: 121
Kenar (edge) sayisi: 712 PPl enrichment p-value: < 1.0e-16
Ortalama nokta sayisi: 7.01 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi: 0.423
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Sekil 4.12 AL-KKK arasinda KKK’da 8,00 ile 63,99 kat artan anlaml diferansiyel genlerin
ag analizi. (Kirmizi renk: GO:0032787, Mavi: GO:0044281, Pembe: GO:0005739, Koyu
Yesil: GO:0044444, Acik Yesil: GO:0016491, Sari: GO:0003824, Acik Mavi: PPAR Sinyal
Yolagi, Acik Kahverengi: Metabolik Yolaklar)
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Cizelge 4.5 AL-KKK arasinda KKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan anlamli diferansiyel
genlerin FDR degerlerine gore GO Biyolojik Proses, Hiicresel Bilesen ve Molekiler
Fonksiyon kategorileri ve KEGG yolak analizlerindeki sayilari

Biological Process (GO)

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0032787 monocarboxylic acid metabolic process 40 5.07e27 @
GO0:0044281 small molecule metabolic process 62 2.54e-26 @
G0:0006629 lipid metabolic process 52 5.92e-26
G0:0044710 single-organism metabolic process 94 5.92e-26
GO:0006631 fatty acid metabolic process 33 1.62e-25
Cellular Component (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
GO0:0005739  mitochondrion 69 1.63e-27 ()
G0:0044444  cytoplasmic part 125 247¢24 @
GO0:0005737 cytoplasm 142 9.91e-18
GO0:0044421 extracellular region part 81 6.16e-17
G0:0005740 mitochondrial envelope 32 7.9e-15
Molecular Function (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
GO0:0016491  oxidoreductase activity 37 3%-16 @
GO0:0003824  catalytic activity 89 1.22e-10 ()
GO0:0005488 binding 121 2.58e-07
GO:1901681 sulfur compound binding 14 2.58e-07
G0:0043167 ion binding 83 4.93e-07
KEGG Pathways

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
03320 PPAR signaling pathway 22 7.17e-25 ()
01100 Metabolic pathways 52 1.52e-19 @)
01120 Microbial metabolism in diverse environments 18 1.23e-12

01212 Fatty acid metabolism 12 1.23e-12

00640 Propanoate metabolism 9 2.99e-10

AL-KKK arasinda anlamli olarak KKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan toplam 176 anlamli
diferansiyel genin String veritabaninda yapilan analizleri Cizelge 4.6’de verilmistir.
Cizelge 4.6’ya gore, 164 tanesi gen bulunmustur ve kenar sayisi 1970’dir. Sekil 4.13’de
gen ag analizi, Cizelge 4.7'de ise bu genlerin GO ve KEGG vyolak analizi sonuglari

verilmigtir.

Cizelge 4.6 AL-KKK arasinda KKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan anlaml diferansiyel
genlerin String veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri

Nokta (node) sayisi: 164 Beklenen kenar sayisi: 272
Kenar (edge) sayisi: 1970 PPI enrichment p-value: < 1.0e-16
Ortalama nokta sayisi: 24 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi: 0.61
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Sekil 4.13 AL-KKK arasinda KKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan anlamli diferansiyel genlerin
ag analizi. (Kirmizi renk: GO:0007049, Mavi: GO:0000278, Pembe: GO:0005694, Koyu
Yesil: GO:0044427, Acik Yesil: GO:0005515, Sari: GO:0005488, Acik Mavi: T hiicre
reseptori sinyal yolagi, Acik Kahverengi: Hiicre dénglisi)
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Cizelge 4.7 AL-KKK arasinda KKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan anlaml diferansiyel
genlerin FDR degerlerine gore GO Biyolojik Proses, Hiicresel Bilesen ve Molekiler
Fonksiyon kategorileri ve KEGG yolak analizlerindeki sayilari

Biological Process (GO)

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
GO0:0007049  cell cycle 57 241e-32 @
GO:0000278  mitotic cell cycle 40 2.19%-26 @
GO:1903047  mitotic cell cycle process 39 5.19e-26
G0:0022402  cell cycle process 44 1.11e-24
G0:0051301 cell division 36 1.27e-24
Cellular Component (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
GO:0005694  chromosome 37 1.62e-18 ()
G0:0044427  chromosomal part 34 1.69e-17 @
GO0:0000793  condensed chromosome 21 7.94e-17
G0:0098687  chromosomal region 20 3.77e-14
G0:0031981 nuclear lumen 60 1.5e-13
Molecular Function (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0005515  protein binding 72 2.7%-09 @&
GO0:0005488  binding 103 1.35e-07 ()
GO0:0019900  kinase binding 19 1.01e-06
GO0:0019901  protein kinase binding 17 2.51e-06
GO0:0032550  purine ribonucleoside binding 35 2.51e-06
KEGG Pathways
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
04660 T cell receptor signaling pathway 12 3.7%-09 (O
04110 Cell cycle 12 1.15¢-08 @
05340 Primary immunodeficiency 7 3.94e-07
03030 DNA replication 6 1.01e-05
04640 Hematopoietic cell lineage 8 1.01e-05

4.7.2 AL-AKK’da Anlamli Diferansiyel Eksprese Olmus Genlerin Artan ve Azalan Kat
Degisikligine gore Gen Ag, GO ve KEGG Yolak Analizleri

AL-AKK arasinda AKK’da 2,00 ile 31,99 kat artan toplam 87 anlaml diferansiyel genin
Gen Ag, GO ve KEGG yolak analizleri String veritabaninda yapilmistir. Buna sonuclara
gore, 73 gen ve 98 tane genlerin birbirleri ile baglantisini ifade eden kenar sayisi
bulunmustur (Cizelge 4.8). Sekil 4.14’de gen ag analizi, Cizelge 4.9’da ise bu genlerin

GO ve KEGG yolak analizi sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.8 AL-AKK arasinda AKK’da 2,00 ile 31,99 kat artan anlaml diferansiyel
genlerin String veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri

Nokta (node) sayisi: 73 Beklenen kenar sayisi: 13
Kenar (edge) sayisi: 98 PPl enrichment p-value: < 1.0e-16
Ortalama nokta sayisi: 2.68 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi:  0.411
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Sekil 4.14 AL-AKK arasinda AKK’da 2,00 ile 31,99 kat artan anlamli diferansiyel genlerin
ag analizi. (Kirmizi renk: GO:0055114, Mavi: GO:0006631, Pembe: GO:0005739, Koyu
Yesil: GO:0005740, Agik Yesil: GO:0016491, Sari: GO:0050662, Acik Mavi: Yag asidi
metabolizma yolagi, Agik Kahverengi: PPAR sinyal yolag)
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Cizelge 4.9 AL-AKK arasinda AKK’'da 2,00 ile 31,99 kat artan anlamli diferansiyel
genlerin FDR degerlerine gore GO Biyolojik Proses, Hiicresel Bilesen ve Molekiler
Fonksiyon kategorileri ve KEGG yolak analizlerindeki sayilari

Biological Process (GO)
pathway ID pathway description count in gene set  false discovery rate
GO:0055114  oxidation-reduction process 18 6.79¢-07 @
GO:0006631 fatty acid metabolic process 1 3.12e-06 @
G0:0006629 lipid metabolic process 17 3.35e-06
GO0:0033539 fatty acid beta-oxidation using acyl-CoA dehydrogenase 4 5.02e-06
G0:0043436 oxoacid metabolic process 15 1.03e-05

Cellular Component (GO)
pathway ID pathway description count in gene set  false discovery rate
G0:0005739 mitochondrion 21 6.8¢-06 ()
GO:0005740 mitochondrial envelope 13 6.8¢-06 @
GO0:0005811 lipid particle 6 6.8e-06
GO0:0043229 intracellular organelle 54 6.8e-06
G0:0043231 intracellular membrane-bounded organelle 51 1.04e-05

Molecular Function (GO)
pathway ID pathway description count in gene set  false discovery rate
GO0:0016491 oxidoreductase activity 15 5.96e-06 @
G0:0050662 coenzyme binding 8 0.000153 (&)
GO0:0048037 cofactor binding 8 0.00175
GO0:0003995 acyl-CoA dehydrogenase activity 3 0.0144
G0:0005488 binding 45 0.0176

KEGG Pathways

pathway ID pathway description count in gene set  false discovery rate
01212 Fatty acid metabolism 8 5.33e-10 ()
03320 PPAR signaling pathway 9 5.33e-10 &)
01100 Metabolic pathways 18 3.69e-06
00071 Fatty acid degradation 5 2.36e-05
00640 Propanoate metabolism 3 0.00767

AL-AKK arasinda AKK’da 2,00 ile 31,99 kat azalan toplam 80 anlamli diferansiyel genin
gen ag, GO ve KEGG yolak analizleri String veritabaninda yapilmistir. Analizlere gore, 80
gen ve 44 tane genlerin birbirleri ile baglantisini ifade eden kenar sayisi bulunmustur
(Cizelge 4.10). AL-AKK’da 4,00-7,99 kat azalan gen yoktur. Sekil 4.15’de gen ag analizi,

Cizelge 4.11’de ise bu genlerin GO ve KEGG yolak analizi sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.10 AL-AKK arasinda AKK’da 2,00 ile 31,99 kat azalan anlamh diferansiyel
genlerin String veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri

Nokta (node) sayisi: 80 Beklenen kenar sayisi: 42
Kenar (edge) sayisi: 44 PPl enrichment p-value: 0.404
Ortalama nokta sayisi: 1.1 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi:  0.355
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Sekil 4.15 AL-AKK arasinda AKK’'da 2,00 ile 31,99 kat azalan anlaml diferansiyel
genlerin ag analizi. (Kirmizi renk: GO:0022610, Mavi: G0:0034109, Pembe:

G0:0043226, Agik Yesil: GO:0003723, Sari: GO:0043227)
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Cizelge 4.11 AL-AKK arasinda AKK’da 2,00 ile 31,99 kat azalan anlamh diferansiyel
genlerin FDR degerlerine gore GO Biyolojik Proses, Hiicresel Bilesen ve Molekiler
Fonksiyon kategorilerindeki sayilari

Biological Process (GO)

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate -
G0:0022610 biological adhesion 14 0.00232 ®
G0:0034109 homotypic cell-cell adhesion 9 0.00232 (&)
G0:0042110 T cell activation 8 0.00232
GO0:0046649 lymphocyte activation 9 0.00336
GO0:0065003 macromolecular complex assembly 14 0.00482
Molecular Function (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0003723 RNA binding 17 0.0173 (&)
Cellular Component (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0043227  membrane-bounded organelle 59 1.72e-05 ()
G0:0043226  organelle 60 3.62e-05 (O
GO0:0044422 organelle part 45 4.51e-05
G0:0044448 intracellular organelle part 44 4.67e-05
G0:0043231 intracellular membrane-bounded organelle 53 8.79e-05

AL-AKK arasinda AKK’da azalan anlamli diferansiyel genlerin String veritabaninda

herhangi bir KEGG yolaginda gen icermedigi gértlmustur.

4.7.3 KKK-AKK’da Anlamli Diferansiyel Eksprese Olmus Genlerin Artan ve Azalan Kat
Degisikligine gore Gen Ag, GO ve KEGG Yolak Analizleri

KKK-AKK arasinda AKK’da 8,00 ile 63,99 kat artan toplam 176 anlamli diferansiyel genin
String veritabaninda yapilan ag analizi istatistiksel sonucu 161 gen ve 1588 kenar sayisi
gorulmustir (Cizelge 4.12). Sekil 4.16’da gen ag analizi, Cizelge 4.13’de ise bu genlerin

GO ve KEGG yolak analizi sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.12 KKK-AKK arasinda AKK’da 8,00 ile 63,99 kat artan anlamli diferansiyel
genlerin String veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri

Nokta (node) sayisi: 161 Beklenen kenar sayisi: 257
Kenar (edge) sayisi: 1588 PPl enrichment p-value: < 1.0e-16
Ortalama nokta sayisi: 19.7 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi:  0.605
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Sekil 4.16 KKK-AKK arasinda AKK’'da 8,00 ile 63,99 kat artan anlamli diferansiyel
genlerin ag analizi. (Kirmizi renk: GO0:0007049, Mavi: G0:00022402, Pembe:
G0:0000793, Koyu Yesil: GO:0005694, Acik Yesil: GO:0005515, Sari: GO:004877, Acik
Mavi: T hiicre reseptori sinyal yolagi, Agik Kahverengi: Primer immiinodefens)
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Cizelge 4.13 KKK-AKK arasinda AKK’'da 8,00 ile 63,99 kat artan anlaml diferansiyel
genlerin FDR degerlerine gore GO Biyolojik Proses, Hiicresel Bilesen ve Molekiler
Fonksiyon kategorileri ve KEGG yolak analizlerindeki sayilari

Biological Process (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0007049 cell cycle 52 1.97e-27 (&)
G0:0022402 cell cycle process 46 6.08e-27 (@)
GO0:1903047 mitotic cell cycle process 38 3.81e-25
G0:0000278 mitotic cell cycle 38 1.18e-24
G0:0000280 nuclear division 35 2.15e-24

Cellular Component (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
GO0:0000793 condensed chromosome 22 7.26e-18 &)
GO:0005694 chromosome 32 2.51e-14 (&)
G0:0015630 microtubule cytoskeleton 35 1.74e-13
GO0:0005819 spindle 20 6.29e-13
G0:0044427 chromosomal part 28 1.87e-12

Molecular Function (GO)
pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0005515 protein binding 69 3.28e-08 &
G0:0044877 macromolecular complex binding 30 2.18e-07 &)
G0:0019900 kinase binding 19 7.33e-07
GO0:0005488 binding 99 8.56e-07
G0:0019901 protein kinase binding 17 3.68e-06

KEGG Pathways

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
04660 T cell receptor signaling pathway 14 6.1e-12 ®
05340 Primary immunodeficiency 7 5.2e-07 ®
04110 Cell cycle 10 1.5e-06
04640 Hematopoietic cell lineage 7 0.000138
04068 FoxO signaling pathway 7 0.00267

KKK-AKK arasinda AKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan toplam 139 anlaml diferansiyel
genin String veritabaninda yapilan ag analizi istatistiksel sonucu 131 gen ve 298 kenar
sayisl gorilmistlr (Cizelge 4.14). Sekil 4.17'de gen ag analizi, Cizelge 4.15’de ise bu

genlerin GO ve KEGG yolak analizi sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.14 KKK-AKK arasinda AKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan anlamli diferansiyel
genlerin String veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri

Nokta (node) sayisi: 131 Beklenen kenar sayisi: 78
Kenar (edge) sayisi: 298 PPI enrichment p-value: < 1.0e-16
Ortalama nokta sayisi: 4.55 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi :  0.441
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Sekil 4.17 KKK-AKK arasinda AKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan anlaml diferansiyel
genlerin ag analizi. (Kirmizi renk: GO:0048878, Mavi: G0:0042592, Pembe:
G0:0043292, Koyu Yesil: GO:0044449, Acik Yesil: GO:0004075, Sari: GO:0016491, Acik
Mavi: PPAR sinyal yolagi, Acik Kahverengi: ilagc metabolizmasi)
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Cizelge 4.15 KKK-AKK arasinda AKK’da 8,00 ile 63,99 kat azalan anlamli diferansiyel
genlerin FDR degerlerine gore GO Biyolojik Proses, Hiicresel Bilesen ve Molekiler
Fonksiyon kategorileri ve KEGG yolak analizlerindeki sayilari

Biological Process (GO)

pathway ID  pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0048878 chemical homeostasis 24 3.61e-08 @
G0:0042592 homeostatic process 27 1.04e-06 &
GO0:0044710 single-organism metabolic process 46 2.15e-06
GO0:0050801 ion homeostasis 17 2.95e-06
G0:0055114 oxidation-reduction process 22 2.95e-06
Cellular Component (GO)
pathway ID  pathway description count in gene set false discovery rate
GO0:0043292 contractile fiber 16 1.64e-11 ()
GO0:0044449 contractile fiber part 15 2.48e-11 @
GO:0030016 myofibril 15 5.2e-11
GO:0030017 sarcomere 14 9.58e-11
GO0:0044444 cytoplasmic part 73 9.58e-11
Molecular Function (GO)
pathway ID  pathway description count in gene set false discovery rate
GO:0004075 biotin carboxylase activity 4 1.07e-05 @
GO0:0016491 oxidoreductase activity 19 1.07e-05 ()
G0:0016885 ligase activity, forming carbon-carbon bonds 4 4.97e-05
GO0:0043167 ion binding 56 5.91e-05
G0:0005515 protein binding 49 0.001
KEGG Pathways

pathway ID  pathway description count in gene set false discovery rate
03320 PPAR signaling pathway 8 4.76e-06 ()
00982 Drug metabolism - cytochrome P450 7 1.07e-05 &
01100 Metabolic pathways 24 1.07e-05
04260 Cardiac muscle contraction 7 1.86e-05
00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 6 9.78e-05

4.8 immiin Sistem iliskili Genlerinin Belirlenmesi , KEGG Yolak ve Gen Ag Analizi

GO sonuclarina gore AL-KKK arasinda 2821, AL-AKK arasinda 445 KKK-AKK arasinda
2825 anlamli farkli eksprese olmus genlerden sirasiyla 188, 36 ve 176’si immin sistem
proses (G0O:0002376) fonksiyonel zenginlestirme kategorisinde oldugu belirlenmistir.
G0:0002376 kategorisinde bulunan genlerin isimlerine Panther GO-Slim sonug
raporundan ulastlip listelenmistir. Bu genlerin RNA-seq verilerinde ekspresyon
seviyelerine bakildi ve CummeRbund ile heatmap grafigi olarak gortintilenmistir (Sekil

4.18).
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Sekil 4.18 AL, KKK ve AKK’da anlamli eksprese olmus genlerin “immiin Sistem Proses”
(GO:0002376) GO teriminin icerdigi genlerin gen ekspresyon diizeylerinin heatmap
grafigi ile gbsterimi
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Bu grafikte gen ekspresyon diizeyleri logaritmik olarak FPKM diizeyinde renk tonlarina
gore verilmektedir. immiin sistemle iliskili genlerin RNA-seq verilerindeki ekspresyon
seviye farkhhklari da logio FPKM degeri ile verilmistir. Sonuglara bakildiginda AL ve KKK
arasinda gen ekspresyon seviye farklililarinin oldukca belirgin diizeyde oldugu
gorilmektedir. Ayni sekide KKK ve AKK arasindaki ekspresyon farki da belirgindir.
Ancak AL ve AKK arasinda bu farkin énemli dlclide az oldugu gorilmektedir. Excel
programi ile analiz yapildiginda AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda sirasiyla bu
genlerin 67, 17 ve 92'sinin ekspresyonu artmis, 121, 84 ve 19’unun ise ekspresyonu

azalmstir.

AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda immin sistemle iligkili anlamh diferansiyel
eksprese olmus genlerin KEGG yolak ve gen ag analizleri String veritabaninda

yapilmistir. FDR degeri ile filtrelenmistir.

AL-KKK arasinda bulunan immin sistem iliskili genlerden 166 tanesi String
veritabaninda ag olarak gorintiilenmis ve KEGG vyolak analizine goére gen agi

renklendirilmistir (Cizelge 4.16, Sekil 4.19, Cizelge 4.17).

Gizelge 4.16 AL-KKK arasinda immin sistem iligkili anlamli diferansiyel genlerin String
veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri

Nokta (node) sayisi: 166 Beklenen kenar sayisi: 150
Kenar (edge) sayisi: 593 PPl enrichment p-value: < 1.0e-16
Ortalama nokta sayisi: 7.14 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi:  0.444
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Sekil 4.19 AL-KKK arasinda immiin sistem iligkili anlamli diferansiyel genlerin analizi
sonucu (KEGG yolak analiz sonuglarina gore renklendirilmistir.)

Cizelge 4.17 AL-KKK arasinda immiun sistem iliskili anlaml diferansiyel genlerin KEGG
yolak analizi sonuglari

KEGG Pathways

pathway ID  pathway description count in gene set  false discovery rate
04612 Antigen processing and presentation 12 475¢-11 @
04660 T cell receptor signaling pathway 12 1.5%e-09 &
05168 Herpes simplex infection 15 1.5%¢-09 @
05145 Toxoplasmosis 12 212e-09 ()
05152 Tuberculosis 14 212e-09 ()
05161 Hepatitis B 13 2.16e-09 @
04380 Osteoclast differentiation 12 418e-09 ()
05140 Leishmaniasis 9 3.37¢-08 @
05200 Pathways in cancer 16 5.77¢-08 (@ |

AL-AKK arasinda bulunan immiun sistem iligkili genlerin 30 tanesi String veritabaninda
ag olarak goéruntilenmis ve KEGG yolak analizine goére gen ag renklendirilmistir

(Cizelge 4.18, Sekil 4.20, Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.18 AL-AKK arasinda immuin sistem iliskili anlamli diferansiyel genlerin String
veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri
Nokta (node) sayisi: 30 Beklenen kenar sayisi: 4
Kenar (edge) sayisi: 19 PPI enrichment p-value: 2.32e-07
Ortalama nokta sayisi: 1.27 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi:  0.364
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Sekil 4.20 AL-AKK arasinda immin sistem iliskili anlamli diferansiyel genlerin analizi
sonucu (KEGG yolak analiz sonuglarina gore renklendirilmistir.)

Cizelge 4.19 AL-AKK arasinda immin sistem iligkili anlamli diferansiyel genlerin KEGG
yolak analizi sonuglari

KEGG Pathways
pathway ID pathway description count in gene set  false discovery rate
05152 Tuberculosis 5 0.000778 @
05145 Toxoplasmosis 4 0.00199 &
04145 Phagosome 4 0.00414 @&
04621 NOD-like receptor signaling pathway 3 0.00414 ()
04612 Antigen processing and presentation 3 0.00442 ()

KKK-AKK arasinda bulunan immiin sistem iligkili genlerden 146 tanesi String
veritabaninda ag olarak gorintiilenmis ve KEGG vyolak analizine goére gen agi

renklendirilmistir (Cizelge 4.20, Sekil 4.21, Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.20 KKK-AKK arasinda immun sistem iligkili anlamli diferansiyel genlerin String
veritabaninda ag analizi sonucu istatistikleri

Ag Analizi istatistikleri

Nokta (node) sayisi: 146 Beklenen kenar sayisi: 99
Kenar (edge) sayisi: 419 PPl enrichment p-value: < 1.0e-16
Ortalama nokta sayisi: 5.74 Ortalama bolgesel kiimeleme katsayisi :  0.434

Sekil 4.21 KKK-AKK arasinda immun sistem iligkili anlamli diferansiyel genlerin analizi
sonucu (KEGG yolak analiz sonuglarina gore renklendirilmistir.)

Cizelge 4.21 KKK-AKK arasinda immdin sistem iliskili anlamli diferansiyel genlerin KEGG
yolak analizi sonuglari

KEGG Pathways

pathway ID  pathway description count in gene set  false discovery rate
04660 T cell receptor signaling pathway 11 2.05¢-08 @
05161 Hepatitis B 12 211e-08 @
05200 Pathways in cancer 16 257¢-08 @
05162 Measles 1 1.02e-07 (&)
04668 TNF signaling pathway 10 1.16e-07 ()
05168 Herpes simplex infection 12 2.64e-07 @
04380 Osteoclast differentiation 10 2.72e-07 ()
05152 Tuberculosis 1 4.94e-07
04650 Natural killer cell mediated cytotoxicity 9 1.59e-06 Q_
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4.9 Yaslanma ile ilgili Genlerinin Belirlenmesi

Mouse Genome Informatics (MGI) veritabaninda yaslanma (aging) ile ilgili GO:0021700
terimi igcin MGI GO Browser aracindan arama yapilmigtir. Veritabaninda GO:0021700-
Aging teriminin alt kategorilerini gdsteren GO Tree View ile GO:0021700 teriminin 5

alt terinden ve 292 genden olustugu Sekil 4.22’ta gosterilmistir.

Gene Ontology Browser

Molecular Function | Biological Process | Cellular Component

GO Term Detail

Term: aging
Synonyms: | ageing

Definition: | A developmental process that is a deterioration and loss of function over time. Aging includes loss of functions
such as resistance to disease, homeostasis, and fertility, as well as wear and tear. Aging includes cellular
senescence, but is more inclusive. May precede death and may succeed developmental maturation (GO:0021700).

Parent Terms: | js-a developmental process

GO Tree View
¥ H agi (229 genes, 272 annotations)

> (@ age-dependent general metabolic decline
------ i animal organ senescence

b i cell aging

i fruit ripening

. @ modulation of age-related behavioral decline

- [l multicellular organism aging

»- [ plant organ senescence

Sekil 4.22 MGI veritabaninda G0O:0021700 teriminin alt terimleri ve icerdigi gen
saylsini iceren goruntu

Bu genler fare genomunda bulunan genlerdir. Genler belirlenerek AL, KKK ve AKK
verilerinde aranmis, CummeRbund ile heatmap grafigi seklinde log;o FPKM degerine

gore gorintilenmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 GO:0021700-Aging GO teriminin AL, KKK ve AKK verilerindeki genlerin gen
ekspresyon dlizeylerinin heatmap graf

dizeyinde karsilastirildigr gérilmdistir. Sekil 4.23’e gore, yaslanma ile ilgili genlerin AL

ile KKK ve KKK ile AKK arasinda ekpresyon seviyelerinin oldukca farkl oldugu fakat AL

ile AKK arasinda ise benzer oldugu farkedilmistir.
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Yaslanma ile ilgili 292 genden AL, KKK ve AKK RNA-seq verimizde 150 genin ekspresyon

ile gosterimi




4.10 Oksidatif Stresle ilgili Genlerinin Belirlenmesi

Mouse Genome Informatics (MGI) veritabaninda oksidatif stresle iliskili genleri
kapsayan, oksidatif strese cevap olarak degisen genleri iceren GO:0006979 (response
to oxidative stress) terim igin MGl GO Browser aracinda arama yapilmistir. MGI
veritabaninda fare genomunda GO:0006979 teriminin 7 alt terimden ve 380 genden

olustugu GO Tree View ile Sekil 4.24’de gosterilmistir.

Gene Ontology Browser
Molecular Function | Biological Process | Cellular Component
GO Term Detail

Definition: | Any process that results in a change in state or activity of a cell or an organism (in terms of movement, secretion,
enzyme production, gene expression, etc.) as a result of oxidative stress, a state often resulting from exposure to
high levels of reactive oxygen species, e.g. superoxide anions, hydrogen peroxide (H202), and hydroxyl radicals.

Parent Terms: | js-a response to stress
Category:  Biological Process
ID:  GO:0006979

GO Tree View

¥ I response to oxidative stress (380 genes, 583 annotations)

> I age-dependent response to oxidative stress

> Bl cellular response to oxidative stress

------ i detection of oxidative stress

P negative regulation of response to oxidative stress

- {3 positive regulation of response to oxidative stress

- (@ regulation of mRNA stability involved in response to oxidative stress
b @ regulation of response to oxidative stress

response to hydroperoxide

1]
- [l response to photooxidative stress
1]

response to reactive oxygen species

Sekil 4.24 MGI veritabaninda GO:0006979 teriminin alt terimleri ve igerdigi gen
saylsini iceren goruntu

Genler belirlenerek bu genler AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerinde aranmis ve logio

FPKM degerlerine gére heatmap grafigi seklinde goéruntilenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 G0:0006979-Response to oxidative stress GO teriminin AL, KKK ve AKK
verilerindeki genlerin gen ekspresyon diizeylerinin heatmap grafigi ile gdsterimi

Oksidatif stres ile ilgili 380 genden AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerinde 300 genin
ekspresyonunun karsilastirildigr gortlmustir. Grafik incelendiginde, oksidatif stres ile
ilgili genlerin KKK verisindeki gen ekspresyonunun cogunlukla AL ve AKK verilerindeki

gen ekspresyonuna gore farkl oldugu gozlenmistir.
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4.11 Sirtuin Genlerinin Ekspresyon Diizeylerinin AL, KKK ve AKK RNA-seq Verilerinde

Belirlenmesi

Sirtuin genlerinin AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerinde belirlenebilmesi igin Sirt1, Sirt2,
Sirt3, Sirt4, Sirt5, Sirt6 ve Sirt7 genleri icin CummeRbund programinda veriler icinde
arama yapilmistir ve ekspresyon seviyeleri log;o FPKM degerine gére heatmap grafigi
ile gorintilenmistir (Sekil 4.26). Alinan sonuclara gore Sirtuin genlerinden Sirt1, Sirt2,
Sirt3, Sirt4, Sirt5 ve Sirt6’'nin verilerde bulundugu belirlenmistir. Sirtl, Sirt4 ve Sirt6
genlerinin AL ve AKK’'da ekspresyonu artarken KKK'da azaldigi goridlmdistir. Tam
tersine Sirt3 ve SirtS'in AL ve AKK'da ekspresyonu azaldigi KKK’'da ise arttig
gortlmuistir. Sirt2 geninin ekspresyon seviyesinin (i¢c veride de benzer oldugu

farkedilmistir.

Sirt6IXLOC_004576

Sirt5IXLOC_009546
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Sirt2IXLOC_033292

Sirt11XLOC_004408
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Sekil 4.26 AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerinde bulunan Sirtuin genlerinin logio FPKM
degerlerine gore olusturulmus heatmap grafigi
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4.12 mTOR Yolagi Genlerinden Rps6kbl, mTOR, Racl, Rac2, Rac3, Eifdebp2 ve

Egfr'nin Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

mMTOR vyolak genlerinden Rps6kb1, mTOR, Racl, Rac2, Rac3, Eif4ebp2 ve Egfr icin AL,
KKK ve AKK RNA-seq verilerinde CummeRbund programi ile arama yapilmistir ve
ekspresyon seviyeleri log;o FPKM degerine gore heatmap grafigi ile gorintilenmistir

(Sekil 4.27).

Rps6kb1IXLOC_007186

Rac3IXLOC_006272

Rac2IXLOC_013373

|Og10 FPKM + 1
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Rac1IXLOC_030518 1.5
1.0

0.5
MtorIXLOC_026005

Eif4ebp2IXLOC_004381

EgfrIXLOC_004985

Q o)
~ (@)
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Sekil 4.27 AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerinde bulunan bazi mTOR yolak genlerinin logig
FPKM degerlerine gore olusturulmus heatmap grafigi

90



4.13 Leptin (Lep), Ghrelin (Ghr), insiilin biiyiime faktorii 1 (lgfl), Adinopektin
(Adipoq), Kaspaz 3 (Casp3), Timosit antijeni (Thy-1), interlokin-16 (IL-16) ve CD4

Genlerinin qPCR Validasyonlari ve RNA-seq Verisindeki Ekspresyon Seviyeleri

AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerinde farkl eksprese olan genleri validiye etmek igin
leptin (Lep), ghrelin (Ghr), insilin blylume faktérid 1 (lgfl), adinopektin (adipoq),
timosit antijeni (Thy-1), interlokin-16 (IL-16), CD4 ve kaspaz 3 (Casp3) genleri
secilmistir. Oncelikle, her genin AL, KKK ve AKK RNA-seq verisindeki ekspresyon
dizeylerine bakilmistir. Sekil 4.28’de Lep, Ghr, Igfl ve Adipoq genlerinin, Sekil 4.29'da
ise Thy-1, IL-16, CD4 ve Casp3 genleri icin FPKM degerlerine gore heatmap grafigi

olusturulmustur.

LepIXLOC_030754

hrll XL 254
GhIXLOC 032548 log1o FPKM + 1
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Sekil 4.28 Lep, Ghr, Igfl ve Adipoq genlerinin FPKM degerlerine gore olusturulmus
heatmap grafigi [274]
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Thy1IXLOC_038158

2.0
1.5
1.0

Sekil 4.29 Thyl, IL-16, CD4 ve Casp3 genlerinin FPKM degerlerine gore olusturulmus
heatmap grafigi
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Sekil 4.30 ve Sekil 4.31'de ise bu genlerin gPCR sonucuna gbre bu genlerin gen

ekspresyon seviyeleri 2% metodu ile hesaplanmis seklinde verilmistir.
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Sekil 4.30 Lep, Ghr, Igfl ve Adipoqg genlerinin 2% metoduna gore hesaplanmis qPCR
sonuc grafigi [274]
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Expression Level (22CTt)

Sekil 4.31 Casp3, Thyl, IL-16 ve CD4 genlerinin 2% metoduna gore hesaplanmis qPCR
sonug grafigi

RNA-seq ve qPCR sonuglarina bakildiginda, sadece leptin gen ekspresyon seviyesinin
RNA-seq ve gPCR sonuglari arasinda farklilik oldugu gorilmustir. Diger genlerin RNA-

seq ve qPCR sonuglarinin birbiri ile uyumlu oldugu gortlmustur.
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4.14 Tartisma ve Oneriler

Kalori kisitlamasi (KK), negatif enerji dengesini uyandiran ve deney hayvanlarinda
ortalama ve maksimal émri 6nemli 6lglide arttiran gligli bir metabolik midahaledir
[275, 276]. Deneysel hayvan modellerinde kalori kisitlamasinin bagisiklik sisteminin
cesitli kollarinda 6nemli bir etkisi oldugunu gosteren bircok calisma bulunmaktadir. Bu
calismalarin cogu, kalori kisitlamasinin bircok immin sistem yanit parametrelerini

gelistirdigini ortaya koymaktadir [2], [28, 29].

iki farkh kalori kisitlamasi uygulamasi bulunmaktadir; Kronik kalori kisitlamasi (KKK) ve
aralikli  kalori kisitlamasi (AKK). KKK’da bir periyot boyunca kalori kisitlamasi
uygunlanirken, AKK’da ise bir periyotta belirlenen bir zamanda kalori kisitlanmasinin
uygulanmasi seklindedir [3-6]. KKK yontemi c¢ogu calismada vyaygin olarak
uygulanmasina ragmen, AKK uygulamasi sinirli sayida c¢alisilmistir. Bircok deneysel
hayvan ¢alismasinda, KKK ve AKK'nin kanser onleyici etkileri oldugu bildirilmistir.
Calismalarin bazilari AL grubuna kiyasla KKK'nin daha etkili oldugunu gosterirken,

digerleri AKK'nin daha etkili oldugunu gostermistir [277].

Timus, immin sistemdeki en 6nemli lenfoid organlarindan biridir KK'nin timik

fonksiyonu gliclendirdigini gosteren bircok ¢alisma vardir [2], [28], [278].

Bu ¢alismada kisa donem ad libitum (AL), kronik kalori kisitlamasi (KKK) ve aralikli kalori
kisitlanmasi (AKK) beslenme sekilleri uygulanan MMTV-TGF-a farelerin timusundan
izole edilen total RNA ile yeni nesil sekanslama teknolojisiyle RNA-seq yapilarak (g
beslenme durumunda eksprese olan genlerin karsilagtirilmasi amaglanmistir. Calisma
icin Oncelikle MMTV-TGF-a fareleri 10. haftadan itibaren AL, KKK (ad libitum
beslenmenin %85’i) ve AKK (lg¢ hafta ad libitum, bir hafta adlibitum beslenmenin %60
ve tekrar U¢ hafta ad libitum) seklinde beslenmislerdir. AL ve KKK beslenme grubundaki
farelerden 18. hafta sonunda, AKK seklinde beslenen gruptaki farelerden 18. hafta
basinda timuslari alinmistir. Yani AL ve KKK beslenme grubundaki fareler 8 hafta
boyunca ad libitum ve %15 kalori kisitlamasi uygulanmis, AKK beslenme grubundakilere
ise 10. haftadan sonra 3 hafta ad libitum, bir hafta %60 kalori kisitlamasi ve 3 hafta ad
libitum beslenme uygulanmistir. Timuslardan total RNA izolasyonu ve RNA kalite
Olcimi yapildiktan sonra BGl'ye RNA-seq igin gonderilmistir. Cift uglu sekanslama

sonucu ¢ RNA-seq verisinden 100 bp’lik okumalarin bulundugu yaklasik 105 milyon
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temiz okuma elde edilmistir. TopHat ve Cufflinks programlari ile yapilan analizler ile
yaklasik 95 milyon okuma GRCm38 fare genomuna haritalanmistir ve Cuffdiff programi
sonucuna gore toplam 6091 anlamli diferansiyel eksprese gen (DEGs) (p<0,05) elde
edilmistir. Bu genler gen ontoloji (GO) siniflandirmasina gére molekiler fonksiyon,
biyolojik slirec ve hiicresel bilesen GO kategorilerine gore siniflandiriimistir. KEGG yolak
ve gen ag analizleri de String veritabaninda belli kat degisimi olan Ug¢ verideki
diferansiyel eksprese genler ve immiin sistem iliskili genler igin yapilmigtir. Ayrica
immin sistem, beslenme metabolizmasi ve tlimoér olusumu icin kalori kisitlamasi
calismalarinda 6nemli rol oynayan leptin (Lep), ghrelin (Ghrl), instlin biyime faktora 1
(Igf1) adinopektin (adipoq), timosit antijeni (Thy-1), interlékin-16 (IL-16), CD4 ve
kaspaz 3 (Casp3) genlerinin [170], [15], [267-269] gPCR ile validasyonu yapilmistir.

Cuffdiff programi analizlerine gore, AL-KKK beslenme gruplari arasinda 2821, AL-AKK
beslenme gruplari arasinda 445, KKK-AKK beslenme gruplari arasinda ise 2825 anlamli
diferensiyel eksprese olmus gen (DEGs) (p<0,05) bulunmaktadir. Bu sonugclar farkh
beslenme tiplerinin timusdaki gen ekspresyonunu etkiledigini gostermektedir. AL ve
KKK beslenme arasindaki gen ekspresyon farki ve ayni sekilde KKK ve AKK arasindaki
gen ekspresyon farki oldukca yiksektir. AKK’da sadece bir hafta kalori kisitlamasi
uygulanmasina ragmen AL ve AKK arasinda 445 gende ekspresyon farkinin olmasi bir
haftalik kalori kisitlamasinin bile gen ekspresyon dizeyi farkhliklarina oldukga etkili

oldugunun gostergesidir.

Gen ontoloji sonuclarina gore, AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK beslenme gruplari arasinda
anlaml diferansiyel eksprese olmus genlerin Molekiiler Fonksiyon kategorisindeki en
¢ok bulundugu iki GO terimi, katalitik aktivite (GO: 0003824) ve baglanma (GO:
0005488)'dir (Sekil 4.10). Katalitik aktivite (GO: 0003824) terimi, biyokimyasal
reaksiyonlarda rol alan enzimlerden bahsetmaktedir [279]. Baglanma (GO: 0005488)
terimi ise, bir veya daha fazla molekille etkilesime gegen ligand proteinlerini
tanimlamaktadir [280]. AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK beslenme gruplari arasinda anlaml
diferansiyel eksprese olmus genlerin biyolojik siirec kategorisindeki en ¢cok bulundugu
iki GO terimi, hiicresel sire¢ (GO: 0009987) ve metabolik siire¢ (GO: 0008152)’tir.
Hicresel slire¢ (GO: 0009987) terimi, hiicrede gerceklesen fakat tek bir hiicre ile sinirli

olmayan islemleri kapsayan sirectir [281]. Metabolik slre¢ (GO: 0008152) terimi,
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metabolik ve anabolik kimyasal reaksiyonlardaki kigiik molekiler islemleri igerdigi gibi
ayni zamanda DNA onarimi ve replikasyonu, protein sentezi ve pargalanmasi gibi

makromolekdler islemleri de igerir [282].

AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK beslenme gruplari arasinda anlamh farkli eksprese olmus
genlerin hicresel bilesen kategorisindeki en ¢ok bulundugu iki GO terimi ise, hiicre
bolimi (GO: 0044464) ve organel (GO: 0043226) oldugu gorilmektedir. Hicre bolimi
(GO: 0044464) terimi, hiicrede yapisal ve fonksiyonel olusturan parcalari ifade
etmektedir [283]. Organel (GO: 0043226) terimi ise, organel yapisini nitelemektedir
[284].

GO analizlerinden yola gikilarak dncelikle immiin sistemle iliskili genler tespit edilmistir.
Ayrica GO analizleri ile KK ile dnemli ol¢lide ekspresyon dlizeyleri degisen yaslanma ve
oksidatif stres ile iligkili genler de tespit edilerek, bu genlerin AL, KKK ve AKK RNA-seq

verilerindeki ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.

AL, KKK ve AKK RNA-seq verilerindeki immiin sistemle iliskili genleri belirleyebilmek igin
GO kategorisi olan immin sistem proses (G0:0002376) kategorisindeki genler
incelenmistir. GO sonuglarina gore AL-KKK arasinda 2821, AL-AKK arasinda 445 KKK-
AKK arasinda 2825 anlamli farkl eksprese olmus genlerden sirasiyla 188, 36 ve 176’si
GO zenginlestirme kategorilerinden immin sistem proses (GO:0002376) kategorisinde
oldugu belirlenmistir. GO analiz sonuglarina gére, immiin sistem slirecindeki genlerinin
sayisi, AL-AKK arasinda diferansiyel eksprese olmus genlere kiyasla, AL-KKK ve KKK-AKK
gruplari arasindaki diferansiyel eksprese olmus genlerin sayisi yliksek oranda
gozlemlenmigstir. Bu sonug da, immiin sistem genlerinin ekspresyonunun beslenme

etkileri ile ekspresyon farkliliklari olusturdurdugu yoniindedir.

Kalori kisitlamasi ve immin sistem arasindaki iliskinin belirlenmesi ile ilgili yapilan
¢ahsmalar, KK'nin T hucrelerinin yanitlari, dogal oldlrici hicre aktivitesi ve
mononikleer hicrelerin pro-inflamatuvar sitokinler Gretme kabiliyeti gibi immin

yanitlarin birgok parametresini gelistirdigini ortaya koymaktadir [2], [28-31].

Bilimsel arastirmalar, leptin (Lep), ghrelin (Ghr), insiilin benzeri bliyiime faktoru 1 (I1gf1)
ve adinopektin (Adipoq) genlerinin kanser gelisiminde ve immiunitede onemli rol

oynadigini géstermektedir. Calismamizda Lep, Ghr, Igfl ve Adipoq genlerinin yani sira
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Ozellikle immin cevapta rol oynayan Thyl, IL-16, CD4 ve Casp3 genlerinin [170], [15],
[267], [268], [269] gPCR ile ekspresyon seviyelerine bakilip RNA-seq veri sonuglarimiz
validiye edilmistir. Leptin, stres hormonlarinin seviyesini distrir ve tiroid aktivitesini
ve tiroid hormon seviyelerini yukseltir [173]. KK, stres hormonlarinin ekspresyonunu
arttirdigindan ve tiroid hormonlarinin ekspresyonunu azaltir, bu yizden leptin
seviyeleri KK’'da azalir [173, 174]. Ghrelin, pro-inflamatuar sitokinleri azaltarak
bagisiklik fonksiyonunu dizenlemektedir [29]. Bir¢cok kalori kisitlamasi ile ilgili calisma
Igfl ekspresyon seviyesinin azaldigini bildirmis olsa da [176-178] bazi g¢alismalarda
kalori kisitlamasi uygulanan organizmalarda Igfl diizeyinde bir degisiklik veya artis
bildirilmemistir [179, 180]. Adinopektin, insilin duyarliigini baslatmak igin énemli bir
hormondur ve KK sirasinda seviyeleri yikselir [171, 172]. Bu calismada; RNA-seq
sonuclarina gore, leptin gen ekspresyon seviyesi KKK seklinde beslenen grupta daha
fazladir (Sekil 4.46), ancak qPCR sonugclarina goére AL seklinde beslenmis grupta diger
gruplara gore daha yuksektir (Sekil 4.48). KKK’da leptin ekspresyonunun fazla olmasi,
kisa donem kalori kisitlamasi uygulanmasinin sonucu olarak distintlmektedir. Ghrelin
ekspresyonu KKK’da artmistir (Sekil 4.46) bu da KKK'nin bagisikhk fonksiyonunu
gelistirme Uzerinde olumlu etkileri oldugunu gostermektedir [29]. Ayni sekilde Igfl
ekspresyonuna bakildiginda KKK ve AKK’da ekspresyon seviyesinin AL’ye gore fazla
oldugu gorilmektedir (Sekil 4.46). Bu baglamda mevcut sonuglar, ayni fare modeli
kullanilarak yapilan daha 6nceki bulgularina da destek vermektedir [169]. Onceki
¢alismalarda KKK ve AKK gruplarindan farelerin meme yag doku dokusunda, 37.
haftada AL gruplarina kiyasla Igfl ve IGFBP3 protein ekspresyonu seviyeleri artmis
olarak gorilmistir [169]. Buna ek olarak, Igf1 geni ekspresyon seviyeleri, AL, KKK ve
AKK seklinde beslenen gruplar arasinda benzer olarak gortlmustir. Ayrica 18 haftalik
bir fare modeli igin geng olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, daha fazla biyime
faktortine ihtiyac duyan kalori kisith grupta daha ylksek Igfl geni ekspresyon
seviyesinin gorilmesi beklenmemektedir. RNA-seq ve qPCR sonuglarina gore, KKK
seklinde beslenen grupta adinopektin gen ekspresyon seviyesi artmaktadir. Bu da
kalori kisitlamasinin insiilin duyarhihgini artirdiginin  géstergesidir. immiin yanitta
onemli rol oynayan Thyl, IL-16, CD4 ve Casp3 genlerinin RNA-seq verilerinde ve
gPCR'de ekspresyon dizeyleri paralel olarak artip azalmistir. Bu genlerin ekspresyon

seviyeleri beslenen KKK’da azalir. Birgok ¢alismada KK ile Thyl, IL-16, CD4 ve Casp3
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dizeylerinin azaldigini bildirmistir [267-269]. KK, yag kutlesini dnemli 6lglide azaltan,
yasla beraber olusan hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olan ve yasam siresini uzatan
bir uygulamadir [285], timus dokusunda Thy1, IL-16 ve CD4 ve Casp3 ekspresyonunu
azaltmistir. Bu sonuglar kisa sureli KK'nin gelismekte olan bagisikhk fonksiyonunu

olumlu yénde etkiledigini gostermektedir.

GO analizlerinden yola ¢ikarak yaslanma ve oksidatif stres ile iliskili genler belirlenip AL,
KKK ve AKK verilerinde bu genler aranarak verilerdeki gen ekspresyon profillerine
bakilmistir. Veriler arasindaki gen ekspresyon farki 6nemli diizeyde oldugu
gortlmustir. Yapilan bircok arastirma KK’'nin oksidatif stres ve yaslanma ile ilgili bircok
genin ekspresyon dizeyini etkilemistir [12], [71]. Bizim ¢alismamizda da kisa sireli KK
uygulanmis olmasina ragmen AL ile KKK arasinda gen ekspresyon seviyesi farkliliklari
oldukca belirgindir. Ayrica AL ile AKK arasinda sadece bir haftalik kalori kisitlamasi

uygulanmasina ragmen gen ekspresyon seviyelerinde farkhliklar saptanmistir.

Bunlara ek olarak, KK’nin etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda Sirtuin proteinleri ve
mTOR vyolak calismalari énemli bir yere sahiptir. U¢c RNA-seq verisinde de bu
proteinlerin dnemli bir kismina ekpresyon dizeyinde bakilmis ve Ug¢ veri arasinda
farklihklar oldugu saptanmistir. Bu sonug da kisa stireli KKK ve AKK seklinde beslenme

ile timusta bu proteinlerin gen ekspresyon diizeyine etki edebildigini gdstermektedir.

Ayrica AL-KKK, AL-AKK ve KKK-AKK arasinda anlamli diferansiyel genlerin kat degisimi
gozetilerek belirli kat artisinda ya da azalisindaki genlerin profili ¢ikarilmis ve bu
genlerin GO, gen ag ve KEGG yolak analizleri yapilimistir. Gen ag analizleri ile bu
genlerin birbirleri arasindaki etkilesim ve belirli bir agda kimelenen genler
tanimlanmistir. KEGG yolak analizleri ile gesitli sistemlere ait yolaklarda bulunan genler
belirlenmistir. Bu analizlerin yaninda GO analizleriyle de bu genlerin GO bakimindan

anotasyonlari belirlenmistir.

GCahsmamizdan elde edilen sonuglar RNA-seq galismalarinin gen ekspresyon profilini
incelemek ve farkli kosullardaki gen ekspresyonunu karsilastirarak transkriptom analizi
yapmak icin glcli bir arac¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Bulgularimiza goére, AL, KKK
ve AKK seklinde beslenen farelerin timuslarinda belirgin bir sekilde gen ekspresyon
farkhliklari meydana gelmistir. Bu sonuglar kalori kisitlamasi ¢alismalarinda, bagisikhk

sistemi, oksidatif stres, yaslanma ve kanser gelisim arastirmalari igin yeni ipuglarn
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saglayacaktir. Calismamizin devami olarak bu RNA-seq verilerinden kalori kisitlamasini
etkileyen genlerin ileri analizi, tek polimorfizm analizleri ve IncRNA analizleri
planlanmaktadir. Ayrica AL, KKK ve AKK seklinde daha uzun siireli beslenen farelerin
gen ekspresyon profilleri cikarilarak kendi aralarinda karsilastirma ve zamana bagl

degisimleri analiz edilerek bu ¢alismalara katki saglamak planlanmaktadir.
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