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OZET

FARE MEME TUMOR VIRUSU-DONUSUM BUYUME FAKTORU-
o FARELERINE AIT RNA-SEKANS VERILERINDEN
BELIRLENEN KANSER ILISKILi GENLERIN
EKSPRESYONLARININ TIMUS DOKUSUNDA GOSTERILMESI

Ali Yasir KOC

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Meme kanseri, yiliksek Oliim oranlarina sahip bir kanser tiiriidiir. Fare meme timor
virlisi-doniisiim bliyiime faktorii-alfa (MMTV-TGF-a) transgenik fareleri, meme
kanseri arastirmalarinda kullanilir. Bunlar, dmiirlerinin ikinci yilindan itibaren meme
kanseri gelistiren deney hayvanlaridir. Genlerin ekspresyonlarindaki degisimler, kanser
olusumunda kritik rol oynar. Gen ekspresyon degisimlerinin belirlenmesinde, RNA-seq
yaygin kullanilan bir yontemidir. Kalori kisitlamasi, gii¢lii bir beslenme miidahalesidir.
Yetersiz beslenmeye yol agmadan, alinan kalorinin smirlandirilmasi olarak bilinir.
Canlilar iizerinde, yasam siirelerini arttirmak, tiimor olusumunu engellemek ve immiin
fonksiyonu gii¢lendirmek gibi etkileri kaydedilmistir. Beslenme kisitlamasina karsi
timlis ve diger lenfoid organlar hizli tepki verirler. Kalori kisitlamasi ile timiis
dokusundaki ifadesi degisen kanser iliskili genler bu calismanin odak noktasidir.
Caligmanin amaci, RNA-seq ile tespit edilmis olan “farkli oranda ifade edilen genlerin”
(DEGs), Gercek Zamanli PCR ile elde edilen sonuglarla kiyaslanmasi, RNA-seq
verilerinin onaylanmasi ve ileriki haftalarda ekspresyon miktarlarinin takip edilmesidir.

Bu ¢alismada, daha onceki bir ¢alismada elde edilen RNA-seq verileri referans olarak
kullanildi. RNA-seq’de kullanilan RNA’lar, 10. haftadan itibaren ad libitum beslenme,
kronik kalori kisitlanmis beslenme ve aralikli kalori kisitlanmis beslenme gruplarina
ayrilan, MMTV-TGF-a farelerin, 17.-18. haftada sakrifiye edilip alinan timiis
dokularindan izole edildigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, kullanilan RNA’lar yine ayni
protokolle yetistirilmis farelerin 17.-18., 49.-50. ve 80.-81. haftalarda sakrifiye edilip
alinan timiis dokularindan izole edildi. RNA-seq verilerinde, kalori kisitlamasi
uygulanmis bireylerde, anlamli olarak totalde 6091 “farkli miktarda ifade edilen genler”

Xi



(DEGS) (p<0,05) tespit edilmistir. Segilen 21 meme kanseri yonlendirici gen, DEGs
verilerinde tarandi. 6 tanesinin ifadesindeki degisimlerin istatistiksel olarak Onemli
oldugu sonucuna ulasildi. Bu genlerin 3’iiniin ifade edilme oranlarindaki degisimler
Gergek Zamanli PCR ile valide edildi. Ayn1 miktarda enerji girdisi olup farkli kalori
kisitlamasi tiirleri uygulanmis farelerde gen ifadesinde farkliliklar oldugu kaydedildi.
Boylece, kalori kisitlamasinin yani sira, beslenme tipinin de tiimor olusumunun
engellenmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kalori kisitlamasi, RNA-Seq, Ger¢ek Zamanli PCR, Meme
Kanseri

YILDIZ TEKNIiK UNiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

DISPLAYING THE EXPRESSION OF SELECTED CANCER
ASSOCIATED GENES FROM RNA-SEQ DATA OF MOUSE
MAMARY TUMOR VIRUS-TRANSFORMING GROWTH
FACTOR-o MICE IN THYMUS TISSUE

Ali Yasir KOC

Department of Molecular Biology and Genetics
MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Breast cancer is a type of cancer that has high mortality rates. Mouse mammary tumor
virus transforming growth factor-o (MMTV-TGF-a) transgenic mice are experimental
animals that are used in breast cancer researches. They are organisms that develop
breast cancer from the second year of their lives. Changes in the expression of genes
play a critical role in cancer formation. RNA-seq is a widely used method in
determining gene expression changes. Caloric restriction is a potent nutritional
intervention. It is known as limiting the calorie intake without causing malnutrition. It
has been reported effects on organisms such as increasing life span, inhibiting tumor
formation and strengthening immunological function. The thymus and other lymphoid
organs respond quickly to nutritional restriction. The cancer-related genes that are
altered expressions in thymus tissue by caloric restriction are the focal point of this
study. The aim of the study is to compare the "differentially expressed genes" (DEGS)
identified by RNA-seq with Real Time PCR results and validation of the RNA-seq data
and follow up expression amount of these genes in the following weeks.

In this study, RNA-seq data obtained from an earlier study were used as reference. It
has been reported that RNAs used in RNA-seq were isolated from thymus tissues of
MMTV-TGF-a mice, which have been sacrificed at 17th -18th week, divided into Ad
Libitum diet, chronic caloric restricted diet and intermittent caloric restricted diet
groups from 10th week of the life. RNAs used in this study were isolated from thymus
tissues of mice, which have been sacrificed at 17th — 18th, 49th -50th and 80th — 81st
week, grown by the same protocol. In total 6091 statistically significant “differentially
expressed genes” (DEGs) (p < 0.05) were detected in RNA-seq data that obtained from
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caloric restricted mice. The selected 21 breast cancer-directed genes were screened in
DEGs data. It was found that changes in the expression of 6 genes were statistically
significant. Changes in expression rates of 3 genes of these were validated by Real Time
PCR. It was noted that there were differences in gene expression in the same amount of
energy input and in different caloric restriction. Thus, it is thought that besides calorie
restriction, nutrition type is also effective in preventing tumor formation.

Keywords: Calorie Restriction, RNA-Seq, Real Time PCR, Breast Cancer
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BOLUM 1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

1930’lardan bu yana, kalori kisitlamasinin canlilar iizerinde c¢esitli etkileri oldugu
kaydedilmeye baslanmistir [1]. Yasam siiresi ve yaslanma, timor olusum siiregleri,
immiin cevap gibi konularda zamanla farkli model canlilarda (sinek, balik, fare,
maymun) bu manipiilasyonun etkileri arastirilmistir [2]. Bunun sonucunda, yasam
stiresini arttirdigi, yaslanmay1 geciktirdigi, timor olusumunu baskiladigl, immiin sistemi

giiclendirdigi, otoimmiin mekanizmalar1 engelledigi farkli ¢alismalarda bildirilmistir
[3].

Kalori kisitlamasinin iki ana uygulamasi vardir. Bunlardan ilki, devamli olarak kalori
kisitlamasinin uygulandigi kronik kalori kisitlamasidir. Diger uygulama ise, periyotlar
halinde kalori kisitlamas1 uygulanan aralikli kalori kisitlamasidir. Bu iki uygulamadan
daha ¢ok bilinen ve kullanilan kronik kalori kisitlamasimnin %?20-40 oranlarinda
uygulandiginda, kanser olusumunu %95 gibi bariz bir miktarda engelledigi pek cok
calismada kaydedilmistir [4]. Ote yandan, aralikli kalori kisitlamasinin etkileri daha az
bilinir ve kanseri engellemesi konusunda birbiriyle ortiismeyen sonuglara ulagilmistir.
Buna gore, aralikli kalori kisitlamasi kimi ¢alismalarda kanser olusumunu engellerken
[5], baska calismalarda bu etkinin gézlenmedigi ifade edilmistir [6]. Bu iki uygulama
tiirliniin birbirine Ustiinliigli de heniiz netlesmemis bir konudur. Her iki uygulamanin da

kanser olusumunu engellemede birbirinden iistiin oldugu farkli arastirmalar mevcuttur
[5], [7].

Metabolik sistem ve immiin sitem arasinda karsilikli bir iliski bulunur. Alinan enerji

miktarinin fazla veya eksik olmasina bagl olarak, immiin sistem iizerinde pozitif veya



negatif etkiler gozlenir. Enerji alimi ile tiiketimi arasinda olusan dengenin, kalori
kisitlamas1 durumlarinda negatife kaydigi, bunun sonucunda bazi ndroendokrin
molekiiller araciligiyla bagisiklik cevabimi giiglendirdigi diistiniilmektedir [8]. Kalori
kisitlamasinin T hiicrelerini arttirdigi, T hiicre repertuvarini g¢esitlendirdigi, timiisiin

yaslanmasini geciktirdigi one siiriilen gesitli calismalar mevcuttur [9].

Meme kanserinin kadinlar arasinda goriilme sikligi, tim kanserler arasinda ikinci
siradadir [10]. Meme kanseri olusumunda birgok risk faktorii bulunur ve bunlar arasinda
genetik faktorler %5-10 arasi pay sahibidir. Brcal ve Brca2 genleri bu kanserin
olusumuna dahil olan iki ana tiimor baskilayict gendir. Bununla birlikte, Aktl, Runx1,
Sf3bl, Gata3, Trp53, Pten genlerinin de kanserlesme siirecine katildigi bildirilmistir
[11]. MMTV-TGF-a fareler, kanser olusum siirecinde etkin rol oynayan TGF-a’nin

fazla ifade edildigi transgenik canlilardir ve meme kanseri arastirmalarinda kullanilirlar

[12].

Biyoinformatik uygulamalar, biyolojik calismalardan elde edilen yiiksek miktarda
verinin analizini, bu verinin saklanmasini ve yorumlanmasini saglar. RNA-seq,
biyoinformatik analizlerin yogun olarak kullanildigi bir gesit Yeni Nesil Dizileme
(NGS) uygulamasidir [13]. Meme kanseri hiicrelerinde yeni gen flizyonlarin tespiti
icin yapilan bir calismada RNA-seq yontemi kullanilmis ve kati tiimorlerde yeni
karsilasilan bu tip tiimorlerin karakterizasyonu yapilmistir [14]. Bununla birlikte RNA-
seq, gen ekspresyon degisimlerinin tespitinde biitiinciil bir bakis saglar. Bir hiicredeki
ifade edilen tiim genlerin arastirilmast RNA-seq ile yapilan transkriptom analizi ile
miimkiindiir. Bu analizle, farkli oranda ifade edilen genlere (DEGs) ulasilmasi
amaglanir. DEGs farkli durum, zaman veya dokuda ifade edilme miktar1 degisen genler
olarak tanmimlanir. Ifadesi defisen genlerin tespiti, kanser olusum siirelerinin
aydinlatilmasinda rol oynar [15]. Giincel bir ¢alismada, petroliin embriyonik gelisime
etkisi iki farkli balik tliriinde calismig, RNA-seq ile yapilan analiz sonucunda elde
edilen DEGs alti kategoriye ayrilmis, bdylece petroliin gelisimde etkiledigi

mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglanmistir [16].

Ger¢ek zamanli PCR (Q-PCR) niikleotidlerin ¢ogaltilmasini ve bu ¢ogalmayla es
zamanli olarak gorlintilenmesini saglar. Ayn1 zamanda bir genin ifadesindeki
degisimlerin nispi Olglimiinii saglayan Kkantitatif bir metodudur [17]. Bir¢ok

transkriptom ¢aligmasinda, mikroarray veya RNA-seq ile elde edilen gen ifadesi



degisim verileri, Q-PCR ile valide edilir. Ornegin bir calismada, fare embriyolarinda
dairesel RNA’larin RNA-seq ile transkriptom analizi yapilmis daha sonrada bulunan

sonuglar1 onaylamak i¢in Q-PCR kullanilmustir [18].

1.2 Tezin Amaci

Kalori kisitlamasinin pek ¢ok canlida tiimor olusumunu engelledigi bilinmektedir [19],
[3]. Bu calismalarda ¢ogunlukta belirli oranda ve siirekli kalori kisitlamasi (kronik
kalori kisitlamasi) uygulanmistir. Bununla birlikte, kalori kisitlamasiin bir diger tiirii
olan, periyotlar halinde kalori aliminin kisitlandigi aralikli kalori kisitlamasi (AKK),
daha az calisilmigtir. Dahasi, timor olusumunu engellemesi konusunda birbiriyle
celisen sonuglar elde edilmistir. SOyle ki, bazi ¢alismalarda AKK’nin tiimdr olusumunu

engelledigi gosterilirken [5], bunu bildirmeyen ¢alismalar da mevcuttur [6].

Bu calismanin amaci, daha 6nce RNA-seq verilerinin analizi ile transkriptom
seviyesinde farkliliklar1 gosterilen timor iliskili genlerin, ad libitum, kronik kalori
kisitlanmig, aralikli kalori kisitlanmis olarak beslenen MMTV-TGF-o farelerinin
timiisiinde Ger¢ek Zamanli PCR ile transkriptom analiz sonuglarina paralel ekspresyon

degisiminin tespit edilmesidir.

Ote yandan, AL, AKK ve KKK beslenme gruplarma ayrilan farelerde, meme kanseri
iligkili genlerin ifadesinde yas ve beslenme tipinin etkisiyle olusacak farkliliklarin
belirlenmesi hedeflenmektedir. Erken teshisin meme kanserindeki 6nemi bilindiginden,
meme kanseri olusturacak bu farelerde yagamlarinin erken evrelerinde bu degisikliklerin
tespitinin, kalittmsal meme kanseri vakalari yani sira sonradan olusan meme kanseri
vakalarma da 1s1k tutmasi amaglanmigtir. Bununla birlikte ge¢ donemde uygulanan
kalori kisitlamasinin, timoér olusumuna sebep olan genlerin ekspresyon degisiminde

normal beslenmeye gore bir farkliliga sebep olup olmadig1 6grenilmek istenmektedir.

1.3 Hipotez

Yapilan literatiir taramasinda kalori kisitlamasinin tiimoér olusumunu engelledigi
goriilmiistiir. Bolimiimiizde tamamlanan bir ¢alismada, RNA-seq temelli transkriptom
analizi ile kalori kisitlanmis ve normal beslenmis bireyler arasinda “farkli oranda
ekspresse edilen genlere” ulasilmistir. Bu genler arasinda meme kanseri iliskili genlerin

de bulundugu tespit edilmistir. Bu gostergeler, meme kanseri iliskili genlerin ifadesinde



beslenme ve beslenme tipinin etkisiyle anlamli degisikler oldugu, bu degisimleri timor
olusumunu azalttig1 hipotezini kurmamizi saglamistir. Bu calismada, meme kanseri
iliskili genlerin RNA-seq analizinden elde edilen ekspresyon degisim sonuglarinin,

Gergek Zamanli PCR ile dogrulanmasi beklenmektedir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 Kalori Kisitlamasi

Yaygin kullanilan bir deneysel manipiilasyon yontemi olarak kalori kisitlamasi, yetersiz
beslenmeden kaginarak organizmanin aldigi kalori miktarinin sinirlandirilmast olarak
tanimlanir [20]. Enerji girdisinin azaltilmasi, temel besinlerin yeterli miktarda alimi ile
kombine edilir. 1900’lerin basindan beri ¢esitli canlilarda bu manipiilasyonun etkileri
inceleme konusu olmustur. Konuyla ilgili yapilan ¢alismalarda, farkli organizmalarda
bir¢cok biyolojik siire¢ ilizerinde cesitli etkilere rastlanmistir. Temel olarak, canlilarin
yasam siirelerini arttirip yaslanmayr geciktirdigi, tiimor olusumunu engelledigi,
otoimmiiniteyi baskiladigi ve immiin sistemi ¢esitli yollarla olumlu yonden etkiledigi

kaydedilmistir [3].

Kalori kisitlamasinin, yasam siiresi ve yaslanma iizerine etkisi, 1930’larda yapilan bir
calisma ile ilk olarak kaydedilmistir. Siganlarda yapilan bu calismada beslenmedeki
kisitlamanin yasam siiresini uzattig1 ve yaslanmayi geciktirdigi sonucuna ulasilmistir
[1]. Daha sonraki yillarda fare, solucan, balik ve sinek model organizmalarinda yapilan
caligmalarda da benzer sonuglara ulasilmistir [7] [19]. Model organizmalarla yapilan
calismalar bu konunun anlasilmasinda ilerleme saglasa da, beslenmeye yapilan bu
miidahalenin insan yasam siiresi lizerine etkilerini 6grenmek i¢in, primatlar kullanilarak
yiiriitiilen calismalar daha giivenilir sonuglar verir. Primat modeli segilen al yanakli
maymunlar lizerinde bu konuda iki bagimsiz ¢alisma yiiriitiilmistiir. Bunlarin ilkinde
kalori kisitlamasinin yasam siiresini etkilemedigi, ama yas ile iliskili hastaliklarin
goriilmesinde azalmaya sebep oldugu kaydedilmistir. Diger ¢alismada ise hem yasam
siresini hem de saghkli yasam siiresini olumlu etkiledigi sonucuna ulasildig

belirtilmistir [21]. Tim bu calismalara gore kalori kisitlamasinin organizmalarin
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ortalama yasam siirelerini ve/veya maksimum yasam siirelerini uzattigi, yaslanmay1
geciktirdigi tezine ulasilir. Bununla birlikte sadece enerji alimindaki azalmanin degil,
diyet bilesenlerinin ve kisitlamanin periyotlar halinde uygulanmasinin yaslanma
lizerinde bu etkinin ortaya ¢ikmasina katki sagladigir eklenmistir. Yasa bagli olarak
degisiklik gozlenen bazi biyolojik siireclerde (insiilin direncinin gelisimi, bagisiklik
direncinin azalmasi, noronlardaki degisiklikler vb.) bu degisiklerin gbdzlenme
durumunun azalmasi ve yine yasa bagli hastaliklarin (birgok kanser tiirii, bobrek
hastaliklar1 vb.) ortaya ¢ikmasinin ve goriilme sikliginin azalmasi, yaslanma ve yasam
stiresi iizerine etkinin ana motivasyonu olarak sdylenebilir. Bununla birlikte, bu etkinin
molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Yine de insiilin ve insiilin
benzeri sinyallesme yolaklar ile glikoz sinyallesme yolaklarinin kalori kisitlanmasiyla
asag1 yonde diizenlenmesinin yasam siiresini etkiledigi hipotezi yaygin kabul goren bir

gortstiir [22].

Kalori kisitlamasi, canlilarin fizyolojisini pek ¢ok yonden etkiledigine dair bir¢ok kanit
mevcuttur. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun ve zararlarinin azalmasi bu etkilerden
biri olarak bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, kalori kisitlamasinin bagirsakta yag
emilimini degistirdigi ve bunun sonucunda artan vitamin A emiliminin, oksidatif
hasarlarin diizenlenmesine katki sagladigi kaydedilmistir. Yine baska bir ¢alismada,
sicanlarda kalori kisitlamasinin radikalleri yok etmede oncii rol {iistlenen katalaz
enziminin seviyesini sec¢ici olarak arttirdig1 belirtilmistir. Bununla birlikte, radikallerle
miicadele eden bir diger enzim olan siiperoksit dismutazin ifade edilme oranlarini da

arttirdig1 tespit edilmistir [23].

Immiin sistem kalori kisitlamasi ile belirgin olarak etkilenen fizyolojik sistemlerden
biridir. Lenfoid organlarin besin eksikligine hizli tepki verdigi bir¢ok calisma ile
gosterilmistir. Yetersiz beslenme bagisiklik sistemine ciddi zararlar verirken, yaygin
kabule gore yetersiz beslenme olmaksizin uygulanan kalori kisitlamasi immiin cevabi
olumlu etkiler [24]. Farelerde yapilan ¢alismalarda, kalori kisitlamasi uygulamalarinin,
timiisiin yaslanmaya bagli dontigiimlerini geciktirdigi, T hiicre Onciillerinin sayisini
arttirdigi, T hiicrelerinin repertuvarini korudugu, sitokinler ile verilen inflamasyon
oncesi cevabr gii¢lendirdigi kaydedilmistir. Benzer sonuglara, sineklerde ve insan

olmayan primatlarda rastlanmistir [24].



Kalori kisitlamasi otoimmiin hastaliklar1 baskilar. Otoimmiin hastaliklar, bagisiklik
sisteminin kendi viicut hiicrelerine saldirdig1 hastaliklardir. Genetik olarak otoimmiin
hastalik egilimli farelerde yapilan bir ¢alismada, kalori kisitlamasiyla enerji aliminin
azaltilmasindan timiis ve diger lenfoid organlarin etkilendigi, lenfoid hiicre ¢ogalma
oraninda acik bir diislis gézlendigi ve sonug olarak da otoimmiin hastalik olusmasina
gecikme oldugu kaydedilmistir. Dahasi, bu durum c¢alisilan farelerin  dmriiniin

uzamasini saglamistir [25].

Kalori kisitlamasinin kanser iizerine etkisi, yaslanmaya olan etkisinden sonra en bilinen
etkisidir. 1940’larda, Tannenbaum‘un [26] diyet sinirlandirilmasi uygulanmis farelerde
kendiliginden meme tiimorii olusumunun normal beslenenlere gore %50°den daha fazla
azaldigimi soyledigi calismalarinin etkisiyle, “diyetin sinirlanmasi” olgusu, iizerine
odaklanilan bir terim haline gelmistir. Beslenmeye yapilan miidahalelerin kanser
olusumuna etkisi giinlimiizde de odaklanilan konularin igerisinde yer alir. Diyetteki yag
tipinin degistirilmesi beslenmeye yapilan miidahalelerden biridir [27]. Digeri ise, ¢ok
daha oOnceleri etkisi arastirilmaya baslanan kalori kisitlamasidir. Pek c¢ok caligmada
kalori kisitlanmasi ile tiimor olusumunun engellendigine dair kanitlar ortaya konmustur.
Dahasi, hayvanlarla yapilan calismalarda, %20-40 oraninda uygulanan kronik kalori
kisitlamasinin, timor olusumunu %95’e varan oranlarda azalttig1 agikca kaydedilmistir
[28]. Bir bagka tanim yapilacak olursa, kalori kisitlamasi obeziteyi engelleyen bir
beslenme rejimidir. Obezitenin pek c¢ok kanser tiiriiniin olusmasinda giiclii katkilari
oldugu bilinir. Bu yiizden, kalori kisitlamasinin bu diger tanimi, onun kanser
olusumunu engellemedi ki roliinde goz ardi etmemek gerekir Bununla birlikte, kalori
kisitlamasinin gesitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin kanserlesme tizerine etkilerini de
engelledigi goriilmektedir. Farelerde yapilan bir calismada, ¢esitli dokularda (deri,
meme, karaciger), ¢esitli ajanlar (benzo-a-piren, dietilnitrozamin, radyasyon formlar)
aracilig ile indiiklenen kanserlesme siire¢lerinin, kalori kisitlamasi yapilan bireylerde
normal bireylere kiyasla belirli oranda engellendigi sonucuna ulagilmistir [29]. Kalori
kisitlamasinin kanserlesme siireclerini engellemede hangi mekanizmalar1 kullandig:
heniiz aydinlatilmamistir. Yine de bu konuda yapilan ¢aligmalardan ulasilan tahminlere
gore, reaktif oksijen tiirlerini azaltmasi, hiicre ¢ogalmasini baskilamasi, gen
ekspresyonlarin1  degistirmesi, inflamasyonu azaltmasi, apoptozu tesvik etmesi ve

immiin sistemi giiclendirmesi gibi etkileriyle timor olusumunu engellemektedir [30].



Kalori kisitlamasina yanit olarak cesitli metabolik siireclerde yer alan proteinlerin
ekspresyonlar1 diizenlenir. Enerji dengesi, lipogenez/lipoliz, insiilin-glukoz regiilasyonu
ve tokluk bu siireglerden bazilaridir. Siiphesiz bunlardan en dikkat ¢ekeni, kalori
kisitlamasinin tiimor olusumunu engelleme etkisini, enerji homeostasisini diizenleyen
molekiillerin regiilasyonunu saglayarak gosterdigi sdyleyen kanitlardir. Bu molekiillere
ornek olarak da leptin ve adinopektin molekiilleri sunulmustur [31]. Leptinin timor
olusumunun engellenmesiyle ilgili oldugunu destekleyen bir g¢alismada, MMTV-
HER2/Neu transgenik fareleri kullanilmis, aralikli kalori kisitlamasi ile kombine
edilmis eykosapentonik asit uygulamasi yapilmistir. Sonug¢ olarak, serumdaki leptin
seviyesini bariz bir sekilde diistiigii ve meme tiimorii goriilme oraninin yiiksek oranda
azaldig1 kaydedilmistir [27]. Bunun disinda yeni kesfedilen ve enerji homeostasisi ile
lipit metabolizmasinda onemli bir rol oynayan bir peptit hormon olan adropin
molekiiliniin meme kanseri lizerindeki etkisi incelenmistir. Farelerde yapilan bu
calismada, kronik kalori kisitlamasi uygulanmig ve buna bagli olarak adropin
seviyesinde artis gozlenmistir. Kalori kisitlamasinin etkisiyle artan adropin’in, kanser
olusumunu engellemede kritik dneme sahip oldugu 6ne siirilmiistiir. Bu etki, akut
adropin terapisi uygulanan MCF-7 ve MDA-MB231 meme kanseri hiicrelerinin

cogalmalarinda azalma gézlenmesiyle desteklenmistir [32].

Canlilarin herhangi bir kisitlama olmaksizin besine ve suya ulagabilecegi duruma, ad
libitum beslenme denir. Bu tarz beslenme kalori kisitlama deneylerinde kontrol grubu
olarak kullanilir [3]. Kalori kisitlamas1 uygulamalarinin ise iki temel uygulamasi vardir.
Bunlardan ilki kronik kalori kisitlamasidir (KKK). Bu tiir uygulamalarda, uygulama
stiresince belirli miktar kalori siirekli olarak kisitlanir. KKK ¢ok kullanilan ve daha
fazla bilinen kalori kisitlamast tlirtidiir. KKK’nin %20-40 oraninda uygulandigi
kemirgenlerde, meme tiimorii olusumunu %95 oraninda azalttigi, pek ¢ok calismada
kaydedilmis, iyi derecede bilinen bir etkidir [4]. Ikinci tiir uygulama ise aralikli kalori
kisitlamasidir (AKK). Bu uygulamada, agik ve kapali kalori kisitlama donemleri vardir.
Acik donemde kalori kisitlamasi olurken, kapali donemde organizmalar Ad libitum
olarak beslenir. AKK, KKK’ya gore daha yeni bir uygulamadir ve daha az calisilmistir.
AKK’nin kansere etkisi konusunda birbiriyle ¢elisen sonuclara ulasilmistir. Yiiksek
oranda yagh diyetle beslenen ve kimyasal kanserojenlerle muamele edilen siganlarda,
AKK’nin meme tiimorii olusumunu engellemedigini belirten caligmalar vardir [12],

[24]. Buna ragmen, farelerde ve siganlarda kimi AKK uygulamalart meme kanseri
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goriilme oraninmi dislirmiistiir. Kalori kisitlamasi ¢alismalarinda iki kalori kisitlamasi
uygulamasindan hangisinin daha verimli oldugu konusunda farkli sonuglar elde
edilmistir. Transgenik hayvan modellerinde yapilan bazi ¢alismalarda AKK’nin
KKK’ya gore kanser gelisimini engellemek konusunda daha basarili oldugu
kaydedilmistir [33], [34]. Bunun yani sira, bu istiinliigiin saptanmadigi ¢alismalar da
mevcuttur [27], [35].

2.2 Beslenme ve Bagisikhik

2.2.1 Beslenme ve Bagisiklik Dengesi

Immiin sistem ve metabolik sistem arasinda, cesitli sinyallerin aracilik ettigi, birbirinin
caligmasin1 karsilikli olarak etkileyen, siki bir iliski vardir. Enerji dengesindeki
degisikliklere gére immiin cevabin baskilanmasi veya aktive edilmesi s6z konusudur.
Enerji dengesi, enerji alimi ve tiiketimi arasinda olusan dengedir. Enerji dengesi,
obezite ve asir1 kalori aliminda pozitife kayarken, kalori kisitlamasinda negatife kayar
[8]. Immiin fonksiyonun kemokin ve sitokinlerle diizenlendigi bilinmektedir. Buna ek
olarak immiin fonksiyonun diizenlenmesinde, enerji dengesindeki degisimlerle kandaki
bulunma miktarlari degisen noéro-endokrin molekiillerin (leptin, ghrelin, adinopektin)
kritik rol oynadigi tezi, yapilan ¢aligsmalarla her gegen giin giiglenmektedir [36]. Bu
konuyla ilgili bir ¢calismada, obezite durumunda leptin seviyesindeki artis ve ghrelin
seviyesindeki azalmanin direkt olarak immiin hiicrelerin aktivitesini baskiladigi, kalori
kisitlamasinda da bu molekiillerin oranlarinin tersine dondiigii, bunun sonucunda

immiin fonksiyonlarin gii¢clendigi ve yasam siiresinin uzadigi belirtilmistir [37].
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Sekil 2.1 Metabolik sistem ve immiin sistem arasindaki iligkinin sekilsel gosterimi

Kalori aliminin asir1 oldugu durumlarda viicutta yag dokusunun birikmesiyle obezite
ortaya ¢ikar [8]. Son yiizyilda, besin maddeleri ve beslenme aligkanliklarindaki
degismelerle birlikte obezite, insan sagligini ¢esitli yonlerden etkileyen bir sorun olarak
onem kazandi. Obeziteye bagl olarak, kalp hastaliklari, solunum hastaliklar1 ve kanser
gibi saglik problemlerinde artis gozlendi ve bu hastaliklara bagli 6liim oranlar1 belirgin
seviyede yiikseldi. Ciinkii obezite bir kronik inflamasyon durumudur [38]. Kronik
inflamasyon, akut inflamasyona benzer belirtiler gosteren, ondan daha uzun siiren ve
dokularda hasara neden olan, bdylece tip 2 diyabet, kanser ve kalp hastaliklar1 gibi
hastaliklar1 tetikleyen bir durumdur Artan yag dokusu ve immiin doku arasindaki
etkilesimler bu inflamasyona sebep olur. Bu hastaliklar disinda, obez bireylerin
enfeksiyonlara karsi duyarliliginin belirgin seviyede arttigi belirtilmistir. Diyetle
indiiklenmis obezite goriilen farelerde yapilan bir ¢alismada, grip viriisiine bagh 6liim
oraninin obez bireylerde 6 kat arttigi bildirilmistir [39]. Bu, kalori agiminin immiin
sistem {izerinde negatif bir etkiye yol a¢tig1 kanisina yonlendirir. Bununla birlikte, ob /
ob mutant farelerinde, T hiicresi ile verilen immiin yanitlarda 6nemli bozukluklar
oldugu ve dendritik hiicrelerin antijenleri T hiicrelerine sunma yetilerinin azaldigi
bilinmektedir. Bir baska calismada, obez farelerde inflamasyon cevap Oncesi salinan
sitokinlerde azalma oldugu, yani spesifik olmayan bagisikligin diisiik diizeyde kaldig1
sOylenmistir [39]. Tiim bu gostergeler, immiin sistemin obeziteye bagli degisen bazi
metabolik faktorlerden etkilendigi tezinin One siiriilmesini saglamistir. Buna aday
metabolik faktdrlerden biri, adenozin mono fosfat (AMP) molekiiliiniin aktive ettigi bir

enzim olan adenozin mono fosfat kinazdir (AMPK). AMPK’nin hiicresel bir enerji
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sensorii oldugu ve enerji dengesinin degismesiyle kritik bir rol iistlendigi hipotezi ortaya
konulmustur. Buna gore, kalori kisitlamasiyla alinan enerji azalir ve AMP’de bir artis
gozlenir. AMP, AMPK’y1 aktive eder. AMPK, mTOR ve JNK gibi yolaklar1 inhibe
ederek ve T hiicresi reseptoriine baglanip T hiicresini aktive ederek bagisiklik cevabini

diizenler. Obezite durumunda ise tam tersi siire¢ isler ve bagisiklik baskilanir [40].

Enerji dengesinin pozitif tarafta oldugu obezitenin aksine, kalori kisitlamasinda enerji
dengesi negatife kayar. Bunun anlami, alinan enerjinin tiiketilenden daha az olmasidir.
Bu durumda kalori kisitlamasi, NAD+/ NAD ve AMP / ATP gibi hiicresel substratlarin
oranlarini etkiler ve enerji ile ilgili birgok yolakta asagi yonde degisiklikleri tetikler
[41]. Enerji dengesinin negatife kaymasi immiin sistemi Dbirgok yonden
giiclendirmektedir. Kalori kisitlamasinin immiin cevap tizerindeki etkisini hayvan
modelleri kullanarak inceleyen c¢alismalarda, kalori kisitlamasinin, T hiicrelerini
arttirdigl, dogal oldiirticti hiicre aktivitesine, sitotoksik T lenfosit aktivitesine ve
mononiikleer hiicrelerin inflamasyon oncesi sitokin iiretme kabiliyetine olumlu etkileri
oldugu sonuglarina ulasgilmistir [39]. Bazi ¢alismalarda, kalori kisitlamasinin yash
farelerde timosit sayisini iki katina ¢ikardigi, béylece onciil T hiicre sayisini ¢ogaltarak,
kanda dolasan T hiicre sayisinda bir artis sagladigi iddia edilmistir [42].Primatlarda
yapilan bir ¢aligsma, kalori kisitlamasinin, timosit olusum siireclerini giiglendirirken, T
hiicrelerin ~ reseptorlerinin  repertuvarini  g¢esitlendirdigi  sonuglarima ulasildigini

bildirmistir [24].

2.2.2 Timiis

Immiin sistemin gelismesinde énemli bir rol oynayan timiis, birincil lenfoid organlardan
biridir. Dogumdan 6nce ve dogumdan sonra kemik iliginden kokenlenen T lenfositler
timiise gocer. Timiis, T hiicrelerinin farklilastig1 ve olgunlastigi son duraktir. T hiicreleri
lenfositlerin bir alt tiiridiir ve adaptif bagisiklik sistemi i¢in 6nemlidir. Tiimor hiicreleri,
enfekte hiicreler ve nakil hiicreler hedefleri arasindadir. Antijenleri tamyarak 6ldiiriicti
etki gosterirler. Yasla birlikte timiiste kiicilme gozlenir. Dahasi, T hiicrelerinin miktari,
repertuvart ve etkinligi azalir [24]. Bu durum, insan1 gesitli enfeksiyonlara karsi agik
konuma getirir. Ayrica yaslanma ile timiiste yag dokusu olusumu gozlenir. Bdylece
renk degistirir ve sar1 renk alir [42]. Farelerin kullanildigi bir kalori kisitlamasi
modelinde, kalori kisitlamasinin  timiisiin  yaslanmasimi  geciktirdigi sonucuna

ulagilmistir. Yasla birlikte gozlenen adipoz doku olusumunu, adipogenez yolaklarin
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inhibe ederek engelledigi, timiisiin korteks ve medullasinda epitel doku yapisim
korudugu gozlenmistir [43]. Timiis ve diger lenfoid organlar besin eksikligine bir¢ok
organdan daha hizli tepki verir [1]. Yetersiz beslenme gézlenen ¢ocuklarda immiin
sistemin gelismedigi ve enfeksiyonlara daha agik olduklari kaydedilmistir. Bununla
birlikte bircok calismada, yetersiz beslenme olmaksizin uygulanan kalori kisitlamasinin
timiisiin fonksiyonlarmi giiglendirdigi sonucuna ulasilmistir [3]. Farelerde ve insan
olmayan primatlarda, kalori kisitlamasinin T hiicre fonksiyonunu ve repertuarini
korudugu goézlenmistir. Dogal T hiicrelerinin iiretimini ve/veya korunmasini tesvik

ettigi kaydedilmistir [24].

2.3  Meme Kanseri

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlar arasinda en sik gozlenen ve akciger
kanserinden sonra en yiiksek 6liim oranlarina sahip olan kanser tiiriidiir. En 6nemli risk
faktorii yas ve cinsiyet olmakla birlikte, meme kanserine neden olmasindan
siiphelenilen birgok faktor vardir. Bunlar, genetik faktorler, obezite, diisiik emzirme
oranlari, yasam tarzi, bazi hormonal ilaclar olarak sayilabilir. Bu kanserin gelisimini
engellemek ve erken teshis icin birgok arastirmaci tarafindan calismalar
yirtitiilmektedir. Hastaligin ilerleyen evrelerinde cesitli fiziksel belirtiler goziikse de
tam tani i¢in molekiiler taninin 6nemi her gegen giin artmaktadir. Erken teshis ile
hastalarin %95 oraninda iyilesmesi miimkiindiir [10]. Bununla birlikte insan meme
kanseri heterojen bir yapiya sahiptir. Tam1 ve tedavide cesitli parametrelere gore
hastaligin seyri ve kokeni belirlenebilir. Bu parametreler, morfolojik degerlendirme,
Ostrojen reseptorii sentezleme durumu, progesteron reseptorii sentezleme durumu, epitel

biiylime faktorii sentezleme durumu olarak sayilabilir [44], [45]

2.3.1 MMTV-TGF -a Fare

Fare meme tiimori viriisi (MMTYV) - doniisiim biiyiime faktorii-alfa (TGF-o) fareler
transgenik canlilardir. Yasam siirelerinin ikinci yilinda meme tiimorii olustururlar.
MMTV-TGF-a fareler, meme kanseri arastirmalarinda kullanilan hayvan modellerinden
biridir [46]. MMTV’nin farelerde baz1i meme kanseri tiimorlerinin olusumuna sebep
olan bir retroviriis oldugu tespit edilmistir [46]. Bu bilgi, gen miihendisliginde bu
virlistin kullanilmasimin ilk adimi olmustur. MMTV viriisii, bir viral vektor olarak

farelere aktarilir ve fare ergenligine ulastifinda dstrojene duyarl olan meme dokusunda
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mRNA ifade etmeye baslar. MMTV promotoru igeren bu canlilar, bu promotor
sayesinde TGF-o’nin yiiksek seviyede ifadesini saglar [47]. MMTV nin kullanildig
baska model organizmalar da vardir (MMTV-Cox2, MMTV-Neu vb.).

Diger tiim kanserler gibi meme kanseri de normal isleyen sinyal yolaklarindaki degisim
ve bozulmalar sonucu ortaya c¢ikar. Meme kanserinde Ozellikle meme epitelinde
epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR) uyarildig: sinyal yolagindaki degisim
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve yayilmasinda énemli rol oynar. Bu yolagi uyaran
ligand TGF-a’dir. TGF-a hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve gelisimini uyaran sinyal
yolunu aktive eden bir biiylime faktoriidiir. Meme bezinin normal ve neoplastik
gelismesinde temel molekiillerden biridir. TGF-a, epidermal biiytime faktorii (EGF) ile
yapisal ve islevsel olarak benzerdir. Dahas1 onunla ayni reseptorii, EGFR’yi kullanir.
Bununla birlikte TGF-a’nin etkisi EGF’den daha uzun ve derindir [48]. TGF-a 'nin
EGFR’ye baglanmasi, EGFR'lerin endojen tirozin kinaz aktivitesini aktive eder ve
meme bezinde epitelin biiylimesini uyarir [45]. Kanser hiicresinde ¢ok sayida ifade
edilen bu reseptdr ligand ikilisi, otokrin etkiyle kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir
[49]. Kanserin dlimciil boyutlara ulasmasini saglayan metastaz igin hiicrelerin epitel
mezenkimal dontigiimlerinin uyarilmasi da bu ikilinin katkisi ile olur. Yapilan bir
calismada, bu ikilinin dstrojen reseptorii negatif (ER(-)) kanser tipinde, ER(+)’e gore
daha fazla sentezlendigi iddia edilmistir. Bunun aksine bir Ostrojen tiirii olan 17f3-
estrodiol’iin ER(+) meme kanseri hiicre hatt1 hiicrelerinde TGF-a’nin mRNA ve protein
seviyesini 5-10 kat arttirdigin1 gosteren calismalar da mevcuttur. Bu durum, meme
kanserini olusturan faktorlerin arasindaki iliskiyi ve meme kanserinin heterojen yapisini

gosterir [50].

TGFo EGF
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hiicre biiyiimesi

hiicre ¢ogalmasi

Sekil 2.2 TGF-o ve EGF’nin reseptorii ve etkileri
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2.3.2 Meme Kanseri iliskili Genler

Kanser olusumu temelde iki degisim ile a¢iklanabilir. Bunlar tiimor baskilayici genlerin
mutasyona ugramasi ve proto-onkogenlerin onkogenlere doniismesidir [49}. Genetik
faktorler, tim meme kanseri vakalarinin sebepleri arasinda %5-10 arasinda bir paya
sahiptir. Meme kanseri gelistirmede yliksek risk ile iligkilendirilen temel genler Brcal
ve Brca2’dir [10]. Bunlar tiimor baskilayict genlerdir ve hiicrelerin anormal ¢ogalmasini
engellerler. Bu iki gen disinda mutasyona ugrayip hastalik olusturan meme kanserini
yonlendiren aday genler mevcuttur. Nadir goriilen sendromlara yol acan bu genler,
meme kanseri goriilme sikliginin bu denli artmasinda kritik rol oynarlar. Aktl, Runx1,

Pten, Gata3 bu genlere 6rnek olarak sdylenebilir.

Aktl geni, AKTI kinaz proteinini (protein kinaz B) kodlayan ve birgok viicut
hiicresinde ifade olan bir gendir. Hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi ve farklilasmasinda yer
alan kritik sinyal yolaklarinda gorev alir. Ayrica apoptozu kontrol etmeye de yardimci
olur. Bu gorevlerini, substratlarini serin ve treonin bolgelerinden fosfatlayarak yerine
getirir. AKT1 proteinin fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) tarafindan aktivasyonu, apoptoza
giden yollarin engellenmesini ve hayatta kalma sinyallerinin tegvik edilmesini saglar
[51]. Bu genin tiimor olusumundaki etkisi, MMTYV promotoru iceren farelerle yapilan
bir deney sonucunda kanitlanmistir. Bu c¢alismada, tiimor olusumuyla birlikte Aktl
geninin ifadesinde hizli bir artisin oldugu goézlenmistir. Bu genin, pankreas kanser
hiicrelerinde ve fibroz doku kanser hiicrelerinde metastaza yol ag¢tifi ve metastazla
ifadesinin arttigi sonucuna ulagilmigken, bir ¢alismada da meme kanseri iizerinde
metastaz1 engelleyici etkisi oldugu sonucuna ulagilmigtir [52]. Aktl’in, eritroblastik
onkogen B (ErbB2) tarafindan indiiklenen meme tiimorii olusumunda kritik bir dnemi
vardir. ErbB2, epidermal biiyiime faktorii reseptorii benzeri bir reseptordiir ve meme
kanserinde ifade edilmesi %30 oraninda artar. Bu reseptor, Aktl genini indiikler.
Boylece hiicresel biiyiimeyi ve terapatik direnci saglar. Diger yandan, Aktl geninde
mutasyonun olmadigr durumlarda meme epiteli kanser hiicrelerinin boyut ve

¢ogalmasinda azalmalar gozlenmistir [53].

Gata3 geni, GATA transkripsiyon faktori ailesinden olan GATAS3 proteinini kodlar. En
cok yetigkin timiis dokusu ve yetiskin meme dokularinda olmak iizere, bu protein birgok
dokuda transkripsiyon faktorii gorevini ifa eder [54]. Bunun yani sira, bu genin en

bilinen gorevi yardimci T  hiicrelerinin  gelisiminin  ve  farklilagmasinin
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diizenlenmesindeki roliidiir. One siiriilen yeni kanitlara gore diger immiin hiicrelerin
gelisimde ve sinyal yolaklarinda da kritik role sahip oldugu soylenmistir [55]. Dahil
oldugu bir diger 6nemli siireg, GATA3 proteininin farelerde Onciil adipositlerin
adipositlere donlismesini boylece adipogenezi engelledigi yolaktir. Gata3’de meydana
gelecek bir bozuklugun adipoz dokunun olusumunun dengesini bozarak obezitenin
ortaya c¢ikmasina neden olabilecegi kaydedilmistir [56]. GATAS3 transkripsiyon
faktoriiniin meme liiminal epitelinde en fazla bulunan transkripsiyon faktorii oldugu
tahmin edilmektedir [54]. Meme bezlerinin morfolojik gelisiminin, yetiskinlerde ve
embriyoda normal olarak ilerlemesini bu gen saglar. Soyle ki bu genin mutasyonu
liimen tipi meme kanserinin belirteci durumundadir. Dahasi tim meme kanseri
vakalarmin %10 ununda goriile somatik mutasyonlarin gozlendigi ii¢ genden biridir
(diger ikisi Tp53 ve Pik3ca) [57]. Yapilan bir ¢alismada, 111 meme timorii ve 3 meme
timoriinden kokenlenmis hiicre hattinin genomik DNA’sinin sekanslanarak elde edilen
mutasyon analizi sonuglarina gore, Gata3 genindeki mutasyonlarin DNA baglanma
bolgeleri olan, yliksek derecede korunmus, ikinci ¢inko-parmak baglanma bodlgesinde
kiimelendigi gozlenmistir [58]. Bu mutant GATA3’in DNA’ya baglanamayarak
transkripsiyon faktorii gorevini gergeklestiremedigini  gosterir. Boylece normal
hiicrelerde gerceklestirdigi epitel hiicrelerin mezenkimal doniisiimiinii aktive eden
proteinler iizerindeki baskilayici roliinii kaybeder. Mezenkimal doniisiimiin
uyarilmasiyla, hiicreler metastaz yapabilme yetenegine sahip olur. Bununla birlikte,
meme tiimorlerinde yiiksek oranda Gata3 ekspresyonunu diisiik metastaz potansiyeli ile
iliskilendiren  kanitlar mevcuttur. Yapilan baska Dbir ¢alismada, Gata3’iin
ekspresyonunun 0Ostrojen reseptor alfa (Esrl) geninin ekspresyonu ile iligkili oldugu
kanitlarina ulasilmigtir. Bu iki genin birbirlerini pozitif olarak uyararak birbirlerinin
ekspresyonlarin1 arttirdiklar1 kaydedilmistir. Caligmadaki kanitlara gore, iki genin
yiiksek oranda ifadesi “liiminal A” tip tiimore neden olurken, diistik ifade oran1 “liiminal

B” tip tiimore neden olur [59].

Pten geni, bir tiimér baskilayici protein olan PTEN’i kodlar. insanda en yiiksek
mutasyon frekansina sahip genlerden biridir. PTEN proteini bir fosfotazdir ve
PI3K/AKT]1 yolaginda fosfotidilinositol 4,5-bifosfatin (PIP2), fosfotidilinositol 3.,4,5-
trifosfata (PIP3) doniismesini engelleyerek asirt miktarda AKT1 proteini uyarilmasini
baskilar. Normal hiicrelerde bu islemle hiicrenin G1 evresinde kalmasini saglayarak

apoptozu uyarirken, kanserlesme siireglerinde bu yol ile timor olusumunu baskilamis
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olur [60]. Bununla birlikte, PTEN proteinin konumlandig1 bir baska yer ¢ekirdektir ve
burada p53 proteinine baglanarak p53’iin aktivitesinin diizenlemesinde rol oynar. p53
proteini aracilifiyla hiicre dongiisiiniin durdurulmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin
azaltilmas1 fonksiyonlar {izerinden tiimor olusumunun engellenmesi siirecine dahil olur
[61]. Birtakim mekanizmalar araciligiyla (gen lokusundaki heterozigotluk kaybi,
gendeki somatik ve germ hattt mutasyonlar, metilasyon ile genin promotorunun
susturulmasi vb.) Pten’in ifadesinde degisikler olmasi meme kanserinin baslamasi ve
ilerlemesiyle dogrudan iligkilidir [62]. Yapilan bir ¢alismada, HER-2’nin (insan epitel
bliyime faktorii reseptorii) fazla ekspresyonundan kaynakli meme kanserinin
tedavisinde kullanilan trastuzumab adli ilacina verilen cevap oraninin, Pten pozitif
hastalarda %70’ken, Pten negatif hastalarda %20’den daha az olduguna ulasilmistir. Bu,
Pten genindeki mutasyonun meme kanserinin iyilesme siirecinde bir dirence neden

oldugunu géstermistir [63].

Runx1l geni, bir transkripsiyon faktorii olan RUNXI1 proteinini kodlar. Bu protein
cekirdek baglanma faktorii adi verilen kompleksin alfa alt birimidir. Cogalma,
farklilasma apoptoz ve hiicre baglant1 6zellesmesi gibi ¢esitli siireclerde gorev yapar.
Runx gen ailesinin 3 iiyesinden biri olan Runx1, insan meme epitel hiicrelerinde baskin
olarak ifade edilen iiyedir. Meme kanseri vakalarinda siirecin 6nemli bir indikatoriidiir.
Ciinkii bu gen epitel hiicrelerin mezenkimal doniisiimlerini engeller. Bunu, E-kaderin
proteinlerinin ekspresyonlarint diizenleyerek yaptigi kaydedilmistir [64]. Kanserin
ilerleyen siireclerinde bu genin ifadesinde belirgin derecede diisiis gozlenir. Bu,
donlisim biliylime faktorleri araciligi ile mezenkimal donilislimiin uyarilmasiin
ontindeki engelin kalktigin1 gosterir. Ekspresyon seviyelerinin diisiik oldugu bu tarz
mutasyonlar ER(+) tipi meme kanserinde ¢ogunlukla meydana gelir [65]. Bunun tersine
tclii negatif meme kanseri tiirinde Runxl ekspresyon seviyesinde artisin oldugu
kaydedilmistir [64]. Her ikisi iginde Runx1’in meme kanserinde tiimoér olusumunun
tesviki ve tiimoriin yayilmasini epitel mezenkimal doniisiimii diizenleyerek etkiledigi
iddia edilmistir.

Sf3b1 geni, splicing faktor 3b protein kompleksinin alt birim 1’ini olusturan proteini
kodlar. Bu protein, onciil mRNA’nin intronlarinin kesilmesi isleminde gorev olan bu
kompleksin en biiyiik pargasidir [44]. RNA’nin islenmesinde gorevli proteinlerde
goriilen mutasyonlar lenfosittik 16semi ve pankreas kanserlerinde yiiksek frekansta
goriilmesine karsin meme kanserinde daha diisiik frekansta gozlenir [66]. Yapilan
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sekanslama caligmalarinda, bu mutasyonlarin yogun olarak goézlendigi genlerden birinin
Sf3b1 geni oldugu tespit edilmistir. Bu gendeki mutasyonun, ER(+) hastaliklar ve Aktl
genindeki mutasyonlarla anlamli derecede iliskili oldugu iddia edilmistir. Bir ¢calismada,
ER(+) meme kanseri gozlenen 77 hastanin tespit edilen 18 6nemli mutant geninden biri
Sf3b1l geni oldugu tespit edilmistir. Bu durum, ER(+) meme kanseri terapatik

stireglerinde Sf3b1 genini yeni bir hedef olarak ortaya sunmaktadir [67].

Trp53 geni, bir timdr baskilayici gendir ve hiicre ¢ekirdeginde konumlanmis p53
proteinini kodlar. Insanda Trp53’iin ortolog geni olan Tp53 bulunur [68]. Normal
hiicrelerde stirekli ifade edilmesine karsin hizla yikilan bu proteinin seviyesi dugiiktiir.
Ultraviyole 1s1nlara maruz kalma, kimyasal uyaranlara maruz kalma gibi DNA hasarina
yol acan cesitli stres durumlarinda ve onkogenik stres durumlarinda aktive olur [69].
Buna tepki olarak, hiicre tipine gore hiicre dongiisiiniin bir¢ok kontrol noktasinda etken
proteinleri aktive ederek durdurulmasi veya hiicrenin apoptoza yonelmesi cevaplarin
olusturulmasini saglar. Bahsedilen iki temel stres durumunun kanser olusumuyla dnemli
derecede ilgi olmasi, p53 proteinini tiimdr olusumunda merkezi bir role oturtur. Dahast,
p53 insan kanser tiplerinde en ¢ok mutasyona ugrama frekansina sahip proteindir
(~%50) [68]. Kanserlesmis hiicrede p53 hiicre dongiisiinii durduramaz ve hiicreyi
apoptoza yonlendiremez. Boylece, kanser hiicrelerinde kontrolsiiz ¢ogalma gozlenir. Bu
genden yoksun olan farelerin gelisimlerinde herhangi bir anormallik gézlenmez, fakat
bunlarin kendiliginden timor olusturma ihtimali ve kimyasal olarak indiiklenme
ihtimali ¢ok yiiksektir [70]. Bu genin dozunun arttirilip regiilasyonunun muhafaza
edildigi, fareler {lizerinde yapilan bir calismada, normal yaslanma siireglerine
hizlandirmaksizin DNA zararlarina daha giiglii tepki verildigi ve tiimér olusumuna

direng gosterildigi one siiriilmustiir [69].
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Sekil 2.3 Pten ve Trp53 yolaklari

2.4 Biyoinformatik

Gelisen teknoloji le birlikte biyoloji ve genetik alanlarinda elde edilen bilgideki artis, bu
bilgilerin saklanmasi, yayilip evrensellesmesi ve analiz edilmesinde bilgisayarlarin
kullanilmasii zorunlu kilmig, bunun sonucunda da multidisipliner bir bilim olan
biyoinformatik ortaya cikmustir. Insan Genom Projesi (HGP), bu bilimin ilerlemesine
biiyiikk bir ivme ve heyecan katmistir Protein ve DNA dizilemesi ilizerine yapilan
calismalar sonucunda elde edilen biiyiik veriler, ilk veri tabanlarin1 dogurmustur. Daha
sonraki yillarda, veri tabanlar1 ¢esitlenmis internet erisiminin artmasiyla, yayginlasmasi
saglamistir. Giinlimiizde en yaygin kullanilan veri tabani, bir¢cok farkli veri tabaninin da
birlesmesine olanak saglayan ‘“National Center For Biotechnology Information”
(NCBI)’dir. Icerisinde gen, protein, SNP, primer gibi cesitli veri tabanlar1 mevcuttur

[71].

Biyolojinin temel kavramlarinin, (protein, gen, DNA, RNA) biitiinciil ve evrensel bir
sekilde ele alinip, elde edilen bilgilerin biyoinformatik olarak degerlendirilmesiyle,
omiks teknolojileri ortaya c¢ikmistir. Omiks teknolojisi, gen sekanslarindan, protein
ekspresyonu modellerinden ve metabolit modellerinden, yiiksek verimli ve c¢ok
miktarda verinin {iretilmesini saglayan teknolojilerdir. Genomiks, proteomiks,
transkriptomiks, metabolomiks gibi tiirleri vardir. Yiiksek teknoloji gerektiren araglar ve

bilgisayarlar kullanilir [72].



2.4.1 Transkriptom

Genom elemanlarinin fonksiyonunun anlasilmasi ile hastalik ve gelisim siire¢lerinin
anlasilmasi1 i¢in, bir hiicre veya hiicre grubundaki tiim transkriptlerin bilgisine
ulagilmas1 amaglanan omiks teknolojisidir [72]. Bununla birlikte, sadece mRNA,
miRNA, veya kodlanmayan RNA’ larin hedef alindig: alt kiimeleri de vardir. Herhangi
bir zamanda o hiicrelerde aktif olan genleri yansitir. Hiicrelerin farklilasma ve
kanserlesme siireclerini aragtirmada kullanilir. Transkriptom c¢alismalarinda yiiksek
verimli sonuglarin alindigi iki temel uygulama vardir:1- Microarray 2-RNA-seq.
Mikroarray, hibritlesme reaksiyonuna dayali nispeten eski ama hala siklikla kullanilan
bir tekniktir. Ornek DNA ile problar hibritlesir ve 1s1ma olur. Problarim eldesi igin 6n bir
sekans bilgisi gerektirir [73]. Daha giincel ve daha gelismis yontem olarak RNA-seq
kullanilir [74].

2.4.1.1 RNA-seq

RNA sekanslama, bir ¢esit Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojisi uygulamasidir.
Mikroarray yonteminin gerektirdigi 6n dizi bilgisini gerektirmez. Bu yontemde, aslinda
direk RNA {izerinden dizileme olmaz. RNA tek zinciri yapisi itibariyle, DNA’ya gore
daha kirillgan yapidadir. Bu yilizden dizilemesi daha zordur. Fakat onu cDNA’ya
cevirerek dizilememiz miimkiindiir. RNA sekanslamaya baslamadan 6nce kullanilacak
RNA nin kalitesi kontrol edilmelidir. Bunun i¢in, izole edilen RNA’nin, RNA biitiinliik
sayist (RIN) o6l¢iilmelidir. Bu deger, 1 ile 10 arasinda numaralandirilir ve 10 en saf
RNA’y1 temsil eder. RNA sekanslama, SNP’lerin tespitini, mutasyon tespitini, alternatif
ugbirlestirme tespitini, post-translasyonal modifikasyon tespitini, ekson sinirlarinin
belirlenmesini saglar. Ayrica farkli kantitatif Ol¢iimler gerceklestirerek, ekspresyon
oranlarmin farkli uygulama ve gruplara gore tespitinde kullamlir. Ornegin bir ilacin
farkli dozlarinin bir canliya etkisinin arastirilmasinda veya beslenme kisitlamasinin
genler tlizerindeki etkisinin arastirilmasinda, ekspresyon seviyelerinin oOlgiilmesini

saglayarak analiz yapmaya imkan sunar [75].

RNA dizileme 3 temel asamadan olusur. 1-Kiitiiphane hazirlama 2- Sekanslama 3- Data
analizi. Bu c¢alismada kullanilan RNA-seq datalari, Illumina HiSeq 400 sistemi

kullanilarak elde dilmistir. Bu kisimda, temel agsamalar bu sisteme gore anlatilacaktir.
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Sekil 2.4 RNA-seq asamalari

Kiitiiphane Hazirlanmasi

izolasyondan sonra ilk asama kiitiiphane hazirlamaktir ve kullanilacak RNA’nin tiiriine
gore, kullanilacak platforma gore cesitli metotlar yapilir. Bu islemin akis sirast su
sekilde oOzetlenebilir: RNA molekiillerinin izole edilmesi, RNA'nin ¢cDNA'ya ters-
transkripsiyonu, rastgele primerle cDNA molekiillerinin ¢ogaltilmas: veya fragmentler

olusturulmasi, dizileme adaptorlerine baglanmasi [76].

Kiitiiphane olusturmaya baslamadan once total RNA igerisinden, dizilerin okunmasinda
sorun ¢ikartacak olan ve hiicrelerde ¢ok miktarda bulunan RNA’lar (en ¢ok bulunan
ribozomal RNA vb.) segici olarak ayrilmalidir. Bunun i¢in, mRNA’nin ¢ogaltilmasi ve
secilmesini saglayan, mRNA’nin poli A kuyruguna kovalent baglanan oligo T dizileri
kullanildig1 gibi, rRNA’y1 uzaklastiran ticari kitlerde kullanilabilir. Caligmanin amaci,

hangisinin kullanilacagini belirler [76].

Elde edilen RNA, cDNA’ya ¢evrilir. Sekanslama makinasina uygun olabilmesi i¢in
RNA’nin  oncelikle fragmentasyonu ve biylikliik se¢imi yapilmasi gerekir.
Fragmentasyon i¢in enzimler veya sonikasyon kullanilabilir. Biiyiikliik se¢iminde kii¢lik
fragmentler elenir. Biiyiilk ve siki baglanmis olanlar secilir. Genelde fragmentlerin
uzunluklart 200-250 niikleotid arasinda degisir. Elde edilen fragmentler rastgele
primerler araciliiyla ve reverse transkriptaz enzimi ile cDNA’ya c¢evrilir. Daha sonra
adaptor oligomerleri takilir, bunlar amplifikasyonu ve sekanslama i¢in gereklidir. Farkli
amplifikasyon yontemleri ile kati1 yiizeye tutulu Ornekler cogaltilir. Daha sonra tek

zincirli hale getirilip dizileme i¢in uygun form elde edilmis olur [76].
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Sekanslama

Farkli platformlara ait farkli sekanslama stratejileri vardir. Bu stratejilerden en
bilenenleri piro-sekanslama (Roche 454 sistemi), sentez bazli sekanslama (Illumina) ve
ligasyon bagli sekanslamadir( SOLiD sistem). Bu c¢alismada kullanilan RNA-seq
datalari, Illumina HiSeq 400 sistemi kullanilarak elde dilmistir. Bu sistemde her bir
niikleotid farkli bir florasans boya ile bagli bulunur ve sabit yiizeyde cogaltilmis olan
fragmentlerin {izerine eklenir. Yani toplamda dort farkli renkte florasans boya
mevcuttur. Sonug olarak uygun niikleotid baglanirsa sentez gerceklesir ve bagli olan
florasans 1s1ma yapar. Daha sonra 3 ugtaki sonlandirict ortadan kaldirilir ve yeni
dongiiye gegilir. Ornegin tamamimi sekanslayana kadar déngiiler devam eder. Bu tarz

dizilmeye siklik geri doniistimlii dizileme denir [75].

e wy
‘ETE _+ ‘_.4 & ‘ A !

i?;:‘ . ~ B

o . = G /

ol NG S -

= S N i

; B/
PPPr 77777 rrrs i
sekanslama sinyal taranmasi

Sekil 2.5 Sekanslama ve sinyal okunmasinin sekilsel gosterimi

Data Analizi

Bu agsama dizilemenin en karmasik kismidir. Yiiksek verimli sonuglar i¢in elde edilen
ham veriler olduk¢a fazladir. Biyoinformatik araglarla optimize edilir ve daha uygun
hale getirilir. Dizileme yaklasik 100-200 baz uzunlugundaki kiiciik parcalar tizerinden
yapildig1 i¢in bunlarin birlestirilmesi gerekir. Bunun i¢in dizisi kesin olarak bilinen
referans genomlar kullanilarak haritalama yapilir. Siralanan kiigiik okuma pargalarinin
kontik ad1 verilen birbirleriyle benzer kisimlari tizerinden kii¢lik parcalar birlestirilir ve
bir harita olusturulup biitiine ulasilir [77]. En uygun hizalamay1 bulmak i¢in dinamik
programlama algoritmalar1 kullanilir. Eger referans genom kullanilmayacaksa de novo

olarak haritalama yapilir. Dizileme ile gen ekspresyon Ol¢limii, transkriptlerin
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birlestirilme asamasinda her lokus icin eslesen okuma sayisinin hesaplanmasiyla yapilir

[77].

Bir¢ok c¢alismada temel ama¢ olan farkli oranda ekspresse olan genlerin (DEGs)
analiziyle, degisen kosula gore neyin yanlis gittigini, neyin farklilastigini gostermektir.
Ayrica bu genlerin tespitiyle, genlerin farkli kategorilerde siiflandirilmasi ve bdylece
ifadesi degisen genlerin hangi sistemler iizerinde etkin rol oynadiginin genis bir agidan

goriilmesi saglanir. Bu kategorizasyon i¢in gen ontoloji (GO) analizi kullanilir [77].
DEG Analizi

Farkli oranda ekspresse olan genler (DEGs), iki ya da daha fazla farkli kosul, zaman
veya yerde, ifade edilme oranlarinda degisiklik gézlenen genler i¢in kullanilan terimdir.
Gen ekspresyon seviyesindeki bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamli olmalidir.
DEGs’in belirlenmesi ve analizi, kanserlesme gibi biyolojik siireclerde, ilaglarin
etkilerini inceleyen ¢alismalarda ve dokularin gen profillerinin olusturulmasinda
kullanilan o6nemli bir baslangic noktasidir. Teorik olarak bir dokuda kanser
gozlendiginde o dokuda ifade olan genlerde de farklilagmalar olmalidir. O dokuda
ifadesi degisen genlerin timi DEGs’i olusturur [75] Giiniimiizde birgok calismada,
Microarray ve RNA-seq gibi transkriptom analizleriyle, DEGs belirlenir. Transgenik
farelerde kalori kisitlamasinin gen ifadesindeki degisikliklerini arastiran bir ¢alismada,
RNA-seq ile elde edilen veriler sonucunda, KKK uygulanmis bireylerle AKK
uygulanmis bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli 445 DEGs tespit edilmistir. Bu,
kalori kisitlamasinin iki farkli tiiriinlin gen ifadesinde 6nemli derecede degisiklige
neden oldugunu gosteren bir sonugtur [3]. DEGs’in belirlenmesinden sonra bu veriyi

daha da anlamlandirmak i¢in genin islev ve mekanizmasini tanimlayan analizler yapilir.
Gen Ontolojisi Analizi

Gen Ontolojisi (GO), gen ve gen iirlinlerinin biyolojik anlamlarinin biitiin canl tiirleri
icin kapsamli bir sekilde ele alip daha iyi tanimlanabilmesi amaciyla olusturulan bir
isimlendirme katalogudur. Isimlendirmeye evrensel bir standart getirmesi agisindan
onemlidir. Ug¢ farkli alanda isimlendirme yapilir. Genin ne yaptig:1 bilgisi igin
“molekiiler fonksiyon”, ne amagla yaptig1 bilgisi i¢in ” biyolojik siire¢”, nerede yaptigi
bilgisi i¢in “hiicresel bilesen” adli kategoriler olusturulmustur [78]. Bu ii¢ anatasyonun
her bileseninin kendine 6zel bir GO numarasi (GO ID) bulunmaktadir. Ornegin,

biyolojik siirecler anatasyonunda, lenfosit araciligiyla bagisikligin diizenlenmesi i¢in
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GO ID: GO:0002706 olarak kullanilir. Her anatasyonun altinda, hiyerarsik sekilde
olusturulan daha spesifik alt anatasyonlar vardir. Asagi gidildikge temsil edilen gen

say1s1 da buna bagl olarak azalir [78].

R]
1]
R]
a
R]
a
a
a
a
<7 GO:0002706 regulation of lymphocyte mediated immunity
a

Sekil 2.6 GO:0002706 numarali, lenfosit araciligryla bagisikligin diizenlenmesinin,
biyolojik siire¢ anatasyon agacinda gosterimi

2.5 Gerc¢ek Zamanh PCR

Polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR), belirlenen dizilerin ya da tiim genomun
cogaltilmasi igin kullamilir. Reaksiyon ii¢c asamanin dongiisii seklindedir. Ilk olarak
denatiirasyon ile zincirler ayrilir. Tavlama asamasinda primerler bu zincirlere tutunur ve
uzama asamasinda bu primerlerin yardimiyla ikinci zincir uzar. Bu dongii 25-35 defa
tekrarlanir. Ozellesmis bir tiirii olan Gergek Zamanli PCR (Q-PCR), PCR ¢ogaltimini
goriiniir hale getirir. Bu amagla floresan isaretli prob ve boyalar kullanilir. Floresan
1s1ma, olugan DNA ile dogru orantili olarak artar. Q-PCR, gercek zamanli miktar tayini
icin en sik kullanilan yontemlerden biridir [79]. Dahasi birgok transkriptom analizi
calismasinda validasyonu yontemi olarak kullanilir. Ornegin bir calismada, farelerde
metastaz Oncesi nig olusumu ve metastaza giden siiregleri incelemek amaciyla, meme ve
akciger kanseri hiicre-hattindan elde edilen RNA’ya, RNA-seq ile transkriptom analizi

yapilmig, daha sonra elde edilen veriler Q-PCR ile valide edilmistir [80].

Q-PCR’da tercih edilen en temel bes saptama yontemi sunlardir: Hidroliz probu
yontemi (klasik TagMan sistemi), DNA ile birlesen boyalarin, hibridizasyon probu
yontemi, molekiiler boncuk yontemi, “scorpion primeri” kullanimi. Bu y&ntemlerden,
DNA ile birlesen boyalarin haricindekiler ¢ogaltacaklar1 bolgeye 6zgiildiirler. DNA’ya
baglanan boyalar ise 0zgiil olmayarak herhangi ¢ift zincirli DNA ile giiclii sekilde
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baglanarak kompleks olusturur. SYBR Green, DNA ile birlesen boyalardan biridir ve
yesil 151k yayar [17].

Q-PCR, ii¢ asamanin kombinasyonu ile olusmustur. 1. Asamada mRNA, viral orjinli bir
ters transkriptaz ile komplementer DNA’ya (cDNA) cevrilir. 2. asamada elde edilen
cDNA’nin amplifikasyonu olur. 3. Asamada ise iriinlerin tespiti ve sayilmasi olur.
Bununla birlikte, bu PCR siiresince 3 ayr1 faz goriiliir. Tlk olarak birkac¢ déngii siiren ve
saptanabilir oranda {iriinlin olusmadig1 arka plan faz vardir. Daha sonra, logaritmik
fazda iirlin miktarn Uslii sekilde artar. Son olarak, eksponensiyel ¢ogalim olmayan
reaksiyon ortamindaki enzim, primer ve niikleotidlerin tiikkendigi plato fazi1 gerceklesir.
Geleneksel PCR’in aksine ol¢lim plato fazindan sonra degil, logaritmik faza gore
yapilir. Boylece inhibitdr miktarindan, reaksiyon kosullarindan ve amplifikasyon

etkinliginden daha az etkilenilir [17].

Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 2.7 Gergek Zamanli PCR fazlar1 ve amplifikasyon egrisi grafigi

Logaritmik fazdaki ¢ogalmanin ifade edilmesinde (2.1) kullanilir.
Th = To(E)" (2.1)

Denklemde yer alan parametrelerden To hedefin ilk bastaki miktarini, Tn n dongiisiinde
hedefin ulagtig1 miktar1 ve E de ¢ogalma etkinligini gdsterir. . Buna gore ¢ogalmanin
etkililigi maksimum 2 olabilir. Bu her dongiiniin sonunda 2 kat iirlin elde dildigini
gosterir. PCR etkinliginin minimum degeri 1’dir ve bu ¢ogalma olmadigini gosterir.

Floresan oOlciim, Q-PCR’da her dongilinliin sonunda yapilir. Bdylece c¢ogalmanin
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logaritmik faz1 kolayca tespit edilir. Q-PCR i¢in bir diger 6nemli deger esik degeridir.
Her ¢ogalmanin baslangigtaki hedef dizi sayisi farklidir. Reaksiyon boyunca diziler
cogalir ve her ¢cogalmanin esit sayida liriin icerdigi dongii, reaksiyonun esik degerinin
ifade eder. Buradan su sonuca ulasilir. Ik basta az sayida hedef icerenlerin esik degere
ulagsmasit i¢in daha fazla dongli gerekir. Esik deger logaritmik fazin basladigi ve

dogrusal bir artigin gdzlendigi en diisiik floresan degeri olarak tanimlanir [81].

Q-PCR’da miktar1 bilinen “housekeeping genler” standart olarak kullanilir. Bu genler
bir organizmanin her hiicresinde ifade olan ve temel hiicre fonksiyonlarinin
stirdiiriillmesi icin gerekli olan genlerdir. Pek ¢ok ¢alismada, Gapdh geni standart olarak
kullanilir. Bu, hiicrede her zaman belirli bir miktarda sentezlenen bir glikoliz enzimidir.
Bunun disinda, albiimin ve B-aktinin genleri referans gen olarak kullanilan genlere

ornektir [81].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METHOD

3.1 Materyaller

3.1.1 Kullamlan Hayvan Materyali

Bu ¢alismada, MMTV-TGF-a farelerinden elde edilen timiis dokusu kullanilmistir. Bu
farelerin orijinali, Minnesota Universitesi Hormel Enstitiisii Tibbi Arastirma
Merkezi’nden Dr. Margot Cleary tarafindan, Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi'nde bir
koloni olusturmak i¢in Dr. Soner Dogan’a bagislanmistir. Daha sonra, onceden
tammlanmis  yetistirme protokolii esas almarak Yeditepe Universitesi Hayvan
Tesislerinde yetistirilmigtir. Buna gore, yasamlarinin 10. haftasindan itibaren 3
beslenme grubuna (AL, KKK, AKK) ayrilan fareler ve 17 ile 18. haftalarda 49 ile 50.
haftalarda ve 80 ile 81. haftalarda sakrifiye edilmistir. KKK, AL beslenmeden %15
kisitlama ile olmustur. AKK, agik periyotta AL beslenmeden %60 kisitlama ile
olmustur (Cizelge 3.1). Diyet olarak Altromin TPF1414 kullanilmistir. Bu diyet Kobay
A.S. (Ankara/ Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Diyetin bilesenleri Cizelge 3.2°de
belirtilmistir. Yetistirilen farelerden elde edilen timiis dokusu RNA izolasyonuna kadar
-80°C’de saklanmuistir.
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Cizelge 3.1 17 ile 18. haftalarda sakrifiye edilen farelerin kalori alim orani tablosu

11 12 13 14
KKK/ AKK KKK /AKK KKK/ AKK KKK/ AKK
%85 / %100 %85 / %100 %85 / %100 %85 / %40

15 16 17 18
KKK/ AKK KKK /AKK KKK/ AKK KKK/ AKK
%85 / %100 %85 / %100 %85 / %100 %85 / %40

Cizelge 3.2 Altromin TPF1414 diyetin bilesenleri

Bilesenler 1414 TPF
Nem [%] 11,0
Ham Protein [%)] 25,0
Ham lipit [%)] 9,0
Ham Lif [%)] 2,5
Ham Kiil [%] 6,5

3.1.2 Kullanilan Biyoinformatik Veriler

Bu calismada, karsilastirmali analiz yapabilmek i¢in daha Onceden boliimiimiizde
yiriitiilen 2016-01-07-DOP01 numarali BAP projesinden elde edilen RNA-seq verileri
kullanilmistir. Bahsedilen veriler, bu ¢alismada da kullanilan hayvan materyaliyle aym
prosediir ve ortamda yetistirilmis hayvanlarin timiis dokusundan saflastirilan RNA’ nin,
RNA-seq bazli transkriptom analizi sonucu elde edilmistir. Analiz sonucu tespit edilen,
p<0,05 istatiksel 6nem derecesinde, 6091 adet farkli oranda ekspresse olan gen (DEG),

bu ¢alismada incelenecek genlerin arama havuzu olarak kullanilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Genlerin Belirlenmesi

Bu c¢aligmada kullanilacak genlerin belirlenmesinde IntOGen mutasyon platformu
kullanildi. Bu platforma gore, meme tiimorii olusumunda en ¢ok tekrarlanan mutasyona

ugramis genlerden 21 gen secildi.
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3.2.2 RNA-Seq Datasindan Genlerin Analizi

RNA-seq datalari, 10. haftadan itibaren kalori kisitlamasi uygulamasimin iki tiiri
uygulanmis ve 17 ile 18. haftalarda sakrifiye edilen MMTV TGF-a fareleri ile kontrol
grubu olarak Ad Libitum beslenmis yine aym tiir farelerden elde edilen timiis
dokusundan izole edilen RNA’y1 kullanilarak elde edilen datalardir. Bu datalarin i¢inde
3 farkli beslenme grubu i¢in 3 farkli data mevcuttur. Bu datalar, belirlenen beslenme
gruplari i¢in p<0,05 istatiksel onem derecesinde 6091 adet farkli oranda ifade olan gen
(DEG) oldugunu gosterir. Bunlarin, 2281 tanesinin AL-KKK arasinda, 2825 tanesinin
KKK-AKK arasinda, 445 tanesinin AL-AKK arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu
veriler belirlemis oldugumuz genler i¢in bir arama havuzu olarak kullanilmistir.
Belirlemis oldugumuz genlerin bu datalarda aranmasi i¢in Linux isletim sistemi bulunan
bilgisayardan Linux terminal kullanildi. R programi araciligi ile gerekli bilgiler ¢ekildi.

Bunu ig¢in su sirali kodlar yazildi

1.$R

R program diline giris yapildi.

2. > library(cummRbund)

Komutu ile R i¢indeki CummRbund kiitliphanesine ulasildi.

3. >cuff_data < - readCufflinks(‘diff out’)

Cuffdiff ¢iktisindan bir CummeRbund veritabani olusturuldu.

4. >mygene<- getGene(cuff data, ‘Gen’)
>expressionBarplot(mygene)

Istenilen bir genin farkl verilerdeki ekspresyon seviyesi goriintiilendi.

Daha sonra belirlenen genlerin ulasilan sonuglarina gore, 3 beslenme grubu igin ifade
edilme oranlarindaki degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigina yine bu

datalarin kullanilmas1 sonucunda ulasildi. Istatistiksel olarak &nemli olan genler

kaydedildi.

3.2.3 RNA izolasyonu

17./18. haftalarda, 49./50. haftalarda ve 80./81. haftalarda sakrifiye edilen MMTV-TGF-

a farelerinden elde edilen timiis dokularindan kesilerek 25-30 mg’lik 6rnekler alindi. Bu
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orneklerden RNA izolasyonunda Qiagen RNeasy Mini Kit kullanildi. ilk olarak
ornekler eppendorf tiiplere alindi ve liziz tampon ¢ozeltisinin i¢ine Iml i¢in 10 pL
olacak sekilde B-merkaptoetonol eklendi. Daha sonra 6rneklerin tizerine 300 pL liziz
tampon ¢ozeltisi eklendi. Homojenizator araciligi ile doku pargalandi. Tiipe 300 uL
daha liziz tampon c¢ozeltisi eklendi. 3 dakika maksimum hizda santrifiij edilen
orneklerin katmanli yap1 olusturmasi sonucunda, siipernatant kismi yeni bir tiipe alindi,
pelet kismi atildi. %70’1ik etanolden, alinan siipernatant ile esit hacimde tiipiin igerisine
eklendi ve pipetajla karismasi saglandi. RNeasy kolonlarinin altina 2 mL’lik toplama
tipleri yerlestirilip, her seferinde maksimum 700 pL olacak sekilde kolonlardan
ornekler gecirildi. RNeasy kolonlar 8.000 x g‘de 15 saniye santrifiij edildi. Daha sonra
700 uL RW1 tamponu eklendi ve 15 sn 8.000 x g‘de santrifiij edildi. Daha sonra 500 pL
RPE tamponu eklenip 15 sn 10.000 x g’de santrifiij edildi. 500 uL RPE tamponu daha
eklenip bu sefer 2 dakika 10.000 x g’de santrifiij edildi. RNeasy kolonu 1 dakika bos
olarak maksimum hizda santrifiij edildi. 1,5 mL’lik yeni tiip kolonun altina konulup 30
uL RNaz’siz su eklendi ve 1 dakika 10.000 x g’de santrifiij edildi. Son islem bir kez
daha tekrarlandi.

3.2.4 RNA Miktar Tayini

Elde edilen c¢ozeltiden RNA konsantrasyon ve miktar tayini i¢in NanoDrop
spektrofotometre ile dlgiim yontemi kullanildi. Oncelikle referans olarak RNaz’siz
sudan 1 pL aletin kuyusuna damlatilip bos Ol¢lim alindi. Daha sonra RNA igerdigi
diisiiniilen ¢ozeltiden 1 pL alinip aletin kuyusuna damlatildi ve ol¢iim yapildi.

Orneklerin saflik derecesi ve RNA miktar1 sayisal ve grafik olarak elde edildi.

3.2.5 RNA Jel Elektroforezi

RNA Elektroforez jeli yapiminda oncelikle (75 mL %] lik) hazirlamak i¢in 0,75 g
agaroz tartildi ve sterilize edilmis bir beherin i¢ine aktarildi. 5X’lik MOPS’ tan 15 mL
ve DEPC’li sudan 46,875 mL alinip beherin igerisine aktarildi. Sonra agzi kapatilan
beher mikro dalga firina koyulup agarozun ¢6ziinmesi saglandi. Buharlasan kisim
yerine DEPC’li su ilave edildi ve etiivde sicakliginin 60°C’ye gelmesi i¢in bekletildi.
Bir tlipte 13,125 mL formaldehit etiivde isitilarak sicakliginin 60°C’ye gelmesi
saglandi. Toplam 75 mL’lik hacme ulagsmak i¢in formaldehit beherin igerisine

aktarihirdi. Bir siire elle karistirilarak formaldehitin karigim igine 1yi bir sekilde
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dagilmasi amaglandi. Daha sonra jel dokiildii ve taraklar yerlestirildi. Donmasi
beklendi. 1X MOPS, tank tamponu olarak kullanildi. RNA o6rnekleri ylikleme igin

Cizelge 3.3 esas alinarak hazirlandi.

Cizelge 3.3 Yiikleme i¢in RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Gerekli Malzemeler Yiiklenen Miktar
5X MOPS 2 uL
RNA 2 uL
Steril DEPC’li Su 2,5uL
Formaldehit 3,5uL
Formamid 10 uL
Etidyum Bromiir (mg/mL) 0,5 uL
Toplam = 20,5 pL

RNA 6rnegi igeren tiipler, 55°C de 15 dakika kuru 1s1 blogunda inkiibe edildi. Ardindan
orneklere 2 pL yiikkleme tamponu eklenerek, jele yiiklendi. Jelde 60 Voltta 90 dakika
yiriitildi.

3.2.6 Primer Tasarlama

Bu ¢alismada Gergek Zamanli PCR’da kullanilacak olan, secilen alt1 gene ait ileri ve
geri yonlii primer literatiirdeki 6rnekleri incelenerek belirlendi. Belirlenen primerler

Triogen Biyoteknoloji (Istanbul) sirketinden temin edildi.

3.2.7 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA sentezi i¢in hazir ticari kitlerden biri olan GeneMark First
Strabded Synthesis Kit (SAMscript) kullanildi. Deney esnasinda yapilan islemler buz
tizerinde yapildi. cDNA sentezi Oncesi tim RNA konsantrasyonlar esitlendi. Bunun
icin her 6rnekten 1 ug RNA igerecek hacimde 6rnek alindi ve RNaz’siz tiipe aktarildi.
Tipe, 1 uL random primer ve 13,5 pL distile su eklendi ve 70 °C’de 5 dakika kuru 1s1
blogunda inkiibe edildi. Daha sonra 3 dakika buzda bekletildi. Bu arada, bir tiipiin
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icerisinde Cizelge 3.4 esas alinarak 9 Ornek icin bir karisim hazirlandi. Hazirlanan
karisimdan 5,5 pL alinarak tiiplerin i¢ine konuldu ve toplam hacim 20 pL’ye ulasildi.
25°C’de 10 dakika, 42°C’de 60 dakika ve 72°C’de 5 dakika bekletildi. Hazirlanan
cDNA’lar ger¢ek zamanli PCR'da kullanilmak iizere -20°C’de derecede saklandi.

Cizelge 3.4 cDNA sentezi icin gerekli bilesenler ve hacimleri

Bilesen Hacim (nL)
RT tampon (10x) 2
dNTP Karisimi 2
RT enzim 1
RNaz inhibitorii 0,5

3.2.8 Gercek Zamanh PCR

cDNA eldesinden sonra Gergek Zamanli PCR (Q-PCR) islemi i¢in de hazir ticari
kitlerden biri olan GM SYBR Q-PCR Kit kullanildi. Deney sirasinda yapilan islemler
buz lizerinde gerceklestirildi. cDNA’lar 1’e 4 oraninda distile su ile seyreltildi. Gergek
zamanli PCR reaksiyonlari i¢in gerekli bilesenler Cizelge 3.5’te belirtilen hacimlerde ve

toplam hacim 25 pL olacak sekilde kullanildi.

Cizelge 3.5 PCR reaksiyonlari i¢in gerekli hacmi iceren bilesenler

Bilesen Hacim
Niikleaz’s1z Su 9uL
GM SYBR Q-PCR Karisim 12,5 uL
Geri Primer 0,25 uL
[leri Primer 0,25 uL
cDNA 3uL
Toplam =25 pLL

Hazirlanan karisim Biorad Gergek Zamanli PCR cihaza konup Cizelge 3.6’daki
sartlarda Gergek Zamanli PCR gerceklestirildi.
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Cizelge 3.6 Q-PCR reaksiyonlar i¢in gerekli olan sicaklik degerleri ve siireler

Sicaklik (°C) Siire
95 120 sn
95 20sn ™
55 30sn > 40 dongii
72 45 sn—

Gergek zamanli PCR (Q-PCR) reaksiyonu basarili bir sekilde gergeklestirildikten sonra,
Ct degerleri incelenen 3 gen ve GAPDH geninde kat degisimi (fold change) hesaplamak
amacityla kullanildi. ACt ve 2724¢t degerleri hesaplamak icin karsilastirmali C; metodu
kullanildi.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Sonuglar

4.1.1 Genlerin Belirlenmesi

Genlerin belirlenmesinde IntOGen mutasyon platformu kullanilarak asagidaki genler
secildi. Bu secimde meme kanseri olusumunda mutasyona olusumu en ¢ok tekrarlanan

kanser yonlendirici genlerin secilmesine dikkat edildi. Boylece su genler belirlendi:

*Atm, Trp53, Brcal, Brca2, Pik3ca, Cdhl, Chek2, Pten, Stk11, Gata3, Kmt2c, Map3k1,
Ncorl, Map2k4, Aktl, Runxl1, Aridla, Nfl, Sf3bl, Ctcf, Notchl.

4.1.2 RNA-Seq Datasindan Genlerin Analizi Sonuglari

Belirlenen genlerin ifade edilmesindeki degisiklikler, daha onceki calismada elde
edilmis RNA-seq datalarindan tespit edildi. Bu datalar, belirlenen beslenme gruplar
icin p<0,05 istatiksel 6nem derecesinde 6091 adet farkli oranda ifade olan gen (DEG)
oldugunu gosterir. Bu genler belirledigimiz genler i¢in arama havuzu olarak kullanildi
ve secilen genlerden 6 tanesinin 3 beslenme grubu arasinda ifade edilmesindeki
degisikliklerin istatistiksel olarak dnemli oldugu sonucuna ulasildi. Bu genlerin isimleri

ve istatistiksel onem dereceleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 Beslenme gruplari aras1 ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli
olan genler ve p degerleri

GEN BESLENME p DEGERI
GRUBU
Akt1 AL / KKK 0,03390
Trp53 AL / KKK 0,01067
Gata3 AL / KKK 0,04844
AL / AKK 0,00518
Sf3bl KKK / AKK 0,02138
Pten KKK / AKK 0,00167
AL /| KKK 0,00613
Runx1 AL / KKK 0,03537
*p < 0,05

Belirlenen genlerin RNA-seq datasindan elde edilen ifade edilme degisikleri asagidaki

grafiklerde gosterilmistir.

Gata3

XLOC_020205

100 -

75 5

50 -

25 4

ox

AL KKK AKK

Sekil 4.1 RNA-seq datasindan elde edilen, Gata3 geninin ekspresyon grafigi
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Pten

XLOC_017588

80

60 -

40 -

o - o o o
AL KKK AKK

Sekil 4.2 RNA-seq datasindan elde edilen, Pten geninin ekspresyon grafigi

Trp53

120

920

60 -
i E
0 oK oK oK
AL KKK AKK

Sekil 4.3 RNA-seq datasindan elde edilen, Trp53 geninin ekspresyon grafigi

Aktl

XLOC_008956

120

80 -

- i

0 - oK oK oK
AL KKK AKK

Sekil 4.4 RNA-seq datasindan elde edilen, Aktl geninin ekspresyon grafigi
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Runxl

XLOC_014760

40 -

30 -

20 -

10 -

0 - ox ox
AL

oK
KKK AKK

Sekil 4.5 RNA-seq datasindan elde edilen, Runx1 geninin ekspresyon grafigi

Sf3b1l
XLOC_002099
300 -
200 -
N i i
o - oK oK oK
AL KKK AKK

Sekil 4.6 RNA-seq datasindan elde edilen, Sth3b1 geninin ekspresyon grafigi

4.1.3 RNA Miktar Tayini Sonuglari

Timiis dokusu 6rneklerinden izole edilen RNA’ nin miktari, Nanodrop spektrofotometre

yontemi ile belirlenmis, su degerler elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Izole edilen RNA’lara ait konsantrasyon ve saflik 6l¢iim degerleri

Doku Ornegi S:Il;;gzle Bgsllirgr:e Konsantrasyon A260/280
T 169 17/18 AL 514,6 2,1
T 164 17/18 KKK 608,3 2,11
T 203 17/18 AKK 311,7 2,11
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Cizelge 4.3 izole edilen RNA’lara ait konsantrasyon ve saflik dl¢iim degerleri (Devami)

T95 49/50 AL 243,6 2,09
T 107 49/50 KKK 440,4 2,09
T 133 49/50 AKK 206,4 2,08
T 64 80/81 AL 299,2 2,08
T88 80/81 KKK 262 2,09
T18 80/81 AKK 358,5 2,09

4.1.4 RNA Jel Elektroforezi

RNA jel elektroforezi soncunda asagidaki jel goriintiisii elde edilmistir.

Sekil 4.7 RNA orneklerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (soldan saga 6rnek
numaralar1 169, 164, 203, 95, 107, 133, 64, 88, 18)

4.15 Gerg¢ek Zamanh PCR Sonuclar:

Gergek Zamanli PCR sonucunda farkli beslenme grubunda ve farkli haftalarda
orneklerde 3 gen igin ekspresyon miktarlarindaki kat degisimi degerleri (4.1)
kullanilarak hesaplanmistir. Amplifikasyon egrisi ve erime egrisine 0rnek olarak Gata3

ve Trp53’e ait grafikler Sekil 4.8 ve 4.9’da gosterilmistir.
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Amplifikasyon

Dongtler

Sekil 4.8 Gata3 ve Trp53’e ait cogalma egrisi grafigi

Erime Tepeleri

1400
1200
1000 -

800 4

d(GFB)/dT

Sicaklik derecesi

Sekil 4.9 Gata3 ve Trp53’e ait erime egrisi grafigi
ACt (Kontrol) = C¢(Kontrol grubu Hedef geni) - C¢(Kontrol grubu Referans geni)
ACt (Deneysel) = Cy(Deney grubu Hedef geni) - C¢(Deney grubu Referans geni)
AAC: = ACy(Deneysel) - ACi(Kontrol)
9- AACt —

Kat degisim degeri 4.2)

Gapdh, Pten, Gata3 ve Trp53 genlerinin ortalama C: degerleri Cizelge 4.3’te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.4 Gapdh, Pten, Gata3 ve Trp53 genlerinin ortalama C; degerleri

Sakrifiye 18 . Hafta
Haftas1

Beslenme AL KKK AKK AL
Grubu
Ornek 169 164 203 95
Numarasi
Gapdh 19,24 21,88 20,72 | 23,13

Pten 23,22 | 25,03 27,34 | 28,40
Gata3 24,24 28,72 | 29,42
Trp53 22,09 @ 23,63 | 26,18 27,27

50. Hafta
KKK
107

23,14
26,42
32,74
25,44

AKK
133

22,52
28,50
28,79
26,79

AL
64

19,17
22,78
24,13
20,97

81. Hafta
KKK
88

23,12
28,03
29,38
26,82

18. haftada yapilan deneylerde elde edilen sonuglar asagida sirasiyla gosterilmistir.

Referans gen Gapdh, hedef gen Pten i¢in asagidaki islemler yapilmistir:

164 kontrol grubu, 169 deney grubu ise:

*AC¢(Kontrol) = 25,03 — 21,88 = 3,15
oACi(Deney) = 23,22 — 19,24 = 3,98

e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) = 0,84
) AACt — 2-0,84 =056

203 kontrol grubu, 164 deney grubu ise:
e ACt(Kontrol) = 27,34 — 20,72 = 6,62
oACi(Deney) = 25,03 — 21,88 = 3,15
eAACt = AC¢(Deney) - ACy(Kontrol) =-3,48
" AACt — 23,48 =11.15

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise:
e ACt(Kontrol) = 23,22 — 19,24 = 3,98
e ACi(Deney) = 27,34 — 20,72 = 6,62

o AACt = AC(Deney) - ACy(Kontrol) = 2,64
. AACt — 2—2,64 =016
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Pren - 18. Hafta

12.00

10,00

8,00

6,00

4.00

2.00

AL KKK AKK

0.00

Sekil 4.10 Pten icin 18. haftada 3 grup arasindaki kat degisimi
Referans gen Gapdh, hedef gen Gata3 i¢in asagidaki islemler yapilmistir:
169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise:

o ACt(Kontrol) = 24,24 — 19,24 = 5,00
oACy(Deney) = 28,72 — 20,72 = 8,00
eAACt = AC¢(Deney) - AC¢(Kontrol) = 2,99
o2 AACt — 2-2,99 =013

Gata3 - 18. Hafta
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00

2.00

0.00
AL KKK AKK

Sekil 4.11 Gata3 i¢in 18. haftada 2 grup arasindaki kat degigimi

Referans gen Gapdh, hedef gen Trp53 i¢in asagidaki islemler yapilmistir:
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164 kontrol grubu, 169 deney grubu ise:

o AC¢(Kontrol) = 23,63 — 21,88 = 1,75
oAC(Deney) = 22,09 — 19,24 = 2,85

¢ AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) = 1,10
o2 AACt — 2-1,10 =047

203 kontrol grubu, 164 deney grubu ise:

e ACt(Kontrol) = 26,18 — 20,72 = 5,47
eACy(Deney) = 23,63 — 21,88 = 1,75

e AAC: = ACy(Deney) - AC«(Kontrol) = -3,72
o2 AACt — 23,72 =13.13

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise:
e ACt(Kontrol) = 22,09 — 19,24 = 2,85
e ACt(Deney) = 26,18 — 20,72 = 5,47

e AAC: = ACy(Deney) - AC«(Kontrol) = 2,62
o2 AACt — 2-2,62 =0.16

Trp53- 18. Hafta

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00

2.00

AL KKK AKK

0,00

Sekil 4.12 Trp53 i¢in 18. haftada 3 grup arasindaki kat degisimi
50. haftada yapilan deneylerde elde edilen sonuglar asagida sirasiyla gosterilmistir.
Referans gen Gapdh, hedef gen Pten i¢in asagidaki islemler yapilmigtir:

107 kontrol grubu, 95 deney grubu ise:
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e AC(Kontrol) = 26,42 — 23,14= 3,28
eACy(Deney) = 28,40 — 23,13 = 5,27

e AAC: = ACy(Deney) - AC«(Kontrol) = 1,99
o2 AACt — 2-1,99 =025

133 kontrol grubu, 107 deney grubu ise:

e ACt(Kontrol) = 28,50 — 22,52 = 5,97
eACy(Deney) = 26,42 — 23,14 = 3,28

e AAC: = ACt(Deney) - AC«(Kontrol) = -2,69
o2 AACt — 22,69 =647

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise:
o AC¢(Kontrol) = 28,40 — 23,13 = 5,27
o ACy(Deney) = 28,50 — 22,52 = 5,97

e AAC: = AC(Deney) - AC«(Kontrol) = 0,70
) AACt — 2-0,70 =061

7.00
6.00
5,00
4.00
3,00

2.00

0,00
AL KKK

Pten - 50. Hafta

AKK

Sekil 4.13 Pten igin 50. haftada 3 grup arasindaki kat degisimi

Referans gen Gapdh, hedef gen Gata3 i¢in asagidaki islemler yapilmustir:

107 kontrol grubu, 95 deney grubu ise:

e ACt(Kontrol) = 32,74 — 23,14 = 9,60
eACi(Deney) = 29,42 — 23,13 = 6,29
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e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) = -3,31
o2 AACt — 23,31 =989

133 kontrol grubu, 107 deney grubu ise:

o AC¢(Kontrol) = 28,79 — 22,52 = 6,27
oACy(Deney) = 32,74 — 23,14 = 9,60

e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) = 3,33
o2 AACt — 2-3,33 =0.10

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise:
e ACt(Kontrol) = 29,42 — 23,13 = 6,29
oACi(Deney) = 28,79 — 22,52 = 6,27

e AAC: = ACy(Deney) - ACt(Kontrol) = -0,02
o2 AACt — 20,02 =1.01

12.00

10.00

8.00

6.00

4,00

2.00

0.00

AL KKK

Gata3 - 50. Hafta

AKK

Sekil 4.14 Gata3 i¢in 50. haftada 3 grup arasindaki kat degisimi

Referans gen Gapdh, hedef gen Trp53 i¢in asagidaki islemler yapilmistir:

107 kontrol grubu, 95 deney grubu ise:
e ACi(Kontrol) = 25,44 — 23,14 = 2,29
e ACi(Deney) = 27,27 - 23,13 =4,15
e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) = 1,85
o2 AACt — 2-1,85 =028
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133 kontrol grubu, 107 deney grubu ise:

o ACi(Kontrol) = 26,79 — 22,52 = 4,27
oACi(Deney) = 25,44 — 23,14 = 2,29

e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) =-1,98
o2 AACt — 21,98 =394

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise:
o ACi(Kontrol) = 27,27 — 23,13 = 4,15
o ACi(Deney) = 26,79 — 22,52 = 4,27

eAAC: = ACy(Deney) - AC«(Kontrol) = 0,13
o2 AACt — 2-0,13 =092

Trp53 - 50. Hafta
4.50
4,00
3.50
3.00
2.50
2,00

1.50

1.00
0.00

AL KKK AKK

Sekil 4.15 Trp53 i¢in 50. haftada 3 grup arasindaki kat degisimi
80. haftada yapilan deneylerde elde edilen sonuclar asagida sirasiyla gosterilmistir.
Referans gen Gapdh, hedef gen Pten i¢in asagidaki islemler yapilmigtir:
88 kontrol grubu, 64 deney grubu ise:

eAC¢(Kontrol) = 28,03 — 23,12 = 4,90
eACi(Deney) = 22,78 — 19,17 = 3,61

e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) =-1,29
o2 AACt — 21,29 =2 45

18 kontrol grubu, 88 deney grubu ise:
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e AC(Kontrol) = 27,62 — 22,79 = 4,83
oACy(Deney) = 28,03 — 23,12 = 4,90
e AAC: = ACy(Deney) - AC«(Kontrol) = 0,07

o2 AACt — 2-0,07 - 0'95

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise:

«ACi(Kontrol) = 22,78 — 19,17 = 3,61
o ACi(Deney) = 27,62 — 22,79 = 4,83
e AAC: = ACy(Deney) - AC«(Kontrol) = 1,22

o2 AACt — 2-1,22 - 0'43

3,00

2.50

2.00

1.50

1.00

0.50

0,00
AL

Pren - 80. Hafta

KKK

AKK

Sekil 4.16 Pten i¢in 80. haftada 3 grup arasindaki kat degisimi

Referans gen Gapdh, hedef gen Gata3 i¢in asagidaki islemler yapilmustir:

88 kontrol grubu, 64 deney grubu ise:

e AC(Kontrol) = 29,38 — 23,12 = 6,26
eACy(Deney) = 24,13 — 19,17 = 4,97
e AAC: = ACy(Deney) - ACt(Kontrol) =-1,29

2™ AACt — 21,29 =245

18 kontrol grubu, 88 deney grubu ise:

«ACi(Kontrol) = 28,05 — 22,79 = 5,26
eACi(Deney) = 29,38 — 23,12 = 6,26
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e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) = 0,99

o2 AACt — 2-0,99 - 0'50

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise:

o ACi(Kontrol) = 24,13 — 19,17 = 4,97
*ACt(Deney) = 28,05 — 22,79 = 5,26
e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) = 0,30

o2 AACt — 2-0,30 - 0,81

3,00

2.50

2.00

1.50

1.00

0,50

0,00
AL

Gata3 - 80. Hafta

KKK

AKK

Sekil 4.17 Gata3 i¢in 80. haftada 3 grup arasindaki kat degisimi

Referans gen Gapdh, hedef gen Trp53 i¢in asagidaki islemler yapilmistir:

88 kontrol grubu, 64 deney grubu ise:

oAC¢(Kontrol) = 26,82 — 23,12 = 3,70
oACi(Deney) = 20,97 — 19,17 = 1,80
e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) =-1,90

2™ AACt — 21,90 =3,72

18 kontrol grubu, 88 deney grubu ise:

o ACy(Kontrol) = 26,48 — 22,79 = 3,69
eACy(Deney) = 26,82 — 23,12 = 3,70
e AAC: = AC(Deney) - ACy(Kontrol) = 0,01

o2 AACt — 2-0,01 = 0'99
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64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise:

eACy(Kontrol) = 20,97 — 19,17 = 1,80
eACy(Deney) = 26,48 — 22,79 = 3,69

e AACt = ACt(Deney) - ACy(Kontrol) = 1,88
o2 AACt — 2-1,88 =027

Trp53- 80. Hafta
4,00

3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00

0,50

0,00

KKK AKK

Sekil 4.18 Trp53 i¢in 80. haftada 3 grup arasindaki kat degisimi

AL

Cizelge 4.3°deki C: degerleri kullanilarak, 3 gen igin 3 farkli beslenme grubunda
haftalara gore ekspresyon degerlerindeki degisimler Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Sekil
4.21°de gosterilmistir.

Pten

3,5

2,5

1.5

0,5

18 50 80 18 50 80 18 50 80
AL KKK AKK

Sekil 4.19 Pten i¢in haftalar arasindaki kat degisimi
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Gata3

12

10

8

6

4

5 -

0 -

18 50 80 18 50 80 18 50 80
AL KKK AKK
Sekil 4.20 Gata3 i¢in haftalar arasindaki kat degisimi
Trp53

6

5
4

3

2

1 -

0

18 50 80 18 50 80 18 50 80
AL KKK AKK

Sekil 4.21 Trp53 i¢in haftalar arasindaki kat degisimi

4.2 Tartisma

Meme kanseri, olusumuna bir¢ok genin dahil oldugu heterojen bir yapiya sahiptir [45].
Yetersiz beslenme olmaksizin alinan kalori miktarinin azaltilmasi olarak bilinen kalori
kisitlamasinin, meme kanserini de yiiksek oranlarda engelledigi bildirilmistir [82].
Kalori kisitlamasinin, tiimdr olusumunu engellemede kullandigi mekanizmalar heniiz
tam olarak anlagilmamistir. Bununla birlikte, kalori kisitlamasinin etkiledigi bazi
stireclerin tiimor olusumunu engelleme siirecinde rol aldigi tahmin edilmektedir [30],

[31], [83].
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Bunlardan biri, reaktif oksijen tiirlerinin azaltilmasini saglayan bazi yollar1 uyararak,
radikallerin hasarlarinin engellenmesidir. Kalori kisitlanmig farelerde, radikaller
molekiilleri yok etmekle gorevli temel enzimlerden biri olan katalaz enziminin ifade

edilmesinin segici olarak arttig1 sonucuna ulagilmistir [23].

Kalori kisitlamasinin bir diger etkisi immiin sistem lizerinedir. Kalori kisitlamasi ile
immiin sistemin gili¢lendirildigine dair pek ¢ok kanit vardir. Timiis ve diger bagisiklik
organlarinin besin eksikliginden giiglii bir sekilde etkilendigi bilinmektedir. Diger
yandan, yetersiz beslenme olmaksizin uygulanan kalori siirlandirilmasinin timiisiin
yaslanmasint geciktirdigi, T hiicre sayisin1 attirdigt ve repertuvarint korudugu
belirtilmistir [39]. Viriislerin baz1 kanser tiirlerine yola actigi bilinmektedir [46]. T
hiicrelerin ve onlarin c¢esitliliginin kanser hiicrelerine karsi miicadeledeki 6nemi de
diisiiniildiginde, kalori kisitlamasiyla bagisikligin  kuvvetlendirilmesi, kanseri

engelleyen ve geciktiren siireglerden biri olarak gosterilir [42].

Kalori kisitlamasi bir diger bakis agisiyla obezitenin engellemesi olarak tanimlanabilir.
Pek c¢ok calismada, obezitenin viicutta kronik bir inflamasyona yol acarak kanser basta
olmak iizere kalp hastaliklar1 ve tip 2 diyabet gibi 6liimciil sonuglar doguran ciddi saglik
problemlerine neden oldugu raporlanmistir [38]. Obezitenin kansere neden olma
faktorler1 arasinda reaktif oksijen tiirlerini arttirmast ve immiin fonksiyonlar
baskilamasi1 onemli bir yer tutar [8]. Dahasi, hiicre enerji sensorlerini uyararak
hiicrelerin ¢ogalmasini uyaran yolaklari aktive ettigi de bildirilmistir [40]. Tim bu
sonuglarla kalori kisitlamasinin, asir1 kalori alimi durumu olan obeziteye zit olarak

kanserlesme siireglerini baskiladigi kanisina varilir [29].

Kalori kisitlamasmin iki yaygm kullanimi vardir. ilki, siirekli kisitlama uygulanan
kronik kalori kisitlamas1 (KKK), digeri kisitlama periyotlar1 olan aralikli kalori
kisitlamasidir (AKK). Bunlar disinda, kalori kisitlama g¢alismalarinda kontrol grubu
olarak besin ve suya erisimin serbest oldugu ad libitum beslenme kullanilir [3]. Bu
calismada kullanilan RNA’lar, 10. haftadan itibaren Ad libitum beslenme, kronik kalori
kisitlanmis beslenme ve aralikli kalori kisitlanmis beslenme olmak iizere {i¢ besleme
grubuna ayrilan MMTV-TGF-a farelerin timiis dokularindan izole edilmistir. Bu
farelerin bir kism1 17./18. haftada, bir kism1 49./50. haftada, bir kism1 da 80./81. haftada
sakrifiye edilmistir. Sonug olarak, 3 ayr1 beslenme grubundan 3 farkli zamanda alinan

timiis dokusuna ait RNA envanteri elde edilmistir.
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Boliimiimiizde tamamlanan daha onceki bir ¢alismada ulasilan RNA-seq verileri, bu
caligmada referans olarak kullanilmistir [3]. Bahsi gegcen RNA-seq’de kullanilan
RNA’lar, bu calismada kullanilan farelerle ayni1 protokolle ve ayni yerde yetistirilmis,
17./18. haftalarda sakrifiye edilmis farelerin timiis dokusundan elde edilmistir. RNA-
seq verilerinde, p<0,05 istatiksel dnem derecesinde toplamda 6091 ‘“farkli oranda
ekspresse olmus gen” tespit edilmistir. Gruplar arasindaki dagilimina bakildiginda, 2281
tanesinin AL-KKK arasinda, 2825 tanesinin KKK-AKK arasinda, 445 tanesinin AL-
AKK arasinda oldugu goriilmiistiir. Bu veriler, bu ¢alismada tarama havuzu olarak

kullanilmistir [3].

Calismada arastirilan meme kanseri iliskili genlerin tespitinde bir mutasyon platformu
olan IntOGen kullanildi. Buradan segilen 21 gen, RNA-seq verilerinde tespit edilen
DEGs havuzunda arandi. Sonug olarak 6 tanesinin ifade edilme oraninda istatistiksel
olarak anlamli degisiklik tespit edildi. Buna gore, Aktl, Trp53, Gata3, Pten ve Runxl
genleri igin AL-KKK arasinda ekspresyon farkliklari gériilmektedir. Yine, Gata3 geni
icin AL-AKK arasinda, Sf3bl ve Pten genleri i¢in KKK-AKK arasinda ekspresyon
farkliliklar1 goriilmektedir (Cizelge 4.1). Bu sonuglar, kalori kisitlamasinin timiis
dokusunda erken evrelerde dahi tiimoér olusum siireglerine dahil olan genlerin ifade
edilmesinde 6nemli degisiklere neden oldugunu gdstermistir. Timiisiin besin eksikligine

hizli cevap veren bir doku oldugu bilindigi i¢in bu beklenen bir sonugtur [42].

Yapilan Q-PCR sonuclarinda, 18. haftada Pten geninin ekspresyonunun KKK beslenmis
farede AL ve AKK beslenmis farelere gore fazla oldugu sonucuna ulasild: (Sekil 4.10).
Pten hiicreleri apoptoza yonlendiren bir timdr baskilayici gendir [60]. KKK’ nin timor
olusumunu engelledigi literatiirde belirtilmistir [10]. Bu yiizden KKK beslenmis farenin
kalori kisitlama durumunu bir stres olarak algilayip kendini koruyucu mekanizmalara
yonlendigi soylenebilir. Ote yandan AKK beslenme tipinin de tiimdr olusumunu
engelledigini gosteren galismalar vardir [33]. Buna karsin bu ¢alismada bu gen igin 18.
haftada bu etkiyi gostermedigi gozlenmistir. 50. haftada da beslenme gruplarindaki Pten
geninin ifade oranlar1 18. haftadakine benzerlik gostermistir (Sekil 4.13). Boylece,
KKK beslenmenin etkisini hala gosterdigi seklinde yorumlayabiliriz. Bununla birlikte,
80. haftada KKK ve AKK beslenen farelerde gen ekspresyon seviyesi AL beslenme
grubundakilerden diisiik kalmistir (Sekil 4.16). Timor olusumunun ilerleyen evrelerde
oldugu disiiniilen bu haftada KK uygulamalarinin tiimdér olusumunu engelleme
stireclerine dahil olmas1 beklenirken, ekspresyon seviyelerinin normal beslenmeye gore
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diisiik gozlenmesi, KK uygulamalarinin bu gen i¢in tiimor olusumunu engellemede etki
gostermedigini disiindiiriir. KKK grubundaki farelerin Pten ekspresyonlari 18. haftadan
80. haftaya dogru azalma gostermistir (Sekil 4.19). Kanserin ilerleme siirecinde Pten’in
ekspresyon miktarinin azalmasi beklenir [61]. Bu sonu¢, KKK’ nin kanserlesme siirecini
engelleme de olumlu bir etki gdstermedigi konusunda kanit olusturur. Ote yandan, AKK
grubundaki farelerde Pten seviyesi 18. haftadan 80. haftaya dogru artig gosterir (Sekil
4.19). Bu, AKK’nin Pten ekspresyon seviyesini arttirarak tiimor olusumunu engelleme
yolunda 6nemli bir katki sundugunu diisiinmemize yol acar. AL grubundaki farelerde
ise Pten seviyesi 50. haftada kanserlesme siirecinin baglamasiyla beklenen bir diisiis
gostermistir. 80. haftada ise beklenmeyen bir artis gostermis. Pten’in ekspresyonunun
timor olusumu gozlenirken zamanla azalmasi bildirilmisken, bu beklenmeyen bir
sonugtur [61]. Bunun sebebi Q-PCR uygulama siireglerindeki hatalar olabilir. Daha
kesin sonuglar i¢in yeniden primer tasarlanip daha steril ve optimize sartlarda Q-PCR
yapmak gerektigi diigiiniilmektedir. RNA-seq datasinda p<0,5 istatistiksel Onem
derecesinde KKK ve AKK arasinda 0,001 oraninda, AL ve KKK arasinda 0,006
oraninda farklilik tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Bununla birlikte, RNA-seq datasinda
AL ve AKK beslenen farede bu genin ekspresyonu yakin degerlerde iken KKK
beslenen farede diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Bu sonuglar, Q-PCR

sonuglariyla uyumsuzdur. Deneylerin gozden gegcirilip tekrar edilmesi gerekmektedir.

Q-PCR’da ekspresyonuna bakilan diger bir gen olan Gata3 geninin 18. hafta i¢in elde
edilen sonuclarinda, AL beslenmis farelerde, AKK beslenmis farelere gore
ekspresyonun oldukga fazla oldugu sonucuna ulagilmistir (Sekil 4.11). Gata3’iin timiiste
yiiksek oranda ifade oldugu ve T hiicre farklilagmasinda rol aldigi bilinmektedir [54].
Yasamin erken evrelerinde uygulanan kisitlamanin gen ekspresyonunda degisime yol
acmas1 timiisiin besin eksikliginden hizli etkilenen bir organ oldugu bilgisiyle
ortiismektedir [42]. 50. haftada ise AL ve AKK beslenmis farelerde ekspresyon verileri
birbirine yakin ve diger beslenme grubundan fazlayken, KKK beslenmis farede az
miktarda ekspresyon goriildii (Sekil 4.14). Bu sonuca gore, tiimdr olusumunun bagladigi
diistiniilen bu zaman diliminde ekspresyon seviyesi artmasi beklenen Gata3’iin KKK ile
ekspresyonunun diismesi bu uygulamanin kanserlesme siirecini engelledigi bilgilerini
destekler niteliktedir [7]. Bununla birlikte AKK’nin AL beslenme ile ayni seviyelerde
gen ekspresyonu gostermesi AKK’nin timdr olusumunu engellemedigini savunan

caligmalara uygunluk gostermektedir [12]. 80. haftada Gata3 ekspresyon seviyeleri
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AL>AKK>KKK seklinde ol¢iildii (Sekil 4.17). Bu dlgiimlere gore, KKK ve AKK
gruplarinda, AL’ye gore genin ekspresyon seviyesinde bir diisiis oldugu goziikkmektedir.
Bu sonuglar, iki KK uygulamasimin da tiimor olusumunu engelledigi yoniindeki tezi
dogrular niteliktedir [7]. Ote yandan, AKK uygulamasinda 50. haftada AL ile aym
seviyede ekspresyon gozlenirken 80. haftada AL’den diisiik ekspresyon seviyesi
gozlenmesi, AKK uygulamasmin etkilerini daha uzun zamanda gosterdigini
diisiindiirmektedir. RNA-seq verilerinde 18. haftada AL ve AKK arasinda p <0,5
istatistiksel onem derecinde 0,005 bir farklilik oldugu tespit edilmisti (Cizelge 4.1). Q-
PCR sonuglari, AL ve AKK bireyler icin RNA-seq verileriyle tutarlilik gostermistir
(Sekil 4.1). Bu beklenen bir sonugtur. GATA3 normal meme hiicrelerinde fazlaca
bulunan bir proteindir. Kanserlesme ile birlikte seviyesinde azalma ya da artma
gozlenebilir [59]. Tim beslenme gruplarin Gata3 seviyesinin 80. haftaya dogru en
yiiksek degerlerine ulastigi Ol¢lilmiistiir. Gata3’iin meme kanseri olusum siire¢lerine
katilan bir onkogen olmasindan dolay1 bu beklenen bir sonugtur [58]. Liiminal A tipi
meme kanserlerinde Gata3 ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu bilinmektedir.
Bununla birlikte liminal B tipi meme kanseri igin Gata3 ekspresyon seviyelerinin
distiigti  kaydedilmistir [59]. Buna goére, haftalar igerisinde tiim beslenme
uygulamalarinda Gata3 ekspresyon seviyesinin artmis olmasi, 6zellikle meme timori
olusumunun daha net gozlendigi 80. haftada tiim beslenme tiirlerinde diger haftalara
oranla en yiiksek ekspresyon seviyesi Ol¢lilmiis olmasi, bu farelerin liiminal A tipi
meme kanseri gelistirmis olabilecegi yoniinde bir kanit ortaya koymaktadir (Sekil 4.20).
Bununla birlikte, literatiirde liiminal A tipi meme kanserinde EGFR’nin negatif oldugu
bildirilmistir [11]. MMTV-TGF-o farelerinde meme kanseri olusumu TGF- o’nin
yiiksek orandan ekspresyonuna dayandigi i¢in ve bu sinyalin epidermal biiylime faktorii
reseptorii (EGFR) yolagi araciligr ile bu siireci ilerlettigi bilindigi i¢in, olusan tiimdriin
Liminal A tipi kanseri olmadigi sdylenebilir [49]. Bu Gata3’iin ekspresyonunun
artmas1 durumuyla ¢elismektedir. Yine de bir onkogen oldugu diisiiniildiiglinde
Gata3’iin ekspresyonunun kanserlesme siireciyle birlikte artmis olmasi onun da bu
stirece dahil olmus olabilecegi konusunda kanit olusturmaktadir ve bu ekspresyon artist

beklenen bir durumdur.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi olgiilen son gen Trp53 bir tiimor baskilayici gendir [69].
Q-PCR sonuglarina gore 18. haftada KKK beslenmis bireyde Trp53 icin en yiiksek

ekspresyon seviyesi gozlenmisken, en diisiik ekspresyon AKK beslenmis bireyde
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gozlenmistir (Sekil 4.12). Yasamin erken evresinde kalori kisitlamasi uygulamalariyla
gen ekspresyonunun degismesi timiisiin besin eksikligine hizli cevap verdigi bilgisiyle
uyum gosterir [42]. Bununla birlikte Trp53 hiicrelerde siirekli ekspresse olmasina
karsin, kodladig1 protein olan p53 az miktarda aktif halde bulunur. Aktif protein miktar1
cesitli stres durumlarinda artar ve hiicreleri apoptoza yonlendirir [70]. Yasamin erken
evresinde KKK uygulamasiyla Trp53 ekspresyonunun AL’ye gore yiiksek ¢ikmast,
farenin KKK wuygulamasim1 bir stres olarak algilaylp koruyucu mekanizmalari
aktiflestirdigi yoniinde diisinmemize neden olmustur. 50. haftada da KKK beslenmis
fare en yliksek ekspresyon seviyesine ulasmisken, AL ve AKK beslenmis farelerin
ekspresyon seviyeleri yakin degerlerdedir (Sekil 4.15). Bu sonuglar KKK
uygulamasinin kanserlesme siireclerini engelleme etkisiyle uyumluluk gostermektir
[34]. Bununla birlikte aymi etki AKK uygulamasinda bu gen igin aymi etkiyi
gostermemistir. 80. haftaya gelindiginde ise kanser olugturma siirecine giren farede AL
bireylerde KKK ve AKK farelere gore Trp53 ekspresyonu belirgin sekilde yiiksektir
(Sekil 4.18). Bu durumda, artik kalori kisitlamasinin timor olusumunu engelleme etkisi
tizerinde olumlu bir miidahalede bulunamadigi sonucuna ulastirir. Bu beklenmeyen bir
sonugtur ¢iinkii literatiirde kalori kisitlamasinin kanseri engelledigi belirtilmistir [34].
KKK grubundaki farelerin Trp53 ekspresyonlart 18. haftadan 80. haftaya dogru azalma
gostermistir (Sekil 4.21). Kanserin ilerleme siirecinde Trp53’iin ekspresyon miktarinin
azalmasi beklenir [35]. Bu sonu¢ KKK’nin kanserlesme siirecini engelleme de olumlu
bir etki gdstermedigi konusunda kanit olusturur. Ote yandan, AKK grubundaki farelerde
Trp53 seviyesi 18. haftadan 80. haftaya dogru artis gosterir. Bu AKK’nin Trp53
ekspresyon seviyesini arttirarak timor olusumunu engelleme yolunda énemli bir katki
sundugunu diisiinmemize yol acar. Bu sonug literatlirdeki bazi ¢aligmalar1 destekler
niteliktedir [5]. AL grubundaki farelerde ise Trp53 seviyesi 50. haftada kanserlesme
siirecinin baslamasiyla beklenen bir diisiis gostermistir. 80. haftada ise beklenmeyen bir
artis gOstermis. Trp53’in ekspresyonunun zamanla azalmasi disiiniiliirken, bu
beklenmeyen bir sonugtur. Bunun sebebi Q-PCR uygulama siireglerindeki hatalar
olabilir. Daha kesin sonuglar i¢in yeniden primer tasarlanip daha steril ve optimize
sartlarda Q-PCR yapmak gerektigi diisiiniilmektedir. RNA-seq verilerinde bu gen icin
AL ve KKK gruplart arasinda p<0,5 istatistiksel 6nem derecesinde 0,0loraninda
farklilik oldugu tespit edilmistir (Cizelge4.1). RNA-seq verileri ve 18. hafta O-PCR
verileri kiyaslandiginda birbiriyle uyusmadigi gozlenir. RNA-seq verilerinde AL
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beslenmis fareler bu haftada en yiiksek seviyede ekspresyon yapmis iken KKK bireyler
en diisiik seviyede gen ekspresse etmistir (Sekil 4.18). Kalori kisitlamasinin timiiste
hizli bir tepkiye neden oldugu ve gen ekspresyon seviyesini degistirdigi bilinmektedir
[42]. Kalori kisitlamasinin fare iizerinde strese neden olabilecegi diistiniildiigiinde Q-
PCR ile elde edilen veririn daha olast bir sonu¢ oldugu diistintilmiisiidiir. Yine de kesin

bir sonug i¢in daha uygun primerlerle Q-PCR tekrarlanmalidir.
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