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OZET

Kalori Kisith Diyetle Beslenen Farelerin Timus
Dokusunda Yaslanma ile iliskili Genlerin
ifadelerinin Arastirilmasi

Ebru KILIC

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Diyet ve yaslanma arasindaki iliskiye ilgi her gecen giin artiyor. Arastirmalar kalori
kisith diyetler ve bazi1 antioksidanlarin cesitli yaslanma modellerinde yasam
stiresini uzattigin1 gosteren calismalar mevcuttur. Timis, diger lenfoid organlar
gibi besin eksikligine hizli cevap verir. Kalori kisitlanmasi, yetersiz beslenme
olmaksizin kalori aliminin azaltilmasidir. Yeditepe Universitesi ile béliimiimiizde
ortak yapilan bir ¢calismada, 2 farkh kalori kisith ve normal diyetle beslenen 18
haftalik Fare Timori Viriisii Dontstiiriicii Biiylime Faktori-a (MMTV TGF-a)
farelerinin timiis dokularindan yeni nesil dizileme teknolojisine gére 3 RNA-seq
datasi elde edilmis ve biyoinformatik analizleri sonucu “totalde 6091 farklh sekilde
ifade edilen genlere” (DEGs) (p<0.05) ulasilmistir. Bu ¢calismada oOncelikle gen
data bankalarindan belirlenen yaslanma ile iligkili 15 gen, ti¢ farkli RNA-seq DEG
datalar icinde arastirilmis ve ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. DEG sonucuna
gore beslenme farkliligina gore ekspresyon seviyesi farklilik gosteren genlerin,

dokular ekspresyonun validasyonu Real Time PCR ile yapilmistir. Real Time PCR

Xi



icin 18, 51 ve 81. haftadaki fare timiis dokularindan elde edilen total RNA dan
cDNA sentezi yapilmistir. Boylece farkli beslenme tarzi uygulamalarinin,yaslanma
ile iligkili olan genlerin ifadesinde, yasamin erken, orta ve ge¢ zamanlarinda
ekspresyon seviye farkliliklar1 gézlemlenmistir. Ayn1 miktarda enerji girdisi olup
farkli kalori kisitlamasi tiirleri uygulanmis farelerde gen ifadesinde farkliliklar
oldugu kaydedildi. Boylece, kalori kisitlamasinin yani sira, beslenme tipinin de

yaslanmada etkili oldugu diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kalori kisitlamasi, yaslanma, RNA-seq, gercek zamanh
PCR

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation of the Expression of Aging Related
Genes in Thymus Tissue of Mice with a Calorie
Restricted Diet

Ebru KILIC

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Adviser: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Interest in the relationship between diet and aging is increasing day by day.
Studies have shown that calorie-restricted diets and some antioxidants prolong
life in various aging models. The thymus, like other lymphoid organs, responds
quickly to nutrient deficiency. Calorie restriction is the reduction of calorie intake
without malnutrition. In a study conducted with Yeditepe University in our
department, 3 RNA-seq data were obtained from thymus tissues of 18-week-old
Mouse Tumor Virus Transforming Growth Factor-a (MMTV TGF-a) mice which
were fed 2 different calorie restricted and normal diet. With RNAseq data by the
new generation sequencing technology and according to result of the
bioinformatic analysis “total 6091 expressed genes in different ways DEG (DEGs)
(p <0.05)” was reached. In this study, 15 genes related to aging determined
primarily from gene data banks were investigated in three different RNA-seq DEG
data and their expression levels were determined. The validation of the expression
of the genes with different levels of expression according to the difference in
nutrition according to DEG results was performed by Real Time PCR. For Real
Time PCR, cDNA was synthesized from total RNA obtained from mouse thymus

tissues at 18, 51 and 81 weeks. Thus, differences in expression levels of different

Xiii



nutrition styles, expression of genes associated with aging, early, middle and late
times of life were observed. Differences in gene expression were noted in mice
with the same amount of energy input and different types of calorie restriction.
Thus, in addition to calorie restriction, the type of nutrition is thought to be

effective in aging.

Keywords: Calorie restriction, aging, RNA-seq, real time PCR

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kalori kisitlamasinin omurgali ve omurgasizlarda yasam siiresini uzattigina iliskin
pek ¢ok kanit vardir. Bununla birlikte fizyolojiyi etkileyen baz1 degisiklerle sebep
olduguna iligskin ¢alismalar da mevcuttur. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun
ve zararlarinin azalmasi, timér olusumunun azalmasi, patojenik vakalarin
azalmasi, immiin fonksiyonlarin degismesi bu fizyolojik degisiklerinin bazilaridir
[1]. Fizyolojik degisikliklerin baslangici kalori kisitlama siiresi ile degisir.
Kemirgenlerde yapilan kalori kisitlama calismalarinda Kronik Kalori Kisitlamasi
(KKK)'nin, Ad Libitum (AL) beslenmeye goére baskilayici tiimor gelisiminde,
otoimmunite baskilanmasinda ve yasam siiresinin uzamasinda daha etkili bir

deneysel manipiilasyon araci oldugu bildirilmistir [2].

Yapilan arastirmalar, oksidatif hasarin meyve sinegi (Drosophila melanogaster)
modelinin yasam siiresi lizerinde etkili oldugunu goéstermistir. Dogal SOD (Super
Oksit Dismutaz)'a ek olarak sigir SOD verilen yetiskin sineklerin, oksidatif streslere
kars1 daha direncli olduklar1 ve ortalama Omiirlerinde 6nemli bir artis oldugu
gozlemlenmistir. SOD (Siiper Oksit Dismutaz) ve katalazin diizenlenmesi ve
serbest radikallerin olusumunun baskilanmasi ve endojen enzimatik savunma
kapasitesinin arttirilmasi yoluyla yaslanma karsiti aktiviteye sahip olduklar:

gosterilmistir [3].

Metabolik ve immiin sistemler arasinda siki bir baglanti vardir. Sitokinler ve
kemokinler bu iki sistem arasinda iletisimi saglar. Fareler lizerinde yapilan
calismalarda obezitenin bagisiklik eksikligi ve kronik inflamasyonla iligkili oldugu
ve olgunluk 6ncesi 6liimlere sebep olabilecegi bildirilmistir. Bunun tam zitt1 etki
gostererek, kalori kisitlamasinin enerjitik dengeyi bunun tersine c¢evirerek
bagisikligi giiclendirdigi ve anti kanser, anti yaslanma etkili siirecgleri etkiledigi

belirtilmistir [4].



Yiiksek verime sahip RNA sekanslamanin en biiyiik avantajlarindan biri, qRT-PCR
kullanarak yapilabilen dogrudan tahminlerdir. Jung vd. tarafindan yapilan
calismaya gore RNA-seq calismalari transkriptom analizlerinde farkli oranda ifade
olmus genlerin tespitinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. RNA-seq

yonteminin sonuglari birgok calismada Real Time PCR ile onaylanir.[5]

Dergunova vd. 'nin yaptiklar1 ¢alismada yiiksek verimli RNA sekanslama (RNA-
Seq), gecici orta serebral arter tikanmasi (tMCAO (Transient Middle Cerebral
Artery Occlusion))'ndan sonra iskemi ile yarim kiire hasarindan kaynaklanan sican
beyinlerinin subkortikal yapilarinda diferansiyel olarak eksprese edilen genlerin
(DEGs) varhigin ortaya koymuslardir. Ekspresyonunun degistigi tespit edilen 20
genin ekspresyonunun ger¢ek zamanli RT-PCR ile analizi RNA-Seq sonugclarini
dogruladigr gosterilmistir [6]. Yapilan c¢alismalarda, armutta farkli tuzlarin
uygulanmasiyla tuz stresinde farkli olarak ifade edilen genlerin analizinde RNA-
seq yontemi kullanilmistir. Bu c¢alismada 6 kok ve yaprak orneginden
yararlanilmistir ve bu o6rnekler arasindaki kiyaslamada 276 adet DEGs

belirlenmistir. Daha sonra bu DEGs’lerin birbiri arasinda analizi yapilmistir.[7]

Bu ¢alismada ekspresyon seviyesini inceleyecegimiz Wrnip1, Trp53, Top2b, Tbx2,
Sod1, Smc5, Scp2, Opal, Krt14, Coq7, Cdknl, Cavl, Bcl6, Apod, Rslld genlerinin
yaslanma ile iliskileri cesitli yayinlarda goésterilmistir. Ornegin fare
fibroblastlarinda, BCL6'nin, siklin D1 ekspresyonunun indiiklenmesini gerektiren
bir islem yoluyla p53'iin asag1 akisindaki yaslanmay1 geciktiren giiclii bir yaslanma
inhibitéri oldugunu rapor etmislerdir [8]. Senagolage vd.'nin yaptig1 ¢alismada
Adiposit Bcl6 delesyonunun, hem glikoz atilimini arttirdigi hem de glikoneogenezi
keskin bir sekilde azalttigini; burdan yola ¢ikarak tiim viicut metabolizmasinda
glicli bir rolii oldugunu gostermislerdir. Molekiler diizeyde, adipositlerdeki
genomik analiz, BCL6'min, immin hicrelerdeki transkripsiyonel baskilayici
etkilerine benzer sekilde, BCL6'min kinaz sinyal genlerinin ve yag asidi

biyosentetik genlerininin ekspresyonlarini azalttig1 ortaya koymustur [9].



Yapilan calismalarda, Serbest Radikal veya Oksidatif Stres Yaslanma Teorisinin,
normal metabolik islemlerden eksojen veya endojen olarak olusan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) yaslanma siirecinde rol oynadig1 varsayilmaktadir. Antioksidan
savunma sistemindeki 18 farkli genetik manipiilasyonla yapilan arastirmada
sadece Cu / Zn-siiperoksit dismutaz (Sod1) icin negatif olan fare modelinin,
Yaslanmanin Oksidatif Stres Teorisinde ongoriildiigii gibi émiir siiresi lizerinde
azaltic1 yonde etkisi oldugu gosterilmistir. Sod1 - / - farelerinin dokularinda,
lizerinde calisilan diger fare modellerinin hepsinden daha yiiksek diizeyde bir
DNA oksidasyonu gozlemlendigi gosterilmistir. Bu nedenle, veriler artan hiicresel
yaslanmanin Sod1 - / - farelerde gézlemlenen hizlandirilmis yaslanma fenotipinde
rol oynayabilecegini gostermislerdir [10]. SOD-1 mitokondride siiperoksit
radikallerinin detoksifikasyonunu diizenler ve yaslanma sirasinda oksidatif hasar

birikimini 6nler [11]

Martin vd. tarafindan yapilan calismada, yaslhligin baskilanmasinda proto-
onkogen TBX2(T-box transkripsiyon faktori 2) ve PML(kanserde siklikla
kaybedilen veya mutasyona ugramis timor baskilayici protein, promyelositik
protein)’in birlikte ¢alistig1 gosterilmistir. Varsayillan proto-onkogen TBX2, hem
yaslanma fenotipinin olusumunda PML fonksiyonunun negatif bir regiilatori
olarak hem de yaslanmada rol oynayan PML-IV ile baskilanabilir E2ZF-hedef geni
(PML'nin E2F-hedef genlerinin baskisiyla iliskili yaslanmada rol oynadig1 da
gosterilmistir) olarak tanimlanmistir. Bu veriler, yaslanmayla iliskili TBX2
baskisin1 kontrol etmek igcin PML-IV'iin baskin PML izoformu oldugu fikrini
pekistirmektedir [12]. Birka¢ PML izoformu arasinda, PML-IV yaslanmay1 baslatan
tek proteindir. Diger bir calismada ise TBXZ2'nin, T-kutusu aile iiyesi, kanser
hiicrelerinde siklikla asir1 eksprese edilen ve p14 ve p21'in baskilanmasi dahil
olmak tizere hiicre biliyiime kontroliiniin atlanmasinda islev gérdiigii disiiniilen
bir bastirici oldugu gosterilmistir. Hem p21 hem de p14 / 19ARF'nin TBX2
tarafindan baskilanmasinin, kanser hiicrelerinde giiclii ve isbirligine dayali bir anti

senesens sinyali sagladig1 belirtilmistir [13].

Yoshimura vd. tarafindan yapilan ¢alismada, WRNIP1’in erken yaslanma hastaligi
Werner sendromunda defektif olan WRN helikaz ile etkilesime girdigini
gostermislerdir. WRNIP1 baslangicta Werner helikaz etkilesimli protein (WHIP)



olarak tanimlandi ve daha sonra HUGO adlandirma kurallarina gére Werner
helikaz etkilesimli protein 1 olarak yeniden adlandirildi. Wrnipl pozitif
hiicrelerinde spontan kardes kromatid degisimi (SCE), WRNIP1 bulunmayan
hiicrelere gore daha fazladir. UV 1sinimi sonrast WRNIP1'in TLS (DNA Sentezi
Translezyonu) 'ye katkisinin, DNA replikasyonu stresinden sonra replikasyon
catallarinin ve Kkontrol noktasinin aktivasyonunun siirdirilmesi oldugu

belirtilmistir [14].

Trp53'iin, hem disi hem de erkek Sirt6-eksik farelerin émriinii 6nemli 6l¢iide
uzattigini gosterilmisdir. p53 erken yaslanma ve yaslanmada yaygin olarak yer
almaktadir ve tedavileri gelistirmek icin c¢ok sayida c¢alismanin odagini
olusturmaktadir. [15]. Ayrica Trp53’iin, in vivo veya in vitro ortamda diisiik DNA

hasari seviyelerinde apoptoza aracilik ettigini gostermislerdir [16].

Yapilan calismalarda Topoizomeraz II beta (Top2b), transkripsiyon sirasinda
DNA'nin topolojik durumlarin1 degistiren bir enzim oldugunu goéstermislerdir.
Erken retinal progenitér hiicrelerde Top2b silinmesi noéral farklilasmada ciddi
kusurlara neden olur ve tiim retinal hiicre tiplerinde hiicre sag kalimini destekler
[17]. Yaslanma ile birlikte topoizomeraz II beta aktivitesindeki diisiisiin yetiskin
hiicreler arasi iletisimde komplikasyonlara yol acgabilecegi gosterilmistir.
Yaslanma ve DNA onariminda topoizomeraz II beta biyobelirte¢ olarak tespit
edilmistir. Topoizomeraz Ilb'nin yapilan c¢alismada belirtilen 221 yaslanma
vakasiyla iligkili oldugu gosterilmis olup, topoizomeraz IIb'nin insan yaslanmasina

katildig belirtilmistir. [18]

Jacome vd. tarafindan yapilan ¢alismada, ilk kez SMC5(Structural maintenance
of chromosomes protein 5) / 6 kompleksi tarafindan saglanan genom koruma
aktivitesinin, memelilerde kanserin ve yaslanmanin baskilanmasi icin gerekli
oldugunu ortaya koymaktadir. SMC5 / 6 kompleksinin temel bir SUMO ligazi olan
NSMCEZ2, farelerde kanseri ve yaslanmayi baskiladig1 da gosterilmistir[19].



SCP2'in azaltilmasinin, L-FABP'nin daha fazla sentezlenmesine eslik eden hepatik
toplam ve esterlestirilmis kolesterol seviyelerini arttirdigin1 gésterilmistir. Burada
sunulan veriler, SCP2 / SCPx gen drinlerinin fitol oksidasyona katkida
bulundugunu goéstermistir. SCP-2, fitol (6rnegin endoplazmik retikulumdaki ve /
veya oksidasyon icin peroksizomlardaki fitanik asit) oksidasyonundaki azalmanin
tizerindeki etkisiyle fitol alimin1 / birikimini etkileyebilir. Fitoliin  kendisi
dogrudan PPARa'y1 bagladigi ve aktive ettigi icin, fitol metabolizmasinda ¢oklu
genlerin (Scp-2 / Scp-x dahil) hepatik ekspresyonu, yiiksek oranda eksprese
edilmis niikleer reseptor, peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor-a
(PPARa) ile diizenlenir. MEKK-3 eksikliginin, insan sterol tasiyici proteini
SCP2'nin bir ortologu olan niikleer hormon reseptériit NHR-49 ve DAF-22 yoluyla;
yag asidi metabolizmasinin yeniden programlanmasina ve reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumunun azaltilmasina neden oldugunu belirtmislerdir. C.
elegans'ta, mekk-3'lin (memeli mitojenle aktiflestirilen MEKK3 benzeri kinazlarin

bir homologu) baskilanmasinin, 6mri uzattig1 gosterilmistir [20].

CoQ(Koenzim Q7) seviyelerinin, omurgasiz modellerde uzun omiurlialigi
diizenlemek icin gerekli oldugunu gosterilmistir. Kalori kisitlamasi ve resveratrol
ile tedavi gibi saglkli yaslanma midahaleleri, mitokondriyal verimliligi
indikleyerek CoQ biyosentezi dahil ¢esitli biyoenerjetik yolaklar1 aktive ettigi
gosterilmistir. CoQ biyosentezinin diizenleyici mekanizmalar arasinda,
mevalonat yolundaki enzimlerin transkripsiyon faktérii PPARa araciligiyla
transkripsiyonel diizenlemesi ve oksidatif strese cevap olarak NF-kB tarafindan

COQ7 ekspresyonunun transkripsiyonel indiiksiyonu bulunmustur [21].

Keratin filamenti hiicre iskeleti, epitel hiicresinin normal fonksiyonu i¢in hayati
oneme sahip oldugu gosterilmistir. Mutant keratinositlerin hayatta kalma ve strese
dayanma yetenekleri lizerinde derin bir etkiye sahip olmalar1 muhtemeldir ve
teorik olarak bu, hiicre transformasyonuna katkida bulunan ve hiicre sagkalimini

etkileyen bir faktor olabilir [22].

Erigkin farelerde, Opal(Mitochondrial Dynamin Like GTPase)'in silinmesi, erken
yasta yaslanma fenotipini ve erken olimi tetikledigi gosterilmistir. Opal’in
silinmesiyle birlikte kaslardaki mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ER'de

baslatilan, genel metabolizmay1 ve yaslanmayi sistematik olarak etkileyen bir



sinyallesme kaskadini tetikleyebilir [23].

CDKN1(siklin bagh kinaz inhibitérii)'in diizenlenmesi ile ilgili simdiye kadar
toplanan bilgiler, birka¢ énemli tiimor baskilayici ve onkogenik sinyal yolunun,
hiicre dongiisii ilerlemesinin, hayatta kalmanin, yaslanmanin ve apoptozun
uzerindeki etkilerini gostermek icin CDKN1 ekspresyonunun etkili olabilecegini
ortaya koymustur. TGFB1 ve MYC icin indiiklenmis ekspresyon seviyelerinin
kalicihigl, sadece CDKN1 ekspresyon seviyesindeki gecici artis nedeniyle hiicrelerin
ilk hiicre dongiisii durdurulmasindan sonra hiicre proliferasyonu icin destek

saglayabilecegini belirtmislerdir [24].

Artan Cav-1(Kaveolinl) ekspresyonun, dokuya 0zgii islevsizlikleri ve yasa bagh
hastaliklar1 indikleyerek doku yaslanmasini etkiledigi belirtilmistir. Ayrica,
yaslilarin derisinde Cav-1 geninin fazla ekspresyonunun, dermal fibroblastlarda
transforme biliyiime faktorii-f yolagi araciliiyla kollajen sentezini baskilayarak

cildin yaslanmasina katkida bulundugu gosterilmistir [25].

ApoD(Apolipoprotein D)'nin, ROS birikimi tarafindan tiretilen lipid peroksit
seviyelerini yaslanma veya patolojik kosullar ile kontrol eden bir néroprotektan
oldugu gosterilmistir [26]. ApoD eksikliginin, noéronal kalsiyum bagiml islevsellik
belirteclerinde yasla belirgin bir azalma ile sonuclandig1 ve kortekste noéronal
saylilarin erken azalmasina isaret ettigi, boylelikle nérodejeneratif kosullar1 sagliklh

beyin yaslanmasindan agik¢a ayiran parametrelere etki ettigi gostermislerdir [27].

CSIG (RSL1D1(Ribosomal L1 domain-containing protein 1))’nin, hiicre dongiisi
dizenlemesi, apoptozve timor metastazi dahil olmak tizere gesitliislemlere dahil
edildigi yapilan c¢alisma ile gosterilmistir. CSIG'in ekspresyonunun, PTEN
ekspresyonunu kuvvetle azalttigini, hiicre ¢ogalma oranlarini arttirdigini ve

yaslanan fenotipi azalttigin1 gostermislerdir [28].

Bu bilgiler 1s181nda yaslanma ile iliskilerinin oldugu belirlenmis olan Wrnip1,
Trp53, Top2b, Tbx2, Sod1l, Smc5, Scp2, Opal, Krt14, Coq7, Cdknl, Cavl, Bcl6,
Apod, Rslld gibi yaslanma siirecinde hiicre metabolizmasinda dogrudan etkili
oldupu tespit edilen genlerin, Real Time PCR ile ekspresyon seviyelerine bakilarak

ifade oranlar tespit edilecektir.



1.2 Tezin Amaci

Farkli beslenme tarzlarinin yaslanma siireci tizerinde etkilerinin incelemesi
amaclanmistir. Kalori kisitlama c¢alismalarinda siklikla kullanilan kronik kalori
kisitlamasi yonteminin alternatifi olarak aralikli kalori kisitlamasinin gen ifadesi
tizerine etkilerinin kontrol grubu ile beraber kiyaslanmasi miimkiin olacaktir.
Yaslanma iizerinde etkili oldugu diisiiniilen 15 genin, transgenik farenin 3 farkh
yasam evresinde beslenme tipinin etkisiyle olusacak ifade farkhiliklarin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bunun icin sekanslama verileri araciligi ile
yaslanmayla iliskisi tespit edilen 15 genin ifadelerindeki bu degisimin
dogrulanmasi icin Real Time PCR kullanilarak biyoinformatik analizler ile elde

edilen ekspresyon bilgisinin dokuda dogrulanmasi amac¢lanmaistir.
1.3 Hipotez

Literatir taramasi yapildiginda kalori kisitlamasinin, yaslanmayla iliskili oldugu
belirlenmistir. Bolimiimuzde daha 6nce tamamlanmis ¢alismada, RNA-seq temelli
transkriptom analizi ile kalori kisitlanmis ve normal beslenmis bireyler arasinda
“farkli oranda ekspresse edilen genler” tespit edilmistir. Tespit edilen farkli oranda
ekspresse edilmis genler icerisinde yaslanmayla iligkili olan genler belirlenmistir.
Bu iliski sebebiyle kalori kisitlamasinin ve beslenme tipinin yaslanmayla iligkili
genlerin ifade olmasinda anlamh degisikliklere sebep oldugu, bu degisiklikler
kalori kisitlamasinin yaslanmay1 geciktirdigi hipotezini kurmamizi saglamistir. Bu
calismada, yaslanmayla iliskili genlerin RNA-seq analizinden elde edilen
ekspresyon degisim sonuglarinin, Ger¢ek Zamanli PCR ile dogrulanmasi

beklenmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Kalori Kisitlamasi

Yaygin kullanilan bir deneysel manipiilasyon yontemi olarak kalori kisitlamasi,
yetersiz beslenmeden Kkacinarak organizmanin aldigt kalori miktarinin
sinirlandirilmas1 olarak tanimlanir [29]. 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¢ok biyolojik siire¢ ilizerinde cesitli
etkilere rastlanmistir. Temel olarak, canlilarin yasam stirelerini arttirip yaslanmay1
geciktirdigi, timor olusumunu engelledigi, otoimmiiniteyi baskiladig1 ve immiin

sistemi cesitli yollarla olumlu yonden etkiledigi kaydedilmistir [30].

Kalori kisitlamasinin, yasam stiresi ve yaslanma tizerine etkisi, 1930°’larda yapilan
bir calisma ile ilk olarak kaydedilmistir. Siganlarda yapilan bu c¢alismada
beslenmedeki kisitlamanin yasam siiresini uzattifli ve yaslanmayi geciktirdigi
sonucuna ulasilmistir [31]. Daha sonraki yillarda fare, solucan, balik ve sinek
model organizmalarinda yapilan calismalarda da benzer sonuglara ulasilmistir
[32]. Model organizmalarla yapilan c¢alismalar bu konunun anlasilmasinda
ilerleme saglasa da, beslenmeye yapilan bu miidahalenin insan yasam stresi
lizerine etkilerini 6grenmek icin, primatlar kullanilarak yiirttiilen ¢calismalar daha
glivenilir sonuglar verir. Primat modeli seg¢ilen al yanakli maymunlar iizerinde bu
konuda iki bagimsiz ¢alisma yiritilmistiir. Bunlarin ilkinde kalori kisitlamasinin
yasam siiresini etkilemedigi, ama yas ile iliskili hastaliklarin goriilmesinde
azalmaya sebep oldugu kaydedilmistir. Diger ¢alismada ise hem yasam siiresini
hem de saglikli yasam stiresini olumlu etkiledigi sonucuna ulasildig1 belirtilmistir
[33]. Tim bu ¢alismalara gore kalori kisitlamasinin organizmalarin ortalama
yasam siirelerini ve/veya maksimum yasam siirelerini uzattigl, yaslanmayi
geciktirdigi tezine ulasilmistir. Bununla birlikte sadece enerji  alimindaki

azalmanin  degil, diyet bilesenlerinin ve  kisitlamanin  periyotlar



halinde uygulanmasinin yaslanma iizerinde bu etkinin ortaya c¢cikmasina katki
sagladig1 eklenmistir. Yasa bagh olarak degisiklik gozlenen bazi biyolojik
stireclerde (insiilin direncinin gelisimi, bagisiklik direncinin azalmasi, néronlardaki
degisiklikler vb.) bu degisiklerin gézlenme durumunun azalmasi ve yine yasa bagh
hastaliklarin (bir¢ok kanser tiirli, bobrek hastaliklar1 vb. ) ortaya ¢ikmasinin ve
gorilme sikhig@inin azalmasi, yaslanma ve yasam sliresi Uzerine etkinin ana
motivasyonu olarak soylenmistir. Bununla birlikte, bu etkinin molekiiler
mekanizmas1 heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Yine de instlin ve insiilin
benzeri sinyallesme yolaklar1 ile glikoz sinyallesme yolaklarinin Kkalori
kisitlanmasiyla asagi yonde diizenlenmesinin yasam stresini etkiledigi hipotezi

yaygin kabul goren bir goruistiir [34].

Kalori kisitlamasinin, canlilarin fizyolojisini pek cok yonden etkiledigine dair
bircok kanit mevcuttur. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun ve zararlarinin
azalmasi bu etkilerden biri olarak bildirilmistir. Yapilan bir calismada, kalori
kisitlamasinin bagirsakta yag emilimini degistirdigi ve bunun sonucunda artan
vitamin A emiliminin, oksidatif hasarlarin diizenlenmesine katki sagladigi
kaydedilmistir. Sicanlarda kalori kisitlamasinin radikalleri yok etmede 6ncti rol
ustlenen katalaz enziminin seviyesini secici olarak arttirdigi belirtilmistir. Bununla
birlikte, radikallerle miicadele eden bir diger enzim olan siiperoksit dismutazin

ifade edilme oranlarini da arttirdig1 tespit edilmistir [35].

Immiin sistem kalori kisitlamas: 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. Farelerde yapilan calismalarda, kalori
kisitlamas1 uygulamalarinin, timiisiin yaslanmaya bagh doniisiimlerini
geciktirdigi, T hiicre onciillerinin sayisinmi arttirdigi, T hiicrelerinin repertuvarini
korudugu, sitokinler ile verilen inflamasyon o©ncesi cevab1 glgclendirdigi
kaydedilmistir. Benzer sonuglara, sineklerde ve insan olmayan primatlarda

rastlanmistir [36].



Kalori kisitlamasi otoimmiin hastaliklar1 baskilar. Otoimmiin hastaliklar, bagisiklik
sisteminin kendi viicut hiicrelerine saldirdigi hastaliklardir. Arastirmacilar, Kronik
kalori kisitlamasinin kemirgenlerde timor gelisimini baskilamak, otoimmiiniteyi
baskilamak ve 6mrii uzatmak gibi parametrelerde; ad libitum (AL) diyetinden

daha etkili bir deneysel maniptilasyon oldugunu bildirmistirler. [37].

Kalori kisitlamasinin kanser tlizerine etkisi, yaslanmaya olan etkisinden sonra en
bilinen etkisidir. 1940’larda, Tannenbaum‘un diyet sinirlandirilmasi uygulanmis
farelerde kendiliginden meme tiimo6ri olusumunun normal beslenenlere gore
%50’den daha fazla azaldigim1 soOyledigi c¢alismalarinin etkisiyle, “diyetin
sinirlanmasi1” olgusu, tizerine odaklanilan bir terim haline gelmistir. Beslenmeye
yapilan miidahalelerin kanser olusumuna etkisi glinlimiizde de odaklanilan
konularin icerisinde yer alir. Diyetteki yag tipinin degistirilmesi beslenmeye
yapilan miidahalelerden biridir [38]. Digeri ise, ¢ok daha onceleri etkisi
arastirilmaya baslanan kalori kisitlamasidir. Pek ¢ok ¢alismada kalori kisitlanmasi
ile timoér olusumunun engellendigine dair kanitlar ortaya konmustur. Dahasi,
hayvanlarla yapilan c¢alismalarda, %20-40 oraninda uygulanan kronik Kkalori
kisitlamasinin, tiimoér olusumunu %95’e varan oranlarda azalttiglr acgikca
kaydedilmistir [39]. Bir baska tanmim yapilacak olursa, kalori kisitlamasi obeziteyi
engelleyen bir beslenme rejimidir. Obezitenin pek ¢ok kanser tiiriiniin
olusmasinda giicli katkilar1 oldugu bilinir. Bu yiizden, kalori kisitlamasinin bu
diger tanimi, onun kanser olusumunu engellemedi ki roliinde goz ardi etmemek
gerekir. Bununla birlikte, kalori kisitlamasinin cesitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin
kanserlesme tlizerine etkilerini de engelledigi goriilmektedir. Farelerde yapilan bir
calismada, cesitli dokularda (deri, meme, karaciger), cesitli ajanlar (benzo-a-
piren, dietilnitrozamin, radyasyon formlar1) araciligi ile indiiklenen kanserlesme
stireclerinin, kalori kisitlamasi yapilan bireylerde normal bireylere kiyasla belirli
oranda engellendigi sonucuna ulasilmistir [40]. Kalori kisitlamasinin kanserlesme
stireclerini  engellemede  hangi  mekanizmalar1  kullandig: hentiz
aydinlatilmamistir. Yine de bu konuda yapilan ¢alismalardan ulasilan tahminlere
gore, reaktif oksijen tiirlerini azaltmasi, hiicre cogalmasini baskilamasi, gen
ekspresyonlarini degistirmesi, inflamasyonu azaltmasi, apoptozu tesvik etmesi ve
immiin sistemi gliclendirmesi gibi etkileriyle tiimoér olusumunu engellemektedir

[41].
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Kalorikisitlamasinayanitolarakgesitlimetaboliksiireclerde yeralan proteinlerin
ekspresyonlar1 diizenlenir. Enerji dengesi, lipogenez/lipoliz, insiilin-glukoz
regiilasyonu ve tokluk bu siireclerden bazilaridir. Siiphesiz bunlardan endikkat
cekeni, kalori kisitlamasinin timor olusumunu engelleme etkisini, enerji
homeostasisini diizenleyen molekiillerin regiilasyonunu saglayarak gosterdigi
sOyleyen kanitlardir. Bu molekiillere 6rnek olarak da leptin ve adinopektin
molekiilleri sunulmustur [42]. Leptinin timo6r olusumunun engellenmesiyle ilgili
oldugunu destekleyen bir c¢alismada, MMTV-HER2/neu transgenik fareleri
kullanilmis, aralikli kalori kisitlamasi ile kombine edilmis eykosapentonik asit
uygulamasiyapilmistir.Sonuc¢olarak,serumdakileptinseviyesinibarizbirsekilde
distigi ve meme timord gorilme oraninin yiksek oranda azaldig
kaydedilmistir[43]. Bunun disinda yeni kesfedilen ve enerji homeostasisi ile
lipit metabolizmasinda énemli bir rol oynayan bir peptit hormon olan adropin
molekiliiniin meme kanseri lizerindeki etkisi incelenmistir. Farelerde yapilan bu
calismada, kronik kalori kisitlamasi uygulanmis ve buna bagh olarak adropin
seviyesinde artis gozlenmistir. Kalori kisitlamasinin etkisiyle artan adropin’in,
kanser olusumunu engellemede kritik 6neme sahip oldugu 6ne siirtilmistiir. Bu
etki, akut adropin terapisi uygulanan MCF-7 ve MDA-MB231 meme kanseri

hiicrelerinin ¢cogalmalarinda azalma gozlenmesiyle desteklenmistir [44].

Canllarin herhangi bir kisitlama olmaksizin besine ve suya ulasabilecegi duruma,
ad libitum beslenme denir. Bu tarz beslenme kalori kisitlama deneylerinde kontrol
grubu olarak kullanilir. Kalori kisitlamasi uygulamalarinin ise iki temel
uygulamasi vardir. Bunlardan ilki kronik kalori kisitlamasidir (KKK). Bu tiir
uygulamalarda, uygulama siiresince belirli miktar kalori stirekli olarak kisitlanir.
KKK ¢ok kullanilan ve daha fazla bilinen kalori kisitlamasi tiirtidiir. KKK'nin %20-
40 oraninda uygulandig1 kemirgenlerde, meme timori olusumunu %95 oraninda
azalttig, pek ¢ok calismada kaydedilmis, iyi derecede bilinen bir etkidir. Ikinci tiir
uygulama ise aralikli kalori kisitlamasidir (AKK). Bu uygulamada, acik ve kapal
kalori kisitlama donemleri vardir. A¢cik donemde kalori kisitlamasi olurken, kapali
donemde organizmalar Ad libitum olarak beslenir. bir uygulamadir ve daha az
calisiilmistir. AKK'nin yaslanmaya etkisi konusunda birbiriyle celisen sonuclara

ulasilmistir [45]. Buna ragmen, farelerde ve sicanlarda kimi AKK uygulamalari
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yaslanma goriilme oranini diisiirmistir. Kalori kisitlamasi ¢alismalarinda iki
kalori kisitlamasi uygulamasindan hangisinin daha verimli oldugu konusunda
farkli sonuglar elde edilmistir. Transgenik hayvan modellerinde yapilan bazi
calismalarda AKK’'nin KKK’'ya gore yaslanma gelisimini engellemek konusunda

daha basarili oldugu kaydedilmistir [1], [2].
2.2 Beslenme ve Metabolizma

2.2.1 Beslenme ve Bagisiklik Dengesi

Immiin sistem ve metabolik sistem arasinda, cesitli sinyallerin aracilik ettigi,
birbirinin calismasini karsilikli olarak etkileyen, siki bir iliski vardir. Enerji
dengesindeki degisikliklere gére immiin cevabin baskilanmasi veya aktive edilmesi
soz konusudur. Enerji dengesi, enerji alimi ve tiiketimi arasinda olusan dengedir.
Enerji dengesi, obezite ve asirn kalori aliminda pozitife kayarken, kalori
kisitlamasinda negatife kayar [46]. Immiin fonksiyonun kemokin ve sitokinlerle
diizenlendigi bilinmektedir. Buna ek olarak immiin fonksiyonun diizenlenmesinde,
enerji dengesindeki degisimlerle kandaki bulunma miktarlar1 degisen noro-
endokrin molekiillerin (leptin, ghrelin, adinopektin) kritik rol oynadig tezi, yapilan
calismalarla her gecen giin giiclenmektedir [47]. 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 dondigli, bunun sonucunda immiin

fonksiyonlarin giiclendigi ve yasam siiresinin uzadigl belirtilmistir [48].
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Sekil 2.1 Metabolik sistem ve immiin sistem arasindaki iliskinin sekilsel gosterimi

Kalori aliminin asirt oldugu durumlarda viicutta yag dokusunun birikmesiyle
obezite ortaya c¢ikar. Son yiizyllda, besin maddeleri ve beslenme
aliskanliklarindaki degismelerle birlikte obezite, insan saghgini cesitli yonlerden
etkileyen bir sorun olarak 6nem kazandi. Obeziteye bagh 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. Kronik inflamasyon, akut inflamasyona benzer
belirtiler gosteren, ondan daha uzun siiren ve dokularda hasara neden olan,
boylece tip 2 diyabet, kanser ve kalp hastaliklar1 gibi hastaliklar tetikleyen bir
durumdur Artan yag dokusu ve immiin doku arasindaki etkilesimler bu
inflamasyona sebep olur. Bu hastaliklar disinda, obez bireylerin enfeksiyonlara
karst duyarhliginin belirgin seviyede arttig1 belirtilmistir. Diyetle indiiklenmis
obezite goriilen farelerde yapilan bir ¢alismada, grip viriisiine bagh 6liim oraninin
obez bireylerde 6 kat arttig1 bildirilmistir. Bu, kalori asiminin immiin sistem
lizerinde negatif bir etkiye yol actig1 kanisina yonlendirir. Bununla birlikte, ob /
ob mutant farelerinde, T hiicresi ile verilen immiin yanitlarda énemli bozukluklar
oldugu ve dendritik hiicrelerin antijenleri T hiicrelerine sunma yetilerinin azaldig
bilinmektedir. Bir baska calismada, obez farelerde inflamasyon cevap oncesi
salinan sitokinlerde azalma oldugu, yani spesifik olmayan bagisikhigin disiik
diizeyde kaldig1 soylenmistir. Tiim bu gostergeler, immiin sistemin obeziteye bagh

degisen bazi metabolik faktérlerden etkilendigi tezinin o©ne siirtilmesini
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saglamistir. Buna aday metabolik faktoérlerden biri, adenozin mono fosfat (AMP)
molekiiliiniin aktive ettigi bir enzim olan adenozin mono fosfat kinazdir (AMPK).
AMPK’nin hiicresel bir enerji sensorii oldugu ve enerji dengesinin degismesiyle
kritik bir rol tstlendigi 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
reseptorine baglanip T hiicresini aktive ederek bagisiklik cevabini diizenler.

Obezite durumunda ise tam tersi streg isler ve bagisiklik baskilanir [49].

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 bircok yolakta asagi
yonde degisiklikleri tetikler. Enerji dengesinin negatife kaymasi immiin sistemi
bircok yonden gliclendirmektedir. Kalori kisitlamasinin immiin cevap tlizerindeki
etkisini hayvan modelleri kullanarak inceleyen calismalarda, kalori kisitlamasinin,
T hiicrelerini arttirdigl, dogal dldiirticii hiicre aktivitesine, sitotoksik T lenfosit
aktivitesine ve monontkleer hiicrelerin inflamasyon oncesi sitokin iiretme
kabiliyetine olumlu etkileri oldugu sonuglarina ulasilmistir. Baz1 calismalarda,
kalori kisitlamasinin yash farelerde timosit sayisini iki katina c¢ikardigi, boylece
oncil T hiicre sayisim ¢ogaltarak, kanda dolasan T hiicre sayisinda bir artis
sagladig1 iddia edilmistir. Bunun disinda, kalori kisitlamasinin siganlarda hafiza T
hiicrelerini de arttirdigin1 soyleyen calismalar da mevcuttur. Primatlarda yapilan
bir ¢alisma, kalori kisitlamasinin, timosit olusum streclerini giiclendirirken, T
hiicrelerin reseptorlerinin repertuvarini ¢esitlendirdigi sonuclarina ulasildigini

bildirmistir. Buna zit kanitlara ulasilan ¢calismalar damevcuttur [50].
2.2.2 Timius

Immiin sistemin gelismesinde 6nemli bir rol oynayan timiis, birincil lenfoid
organlardan biridir. Dogumdan once ve dogumdan sonra kemik iliginden
kokenlenen T lenfositler timiise gocer. Timiis, T hiicrelerinin farkhilastigi ve
olgunlastigi son duraktir. T hiicreleri lenfositlerin bir alt tiridir ve adaptif
bagisiklik sistemi icin Onemlidir. Timoér hiicreleri, enfekte hiicreler ve nakil

hiicreler hedefleri arasindadir. Antijenleri taniyarak oldiiriicii etki gosterirler.
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Yasla birlikte timiiste kiigciilme go6zlenir. Dahasi, T  hiicrelerinin = miktari,
repertuvari ve etkinligi azalir. Bu durum, insani ¢esitli enfeksiyonlara karsi agik
konuma getirir. Ayrica yaslanma ile timiiste yag dokusu olusumu gozlenir. Boylece
renk degistirir ve sar1 renk alir [51]. Farelerin kullanildig1 bir kalori kisitlamasi
modelinde, kalori kisitlamasinin timisin yaslanmasini geciktirdigi sonucuna
ulasilmistir.Yasla birlikte gozlenen adipoz doku olusumunu, adipogenez
yolaklarini inhibe ederek engelledigi, timiisiin korteks ve medullasinda epitel
doku yapisini korudugu gozlenmistir. Timils ve diger lenfoid organlar besin
eksikligine bir¢cok organdan daha hizli tepki verir [52]. Yetersiz beslenme
gozlenen cocuklarda immiin sistemin gelismedigi ve enfeksiyonlara daha acik
olduklar1 kaydedilmistir. Bununla birlikte bir¢cok ¢alismada, yetersiz beslenme
olmaksizin uygulanan kalori kisitlamasinin timiisiin fonksiyonlarini giiclendirdigi
sonucuna ulasilmistir. Farelerde ve insan olmayan primatlarda, kalori
kisitlamasinin T hiicre fonksiyonunu ve repertuarini korudugu gézlenmistir. Dogal

T hiicrelerinin liretimini ve/veya korunmasini tesvik ettigi kaydedilmistir [53].
2.3 Yaslanma

Timusun yaslanmasi, lenfostromal timik boélgelerin adipositlerle asamali olarak
degistirilmesiyle birlikte hassas T hiicresi olusumundaki azalma ile karakterizedir.
Bir metabolik devamllig1 saglama miidahalesi olan kalori kisitlamasinin (CR)
timik yaslanmay1 nasil diizenledigini belirlemek, immiinosenesensi dnlemek igin
ilgili mekanizmalarin tanimlanmasina izin verebilir. Kronik kalori kisitlamasi bir
fare modeli lizerinde kullanilarak, yasa bagh timik adipojenik mekanizmadaki bir
azalmanin timik fonksiyonun strdiriilmesi ile iligkili oldugu belirtilmistir. Kalori
kisitlamasinin; timik stroma'nin yasa bagh adipojenik programlamasini spesifik

olarak inhibe ettigi ve timopoeziyi korudugu gosterilmistir [54].
2.4 Transkriptom

Genom elemanlarinin fonksiyonunun anlasilmasi ile hastalik ve gelisim
sureclerinin anlasilmasi i¢in, bir hiicre veya hiicre grubundaki tiim transkriptlerin
bilgisine ulasilmasi amaglanan omiks teknolojisidir. Bununla birlikte, sadece
mRNA, miRNA, veya kodlanmayan RNA’ larin hedef alindigir alt kiimeleri de
vardir. Herhangi bir zamanda o hiicrelerde aktif olan genleri yansitir. Hiicrelerin

farklilasma ve kanserlesme siireclerini arastirmada kullanilir. Transkriptom
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calismalarinda ytiksek verimli sonuclarin alindig1 iki temel uygulama vardir:1-
Microarray 2-RNA-seq. Mikroarray, hibritlesme reaksiyonuna dayal nispeten eski
ama hala siklikla kullanilan bir tekniktir. Ornek DNA ile problar hibritlesir ve 1s1ma
olur. Problarin eldesi i¢in 6n bir sekans bilgisi gerektirir [55]. Daha giincel ve

daha gelismis yontem olarak RNA-seq kullanilir [56].
2.4.1 RNA-seq Data Analizleri

RNA sekanslama, bir c¢esit Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojisi uygulamasidir.
Mikroarray yonteminin gerektirdigi 6n dizi bilgisini gerektirmez. Bu yontemde,
aslinda direkt RNA iizerinden dizileme olmaz. RNA tek zinciri yapisi itibariyle,
DNA'’ya gore daha kirilgan yapidadir. Bu yiizden dizilemesi daha zordur. Fakat
onu cDNA’ya cevirerek dizilememiz miimkiindiir. RNA sekanslama, SNP’lerin
tespitini, mutasyon tespitini, alternatif ucbirlestirme tespitini, post-translasyonal
modifikasyon tespitini, ekson sinirlarinin belirlenmesini saglar. Ayrica farkh
kantitatif olglimler gerceklestirerek, ekspresyon oranlarinin farkli uygulama ve
gruplara gore tespitinde kullanilir. Ornegin bir ilacin farkli dozlarinin bir canhya
etkisinin arastirilmasinda veya beslenme kisitlamasinin genler {zerindeki
etkisinin arastirilmasinda, ekspresyon seviyelerinin 6l¢iilmesini saglayarak analiz

yapmaya imkan sunar [57].

RNA dizileme 3 temel asamadan olusur.1-Kiitliphane hazirlama 2- Sekanslama 3-
Data analizi. Bu ¢alismada kullanilan RNA-seq datalari, I[llumina HiSeq 400

sistemi kullanilarak elde edilmistir.

w =————
m TATAGATC
’j‘a Q‘q Ters transkriptaz GCCELTCG
$p THGCTGTAC

Y f&j T T
RNA DNA KUTUPHANE DATA
iZOLASYONU CO%ALTIMI HAZIRLAMA SEKANSLAMA ANALIZ

Sekil 2.2 RNA-seq asamalari
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¢ Kiitiipphane Hazirlanmasi

Izolasyondan sonra ilk asama kiitiiphane hazirlamaktir ve kullanilacak RNA’nin
tliriine gore, kullanilacak platforma gore cesitli metotlar yapilir. Bu islemin akis
sirast su sekilde ozetlenebilir: RNA molekiillerinin izole edilmesi, RNA'nin
cDNA'ya ters-transkripsiyonu, rastgele primerle cDNA molekiillerinin ¢ogaltilmasi

veya fragmentler olusturulmasi, dizileme adaptorlerine baglanmasidir.

Kiitiphane olusturmaya baslamadan once total RNA igerisinden, dizilerin
okunmasinda sorun cikartacak olan ve hiicrelerde ¢ok miktarda bulunan RNA'lar
(en ¢ok bulunan ribozomal RNA vb.) secici olarak ayrilmalidir. Bunun igin,
mRNA’'nin cogaltilmasi1 ve secilmesini saglayan, mRNA'nin poli A kuyruguna
kovalent baglanan oligo T dizileri kullanildigi gibi, rRNA’y1 uzaklastiran ticari

kitlerde kullanilabilir. Calismanin amaci, hangisinin kullanilacagini belirler [58].

Elde edilen RNA, cDNA’ya cevrilir. Sekanslama makinasina uygun olabilmesi i¢in
RNA'nin o6ncelikle fragmentasyonu ve blyiiklik se¢imi yapilmasi gerekir.
Fragmentasyon icin enzimler veya sonikasyon kullanilabilir. Buyiikliik seciminde
kiiciik fragmentler elenir. Biiylikk ve siki baglanmis olanlar segilir. Genelde
fragmentlerin uzunluklar1 200-250 niikleotid arasinda degisir. Elde edilen
fragmentler rastgele primerler araciligiyla ve reverse transkriptaz enzimi ile
cDNA’ya cevrilir. Daha sonra adaptoér oligomerleri takilir, bunlar amplifikasyonu

ve sekanslama i¢in gereklidir. Farkli amplifikasyon yontemleri ile kat1 yiizeye

tutulu 6rnekler ¢ogaltilir. Daha sonra tek zincirli hale getirilip dizileme i¢in uygun

form elde edilmis olur [58].
e Sekanslama

Farkli platformlara ait farkli sekanslama stratejileri vardir. Bu stratejilerden en
bilenenleri piro-sekanslama (Roche 454 sistemi), sentez bazli sekanslama
(Ilumina) ve ligasyon bagh 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 bagl bulunur
ve sabit ylizeyde cogaltilmis olan fragmentlerin iizerine eklenir. Yani toplamda
dort farkli renkte florasans boya mevcuttur. Sonu¢ olarak uygun niikleotid

baglanirsa sentez gerceklesir ve bagli olan florasans 1s1ma yapar.
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Sekil 2.3 Sekanslama ve sinyal okunmasinin sekilsel gésterimi

Daha sonra 3 ugtaki sonlandirici ortadan kaldirilir ve yeni déngiiye gecilir. Ornegin
tamamini sekanslayana kadar déngiiler devam eder. Bu tarz dizilmeye siklik geri

doniisiimli dizileme denir [57].
e Data Analizi

Bu asama dizilemenin en karmasik kismidir. Yiiksek verimli sonuclar icin elde
edilen ham veriler olduk¢a fazladir. Biyoinformatik araclarla optimize edilir ve
daha uygun hale getirilir. Dizileme yaklasik 100-200 baz uzunlugundaki kii¢iik
parcalar Uzerinden yapildigi i¢cin bunlarin birlestirilmesi gerekir. Bunun i¢in dizisi
kesin olarak bilinen referans genomlar kullanilarak haritalama yapilir. Siralanan
kiiciik okuma parcalarinin kontik adi verilen birbirleriyle benzer kisimlari
tizerinden kiiclik parcalar birlestirilir ve bir harita olusturulup biitiine ulasilir. En
uygun hizalamay1 bulmak i¢in dinamik programlama algoritmalar1 kullanilir. Eger
referans genom kullanilmayacaksa de novo olarak haritalama yapilir. Dizileme ile
gen ekspresyon Ol¢limi, transkriptlerin birlestirilme asamasinda her lokus igin

eslesen okuma sayisinin hesaplanmasiyla yapilir [59].

Bircok calismada temel amag olan farkli oranda ekspresse olan genlerin (DEGs)
analiziyle, degisen kosula gore hangi genin ekspresyonunun ne seviyede
degistigini, neyin farklilastigini gostermektir. Ayrica bu genlerin tespitiyle,
genlerin farkli kategorilerde siniflandirilmasi ve boylece ifadesi degisen genlerin
hangi sistemler lizerinde etkin rol oynadiginin genis bir a¢idan goriilmesi saglanir.

Bu kategorizasyon i¢in gen ontoloji (GO) analizi kullanilir [59].
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e DEG Analizi

Farkli oranda ekspresse olan genler (DEGs), iki ya da daha fazla farkli kosul,
zaman veya yerde, ifade edilme oranlarinda degisiklik gozlenen genler igin
kullanilan terimdir. Gen ekspresyon seviyesindeki bu degisiklikler istatistiksel
olarak anlamli olmahdir. DEGs’in belirlenmesi ve analizi, kanserlesme gibi
biyolojik stireclerde, ilaglarin etkilerini inceleyen calismalarda ve dokularin gen
profillerinin olusturulmasinda kullanilan 6énemli bir baslangi¢c noktasidir. Teorik
olarak bir dokuda kanser gozlendiginde o dokuda ifade olan genlerde de
farklilasmalar olmalidir. O dokuda ifadesi degisen genlerin timii DEGs’i olusturur
[57]. Giniimiizde bircok calismada, Microarray ve RNA-seq gibi transkriptom
analizleriyle, DEGs belirlenir. Transgenik farelerde kalori kisitlamasinin gen
ifadesindeki degisikliklerini arastiran bir ¢calismada, RNA-seq ile elde edilen veriler
sonucunda, KKK wuygulanmis bireylerle AKK uygulanmis bireyler arasinda
istatistiksel olarak anlaml 445 DEGs tespit edilmistir. Bu, kalori kisitlamasinin iki
farkli tiiriinin gen ifadesinde 6nemli derecede degisikliZe neden oldugunu
gosteren bir sonuctur [54]. DEGs’in belirlenmesinden sonra bu veriyi daha da

anlamlandirmak icin genin islev ve mekanizmasini tanimlayan analizler yapilir.
e Gen Ontolojisi Analizi

Gen Ontolojisi (GO), gen ve gen irilnlerinin biyolojik anlamlarinin biitlin canh
tirleri icin kapsaml bir sekilde ele alip daha iyi tanimlanabilmesi amaciyla
olusturulan bir isimlendirme katalogudur. isimlendirmeye evrensel bir standart
getirmesi agisindan énemlidir. U¢ farkh alanda isimlendirme yapilir. Genin ne
yaptig1 bilgisi icin “molekiiler fonksiyon”, ne amacla yaptig1 bilgisi icin ” biyolojik
sire¢”, nerede yaptig1 bilgisi icin “hilicresel bilesen” adl kategoriler
olusturulmustur. Bu li¢ anatasyonun her bileseninin kendine 6zel bir GO numarasi
(GO ID) bulunmaktadir. Ornegin, biyolojik siirecler anatasyonunda, lenfosit
araciligiyla bagisikligin diizenlenmesi i¢in GO ID: GO:0002706 olarak kullanilir.
Her anatasyonun altinda, hiyerarsik sekilde olusturulan daha spesifik alt
anatasyonlar vardir. Asagi gidildikce temsil edilen gen sayisi1 da buna bagh olarak

azalir [61].
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Sekil 2.4 GO:0002706 numaraly, lenfosit araciligiyla bagisikligin
dizenlenmesinin, biyolojik siire¢ anatasyon agacinda gosterimi

2.5 Gercek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR), belirlenen dizilerin ya da tiim genomun
¢ogaltilmasi i¢in kullanilir. Reaksiyon ii¢ asamanin déngiisii seklindedir. Ik olarak
denatiirasyon ile zincirler ayrilir. Baglanma asamasinda primerler bu zincirlere
tutunur ve uzama asamasinda bu primerlerin yardimiyla ikinci zincir uzar. Bu
déngii 25-35 defa tekrarlanir. Ozellesmis bir tiirii olan Gercek Zamanh PCR (Q-
PCR), PCR c¢ogaltimini1 goriiniir hale getirir. Bu amagla floresan isaretli prob ve
boyalar kullanilir. Floresan 1sima, olusan DNA ile dogru orantili olarak artar. Q-
PCR, gercek zamanli miktar tayini icin en sik kullanilan yontemlerden biridir [62].
Dahasi bir¢ok transkriptom analizi ¢alismasinda validasyonu yontemi olarak
kullanilir. Ornegin bir calismada, farelerde metastaz éncesi kanser olusumu ve
metastaza giden siirecleri incelemek amaciyla, meme ve akciger kanseri hiicre-
hattindan elde edilen RNA'ya, RNA-seq ile transkriptom analizi yapilmis, daha

sonra elde edilen veriler Q-PCR ile valide edilmistir [63].

Q-PCR’da tercih edilen en temel bes saptama yontemi sunlardir: Hidroliz probu
yontemi (klasik TagMan sistemi), DNA ile birlesen boyalarin, hibridizasyon probu
yontemi, molekiler boncuk yoéntemi, “scorpion primeri” kullanimi. Bu
yontemlerden, DNA ile birlesen boyalarin haricindekiler cogaltacaklar1 bolgeye
ozgildiirler. DNA’ya baglanan boyalar ise 6zgiil olmayarak herhangi cift zincirli
DNA ile gigli sekilde baglanarak kompleks olusturur. SYBR Green, DNA ile
birlesen boyalardan biridir ve yesil 151k yayar [64].
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Q-PCR, li¢ 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 triinlerin tespiti ve
sayilmasi olur. Bununla birlikte, bu PCR siiresince 3 ayr1 faz goriiliir. i1k olarak
birka¢ dongii siiren ve saptanabilir oranda tiriiniin olusmadig1 arka plan faz vardir.
Daha sonra, logaritmik fazda tirtin miktari iislii sekilde artar. Son olarak,
eksponensiyel cogalim olmayan reaksiyon ortamindaki enzim, primer ve
niikleotidlerin tiikendigi plato fazi gerceklesir. Geleneksel PCR'1n aksine 6l¢iim
plato fazindan sonra degil, logaritmik faza gére yapilir. Boylece inhibitor

miktarindan, reaksiyon kosullarindan ve amplifikasyon etkinliginden daha az

etkilenilir [64].

Amplifikasyon Egrisi

3. Plato Fazi
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W g 2. Logaritmik Faz
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Sekil 2.5 Ger¢cek zamanl PCR fazlar1 ve amplifikasyon egrisi grafigi

Logaritmik fazdaki cogalmanin ifade edilmesinde (2.1) kullanilir.

Tn = TO(E)" (2.1)

Denklemde yer alan parametrelerden TQ hedefininilk bastaki miktarini, Tn
dongilisiinde hedefin ulastigi miktari ve E de ¢ogalma etkinligini gosterir. Buna
gore cogalmanin etkililigi maksimum 2 olabilir. Bu her dongiiniin sonunda 2 kat
urin elde dildigini gosterir. PCR etkinliginin minimum degeri 1’dir ve bu cogalma

olmadigini gosterir. Floresan 6l¢iim, Q-PCR’da her déngiiniin sonunda yapilir.
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Boylece cogalmanin logaritmik fazi kolayca tespit edilir. Q-PCR i¢in bir diger
onemli deger esik degeridir. Her ¢ogalmanin baslangictaki hedef dizi sayisi
farklidir. Reaksiyon boyunca diziler cogalir ve her ¢ogalmanin esit sayida tiriin
icerdigi dongi, reaksiyonun esik degerinin ifade eder. Buradan su sonuca ulasilir.
Ik basta az sayida hedef icerenlerin esik degere ulasmasi icin daha fazla déngii
gerekir. Esik deger logaritmik fazin basladigi ve dogrusal bir artisin gézlendigi en

diisiik floresan degeri olarak tanimlanir [64].

Q-PCR’da miktar1 bilinen “housekeeping genler” standart olarak kullanilir. Bu
genler bir organizmanin her hiicresinde ifade olan ve temel hiicre fonksiyonlarinin
surdiirilmesi 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, 3-aktinin ve albiimin genleri referans gen olarak

kullanilan genlere ornektir [65].
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3

MATERYAL VE METHOD

3.1 Materyaller
3.1.1 Kullanilan 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, oOnceden tanimlanmis yetistirme protokolii esas alinarak Yeditepe
Universitesi Hayvan Tesislerinde yetistirilmistir. Buna gére, 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, acik periyotta AL
beslenmeden %60 kisitlama ile olmustur.(Cizelge 3.1) Diyet olarak Altromin
TPF1414 kullanilmistir. Budiyet Kobay A.S. (Ankara/ Tiirkiye) firmasindan temin
edilmistir. Diyetin bilesenleri Tablo 3.1’de belirtilmistir. Yetistirilen farelerden

elde edilen timiis dokusu RNA izolasyonuna kadar -80°C’de saklanmistir.

Tablo 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
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Tablo 3.2 Altromin TPF1414 diyetin bilesenleri

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 icin daha 6nceden boliimiimiizde
yurttilen 2016-01-07-DOP01 numarali BAP projesinden elde edilen RNA-seq
verileri kullanilmistir. Bahsedilen veriler, bu calismada da kullanilan hayvan
materyaliyle ayni prosediir ve ortamda yetistirilmis hayvanlarin timiis
dokusundan saflastirillan RNA'nin, RNA-seq bazl 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 Method

3.2.1 Genlerin Belirlenmesi
Bu calismada kullanilacak genlerin belirlenmesinde IntOGen mutasyon platformu
kullanildi. Bu platforma gore, yaslanma olusumunda en ¢ok tekrarlanan

mutasyona ugramis genlerden 15 gen secildi.
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Tablo 3.3 Belirlenen genlerin forward ve reverse primer dizileri

Primer Dizi (5'-> 3") Tm Degeri
[°C]
Apod-F AGCCAACTACTCGCTGATGG (20) 59,4
Apod-R GAGACGTTGCTCTGTTTGGC (20) 59,4
Bcl6-F TAGGCAGACACAGGGACTTGA (21) 59,8
Bcl6-R CAAGCATGACGCAGAATGTGG (21) 59,8
Cav1-F GACCCCAAGCATCTCAACGA (20) 59,4
Cavl-R CGTCGAAACTGTGTGTCCCT (20) 59,4
Cdkn1-F GTCCTTGGTGGTGAGACAGG (20) 61,4
Cdkn1-R CATCCCAGATAAGCCCACCC (20) 61,4
Coq7-F CACAGTTCGGGGATGACCTT (20) 59,4
Coq7-R TGCTCCATATTCACCAGCGT (20) 57,3
Krt14-F GCGCACCAAGAACTAAAGCTG (21) 59,8
Krt14-R GGACAATACAGGGGCTCTTCC (21) 61,8
Opal-F CAAGCATTACAGGAAGGTGTCAG (23) 60,6
Opal-R GCGCTCCAAGATCCTCTGAT (20) 59,4
Rsl1d1-F AAAGCCTATGAAGCCAAGCTCC (22) 60,3
Rsl1d1-R TGCCAGAAGGTTCACAGACA (20) 57,3
Scp2-F AGTCTGTAGGAGACCTTCGCT (21) 59,8
Scp2-R GAGTTCTCACCTCCAGGCTTC (21) 61,8
Smc5-F GCAGAGACGGAGTGTGAGTG (20) 61,4
Smc5-R GCCACAAGACTGCATCATACG (21) 59,8
Sod1-F TGTGACTGCTGGAAAGGACG (20) 59,4
Sod1-R ACGGCCAATGATGGAATGCT (20) 57,3
Tbx2-F ACAAGTACCAGCCGCGATTC (20) 59,4
Tbx2-R AGTGACAGCGATGAAGTCGG (20) 59,4
Top2b-F GCTGAGGGTATTGGGACTGG (20) 61,4
Top2b-R CCTTCTAGCATCCGCCTGAC (20) 61,4
Trp53-F TTGGACCCTGGCACCTACAATG (22) 64
Trp53-R GCAGACAGGCTTTGCAGAATGG (22) 64
Wrnip1-F GGGCTTGAATGGACTGCAAC (20) 59,4
Wrnip1-R AAATGTGGGACCGCTGTAGG (20) 59,4
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3.2.2 RNA-Seq Datasindan Genlerin Analizi

RNA-seq datalari, 10. haftadan itibaren kalori kisitlamasi uygulamasinin iki tiiri
uygulanmis ve 17 ile 18. haftalarda sakrifiye edilen MMTV TGF-a fareleri ile
kontrol grubu olarak Ad Libitum beslenmis yine ayni tiir farelerden elde edilen
timis dokusundan izole edilen RNA’y1 kullanilarak elde edilen datalardir. Bu
datalarin i¢cinde 3 farkli beslenme grubu icin 3 farkli data mevcuttur. Bu datalar,
belirlenen beslenme gruplar icin p<0,05 istatiksel 6nem derecesinde 6091 adet
farkl 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 icin bir arama
havuzu olarak kullanilmistir. Belirlemis oldugumuz genlerin bu datalarda aranmasi
icin Linux isletim sistemi bulunan bilgisayardan Linux terminal kullanildi. R

programi aracilif ile gerekli bilgiler ¢ekildi. Bunu i¢in su siral kodlar yazildi.
1.$R

R program diline giris yapildi.

2. > library(cummRbund)

Komutu ile R icindeki CummRbund kiitiiphanesine ulasild.

3. >cuff_data < - readCufflinks(‘diff_out’)

Cuffdiff ciktisindan bir CummeRbund veritabani olusturuldu.

4. >mygene<- getGene(cuff_data, ‘Gen”)

>expressionBarplot(mygene)

Istenilen bir genin farkh verilerdeki ekspresyon seviyesi goriintiilendi. Daha sonra
belirlenen genlerin ulasilan sonuglarina goére, 3 beslenme grubu i¢in ifade edilme
oranlarindaki degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigina yine bu
datalarin kullanilmas1 sonucunda ulagildi. Istatistiksel olarak énemli olan genler

kaydedildi.

3.2.3 RNA Izolasyonu ve RNA Miktar Tayini
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 érneklerden RNA izolasyonunda Qiagen RNeasy Mini Kit kullanildi. ilk
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olarak ornekler eppendorf tiiplere alind1 ve liziz tampon ¢ozeltisinin i¢cine 1ml icin
10 pL olacak sekilde -merkaptoetonol eklendi. Daha sonra érneklerin tizerine 300
uL liziz tampon ¢ozeltisi eklendi. Homojenizator aracilig ile doku pargalandi. Tiipe
300 pL daha liziz tampon ¢o6zeltisi eklendi. 3 dakika maksimum hizda santrifiij
edilen orneklerin katmanl yap1 olusturmasi sonucunda, siipernatant kismi yeni
bir tiipe alindi, pelet kismi atildi. %70’lik etanolden, alinan siipernatant ile esit
hacimde tiipiin igerisine eklendi ve pipetajla karismasi saglandi. RNeasy
kolonlarinin altina 2 mL’lik toplama tiipleri 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

uL RPE tamponu eklenip 15 sn 10.000 x g'de santrifiij edildi. 500 pL. 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 pL RNaz’siz su eklendi ve 1 dakika 10.000 x g’de santrifiij edildi.

Son islem bir kez daha tekrarlandi.

Elde edilen c¢ozeltiden RNA konsantrasyon ve miktar tayini icin NanoDrop
spektrofotometre ile élgiim yéntemi kullanildi. Oncelikle referans olarak RNaz's1z
sudan 1 pL aletin kuyusuna damlatilip bos 6lciim alindi. Daha sonra RNA icerdigi
diistiniilen ¢ozeltiden 1 pL alinip aletin kuyusuna damlatildi ve 6l¢iim yapildi.

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

RNA Elektroforez jeli yapiminda 6ncelikle ( 75 mL %1 lik) hazirlamak i¢in 0,75 g
agaroz tartild1 ve sterilize edilmis bir beherin icine aktarildi. 5X'lik MOPS’ tan 15
mL ve DEPC'li sudan 46,875 mL alinip beherin icerisine aktarildi. Sonra agz
kapatilan beher mikro dalga firina koyulup agarozun ¢o6ziinmesi saglandi.
Buharlasan kisim yerine DEPC’li su ilave edildi ve etiivde sicakliginin 60°C'ye
gelmesi icin bekletildi. Bir tiipte 13,125 mL formaldehit etiivde isitilarak
sicakliginin 60°C’ye gelmesi saglandi. Toplam 75 mL’lik hacme ulasmak icin
formaldehit beherin icerisine aktarilirdi. Bir stire elle karistirilarak formaldehitin
karisim igine iyi bir sekilde dagilmasi amaclandi. Daha sonra jel dokiildi ve

taraklar yerlestirildi. Donmas1 beklendi. 1X MOPS, tank tamponu olarak
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kullanildi. RNA 6rnekleri yiikleme icin Tablo 3.4 esas alinarak hazirlandi.

Tablo 3.4 Yiikleme icin RNA 6rneklerinin hazirlanmasi

Gerekli Malzemeler Yiuklenen Miktar
5X MOPS 2 pL

RNA 2 pL

Steril DEPC’li Su 2,5 uL

Formaldehit 3,5 uL

Formamid 10 pL

Etidyum Bromiir (mg/mL) (0,5 pL

Toplam = 20,5 pL

RNA o6rnegi iceren tiipler, 55°C de 15 dakika kuru 1s1 blogunda inkiibe edildi.
Ardindan orneklere 2 pL ylikleme tamponu eklenerek, jele yiiklendi. Jelde 60
Voltta 90 dakika yuriitildi.

3.2.5 Primer Tasarlama

Bu calismada Ger¢ek Zamanh PCR’da kullanilacak olan, secilen alt1 gene ait ileri
ve geri yonlii primer literatiirdeki 6rnekleri incelenerek belirlendi. Belirlenen

primerler hizmet alimi ile sentezlettirildi.
3.2.6 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA sentezi icin hazir ticari kitlerden biri olan GeneMark First
Strabded Synthesis Kit ( SAMscript) kullanildi. Deney esnasinda yapilan islemler
buz tlizerinde yapildi. cDNA sentezi 6ncesi tiim RNA konsantrasyonlari esitlendi.
Bunun icin her 6rnekten farkli miktarlarda toplamda 10 pg RNA icerecek hacimde
ornek alind1 ve RNaz’s1z tiipe aktarildi. Tiipe, 1 pL random primer eklendi. Daha
sonra 3 dakika buzda bekletildi. Bu arada, bir tiiplin icerisinde Tablo 3.5 esas
alinarak 9 6rnek icin bir karisim hazirlandi. Hazirlanan karisimdan 5,5 pL alinarak
tiiplerin icine 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 gercek

zamanli PCR'da kullanilmak tizere -20°C’de derecede saklandi.
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Tablo 3.5 cDNA sentezi icin gerekli bilesenler ve hacimleri

Bilesen Hacim (pL)
RT tampon (10x) 4
dNTP Karisimi 2
RT enzim 1
RNaz inhibitori 1

3.2.7 Gercek Zamanh PCR

cDNA eldesinden sonra Gercek Zamanli PCR (Q-PCR) islemi i¢in de hazir ticari
kitlerden biri olan GM SYBR Q-PCR Kit kullanildi. Deney sirasinda yapilan
islemler buz tlzerinde gerceklestirildi. cDNA’lar 1’e 3 oraninda distile su ile
seyreltildi. Gercek zamanli PCR reaksiyonlan icin gerekli bilesenler Tablo 3.6'te

belirtilen hacimlerde ve toplam hacim 15 uL olacak sekilde kullanildi.

Tablo 3.6 PCR reaksiyonlari icin gerekli hacmi iceren bilesenler

Bilesen Hacim

Niikleaz’s1z Su 5,6 uL

GM SYBR Q-PCR Karisim 7,5 uL

Geri Primer 0,2 uL

fleri Primer 0,2 uL

cDNA 1,5 uL
Toplam = 15 pL

Hazirlanan karisim Biorad Ger¢ek Zamanli PCR cihaza konup Tablo 3.7°deki
sartlarda Ger¢cek Zamanli PCR gerceklestirildi.
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Tablo 3.7 Q-PCR reaksiyonlari icin gerekli olan sicaklik degerleri ve siireler

Sicaklik (°C) [Siire
95 120 sn
95 15sn
59-62 30 sn 40 siklus
72 30 sn

Gercek zamanli PCR (Q-PCR) reaksiyonu basarili bir sekilde gerceklestirildikten
sonra, Ct degerleri incelenen 15 gen ve GAPDH geninde kat degisimi (fold change)

hesaplamak amaciyla kullanildi. ACt ve 2-AACt degerleri hesaplamak icin

karsilastirmali Ct metodu kullanild1.
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4

SONUC VE TARTISMA

4.1 Sonucglar

4.1.1 Genlerin Belirlenmesi

Genlerin belirlenmesinde IntOGen mutasyon platformu kullanilarak asagidaki
genler secildi. Bu secimde yaslanmayla iliskili genlerde mutasyon olusumu en ¢ok

tekrarlanan genlerin secilmesine dikkat edildi. Boylece su genler belirlendi:

* Wrnip1, Trp53, Top2b, Tbx2, Sod1, Smc5, Scp2, Opal, Krt14, Coq7, Cdknl,
Cavl, Bcl6, Apod, Rsl1d1

4.1.2 RNA-Seq Datasindan Genlerin Analizi Sonuclari

Belirlenen genlerin ifade edilmesindeki degisiklikler, daha 6nceki ¢alismada elde
edilmis RNA-seq datalarindan tespit edildi. Bu datalar, belirlenen beslenme
gruplari i¢in 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 15 tanesinin 3 beslenme grubu
arasinda ifade edilmesindeki degisikliklerin istatistiksel olarak 6nemli oldugu

sonucuna ulasildi.

logio FPKM + 1

0

Sekil 4.1 RNA seq. Heatmap sonuglari®

1 Yukaridan asagiya sirasiyla Wrnip1, Cdnkn1, Bcl6, Opal, Cavl, Smc5, Scp2, Tbx2, Krt14,
Trp53, Top2b, Sod1, Coq7, Rsl1d1, Apod
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4.1.3 RNA Miktar1 Tayini Sonuc¢lari

RNA konsantrasyon ve miktar tayini icin NanoDrop spektrofotometre ile 6l¢iim
yontemi kullanildi. Oncelikle referans olarak RNaz'siz sudan 1 pL aletin kuyusuna
damlatilip bos 6l¢tim alindi. Daha sonra RNA igerdigi diistiniilen ¢6zeltiden 1 pL
alinip aletin kuyusuna damlatildi ve dl¢iim yapildi. Orneklerin saflik derecesi ve

RNA miktari sayisal ve grafik olarak elde edildi.

Tablo 4.1 izole edilen RNA’lara ait konsantrasyon ve saflik 6l¢iim degerleri

Doku Ornegi IS{zl;:;fSii'e gﬂ::me 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

T 95 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 4.2 RNA o6rneklerine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (soldan saga 169
(18. HAFTA AL), 164 (18. HAFTA KKK), 203 (18. HAFTA AKK), 95 (50. HAFTA
AL), 107 (50. HAFTA KKK), 133 (50. HAFTA AKK), 64(80. HAFTA AL), 88
(80.HAFTA KKK), 18 (80. HAFTA AKK))
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4.1.5 Gerc¢ek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclari

Gergek Zamanl PCR sonucunda farkli beslenme grubunda ve farkli haftalarda
orneklerde 15 gen icin ekspresyon miktarlarindaki kat degisimi degerleri (4.1)
kullanilarak hesaplanmistir. Amplifikasyon egrisi ve erime egrisine drnek olarak

OPA1 ve KRT14'e ait grafikler Sekil 4.3 ve 4.4’de gosterilmistir.

Amplifikasyon

—r T T ™ T
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4000- ................ EEERREEE 197
o ; :
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Sekil 4.3 OPA1 ve KRT14’e ait cogalma egrisi grafigi

Melt Peak

Bl B &

-d(RFU)/dT

Temperature, Celsius

Sekil 4.4 OPA1 ve KRT14’e ait erime egrisi grafigi
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Temperature, Celsius

Sekil 4.5 TRP53’e ait erime egrisi grafigi

Melt Peak

.....................

a0

Temperature, Celsius

Sekil 4.6 APOD ve CAV1’e ait erime egrisi grafigi
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Sekil 4.7 SCP2, SOD1, TBX2, TOP2B ve RSL1D1’e ait erime egrisi grafigi

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

Tablo 4.3 GAPDH ve belirlenen genlerinin ortalama C;degerleri

GAPDH
WRNIP1
TOP2B
TBX2
SOD1
SMC5
SCP2
OPA1
KRT14
COQ7
CDKN1
CAV1
BCL6
APOD
RSL1D1
TRP53

169
18.
AL
19.24
23,69
21,08
24,89
19,44
35,2
26,91
22,12
25,42
22,32
21,46
28,37
19,82
26,03
21,57
20,05

164
18.
KKK
21.88
23,52
21,55
25,9
19,22
28,9
25,36
23,14
25,27
22,34
22,22
29,6
20,31
27,37
22,61
20,73

203
18.
AKK
20.72
23,87
22,06
24,95
19,15
38,64
26,45
22,77
26,53
21,37
22,13
29,85
19,71
28,21
22,12
21,67

95
50.
AL
23.13
25,52
21,88
26,38
19,54
39,14
25,5
22,77
25,86
23,18
22,26
27,01
20,33
27,05
23,51
21,62
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107
50.
KKK
23.14
24,53
20,97
27,17
19,2
27,73
25,73
22,38
25,37
23,2
21,77
26,3
19,8
26,66
22,83
21,65

133
50.
AKK
22.52
23,53
22,7
24,65
18,73
36,37
25,28
22,32
24,13
20,9
21,60
26,93
19,62
26,97
21,49
20,32

64
80.
AL
19.17
23,54
22,23
25,16
19,45
34,25
24,59
22,21
25,9
21,83
22,4
26,45
21
26,06
21,81
21,34

88
80.
KKK
23.12
25,31
23,23
27,28
19,72
38
25,71
22,45
25,55
21,61
20,87
23,73
20,73
24,19
24,55
22,38

18
80.
AKK
22.79
24,17
20,87
26,54
20,35
38,3
27,65
22,44
24,72
22,06
22,19
25,1
19,46
24,47
24,78
22,8



AC; (Kontrol) = C(Kontrol grubu Hedef geni) - C;(Kontrol grubu Referans geni)
AC;(Deneysel) = C{(Deney grubu Hedef geni) - C((Deney grubu Referans geni)
AAC:= AC(Denseysel) - AC(Kontrol)

27 80% = Kat degisim degeri (4.1)

Tablo 4.4 Belirlenen genlerin AL’ye gore 2"42“ degerleri

27 AACt

Genler

WRNIP1 B 2,46 1 2 2,6 1
TOP2B 1 4,5 1,41 1 1,89 0,37 1 9,91 28,05
TBX?2 1 3,09 2,67 1 0,58 2,17 1 19,02 4,08
SOD1 1 7,26 3,41 1 1,27 1,14 1 12,8 5,35
SMC5 1 4911 025 1 2740 4,46 1 7454 15,56
SCP2 1 182 38 1 085 076 1 3477 535
OPA1 1 3,07 1,77 1 1,31 0,89 1 21,11 1545
KRT14 1 6,91 1,29 1 1,41 2,17 1 81,57 43,11
COQ7 1 6,14 5,38 1 0,99 3,18 1 21,4 7,62
CDKN1 1 3,68 1,75 1 1,41 1,03 1 42,5 23,58
CAV1 1 2,65 1 1 1,64 0,69 1 1169  330,8
BCL6 1 4,43 3,01 1 1,35 1 1 16,44 14,6
APOD 1 2,46 0,61 1 1,31 0,69 1 36,5 164,2
RSL1D1 H 3,03 1,9 1 1,61 2,65 1 23,9 1,94
TRP53 1 38 11 1 098 161 1 3939 561
20 Ekspresyon seviyeleri (2 A4Ct)
15
m AL
KKK
10 ]
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0
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Sekil 4.8 18. Hafta ekspresyon seviyeleri



17. Hafta sonuglarina gore;

S m N W & U

Wrnip geni, Top2b geni, Tbx2 geni, Sod1 geni, Scp2 geni, Opal geni, Krt14
geni, Coq7 geni, Cdkn1 geni, Cav1 geni, Bcl6 geni, Rsl1d1 geni ve Trp53 geni
icin KKK beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, AKK da KKK’ya

gore daha az ekspresyon seviyesi gorulmustir.

Apod geni icin KKK beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, AKK da

en az ekspresyon seviyesi gorilmiistiir.

Ekspresvon seviveleri (2 AACt)
|l 4 4 b Fi

_ o AL
m KKK
AKK

WRN|P
TOP2B

TBX2 .
SOD1

SMC5

SCP2

OPA1

KRT14 N
coq7 ==
CDKN1

CAV1

BCL6

APOD
RSL1D1 __
TRP53

O

Sekil 4.9 50. Hafta ekspresyon seviyeleri

50. Hafta sonuglarina gore;

Wrnip geni, Krtl4 geni, Coq7 geni, Rslld1l geni ve Trp53 geni icin AKK
beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, KKK da AKK’ya gore daha
az ekspresyon seviyesi goriulmiistiir. En diisiik ekspresyon seviyesi AL’de

gozlemlenmistir.

Tbx2 geni AKK beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, KKK’da en

az ekspresyon seviyesi gorilmustiir.

Top2b geni, Sod1 geni, Opal geni, Cdkn1 geni, Cavl geni, Bcl6 geni, Apod

geni icin KKK beslenme tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, AKK da
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KKK’ya gore daha az ekspresyon seviyesi goriilmiistir.

e Scp2 geninde AL beslenme tipinde en fazla ekspresyon goriintirken, KKK’da

orta seviyede, AKK’da ise en az seviyede ekspresyon gozlemlenmistir.

Ekspresvon seviveleri (2 AACtH)
|l J J A 7

70

60 m AL
50 m KKK
40 O AKK
30

10
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Sekil 4.10 80. Hafta ekspresyon seviyeleri

80. Hafta sonuclarina gore;

e Wrnip geni, Top2b geni, Cavl geni ve Apod geni icin AKK beslenme tipinde
ekspresyon seviyesi en fazla iken, KKK beslenme tipinde ekspresyon seviyeleri

AKK'’ya nispeten daha az gézlemlenmistir.

e Tbx2 geni, Sod1 geni, Smc5 geni, Scp2 geni, Opal geni, Krt14 geni, Coq7
geni, Cdkn1 geni, Bcl6 geni, Rsl1d1 geni ve Trp53 geni icin KKK beslenme
tipinde ekspresyon seviyesi en fazla iken, AKK da KKK’'ya goére daha az

ekspresyon seviyesi gorilmustiir.
4.2 Oneriler

Yaslanma, strese uyum cevabinda azalmaya yol agan ve yasla iligkili hastaliklarin
riskinin arttigl, fonksiyonlarda ilerleyici ve yaygin bir bozukluk olarak
tanimlanabilir. Yaslanan bireyin disaridan gelen uyarilara karsi homeostazi

korumasi giderek zorlasir. Yas ilerledikce immiin sistemdeki degisikliklerle hem

38



otoimmun hastaliklara hem de infeksiyonlara yatkinlik ortaya cikar. Kanser

insidensinde belirgin bir artis gézlenir. [67].

Yaslanma, insan yasaminda dogal ve asamali bir siirectir. Kalori kisitlamasinin,
yasam siiresi ve yaslanma tizerine etkisi, 1930’larda yapilan bir calisma ile ilk
olarak kaydedilmistir. Siganlarda yapilan bu ¢alismada beslenmedeki kisitlamanin

yasam suresini uzattigl ve yaslanmayi geciktirdigi sonucuna ulasilmistir [31].

Kalori kisitlamasinin iki yaygin kullanimi vardir. Ilki, siirekli kisitlama uygulanan
kronik kalori kisitlamasi (KKK), digeri kisitlama periyotlar1 olan aralikli kalori
kisitlamasidir (AKK). Bunlar disinda, kalori kisitlama ¢alismalarinda kontrol grubu
olarak besin ve suya erisimin serbest oldugu ad libitum beslenme kullanilir [61].
Bu c¢alismada kullanilan RNA’lar, 10. haftadan itibaren ad libitum beslenme,
kronik kalori kisitlanmis beslenme ve aralikli kalori kisitlanmis beslenme olmak
lizere ii¢ besleme grubuna ayrilan MMTV-TGF-a farelerin timiis dokularindan
izole edilmistir. Bu farelerin bir kismi1 17./18. haftada, bir kism1 49./50. haftada,
bir kismi da 80./81. haftada sakrifiye edilmistir. Sonug olarak, 3 ayr1 beslenme
grubundan 3 farkli zamanda alinan timiis dokusuna ait RNA envanteri elde

edilmistir.

Boliimiimiizde tamamlanan daha onceki bir calismada ulasilan RNA-seq verileri,
bu calismada referans olarak kullanilmistir. Bahsi gecen RNA-seq’de kullanilan
RNA’lar, bu c¢alismada 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 énem 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

calismada tarama havuzu olarak kullanilmistir [61].

Buradan secilen 15 gen, RNA-seq verilerinde tespit edilen DEGs havuzunda arandi
ve ifade edilme oranlarinda istatistiksel olarak anlaml degisiklikler oldugu tespit

edilmistir.
Buna gore, WRNIP1, TOP2B, SCP2, KRT14, CDKN1, CAV1, APOD ve TRP53

genleri icin AL-KKK arasinda ekspresyon farkliklar1 goriilmektedir. TBX2, SOD1,
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SMC5, OPA1, COQ7, BCL6, RSL1D1 genleri icin ise AL-AKK arasinda ekspresyon

farkliliklar1 gérilmektedir.

Kalori kisitlamasinin yaslanmay1 negatif yonde etkiledigini gosteren bir¢cok

mekanizma tespit edilmistir. [3].

Yapilan Q-PCR sonuglarinda, 18. haftada WRNP1 geninin ekspresyonunun KKK
beslenmis farede AL ve AKK beslenmis farelere gore fazla oldugu sonucuna ulasildi
(Sekil 4.8). Ayni genin 50. haftadaki Q-PCR’da 6l¢iilen ekspresyon sonugclarinda
ise AKK ile beslenmis farede ekspresyonun AL ve KKK’ya gore daha fazla oldugu
sonucuna ulasildi (Sekil 4.9). 80. hafta sonuglarinda da buna benzer olarak AKK
beslenmede en fazla ekspresyon gozlenirken KKK ve AL beslenmis farelerde az
miktarda ekspresyon tespit edildi (Sekil 4.10). 18. Haftada c¢ikan Q-PCR
sonuglariyla RNA Seq. Sonuclar1 eslesmemektedir (Tablo 4.4). Bu veriler
sonucunda KKK beslenmenin bu gen lizerine pozitif etki yaptig1 diisiintilmektedir.
WRNIP1’'in erken yaslanma hastaligt Werner sendromunda defektif olan WRN
helikaz ile etkilesime girdigi bildirilmistir [14].

Q-PCR’da ekspresyonuna bakilan diger bir gen olan TOP2B geninin 18. hafta icin
elde edilen sonuclarinda, KKK beslenmis farelerde, AKK beslenmis farelere gore
ekspresyonun oldukg¢a fazla oldugu sonucuna ulasilmistir (Sekil 4.8). 50. haftada
da AL ve AKK beslenmis farelerde ekspresyon verileri birbirine yakin ve azken,
KKK beslenmis farede fazla miktarda ekspresyon goriildii (Sekil 4.9).80. haftada
TOP2B ekspresyon seviyeleri AKK>KKK>AL seklinde 6l¢tildii (Sekil 4.10). RNA-
seq verileri ve 18. hafta Q-PCR sonuclari, AL ve AKK bireyler icin tutarhilik
gostermistir (Tablo 4.4). Top2b gen transkripsiyonu diizenici olarak bilinmektedir
[66]. Boylelikle kanser olusumu goézlendik¢e bu genin ekspresyonunun azalmasi
beklenmektedir. Ancak 18. Ve 50. Haftalarda bu KKK beslenen farelerde bu genin
ekspresyonunun arttigr gozlemlendi. Bu da KKK beslenme tipinin bu genin

ekspresyonunu artirarak yaslanma siirecini geciktirebilecegi sdylenebilir.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi Olciilen bir diger gen TBX2, hem varsayilan bir
proto-onkogen, hem de yaslanma fenotipinin olusumunda PML (kanserde siklikla
kaybedilen veya mutasyona ugramis timor baskilayici protein, promyelositik
protein) fonksiyonunun negatif bir regiilatorii olarak olarak tanimlanmistir [13].

Q-PCR sonuclarina gore 18. haftada KKK beslenmis bireyde en yliksek ekspresyon

40



seviyesi gozlenmisken en diisiik ekspresyon AL beslenmis bireyde gézlenmistir
(Sekil 4.8). Bu durum KKK'nin bilinen timoér baskilama o6zelligini
desteklemektedir. 50. haftada da KKK beslenmis fare en diisiik ekspresyon
seviyesindeyken, AL ve AKK beslenmis farelerin ekspresyon seviyeleri yakin
degerlerdedir (Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farede
KKK ve AKK beslenmelerde ekspresyon belirgin sekilde ytiksektir (Sekil 4.10).
RNA- seq verileri ve 18. hafta Q-PCR sonuglari, bireyler icin farklilik gostermistir
(Tablo 4.4). Timo6r olusumunu baslamasi beklenen bu haftalarda proto- onkogenin
seviyesinin artmasi beklenen bir sonuctur. Bu gen i¢in tekrar primer tasarlanarak

tekrar Q-PCR yapilmasi gerekmektedir.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi 0Olciilen bir diger gen SOD1 bir yaslanma geciktirici
gendir. SOD (Siiper Oksit Dismutaz)'in katalazin dilizenlenmesi,  serbest
radikallerin olusumunun baskilanmasi ve endojen enzimatik savunma
kapasitesinin arttirilmas1 yoluyla yaslanma karsiti aktiviteye sahip oldugu
mekanizmadir [10]. Q-PCR sonuglarina gore 18. haftada KKK beslenmis bireyde
en yliksek ekspresyon seviyesi gozlenmisken en diisiik ekspresyon AL beslenmis
bireyde gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum KKK'nin bilinen yaslanma geciktirme
ozelligini desteklemektedir. 50. haftada KKK ve AKK beslenmis farelerin
ekspresyon seviyeleri yakin degerlerdedir (Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser
olusturma siirecine giren farede en yiiksek ekspresyon KKK bireylerde
gozlemlendi (Sekil 4.10). AL bireylerde ise diisiik seviyededir. RNA-seq verilerinde
KKK bireylerde ekspresyon fazlayken ve 18. hafta Q-PCR sonuclarinda AKK
bireylerde ise ekspresyon fazladir (Tablo 4.4). Tiimér olusumunu baslamasi
beklenen bu haftalarda tiimoér baskilayici genin seviyesinin artmasi beklenmedik
bir sonugtur. Bu genin ekspresyonuna beslenme tipinin pozitif etki ettigi

soylenebilir.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi olciilen diger gen SCP2 reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumunun azaltilmasina neden olan bir gendir[20]. Q-PCR sonuclarina
gore 18. haftada KKK beslenmis bireyde en yiiksek ekspresyon seviyesi
gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum KKK’'nin bilinen tiimér baskilama 6zelligini
desteklemektedir. 50. haftada da ekspresyon seviyeleri AL>KKK>AKK
seklindedir(Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farede KKK
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ve AKK farelerde AL farelere gore SCP2 ekspresyonu belirgin sekilde ytiksektir
(Sekil 4.10). RNA-seq verileri ve 18. hafta Q-PCR sonuglari, AL ve KKK bireyler i¢cin
tutarhlik gostermistir (Tablo 4.4). Timor olusumunu baslamasi beklenen bu
haftalarda yaslanma karsit1 genin seviyesinin artmasi beklenmedik bir sonuctur.

Bu da KKK beslenmenin yaslanma geciktirici 6zelligini vurgulamaktadir.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi Olciilen diger gen Opal'in silinmesi, erken yasta
yaslanma fenotipini ve erken oliimii tetikler. Bu da yaslanma geciktirici gen
oldugunu gostermektedir [23]. Q-PCR sonuglarina gore 18. haftada KKK ve AKK
beslenmis bireylerde yiiksek ekspresyon seviyesi gozlenmistir (Sekil 4.8). 50.
haftada da KKK beslenmis fare en yiiksek ekspresyon seviyesine ulasmisken, AL ve
AKK beslenmis farelerin ekspresyon seviyeleri yakin degerlerdedir (Sekil 4.9). 80.
haftada ise kanser olusturma siirecine giren farede KKK bireylerde AKK ve AL
farelere gore Opal ekspresyonu belirgin sekilde yiiksektir (Sekil 4.10). RNA-seq
verileri ve 18. hafta Q-PCR sonuglari, AL ve KKK bireyler icin tutarhlik géstermistir
(Tablo 4.4). Bu durum KKK beslenme tipinin yaslanma tizerine olumlu etki yaptigi

gorisiini desteklemektedir.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi 6lctilen diger gen KRT14 hiicre transformasyonuna
katkida bulunan ve hiicre sagkalimini etkileyen bir gendir [22]. Q-PCR
sonuglarina gore 18. haftada KKK beslenmis bireyde en yiiksek ekspresyon seviyesi
gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum KKK’'nin bilinen yaslanma geciktirici 6zelligini
desteklemektedir. 50. haftada da AKK beslenmis fare en yiiksek ekspresyon
seviyesine ulasmisken, AL ve KKK beslenmis farelerin ekspresyon seviyeleri diisiik
ve yakin degerlerdedir (Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser olusturma siirecine giren
farede KKK bireylerde AKK farelere gore KRT14 ekspresyonu belirgin sekilde
yuksektir (Sekil 4.10). Timoér olusumunu baslamasi beklenen bu haftalarda timor
baskilayici genin seviyesinin artmasi beklenmedik bir sonuctur. AKK beslenmis
fareler 50 ve 80. haftalarda en yiiksek seviyede ekspresyon yapmistir. RNA-seq
verilerinde AKK bireylerde fazla iken, 18. hafta Q-PCR sonuclarinda KKK
bireylerde fazladir (Tablo 4.4). Bu genin beslenme tipi ve beslenme ile tiimoér
olusumunu engellemede rol oynadigin1 soyleyebilmek icin yeniden primer
tasarlanip daha steril ve optimize sartlarda Q-PCR yapmak gerektigi

disiiniilmektedir.
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Q-PCR’da ekspresyon seviyesi olciilen diger gen olan COQ7 seviyelerinin,
omurgasiz modellerde uzun Omirliligi diizenlemek igin gerekli oldugunu
gosterilmistir [21]. Q-PCR sonuglarina gore 18. haftada KKK beslenmis bireyde en
ylksek ekspresyon seviyesi gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum KKK'nin da
yaslanma iizerine pozitif etki etme 6zelligini desteklemektedir. 50. haftada da AKK
beslenmis fare en yiliksek ekspresyon seviyesine ulasmisken, AL beslenenlerde
orta seviyede ve KKK beslenmis farelerde en diisiik ekspresyon seviyeleri
gozlemlenmstir (Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser olusturma stirecine giren farede
KKK bireylerde AKK farelere gore ekspresyon belirgin sekilde yiiksektir (Sekil
4.10). RNA-seq verileri ve 18. hafta Q-PCR sonuglari, AL ve KKK bireyler igin
tutarhlik gostermistir (Tablo 4.4). Timor olusumunu baslamasi beklenen bu
haftalarda metabolizmada regiilator olan bu genin seviyesinin artmasi

beklenmedik bir sonuctur.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi 6lciilen son gen CDKN1 bir proto-onkogendir [24].
Q-PCR sonuclarina gore 18. haftada KKK beslenmis bireyde en yiiksek ekspresyon
seviyesi gozlenmisken AKK beslenmis bireyde KKK’ya yakin ekspresyon seviyesi
gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum KKK'nin bilinen tiimér baskilama 6zelligini
desteklemektedir. 50. haftada da KKK beslenmis fare en yiliksek ekspresyon
seviyesine ulasmisken ayni sekilde AKK beslenmis farelerin ekspresyon seviyeleri
yakin degerlerdedir (Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser olusturma siirecine giren
farede KKK bireylerde AKK ve AL farelere gore CDKN1 ekspresyonu belirgin
sekilde yliksektir (Sekil 4.10). Tiim6r olusumunu baslamasi beklenen bu haftalarda
tiimor baskilayic1 genin seviyesinin artmasi beklenmedik bir sonuctur. RNA-seq
verileri ve 18. hafta Q-PCR sonuglari, AL ve KKK bireyler icin tutarhlik géstermistir
(Tablo 4.4). Bu sonu¢ KKK ve AKK beslenme tiplerinin tiimoér baskilayici

ozelliklerinden kaynaklaniyor denilebilir.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi 0Olgiilen diger gen CAV1 yaslanma indiikleyici bir
gendir[25]. Q-PCR sonuclarina gore 18. haftada KKK beslenmis bireyde en yiiksek
ekspresyon seviyesi gozlenmisken en diisiik ekspresyon AL beslenmis bireyde
gozlenmistir (Sekil 4.8). 50. haftada da KKK beslenmis fare en yiiksek ekspresyon
seviyesine ulasmisken, AL ve AKK beslenmis farelerin ekspresyon seviyeleri yakin

degerlerdedir (Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser olusturma siirecine giren farede
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AKK bireylerde KKK ve AL farelere gore CAV1 ekspresyonu belirgin sekilde
yuksektir (Sekil 4.10). RNA-seq verileri ve 18. hafta Q-PCR sonuclari, AL ve KKK
bireyler icin tutarhilik géstermistir (Tablo 4.4). Bu genin beslenme tipi ve beslenme
ile timor olusumunu engellemede rol oynadigini sdyleyebilmek icin yeniden
primer tasarlanip daha steril ve optimize sartlarda Q-PCR yapmak gerektigi

disiiniilmektedir.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi oOlgiilen diger gen BCL6 yaslanmay1 geciktiren giicli
bir yaslanma inhibitéridiir [10]. Q-PCR sonuglarina gore 18. haftada KKK
beslenmis bireyde en ylksek ekspresyon seviyesi gozlenmisken en diisiik
ekspresyon AL beslenmis bireyde gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum KKK'nin
yaslanma inhibitorii 6zelligini desteklemektedir. 50. haftada da KKK beslenmis
fare en yiiksek ekspresyon seviyesine ulasmisken, AL ve AKK beslenmis farelerin
ekspresyon seviyeleri yakin degerlerdedir (Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser
olusturma siirecine giren farede KKK bireylerde AKK ve AL farelere gore BCL6
ekspresyonu belirgin sekilde yiiksektir (Sekil 4.10). RNA-seq verileri ve 18. hafta
Q-PCR sonuglari, AL ve AKK bireyler i¢cin tutarlilik géstermistir (Tablo 4.4). Timor
olusumunu baslamas1 beklenen bu haftalarda yaslanma inhibitérii bir genin
seviyesinin artmasi beklenmedik bir sonugtur. Bu genin beslenme tipi ile

yaslanmayi engellemede rol oynadigini sdyleyebinir.

Q-PCR’daekspresyonseviyesi6lgiilen diger gen APOD yaslanmayiinhibe eden bir
gendir[27].Q-PCRsonuglarina gore 18. haftada KKKbeslenmis bireyde en yiiksek
ekspresyon seviyesi gozlenmisken, AKK ve AL beslenmis bireylerde benzer ve
diisiik ekspresyon gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum KKK'nin bilinen yaslanma
baskilama o6zelligini desteklemektedir. 50. haftada da benzer sekilde KKK
beslenmis fare en yliksek ekspresyon seviyesine ulasmisken, AL ve AKK beslenmis
farelerin ekspresyon seviyeleri yakin degerlerdedir (Sekil 4.9). 80. haftada ise
kanser olusturma stirecine giren farede AKK bireylerde KKK ve AL farelere gore
APOD ekspresyonu belirgin sekilde ytlksektir (Sekil 4.10). Timoér olusumunu
baslamasi beklenen bu haftalarda yaslanma baskilayici genin seviyesinin artmasi
beklenmedik bir sonuctur. RNA-seq verileri ve 18. hafta Q-PCR sonuclari, AL ve
KKK bireyler icin tutarhlik géstermistir (Tablo 4.4).

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi oOlciilen son gen RSL1D1 hiicre doéngiisiini
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diizenleyen ve metastazi 6nleyen bir gendir [28]. Q-PCR sonuglarina gore 18.
haftada KKK beslenmis bireyde en yiiksek ekspresyon seviyesi gozlenmisken en
diisiik ekspresyon AL beslenmis bireyde gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum
KKK'nin bilinen tiimor baskilama 6zelligini desteklemektedir. 50. haftada da AKK
beslenmis fare en yliksek ekspresyon seviyesine ulasmisken, AL ve KKK beslenmis
farelerin ekspresyon seviyeleri yakin degerlerdedir (Sekil 4.9). 80. haftada ise
kanser olusturma stirecine giren farede KKK bireylerde AKK farelere gore RSL1D1
ekspresyonu belirgin sekilde yliksektir (Sekil 4.10). RNA-seq verileri ve 18. hafta
Q-PCR sonuglari, AL ve AKK bireyler i¢in tutarlilik géstermistir (Tablo 4.4). Timor
olusumunu baslamasi beklenen bu haftalarda tiimér baskilayic1 genin seviyesinin
artmasi beklenmedik bir sonugtur. Ozellikle bu gen iizerinde AKK beslenme tipinin

hiicre dongiisiinii diizenlemede etkin rol oynadig1 sdylenebilir.

Q-PCR’da ekspresyon seviyesi Olciilen son gen TRP53 bir tiimér baskilayici gendir
[17]. Q-PCR sonuclarina gére 18. haftada KKK beslenmis bireyde en yiiksek
ekspresyon seviyesi gozlenmisken en diisiik ekspresyon AL beslenmis bireyde
gozlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum KKK'nin bilinen tiimér baskilama 6zelligini
desteklemektedir. 50. haftada da AKK beslenmis fare en yiiksek ekspresyon
seviyesine ulasmisken onu takip eden seviyede AL ve en diisik ekspresyon
seviyesinde AKK beslenmis fareler vardir (Sekil 4.9). 80. haftada ise kanser
olusturma siirecine giren farelerde KKK bireylerin ekspresyonu en fazla iken, AKK
farelerde TRP53 ekspresyonu onu takip eder bicimdedir (Sekil 4.10). RNA-seq
verilerinde AL-AKK bireylerde ekspresyon farkliligt mevcutken, 18. hafta Q-PCR
sonuglarinda AL ve KKK bireyler i¢in ekspresyon farkliligi gézlemlenmistir (Tablo
4.4). Timor olusumunu baslamasi beklenen bu haftalarda tiimoér baskilayici genin
seviyesinin artmasi beklenmedik bir sonuc¢tur. Bu gen tlizerinden bakilarak KKK
beslenme tipinin hiicre proliferasyonunda ve hiicre donglisii diizenlenmesinde

pozitif etki yaptig1 sdylenebilir.

Boylelikle, erken evrelerde secilen genler o6zelinde Kronik Kalori Kisitlamasi
(KKK)'nin yaslanma mekanizmalarinin diizenlenmesinde daha baskin oldugu
soylenebilir. Ancak baz1 mekanizmalarda ise Aralikli Kalori Kisitlamasi (AKK)'nin

daha etkin rol oynadig1 gozlemlenmistir.
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A

2- AACt Hesaplamalari

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

Referans gen GAPDH, hedef gen WRNIP1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise (KKK):

e AC{(Kontrol) = 23,69 - 19,24 = 4,45

e AC¢(Deney)=23,52-21,88=1,64

e  AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-2,81
¢ 2-0aCt= 22812701

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise (AKK):

e  AC¢{(Kontrol) = 23,69 - 19,24 = 4,45

e  AC¢(Deney) = 23,87 - 20,72 = 3,15

e  AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-1,3
e 208aCt=213=2 46

Referans gen GAPDH, hedef gen TOP2B i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

e  AC{Kontrol) =21,08-19,24=1,84

. AC{(Deney) =21,55-21,88=-0,33

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,17
¢ 2:8aCt=2217=4F5

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) = 21,08 - 19,24 = 1,84

e ACy(Deney) = 22,06 - 20,72 = 1,34

e AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,5
o 278aCt=205=1.41

Referans gen GAPDH, hedef gen TBX2 i¢in asagidaki islemler yapilmigtir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) = 24,89 - 19,24 = 5,65

e  AC¢(Deney) =259 - 21,88 = 4,02

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-1,63

¢ 2:aCt=2163=3 (09

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) = 24,89 - 19,24 = 5,65

e  ACy(Deney) = 24,95 - 20,72 = 4,23

e  AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-1,42

¢ 2-8aCt= 2142272 67

Referans gen GAPDH, hedef gen SOD1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

e AC¢(Kontrol) = 19,44 - 19,24 = 0,2

e AC{(Deney) =19,22 - 21,88 = -2,66

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,86
¢ 2-0aCt=2286=7 726

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

e  AC¢(Kontrol) = 19,44 - 19,24 = 0,2
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. AC¢(Deney) = 19,15 - 20,72 = -1,57
e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-1,77

¢ 2:8aCt=2177=3 .47
Referans gen GAPDH, hedef gen SMC5 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

e AC(Kontrol) = 35,2 - 19,24 = 15,96
e AC(Deney) = 28,9 - 21,88 = 7,02

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-8,94
o 20ACt= 289424911

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):
AC¢(Kontrol) =35,2-19,24=15,96

AC{(Deney) =38,64-20,72=17,92
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) = 1,96

2-88Ct= 2196 = 0,25

Referans gen GAPDH, hedef gen SCP2 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC(Kontrol) = 26,91 - 19,24 = 7,67
AC¢{(Deney) = 25,36 - 21,88 = 3,48
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-4,19
2-8aCt= 2419=18,2

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):
AC{(Kontrol) = 26,91 - 19,24 = 7,67
AC¢{(Deney) = 26,45 - 20,72 = 5,73
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-1,94
2840t = 2194 =3 83

Referans gen GAPDH, hedef gen OPA 1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC(Kontrol) = 22,12 - 19,24 = 2,88
AC{(Deney) = 23,14 - 21,88 = 1,26
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-1,62

2840t = 2162=3 07
169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

AC{(Kontrol) = 22,12 - 19,24 = 2,88
AC¢{(Deney) = 22,77 - 20,72 = 2,05
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-0,83

2-88Ct= 20832177

Referans gen GAPDH, hedef gen KRT14 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) = 25,42 - 19,24 = 6,18
AC¢{(Deney) = 25,27 - 21,88 = 3,39
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,79
2-8aCt = 2279=6,91

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

AC{(Kontrol) = 25,42 - 19,24 = 6,18
AC¢(Deney) = 26,53 - 20,72 = 5,81
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-0,37

2-88Ct= 20372129

Referans gen GAPDH, hedef gen COQ7 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) = 22,32 - 19,24 = 3,08
AC{(Deney) = 22,34 - 21,88 = 0,46
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-2,62

2700t = 2262=6,14

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):
AC{(Kontrol) = 22,32 - 19,24 = 3,08
AC¢{(Deney) = 21,37 - 20,72 = 0,65
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,43
2-8aCt= 2243=5 38

Referans gen GAPDH, hedef gen CDKN1 i¢in asagidaki islemler yapilmigtir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):
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AC{(Kontrol) = 21,46 - 19,24 = 2,22
AC{(Deney) = 22,22 - 21,88 = 0,34
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-1,88
2-8aCt= 2188 =3 68

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

AC{(Kontrol) = 21,46 - 19,24 = 2,22
AC¢(Deney) = 22,13 - 20,72 = 1,41
AAC;= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-0,81
288t = 2081=175

Referans gen GAPDH, hedef gen CAV1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) = 28,37 - 19,24 = 9,13
AC¢(Deney) = 29,6 - 21,88 = 7,72

AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-1,41
2840t = 2141 =2 65

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

AC{(Kontrol) = 28,37 - 19,24 = 9,13
AC¢{(Deney) = 29,85 - 20,72 = 9,13
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =0

2-8ACt = 20 =1

Referans gen GAPDH, hedef gen BCL6 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) =19,82-19,24=0,58
AC(Deney) =20,31-21,88=-1,57

AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,15
2840t = 2215=4,43

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

AC(Kontrol) =19,82-19,24=0,58
AC{(Deney) =19,71-20,72=-1,01

AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-1,59
27840t = 2159=3 01

Referans gen GAPDH, hedef gen APOD i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) = 26,03 - 19,24 = 6,79
AC¢{(Deney) = 27,37 - 21,88 = 5,49
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-1,3
27880t = 213=72 46

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

AC{(Kontrol) = 26,03 - 19,24 = 6,79
AC¢(Deney) = 28,21 - 20,72 = 7,49
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) = 0,7
2840t = 2-07=0,61

Referans gen GAPDH, hedef gen RSL1D1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) = 21,57 - 19,24 = 2,33
AC¢{(Deney) = 22,61 - 21,88 = 0,73
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-1,6
2-88Ct= 216=3 03

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

AC¢(Kontrol) = 21,57 - 19,24 = 2,33
AC¢(Deney) = 22,12 - 20,72 = 1,4

AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-0,93
2-AACt = 20,93 = 1’9

Referans gen GAPDH, hedef gen TRP53 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 169 kontrol grubu, 164 deney grubu ise(KKK):

AC(Kontrol) = 20,05 - 19,24 = 0,81
AC(Deney) = 20,73 - 21,88 =-1,15

AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-1,96
2-8aCt= 219 =3 89

169 kontrol grubu, 203 deney grubu ise(AKK):

AC¢(Kontrol) = 20,05 - 19,24 = 0,81
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e AC¢(Deney) = 21,67 - 20,72 = 0,95
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-0,14

o 2-AACt = 20,14 — 1'1

50. haftada yapilan deneylerde elde edilen sonuglar asagida sirasiyla gosterilmistir. Referans gen GAPDH, hedef gen
WRNIP1 i¢in agagidaki islemler yapilmistir:
95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

AC¢(Kontrol) = 25,52 - 23,13 = 2,39

AC¢(Deney) = 24,53 - 23,14= 1,39

AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-1

2-aACt = 21 =7

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC¢(Kontrol) = 25,52 - 23,13 = 2,39

. AC¢(Deney) = 23,53 - 22,52 = 1,01

. AAC:=ACy(Deney) - ACi(Kontrol) =-1,38 »-aact = 21,38 = 2,6

Referans gen GAPDH, hedef gen TOP2B i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) = 21,88 - 23,13 = -1,25

e AC(Deney) =20,97 - 23,14=-2,17

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,92

¢ 2-aCt=2092=1,89

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) = 21,88 - 23,13 = -1,25

e AC(Deney) =22,7-22,52=0,18

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 1,43

2-8aCt= 2-143= 0,37

Referans gen GAPDH, hedef gen TBX2 icin asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):
e  AC{(Kontrol) = 26,38 - 23,13 = 3,25

e AC(Deney) =27,17 - 23,14= 4,03

e AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 0,78

¢ 2-0aCt=2:078=0,58

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) = 26,38 - 23,13 = 3,25

e  AC(Deney) = 24,65 - 22,52 = 2,13

. AAC.=ACy(Deney) - AC:(Kontrol) =-1,12 5-aact = p1,12 = 2,17

Referans gen GAPDH, hedef gen SOD1 i¢cin asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

¢  AC{(Kontrol) = 19,54 - 23,13 = -3,59

e AC¢(Deney) =19,2 - 23,14= -3,94

e  AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,35

¢ 2:0aCt=2035=1 27

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC(Kontrol) = 19,54 - 23,13 = -3,59

e AC{(Deney) =18,73 - 22,52 = -3,79

e  AAC=AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,2 2-4aCt= 202 -1 14

Referans gen GAPDH, hedef gen SMCS5 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

e AC(Kontrol) = 39,14 - 23,13 = 16,01
e AC(Deney) = 27,73 - 23,14= 4,59
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e  AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-11,42

¢ 2-0aCt= 2114222740

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC¢(Kontrol) = 39,14 - 23,13 = 16,01

e AC¢(Deney) =36,37 - 22,52 =13,85

. AAC=ACy(Deney) - ACi(Kontrol) =-2,16 -aact = p216 =446

Referans gen GAPDH, hedef gen SCP2 icin agagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

. AC¢(Kontrol) = 25,5 - 23,13 = 2,37

e AC¢(Deney) = 25,73 - 23,14= 2,59

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 0,22

d 2840t = 2022 =0,85

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC{Kontrol) =25,5-23,13=2,37

e AC{(Deney)=25,28-22,52=2,76

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 0,39

288t = 2:039= 0,76

Referans gen GAPDH, hedef gen OPA1 icin asagidaki islemler yapilmigtir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) = 22,77 - 23,13 = -0,36

e  AC¢(Deney) = 22,38 - 23,14= -0,76

e AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,4

. 27880t = 204 =137

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC¢(Kontrol) = 22,77 - 23,13 = -0,36

. AC¢(Deney) = 22,32 - 22,52 = -0,2

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 0,16

2-4aCt = 2-016 = 0,89

Referans gen GAPDH, hedef gen KRT14 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) = 25,86 - 23,13 = 2,73

e ACyDeney) = 25,37 - 23,14= 2,23

e  AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,5

o 278aCt=205=141

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) = 25,86 - 23,13 = 2,73

e  AC¢(Deney) =24,13-22,52=1,61

. AAC.=ACy(Deney) - AC:(Kontrol) =-1,12 3-aact = p1,12 = 2,17

Referans gen GAPDH, hedef gen COQ7 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) = 23,18 - 23,13 = 0,05

e  AC¢(Deney) = 23,2 - 23,14= 0,06

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 0,01
¢ 2-0aCt=2:001=0,99

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e AC{(Kontrol) = 23,18 - 23,13 = 0,05
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e AC¢(Deney) =209 -22,52=-1,62
*  AAC:=AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-1,67 2-aact= 21.67=3 18

Referans gen GAPDH, hedef gen CDKN1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) = 22,26 - 23,13 = -0,87

e  AC¢(Deney) =21,77 - 23,14= -1,37

e  AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,5

o 2°8aCt=205=141

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC¢(Kontrol) = 22,26 - 23,13 = -0,87

e AC¢(Deney) =21,6 - 22,52 = -0,92

. AAC,=AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-0,05 2-84Ct= 2005 =1 03

Referans gen GAPDH, hedef gen CAV1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) = 27,01 - 23,13 = 3,88

e  AC{(Deney) = 26,3 - 23,14= 3,16

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,72

° 2-8aCt= 2072 =1, 64

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e AC¢(Kontrol) = 27,01 - 23,13 = 3,88

e  ACy(Deney) = 26,93 - 22,52 = 4,41

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 0,53

2840t = 2-053 = 0,69

Referans gen GAPDH, hedef gen BCL6 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) =20,33 - 23,13 =-2,9

e AC¢(Deney) =19,8 - 23,14= -3,34

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-0,44

¢ 2-0aCt= 20441 35

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC¢(Kontrol) = 20,33 - 23,13 =-2,9

. AC¢(Deney) = 19,62 - 22,52 = -2,9

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =0

2-80Ct=20=1

Referans gen GAPDH, hedef gen APOD i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):
e  AC{(Kontrol) = 27,05 - 23,13 = 3,92

e  AC¢(Deney) = 26,66 - 23,14= 3,52

e AAC.= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-0,4

o 208aCt=D04=1 39

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) = 27,05 - 23,13 = 3,92

e AC¢(Deney) =26,97 - 22,52 = 4,45

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 0,53

2840t = 2-053 = 0,69

Referans gen GAPDH, hedef gen RSL1D1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):
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e  AC{(Kontrol) = 23,51 - 23,13 = 0,38

e AC¢(Deney) = 22,83 - 23,14=-0,31

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-0,69

¢ 2:8aCt=2009=161

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) =23,51-23,13=0,38

e AC{Deney)=21,49-22,52=-1,03

. AAC:=ACy(Deney) - ACi(Kontrol) =-1,41 »-aact = p1.41 = 2,65

Referans gen GAPDH, hedef gen TRP53 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 95 kontrol grubu, 107 deney grubu ise(KKK):

¢ AC{(Kontrol) = 21,62 - 23,13 = -1,51
e AC¢(Deney) = 21,65 - 23,14=-1,49
e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) = 0,02

¢ 2-8aCt=2:002=-0,98

95 kontrol grubu, 133 deney grubu ise(AKK):

¢  AC(Kontrol) =21,62 - 23,13 = -1,51

. AC¢(Deney) = 20,32 - 22,52 = -2,2

e AAC:=AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-0,69 2-asct= 2069=1 61

80. haftada yapilan deneylerde elde edilen sonuglar asagida sirasiyla gosterilmistir. Referans gen GAPDH, hedef gen WRNIP1

icin asagidaki islemler yapilmistir:

64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) = 23,54 - 19,17 = 4,37

e  AC((Deney) = 25,31 -23,12 = 2,19

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,18
¢ 2-aCt=2218=453

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e  AC(Kontrol) = 23,54 - 19,17 = 4,37

e AC(Deney) = 24,17 - 22,79 = 1,38

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,99
¢ 2:0a0t=2299=794

Referans gen GAPDH, hedef gen TOP2B i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e  AC(Kontrol) = 22,06 - 19,17 = 2,89

e AC(Deney) =22,7-23,12=-0,42

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-3,31
¢ 28aCt=2331=99]

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) =22,06-19,17=2,89

e  AC{(Deney) =20,87-22,79=-1,92

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-4,81
e 24aCt= 2481-28 05

Referans gen GAPDH, hedef gen TBX2 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

. AC{(Kontrol) = 24,95 - 19,17 = 5,78
. AC(Deney) = 24,65 - 23,12 = 1,53
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AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-4,25

2800t = 2475 219,02

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

AC{(Kontrol) = 24,95 - 19,17 = 5,78
AC¢{(Deney) = 26,54 - 22,79 = 3,75
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,03

2-8aCt= 2203=4,08

Referans gen GAPDH, hedef gen SOD1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) = 19,45 - 19,17 = 0,28
AC¢(Deney) = 19,72 - 23,12 = -3,4
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-3,68

2-8aCt=2368=12,8

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

AC(Kontrol) =19,45-19,17 =0,28
AC(Deney) =20,35-22,79=-2,44
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,42

2-8aCt= 2242535

Referans gen GAPDH, hedef gen SMCS5 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) = 38,64 - 19,17 = 19,47
AC¢((Deney) = 36,37 - 23,12 = 13,25
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-6,22

27800t = 2622 274,54

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

AC{(Kontrol) = 38,64 - 19,17 = 19,47
AC¢(Deney) = 38,3 - 22,79 = 15,51
AAC,= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-3,96

2800t = 23921556

Referans gen GAPDH, hedef gen SCP2 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol) = 26,45 - 19,17 = 7,28
AC¢{(Deney) = 25,28 - 23,12 = 2,16
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-5,12

27800 = 2512 234,77

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

AC{(Kontrol) = 26,45 - 19,17 = 7,28
AC{(Deney) = 27,65 - 22,79 = 4,86
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) =-2,42

2-88Ct= 22422535

Referans gen GAPDH, hedef gen OPA1 icin asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

AC{(Kontrol)=22,77-19,17=3,6
AC{((Deney)=22,32-23,12=-0,8
AAC,= AC(Deney) - AC(Kontrol) = -4,4

2 80t= 24422111

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

59



e  AC(Kontrol) =22,77-19,17 = 3,6

e AC{(Deney) = 22,44 - 22,79 = -0,35

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-3,95
e 2°8aCt=2395=1545

Referans gen GAPDH, hedef gen KRT14 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e  AC(Kontrol) = 26,53 -19,17 = 7,36

e AC(Deney) = 24,13 -23,12=1,01

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-6,35
e 20ACt=2635-81 157

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e  AC(Kontrol) = 26,53 -19,17 = 7,36

e  AC(Deney) = 24,72 - 22,79 = 1,93

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-5,43
o 2-aaCt= 25434311

Referans gen GAPDH, hedef gen COQ7 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e AC(Kontrol) =21,37-19,17 = 2,2

e AC¢(Deney) =20,9 - 23,12 = -2,22

e  AAC:= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-4,42

° 27000t = 2442=21 4

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e AC{(Kontrol) = 21,37 - 19,17 = 2,2

e AC¢(Deney) = 22,06 - 22,79 =-0,73

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-2,93

° 2880t = 2293 =762

Referans gen GAPDH, hedef gen CDKN1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e AC{(Kontrol) =22,13-19,17=2,96

e  AC{Deney) =20,67 - 23,12 =-2,45

e  AAC;= AC{(Deney) - AC{(Kontrol) =-5,41
¢ 2-8aCt= 25412425

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e  AC(Kontrol) = 22,13 -19,17 = 2,96

e AC(Deney) =21,19 - 22,79 =-1,6

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-4,56
e 2 4ACt= D456=33 58

Referans gen GAPDH, hedef gen CAV1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) =29,85-19,17 = 10,68

e ACy(Deney) =26,93 - 23,12 = 3,81

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-6,87
. 2788t = 2687=116,9

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) =29,85-19,17 = 10,68

e  ACy(Deney) = 25,10 - 22,79 = 2,31

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-8,37
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o 28a0t=2837=330,8

Referans gen GAPDH, hedef gen BCL6 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) =19,71-19,17 = 0,54

e ACy(Deney) =19,62 - 23,12 =-3,5

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-4,04

. 2780t = 40t = 16,44

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) =19,71-19,17=0,54

e AC{Deney)=19,46 -22,79 =-3,33

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-3,87

° 2700t = 2387=14,6

Referans gen GAPDH, hedef gen APOD icin asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e  AC¢(Kontrol) = 28,21 - 19,17 = 9,04

e AC¢(Deney) =26,97 - 23,12 = 3,85

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-5,19
¢ 2:0aCt=2519=365

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e  AC¢(Kontrol) = 28,21 - 19,17 = 9,04

e ACyDeney) = 24,47 - 22,79 = 1,68

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-7,36
o 28aCt=2736=16472

Referans gen GAPDH, hedef gen RSL1D1 i¢in asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol)=22,12-19,17=2,95
e AC{(Deney)=21,49-23,12=-1,63

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-4,58

¢ 2:0aCt= 2458=23 9

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e AC¢(Kontrol) =22,12-19,17 = 2,95

e  ACyDeney) = 24,78 - 22,79 = 1,99

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-0,96

¢ 2:0aCt=2096=194

Referans gen GAPDH, hedef gen TRP53 icin asagidaki islemler yapilmistir: 64 kontrol grubu, 88 deney grubu ise(KKK):

e  AC{(Kontrol) =21,67-19,17=2,50

e  AC{Deney) =20,32-23,12=-2,80

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-5,30
e 2°4aCt=253=39 39

64 kontrol grubu, 18 deney grubu ise(AKK):

e  AC{(Kontrol) = 21,67 - 19,17 = 2,50

e  AC(Deney) =22,80-22,79 =0,01

e  AAC.= AC{(Deney) - AC(Kontrol) =-2,49

¢ 2 me=2249=561
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