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OZET

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik igine alinarak ve lizozomla
bir araya gelerek parcalanmasina sebep olan bir mekanizmadir. Uzun Omiirlii proteinler ve
hiicre i¢i organeller otofaji vasitasiyla pargalara ayrilir ve meydana gelen yapi taslari (6rn.
aminoasitler) hiicrede tekrar kullanilir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), otofajik kesecik
olusumunda ve otofajinin hiicre olimi ya da hayatta kalimi iizerindeki roliiniin
diizenlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir. Disiik konsanstrasyondaki reaktif oksijen
tiirleri; hiicre adezyonu, apoptoz, hiicresel sinyallesme, transkripsiyon faktorii aktivitesi,
hasarlarin azaltilmasi, timor olasiliginin azaltilmasi, patojen olgularin azalmasi, immiin
islevlerin degisimi gibi ¢esitli fizyolojik siirecler i¢in gereklidir. Ag¢lik ve hipoksi gibi
otofajiyi indiikleyen farkli stresorler ROS {iretimini artirabilir. Kalori kisitlamasi, yetersiz
beslenme olmaksizin kalori alimmnin azaltilmasi ile uygulanmakta olup omurgali ve
omurgasiz canlilarda hayat uzunlugunu arttirdigina dair bir¢cok delil bulunmaktadir. Timus,
diger lenfoid organlar gibi, besin eksikligine hizla yanit verir. Kemirgenlerde yapilan kalori
kisitlamasi ¢alismalarinda Aralikli Kalori Kisitlamasinin (AKK) Kronik Kalori Kisitlamasina
(KKK) ve Ad Libitum (AL) beslenmeye kiyasla supresif timor gelismesinde, oto-immiinite
supresyonunda ve hayat siiresinin uzamasinda daha etkin bir deneysel manipiilasyon oldugu
bildirilmistir. Grubumuz daha 6nce 2 farkli kalori kisitlamasi ve normal beslenen 18 haftalik
MMTV-TGF o (Mouse Tumor Virus Transforming Growth Factor a) farelerinin timus
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dokularindan yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak 3 RNA-Seq verisi elde etmistir.
Biyoinformatik analiz sonucunda toplam 916091 farkli eksprese edilmis gen (DEG) tespit
edilmisti (p<0.05). Bu ¢alismada kalori kisitlamalarina bagli olarak RNA-Seq DEG verisinde
ekspresyonu degisen SQSTMI1 geni belirlendi. Bu genlerin ekspresyonlarinin validasyonu
Gergek Zamanli PCR (RT-PCR) ile yapildi. Yasamlarinin 18. haftasindaki farelerin timus
organinin dokularindan elde edilen total RNA'dan ¢cDNA sentezi yapildi ve gene spesifik
primerler kullanilarak RT-PCR yapildi. RT-PCR verilerinin analizinde séz konusu 15 genin
yasamin erken, orta ve ge¢ donemlerindeki ekspresyon diizeylerindeki farkliliklarin
arastiritlmasi amaglanmistir. Analizimizin sonuglarina gore, s6z konusu genlerdeki DEG’lerin
AL-KKK ve KKK-AKK diyet gruplar1 arasinda, AL gruplar1 arasinda oldugundan daha
yilksek oldugu gozlemlendi. Bu sonuglar, otofaji ve oksidatif stres genlerinin
ekspresyonlarinin  kronik kalori kisitlamasiyla regiilasyonlarinin degistigini gostermistir.
Bulgularimiza gore AL, KKK ve AKK diyet tiplerinde ekspresyon farki ortaya c¢ikmuistir.
DEG sonuglarina paralel sonu¢ almis olup RNA-seq transkripsiyon sonucu desteklenmistir.
Bu sonug kalori kisitlamasi, otofaji, oksidatif stres, bagisiklik sistemi ve kanser gelisimi
caligmalari i¢in yeni ipuclari saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Kalori kisitlamasi, meme kanseri, otofaji, oksidatif stres, RNA-seq, Real
Time PCR

ABSTRACT

Autophagy is a mechanism that causes intracellular macromolecules and organelles to be
taken into a vesicle and combined with the lysosome to degragate. Long-lived proteins and
intracellular organelles are degregated by autophagy and the resulting building blocks (eg
amino acids) are re-used in the cell. Reactive oxygen species (ROS) have been shown to be
involved in autophagic vesicle formation and in regulating the role of autophagy in cell death
or survival. Reactive oxygen species in low concentration; It is necessary for various
physiological processes such as cell adhesion, apoptosis, cellular signaling, transcription
factor activity, reduction of damage, reduction of tumor probability, reduction of pathogenic
phenomena, alteration of immune functions. Different stressors that induce autophagy, such
as starvation and hypoxia, can increase ROS production. Calorie restriction is practiced by
reducing calorie intake without malnutrition, and there is ample evidence that it increases
lifespan in vertebrates and invertebrates. The thymus, like other lymphoid organs, responds
rapidly to nutrient deficiency. In studies of calorie restriction in rodents, Intermittent Calorie
Restriction (ICR) has been reported to be a more effective experimental manipulation in
suppressive tumor development, auto-immunity suppression and prolongation of lifespan
compared to Chronic Calorie Restriction (CCR) and Ad Libitum (AL) feeding. Our group
previously obtained 3 RNA-Seq data using next-generation sequencing technology from
thymus tissues of 18-week-old MMTV-TGF a (Mouse Tumor Virus Transforming Growth
Factor o) mice that were fed 2 different calorie restrictions and normally. As a result of
bioinformatic analysis, a total of 916091 differentially expressed genes (DEG) were detected
(p<0.05). In this study, autophagy and oxidative stress-related SQSTM1 gene whose
expression changed in RNA-Seq DEG data due to calorie restrictions were determined. The
expressions of these genes were validated by Real Time PCR (RT-PCR). cDNA was
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synthesized from total RNA obtained from thymus tissues of mice at 18-weeks of life, and
RT-PCR was performed using gene-specific primers. In the analysis of RT-PCR data, it was
aimed to investigate the differences in expression levels of this gene in the early, mid and late
stages of life. According to the results of our analysis, it was observed that DEGs in these
genes were higher among AL-CCR and CCR-ICR diet groups than among AL groups. These
results indicated that the expression of autophagy and oxidative stress genes was altered by
chronic calorie restriction. According to our findings, there was a difference in expression in
AL, CCR and ICR diet types. The results were parallel to the DEG results and the RNA-seq
transcription result was supported. This result will provide new clues for studies of calorie
restriction, autophagy, oxidative stress, immune system and cancer development.

Keywords: Calorie restriction, breast cancer, autophagy, oxidative stress, RNA-seq, Real
Time PCR

1. GIRIS

Diinya genelinde kadinlar arasinda 6liime sebep olan en 6nemli ikinci 6liim nedeninin meme
kanseri oldugu belirtilmektedir . Meme kanseri 2018'de Amerika Birlesik Devletleri'ndeki
vakalarin %30'nu olusturdugu belirtilmektedir. Ayrica, meme kanseri goriilme orani giin
gectikce arttigi vurgulanmaktadir. ABD'de 2008'de de meme kanseri vakalari, toplam
kanserin %23'linii olustururken, Tiirkiye'de ise kanser Sliimlerinin % 14'linii olusturdugunu
bildirilmektendir. Meme kanseri, genetik materyalde meydana gelen mutasyonlar sonucu 921
olusan genetik anormalliklerden kaynaklanmaktadir. Meme kanseri vakalarinin %5 ila
%]10'una kalitsal genetik sebep olurken, meme kanseri vakalarinin % 85-90'ma cevresel
faktorlerden ve yaslanmadan kaynaklanan genetik anormalliklerin sebep oldugu
belirtilmektedir (1).

Meme kanseri gelisiminde yas, cinsiyet, irk ve aile dykiisii gibi i¢sel faktorler ve ayrica sigara
icme, asir1 alkol alimi, egzersiz eksikligi, diyet ve obezite gibi dissal faktorler gibi ¢esitli risk
faktorlerin rol oynadigi belirtilmektedir'. Bu baglamda, yasam tarzi ile iliskili faktorlerin
meme kanseri gelisimi {izerinde genetik faktorlerden daha fazla etkiye sahip oldugu

bildirilmektedir (5). Bu dissal risk faktorleri ayrintili olarak incelenerek karakterize

edilebilirse, meme kanseri gelisimi igin daha etkili miidahale stratejileri gelistirilebilir (2).

KK, canli organizmada yasam kalitesini ve siiresini etkileyebilecek ana saglik
diizenleyicilerinden bir tanesidir. Ek olarak, KK kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser,
inflamasyon ve norogenez gibi ¢esitli patolojik hastaliklarla iliskisinin oldugu
belirtilmistir. Genel olarak kalori alimimin genellikle yiizde 20 ila 40 oraninda azaltildig1 bir
diyet rejimi olan kalori kisitlamasi kemirgen modellerinde viicut agirligini azaltmak ve kanser

gelisimini 6nlemek i¢in en ¢ok uygulanan miidahalelerden bir tanesidir (2). KK'nin tiimoriin
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olusumu {izerindeki etkisini ele alan ilk arastirma 1909 yilinda Moreschi tarafindan
yapilmistir. Bu arastirmada KK ile beslenen sicanlara verilen tiimorlerin, tiimoriin gelisiminin
durdugu gozlemlenmistir (3). KK ile ilgili daha sonra ki bir ¢aligma 1935'te McCay tarafindan
gergeklestirildi ve bu g¢alisamaya gore, KK'nin sicanlarin dmriinii uzattigii bildirilmistir.
Aynmi calismada KK'nin yasam siiresini uzattigit ve tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi c¢esitli hastaliklarin gelisimini geciktirdigi bildirilmistir.
KK’nin koruyucu etkisi 1940'larda Tannenbaum tarafindan gerceklestirilen arastirmalarda
dogrulanmistir. Kii¢iik kemirgenler iizerinde gergeklestirilen arastirmalarda KK’nin kansere
egilimi azalttig1 ispatlanmistir. Bu koruyucu etki, farkli dokulardaki spontan tiimdrlerin

baglamasinda ve gelismesinde geciktirmeyi kapsamaktadir (6).

KK ve kanser iligkisini ele alan caligmalarin biiyiik ¢ogunlugu, KK’nin meme kanseri
iizerindeki koruyucu rolleriyle iliskilidir. Dirx ve ark (2003) yaptiklari bir meta analiz
caligmasinda, KK' tabi tutulmus hayvanlarda, kontrol grubuna kiyasla %41 ila %69 arasinda
daha az oranda meme tiimorii olustugu gozlemlemislerdir. KK uygulamasi baslatilan farelerin
yasi, KK uygulamasiin siiresi, farelerin dogurganlik oranlari ve enerji veren besleyici
gidalarin ¢esidi ele alindiginda arastirmanin sonuglart {izerinde herhangi bir farklilik
gozlemlenmemistir. Bu c¢alismada, KK'nin farelerin meme tiimdriine yalanmasini ve 922
ilerlemesinin geciktirdigi ve meme tiimdriine kars1 koruma sagladigi ispatlanmistir. Dogan ve
ark (2010) tarafindan MMTV-TGF-a transgenik farelerle yapilan bir ¢alismada %25 KK
uygulanan kronik kalori kisitlamsi grubu, li¢ hafta AL bir hafta %50 kisitlama ile beslenen
aralikli kalori kisitlamasi uygulanan farelerde  meme kanseri gelisiminin geciktigi

gozlemlenmistir (5).

Oksidatif stres, serbest radikaller olarak adlandirilan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
iretimiyle antioksidan savunma arasindaki dengede meydana gelen bozukluk olarak
tanimlanir. ROT, normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olup canli organizmalar
tarafindan iiretilmektedir'. Diisiik ve orta konsantrasyonlarda, fizyolojik hiicre sureclerinde
caligsmaktadirlar. Fakat yiiksek konsantrasyonlarda; lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicre
bilesenlerinde negatif yonlii modifikasyonlar olusturmaktadirlar. Oksidan/antioksidanlar
arasindaki dengede oksidanlar lehine kaymalar “oksidatif stres” olarak adlandirilmaktadir.
Oksidatif stres; kanser, norolojik bozukluklar, ateroskleroz, yiiksek tansiyon,
iskemi/perfuzyon seker hastaligi, akut solunum sikintisi sendromu, idiopatik pulmoner
fibrozis, kronik obstruktif akciger rahatsizligi gibi pek c¢ok patolojik durumun olugma
esnasinda katkida bulunmaktadir (7).

Azaltilmis oksidatif stres birden fazla farkli mekanizmayla saglanabilmektedir. Bunlardan bir

tanesi, oksijen serbest radyallerin iiretilmesinde bir azalma ve ROT' nin detoksifiye edildigi
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oranda bir artis ve bu nedenle olusan hasarin oraninda bir azalma seklinde olabilmektedir.
Bozulma ve onarma islemlerinde, hasarin etkisini ortadan kaldirmak icin bir regiilasyona
sebep olmaktadirlar. KK’nin oksidatif streste genel bir azalma meydana getirmek igin g¢esitli

bilesenlerin ucunu modiile ettigini ortaya koyan ¢alismalar mevcuttur(8).

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik i¢ine alinarak lizozomlara
gonderilmesi ve lizozomla bir araya gelerek parcalanmasina sebep olan bir mekanizma olarak
tanimlanmaktadir’V. Kisa oOmiirli proteinler ubikitin-proteozom sisteminde pargalara
ayrilmasina ragmen, uzun Omiirlii proteinler ve hiicre i¢i organeller otofaji sistemi vasitasiyla
parcalara ayrilir ve meydana gelen yapi taglar1 (6rn. aminoasitler) hiicrenin kullanimi i¢in
tekrardan kazanimini saglarlar. Otofajinin, kelime manas1 kendi kendini (auto) yeme (phagy)
olarak tanimlandirilir ve hiicrenin aglikla karsilasi karsiya kaldigi fizyolojik sartlarda, besin
temin edebilmek icin hiicre igerisindeki yapilarin ne sekilde pargalandigini ifade etmek
hedefiyle ile kullanildigr belirtilmistir. Yapilan ilk arastirmalarda otofajinin, besin
eksikliginde hiicre i¢i molekiillerin tekrardan kazanimini saglayarak hiicrenin stres sartlarina
uyumunu kolaylagtirdigi boylece hiicre homeostazisinin korunmasinda etkin sekilde yol
oynayan bir yol oldugu saptanmustir’. Son yillarda gergeklestirilen arastirmalar ise otofajinin;
metabolizmanin regiilasyonu, morfogenezis, hiicrenin farklilagsmasi, yaslanma, hiicrenin 923
olimii ve bagisiklik sisteminin bir eleman1 olarak hiicre i¢i patojenlerin parcalanmasinda da
etkin bir rol aldig1 belirtilmistir. Bununla birlikte arastirmalar, otofaji degisimlerinin, kanser,
enfeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi hayati saglik problemlerinin de

sebepleri icerisinde yer aldigin1 belirtmektedir (8).

Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji olarak tii¢ ayri
mekanizma ile meydana gelmektedir”’. Her ii¢ otofaji tipinde de sitosolik bilesenlerin
lizozomlarda proteolitik pargalanmasi gergeklesmektedir. Makrootofaji hiicrede bazal
seviyede meydana gelmektedir. Protein pargalarinin ve hasara ugramis organellerin pargalara
ayrilmasinda hayati roller oynamaktadir. Sitoplazmik kargonun lizozomlara ¢ift zar yapidaki
otofagozomlar ile taginmasi ve otofagozomun, lizozomlar ile otolizozom olusturmak iizere
fiizyonu gerceklesir(9). Mikrootofajide, sitosolik bilesenlerin lizozomlarmn i¢ kismina direkt
olarak lizozomun invajinasyonula alinmasiyla gerceklesmektedir. Hem makrootofaji hem de
mikrootofajide, biiylik yapilarin secici ya da secici olmayan mekanizmalar ile alinmasi
olabilmektedir. Saperon-aracili otofajide, KFERQ motifli hedef proteinler, lizozomal zara
saperon protein kompleksi (Hsc-70) ile transloke olmaktadir. Bunlar lizozomal zar reseptorii

olan lizozom ile ilgili zar proteini 2A (LAMP-2A) tarafindan taninarak ve yikimlari
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gerceklesmektedir. Yapilan ¢alismalarda SQSTM1’in otofaji ve meme kanserindeki roliinii
arastirmislar ve p62 ile etkilesime giren yeni bir protein olan Flightless-I'in segici otofajiyi
engelleyerek meme kanseri ilerlemesini destekledigini bildirmislerdir. Flightless-I'in LC3'{in
taninmasini engellemek i¢in p62 ile etkilesime girerek secici otofajiyi engelleyerek, meme

kanseri olusumuna yol agtigini saptamiglardir (11).
2. KAVRAMSAL CERCEVE

Arastirmada, farkli kalori kisitlamalarina maruz birakilan MMTV-TGF-a farelerinin RNA-
Seq sonucunda DEG verisinde ifadesi degisen oksidatif stres ve otofaji ile iliskili SQSTM1
geninin Gergek Zamanli PCR (RT-PCR) yontemi ile validasyonu yapildi ve RNA-seq
datasinin giivenilirligi, meme kanseri, kalori kisitlamasi, otofaji ve oksidatif stres arasindaki

baglanti i¢cin 6nem arz etmektedir.

2.1 Deney hayvanlari

Calismada, MMTV-TGF-a transgenik farelerinden temin edilen timiis dokulari
kullamlmistir. Bu farelerin orijinalini, Minnesota Universitesi Hormel Enstitiisii Tibbi
Aragtirma Merkezi’'nden Dr. Margot Cleary, Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi'nde bir
koloni meydana getirmek amaciyla Dr. Soner Dogan’a bagislamistir. Buna gore, hayatlarinin 924
10. haftasindan itibaren {i¢ beslenme grubu olusturulan [AL(Ad Libitum), CCR (Kronik
Kalori Kisitlamasi), ICR (Aralikli Kalori Kisitlamasi)] fareler ve 18. haftada sakrifiye
edilmistir. CCR, AL beslenmeden %15 kisitlama ile olmustur. AKK, agik periyotta AL

beslenmeden %60 kisitlama ile olmustur. Yetistirilen farelerin timiis dokular1 RNA

izolasyonu yapilana dek -80°C’de saklanmustir.

2.2 RNA lzolasyonu ve Konstanrasyon Analizi

17 ve 18. haftalarda, sakrifikasyon yapilan MMTV-TGF-a farelerden temin edilen
timiis dokusundan kesilen 25-30 mg numuneler alinmistir. Bu numunelerden RNA izolasyonu
yapilmasinda Qiagen RNeasy Mini Kit kullanilmistir. Meydana gelen ¢ozeltilerden RNA
konsantrasyonu ve miktar saptanmasi amaciyla Nano-Drop spektrofotometreyle ol¢iim
metodu kullanilmistir. Sonrasinda 6rnekler RNA Jel elektroforezinde 2 pL yilikleme tamponu

eklenip, jele yiiklenmistir. Jelde 60 Voltta 90 dk yiiriitiilmiistiir.

3.2.4. cDNA Sentezi ve RT-PCR

Komplementer DNA sentezlenmesi i¢cin GeneMark First Strabded Synthesis Kit
(SAMscript) kullanmilmistir.  ¢cDNA  sentezinden Once biitiin RNA konsantrasyonlari
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sabitlenmistir. Kitteki protokole gore CDNA elde edildikten sonra Gergek Zamanli PCR (RT-
PCR) metodu i¢in ticari kitlerden olan GM SYBR Q-PCR Kiti ve SQSTM1 genine spesifik
primerler esas olarak kullanilmigtir. Q-PCR reaksiyonu igin gereken bilesenler kitin
protokoliinde belirtildigi sekilde kullanilmistir. Hazirlanan karistm BIORAD Q-PCR cihazina
konulup asagidaki sartlarda reaksiyon gergeklestirilmistir.

Sicaklik (°C) Siire Siklus
95 120 sn 1 siklus
95 15sn
59-62 30 sn 40 siklus
72 30 sn

Tablo 1: RT-PCR igin kullanilan cihaz protokolii

TABLO 2: RT-PCR reaksiyonun kullanilan ileri ve geri primerler

925
SQSTM GCACAGGCACAGAAGACAAG 59,4
1-F
SQSTM CACCGACTCCAAGGCTATCT 58,8
1-R

Q-PCR tepkimesi gerceklestirildikten sonra, Ct degerleri incelenen SQSTMI1 geninin ve
GAPDH geninde kat degisimi (fold change) hesaplanmasi amaciyla kullanilmistir. ACt ve 2-

AACt degerlerinin hesaplanmasi i¢in karsilagtirmali Ct metodu kullanilmastir.
3. BULGU VE TARTISMALAR
3.1 Sonuclar

Gergek Zamanli PCR sonucunda farkli beslenme grubundaki farelerden elde edilen timiis

dokularinda galisilan SQSTM1 geni igin ekspresyon miktarlarindaki kat degisimi degerleri 2"
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-A ACt metodu kullanilarak hesaplanmistir. Amplifikasyon egrisi, kiimeleme analizi ve

kiyaslamasi Sekil 1 ve 2°de gosterilmistir.

Amplification

Sekil 1: SQSTM1 genine ait erime egrisi grafigi

—_— [y o0
=85 85285 926

sesTit NN

Sekil:2 SQSTM1 genine ait kiimeleme analizi

Tablo: 3 GAPDH ve SQSTM1 ortalama C: degerleri

18. 18. CCR | 18.ICR
AL
GAPDH | 19,99 | 20,45 20,50
SQSTML1 | 26,58 | 25,72 26,91
LC3 32,11 | 29,43 32,37

ACt (Kontrol) = C¢(Kontrol grubu Hedef geni) - C¢(Kontrol grubu Referans geni)

ACt (Deneysel) = Cy(Deney grubu Hedef geni) - Ci(Deney grubu Referans geni)
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AAC: = ACt(Denseysel) - AC¢(Kontrol)

2 AACt = Kat degisim degeri

Tablo: Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi. SQSTM1 geninin AL’ye gore 2
AACt degerleri

2- AACt

Genler 18. AL | 18.CCR | 18.ICR

SQSTM1 |1 2,60 1,09

18. Hafta sonuglarina gore;

e SQSTMI1 geninin CCR beslenme tipinde ekspresyon seviyesinin arttigi

gbzlemlenmistir.

3.2 TARTISMA 927

SQSTMI1 geni hiicrede otofajik bir substrat olarak gorev yapmaktadir ve otofajik degredasyon
icin bir isaretleyici gorevi gormektedir (16). Meme kanserinde de onemli bir rol oynayan
SQSTM1 geninin bulgularimiza goére meme kanserinde kronik kalori kisitlamasinda
ekspresyonunun artmasi hiicre igerisinde oksidatif stresin azalmasina ve otofajik yolagin
aktiflesmesine neden oldugu gostermistir. Bulgularimiz RNA-seq datasi ile de uyumlu olup,
RNA-seq transkripsiyon sonucunu desteklemistir.
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