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ÖZET 

 

BEYİN YAŞLANMASINDA ENDOJEN RETROVİRÜSLERİN OLASI ROLÜ 

 

Endojen retrovirüsler insan genomunun yaklaşık %8’ini oluşturur. Çok eski 

dönemlerde atalarımızın germ hücrelerini enfekte etmeleri ile nesilden nesile aktarılabilmiş 

bu retroviral genler büyük oranda mutasyonlara uğrayarak ve çeşitli epigenetik 

mekanizmalar ile bastırılmış olsa da çeşitli durumlarda veya yaşlanma sürecinde tekrar 

aktifleşip hastalık patogenezinde rol oynayabilmektedir. Fakat bu baskılanma yaşla birlikte 

azalmaktadır. Endojen retrovirüsler özellikle inflamatuvar süreçleri güçlendirmeleri nedeni 

ile birçok otoimmün hastalığın patogenezinde etkin rol oynamaktadırlar. Gerek gelişimsel 

gerek bağışıklık sisteminin düzenlenmesi açısından hem gen regulasyonunda hem de protein 

sentezinde rol alan retroviral genlerin yaşlanma sürecinde aktifleşerek özellikle 

nörodejenerasyon patogenezinde etken bir faktör olarak davranabileceğine dair çalışmalar 

vardır. Endojen retrovirüsler tarafından kodlanan sinsitin-1 proteini insanda trofoblastların 

sinsityotrofoblastlara dönüşümünde ve myoblastların birleşmesinde görev aldığı bilinen bir 

proteindir. Bu proteinin bağışıklık sistemini uyardığı ve multiple skleroz, şizofreni gibi 

hastalıklarda ekspresyonunun arttığı gösterilmektedir. Beyin yaşlanmasının hangi aşamada 

başladığı yeterince araştırılmamış bir konudur. İnsanlarda yapılan çıkarımsama ve işlem hızı 

içeren bilişsel testlerde 30’lu yaşlardan itibaren 20’li yaşlardaki bireylere göre gerilemeler 

saptanmıştır. Fakat bu yaşlarda yaşlanmanın başlayabileceğine dair yeterince çalışma 

bulunmamaktadır. Diffüzyon MR ile yapılan çalışmalarda ak madde bütünlüğündeki 

bozulmaların 30’lu yaşlarda başladığı gösterilmiştir. Farelerde yapılan çalışmalarda ise 12 

aylık farelerde daha genç farelere göre davranış testlerinde gerilemeler kaydedilmiştir. 

Ayrıca bu hayvanların beyin kesitlerinde de yaşlanmaya dair çeşitli belirteçlerin oluşmaya 

başladığı gösterilmiştir. Endojen retrovirüslerin 30’lu yaşlardaki bilişsel fonksiyonlarda 

gerilemeye sebep olan beyin yaşlanmasını başlatan faktörlerden olup olmadığını araştırmayı 

amaçladığımız çalışmamızda 12 aylık (n=5), 4 aylık (n=7) ve 1 aylık (n=7) sıçanlara morris 
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su labirenti testi yapıldıktan sonra sıçanların beyinlerinde sinsitin-2’nin faredeki analoğu 

olan sinsitin-b (SYN-B), en yaygın retrotranspozon olan long interspersed nuclear element-

1(LINE-1), bunların inflamatuvar süreçlerle ilişkisini belirlemek için interleukin-6 (IL-6), 

tumor nekroz faktör-alfa (TNF-a), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve gliyal fibriler asidik protein 

(GFAP), retrotranspozonların ve endojen retrovirüslerin ekspresyonunu baskılayan 

proteinler olan TRIM28 ve SETDB1 ve son olarak yaşlanmada ekspresyonu azalan klotho 

genlerinin ekspresyonları RT-PCR kullanılarak gruplar arasında karşılaştırıldı. LINE-1 ve 

SYN-B seviyelerinin 12 aylık grupta 1 aylık gruba göre anlamlı seviyede arttığı ve bu artışın 

IL-6 seviyesindeki artışla paralel olduğu gösterildi. Bununla birlikte SETDB1 

ekspresyonunda fark görülmezken TRIM28 ekspresyonunun 12 aylık sıçanlarda 1 aylık 

gruba oranla anlamlı derecede düşük olduğu kaydedildi. Diğer yandan, COX-2 ve TNF-a 

seviyelerinde ise gruplar arası anlamlı fark bulunmazken, klotho seviyesinin yaşla birlikte 

anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Morris su labirenti testinde ise gruplar arasında bir fark 

gösterilemedi. Sonuç olarak çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlar, endojen retrovirüslerin 

hedeflenmesinin beyin yaşlanmasını yavaşlatma ve nörodejeneratif süreçleri hafifletme 

konusunda terapötik potansiyele sahip olabileceğini göstermektedir. Bu retroelementlerin 

beyinde yaşlanmaya nasıl katkıda bulunduğunu anlamak, yaşa bağlı bilişsel gerileme ve 

nörodejeneratif hastalıklar için yeni tedavilerin önünü açmaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: Bilişsel yaşlanma, endojen retrovirüsler, polimeraz zincir 

reaksiyonu, inflamasyon 
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ABSTRACT 

 

THE POSSİBLE ROLE OF ENDOGENOUS RETROVİRUSES İN BRAİN AGİNG 

 

Endogenous retroviruses make up approximately 8% of the human genome. Having 

been transmitted from generation to generation by infecting the germ cells of our ancestors 

in ancient times, these retroviral genes have largely undergone mutations and have been 

suppressed by various epigenetic mechanisms. However, in certain conditions or during 

the aging process, they can be reactivated and play a role in disease pathogenesis. This 

suppression decreases with age. Endogenous retroviruses are particularly active in the 

pathogenesis of many autoimmune diseases by strengthening inflammatory processes. 

Studies suggest that retroviral genes, which play roles in both gene regulation and protein 

synthesis during developmental and immune regulatory processes, may become activated 

in the aging process and act as a contributing factor to neurodegeneration. The syncytin-1 

protein encoded by endogenous retroviruses is known to be involved in the transformation 

of trophoblasts into syncytiotrophoblasts and in the fusion of myoblasts in humans. This 

protein has been shown to stimulate the immune system and is increased in diseases such 

as multiple sclerosis and schizophrenia. It has not been sufficiently investigated at which 

stage brain aging begins. In cognitive tests involving reasoning and processing speed in 

humans, declines have been detected from the age of 30 onward compared to individuals in 

their 20s. However, there are not enough studies to definitively state that aging begins at 

these ages. Diffusion MRI studies have shown that deterioration in white matter integrity 

starts in the 30s. Studies in mice have found that 12-month-old mice show more 

pronounced declines in behavioral tests compared to younger mice. Additionally, various 

aging markers have been shown to appear in the brain sections of these animals. In our 

study, which aimed to investigate whether endogenous retroviruses might be among the 

factors initiating brain aging that leads to cognitive decline in the 30s, we conducted the 

Morris water maze test on 12-month-old (n=5), 4-month-old (n=7), and 1-month-old (n=7) 
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rats. Afterward, we used RT-PCR to compare the expression levels of syncytin-b (SYN-

B)—the mouse analog of syncytin-2—along with the most common retrotransposon, long 

interspersed nuclear element-1 (LINE-1); interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-a), cyclooxygenase-2 (COX-2), and glial fibrillary acidic protein (GFAP) (to 

determine their relationship with inflammatory processes); TRIM28 and SETDB1 

(proteins that suppress the expression of retrotransposons and endogenous retroviruses); 

and finally the klotho genes, whose expression decreases with aging. It was shown that the 

levels of LINE-1 and SYN-B were significantly increased in the 12-month-old group 

compared to the 1-month-old group, and this increase was parallel to the increase in IL-6 

levels. Although no difference was observed in SETDB1 expression, TRIM28 expression 

was significantly lower in the 12-month-old rats than in the 1-month-old group. On the 

other hand, no significant difference was found among the groups in COX-2 and TNF-a 

levels, whereas klotho levels were observed to increase significantly with age. No 

difference was detected among the groups in the Morris water maze test. In conclusion, our 

findings indicate that targeting endogenous retroviruses may hold therapeutic potential in 

slowing brain aging and alleviating neurodegenerative processes. Understanding how these 

retroelements contribute to aging in the brain paves the way for new treatments for age-

related cognitive decline and neurodegenerative diseases. 

 

Key words: Cognitive aging, endogenous retroviruses, polymerase chain reaction, 

inflammation
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1. GİRİŞ 

 

Yaşlanma denilince genelde 60’lı yaşlar ve sonrası anlaşılır. Ancak beyin yaşlanması 

olarak bakılacak olursa, 30’lu yaşlardan itibaren bilişsel testlerde gerilemelerin başladığı 

birçok çalışmada gösterilmiştir (1–3). Diffüzyon MR ile yapılan çalışmalarda 30’lu 

yaşlardan itibaren beyin ak maddesinin bütünlüğünde bozulmalar olduğu gösterilmiştir 

(4,5). Ayrıca başka bir çalışmada ise bu ak madde bütünlüğündeki bozulma ile bilişsel 

testlerdeki gerilemenin paralel seyrettiği bildirilmiştir (6). Beyin yaşlanmasının 30’lu 

yaşlarda başladığına dair elde edilen verilere rağmen bu dönemin yaşlanma açısından 

moleküler olarak incelenmesi büyük oranda göz ardı edilmiş bir konudur (3).  

 Endojen retrovirüsler (ERV) milyonlarca yıl öncesinde germ hücrelerin enfekte 

edilmesi ile nesilden nesile aktarılmış retroviral genlerdir. Bu genler gen regulasyonu, 

plasenta oluşumu, embriyolojik gelişim, bağışıklığın düzenlenmesi gibi birçok fizyolojik 

görevler edinmişse de epigenetik mekanizmalar ve çeşitli mutasyonlar yoluyla büyük oranda 

susturulmuştur (7–9). ERV'lerin tam genomik yapısı, gag, pro, pol ve env genlerinden oluşur 

ve bunlar iki uzun terminal tekrar ile çevrilidir. Bu genlerden gag, kapsid, nükleokapsid ve 

matris proteinini; pro, proteazı; pol, ters transkriptaz ve integrazı; env ise zarf proteinini 

kodlar (7). Bu proteinler viral yapılara benzerlikleri nedeni ile doğal bağışıklık sistemini 

pattern tanıma reseptörleri üzerinden uyarabilmektedir (10). 

ERV’lerin baskılanmasında rol alan histon modifikasyonları ve DNA metilasyonu 

mekanizmaları yaşla birlikte zamanla bozulabilir ve bu gen bölgeleri ekspresyona 

uğrayabilir (11). Açığa çıkan endojen retroviral elementlerin DNA bütünlüğüne zarar 

verebileceği veya çeşitli protein ve genetik materyaller ile inflamasyona yol açabileceği 

bilinmektedir (12). Gelişen bu inflamasyon ve DNA hasarının ise yaşlanmayı ilerletici bir 

faktör olduğu birçok çalışmada ileri sürülmüştür (12,13).  

Multiple skleroz (MS), amyotrofik lateral skleroz (ALS), şizofreni, alzheimer gibi 

birçok nörolojik ve psikiyatrik rahatsızlıkta tespit edilen endojen retrovirüslerin bu 

hastalıkların patogenezinde yer alabileceği bildirilmiştir (13,14). Çeşitli çevresel faktörler 

ve yaşlanmanın etkisiyle ekspresyonu aktifleşebilen endojen retrovirüslerin 30’lu yaşlarda 

ortaya çıkan MS, ALS ve şizofreni rahatsızlıklarında etkili olması (14) yine bu yaşlarda 
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gelişen ak madde bütünlüğündeki bozulma ve bilişsel fonksiyonlardaki gerilemeyi 

açıklayabilir.  

 Endojen retrovirüslerin  yaşla birlikte değişimi ve bunun yaşlanma ile ilişkisini 

incelediğimiz çalışmamızda 1, 4 ve 12 aylık sıçanlarda morris su labirenti testinden sonra 

dekapitasyon yapılarak frontal korteksten izole edilen dokudan endojen retrovirüslerden 

olan Syn-B, retrotranspozonlardan olan LINE-1 ekspresyon seviyelerini, bu elementlerin 

epigenetik susturulmasında rol alan TRIM28 ve SETDB1 ekspresyon seviyelerini, 

inflamasyon açısından değerlendirmek için COX-2, TNF-a, IL-6 ve GFAP ekspresyon 

seviyelerini ve yaşlanma açısından değerlendirmek için klotho ekspresyon seviyelerini RT-

PCR ile ölçüp karşılaştırdık.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1 . RETROTRANSPOZONLAR 
 

Retrotranspozonlar, "kopyala-ve-yapıştır" mekanizmasıyla hareket eden genetik 

materyallerdir. Retropozisyon denen bu mekanizmada RNA ara ürünleri cDNA'lara 

çevrilerek transpozisyon gerçekleştirilir. Retrotranspozonlar uzun terminal dizi (LTR) 

varlığına bağlı olarak sınıflandırılır. LTR retrotranspozonları, aynı zamanda endojen 

retrovirüsler (ERV) olarak da bilinir. ERV’ler insan genomunun yaklaşık %8'ini oluşturur. 

(Şekil 2.1) (12). 

 

 
 

Şekil 2.1: Transpozonların sınıflandırılması 

 

ERV’ler germ hücrelerinin retrovirüsler ile enfekte edilmesi ile konak genetiğine 

yerleşmişlerdir. Bu sayede nesilden nesile aktarılabilmişlerdir (Şekil 2.2) (15). 

 

 
 

Şekil 2.2: Retrovirüslerin endojen retrovirüsleri oluşturması 
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ERV’ler nokta mutasyonları, kısalmalar ve iç rekombinasyon gibi mutasyonların 

gerçekleşmesiyle birçok fonksyonlarını kaybederek atıl kalmışlardır. Bu yüzden insanlarda 

retrotranspozisyona yetenekli olmadıkları düşünülmektedir (16). Fakat bazı insan ERV'leri 

(HERV'ler) fizyolojik fonksiyonlar kazanmıştır. Bazı HERV’ler embriyogenez sırasında, 

gelişimsel ilerleme için transkripsiyonel yeniden düzenlemede rol alır (17–20). Sinsitin ve 

PEG10 gibi ERV'ler plasenta gelişiminde rol alır (21,22).  HERV-K (HML-2), 

transkripsiyonel olarak en aktif ve en çok incelenmiş HERV’dir ve sağlam açık-okuma 

çerçevesine (ORF) sahiptir (23,24).  

non-LTR retrotranspozonlar insandaki mobil genetik elementlerin çoğunluğunu 

oluşturur. Non-LTR retrotranspozonlar (yaklaşık 6 kB uzunluğunda), 5′UTR (sense ve 

antisense promotörler içeren kodlanmayan bölge), iki açık okuma çerçevesi (ORF1 ve 

ORF2) ve bir poli(A) bölgesi içeren 3′UTR'den oluşur. ORF1, bir RNA bağlayıcı protein 

kodlarken, ORF2p endonükleaz ve ters transkriptaz aktivitelerine sahiptir. İnsan ve primat 

LINE-1’i ayrıca 5′UTR'de bulunan antisens bir ORF olan ORF0'ı kodlar. LTR (HERV-

K/HML-2) retrotranspozonları ise iki LTR ile çevrilidir (Şekil 2.3) (12,25). 

 

 
 

Şekil 2.3: LINE-1 ve HERV-K 

Retrotranspozonlar arasında tek otonom retrotranspozon long interspersed nuclear 

element-1 (LINE-1)’dir.  LINE-1 tarafından kodlanan ters transkriptaz diğer 

retrotranspozonların transpozisyonunu gerçekleştirebilir (26–29). LINE-1 insan genomunun 
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yaklaşık %16,9'unu oluşturur. Genomda retrotranspozisyon yeteneğini koruyan yaklaşık 80-

100 tam uzunlukta LINE-1 bulunur (30,31). LINE-1 retrotranspozisyon olayları intra-

kromozomal delesyonlara veya duplikasyonlara ve daha nadiren inter-kromozomal 

translokasyon olaylarına yol açabilir (32–35).  

 

2.1.1. Sinsitin proteinlerinin fizyolojik işlevleri 
 

Sinsitin -1 ve sinsitin -2 plasenta oluşumu sırasında sinsityotrofoblastın oluşumunu 

düzenler. Sinsitin -1 HERV-W ailesinden gelen bir gen ile kodlanır, yüzey ve transmembran 

alt birimlerinden oluşur. Yüzey alt birimi, sinyal peptidini içerirken, transmembran alt 

birimi, füzyon peptidini ve immünosupresif alanı içerir (36,37). Sinsitin-2, füzyonik 

aktiviteye sahip bir insan zarf proteinidir ve HERV-FRD ailesinden gelen bir gen tarafından 

kodlanır (38). Alt birimlerin işlevleri ve hücre füzyon mekanizması, sinsitin-1'e benzer. 

 

2.1.2. Endojen retrovirüslerin susturulması 

 

ERV’lerin transkripsiyonel susturulmasındaki bilgilerimiz büyük oranda ekzojen 

retrovirüslerin transkripsiyonel susturulmasındaki mekanizmalara dayanmaktadır (39). 

ERV’ler baskılayıcı histon metilasyonlarından zengin heterokromatin bölgelerde bulunur 

(40,41). H3K9me3 inaktif ekzojen ve endojen retroviral elementler ile yakın ilişkideki bir 

histon modifikasyonudur (40,42–44). Bu modifikasyonun oluşumunda görevli 

metiftransferazlardan biri Setdb1’dir (9). Ancak somatik hücrelerde baskılanma DNA 

metilasyonuyla olmaktadır(45). 

 

2.1.2.1. DNA metilasyonu  
 

DNA metilasyonunun ERV üstündeki etkilerini araştırmak için DNA metiltransferaz 

KO fare modelleri geliştirilmiştir. Bu çalışmalarda Dnmt3L eksikliğinde testiste bir endojen 

retrovirüs olan IAP ekspresyonu artarak infertiliteye neden olmuştur (46). Dnmt1 eksikliği 

embriyonik kök hücrede (ESC) ERV ekspresyonunda genel ve kısa süreli baskılanmanın 

kalkmasına (47–49) somatik hücrelerde ise IAP ekspresyonu artışına neden olmuştur. 

ESC’lerde Dnmt3a ve Dnmt3b’nin tek başına eksikliğinde ERV metilasyonunda ciddi bir 

değişim gelişmez iken ikisinin yokluğunda ise embriyolojik bozukluklar oluşmuştur (9,50).  
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2.1.2.2. TRIM28  
 

Tripartite motif containing 28 (TRIM28) özellikle embriyolojik gelişim 

dönemlerinde pluripotent hücrelerde yüksek seviyelerde ekspresyona uğrayan ve çoğu 

hücrede aktif bir ko-represör proteindir (51,52). TRIM28 hem gelişmekte olan beyinde hem 

de erişkin beyinde yüksek oranda eksprese olur (53–55). Heterezigot delesyon sonrası 

erişkin hayvanlarda hiperaktivite benzeri davranışlar görülmektedir (54). Önbeyin 

nöronlarında TRIM28 delesyonu kompleks davranışsal bozukluklara yol açmıştır (55).  

TRIM28 diğer baskılayıcı kromatin düzenleyen faktörleri görevlendiren bir iskelet 

rolü oynar. Histon metiltransferaz (56), histon deasetilaz NuRD kompleks (57), 

heterokromatin protein 1 (58) gibi proteinler ile epigenetik baskılanmada rol alır. TRIM28 

aracılı transkripsiyonel baskılanma H3K9me3 ile karakterizedir ve muhtemelen 

heterokromatin protein 1 aracılığı ile genom boyunca yaygın alanlarda 

gerçekleşebilmektedir (59). Erken gelişim dönemi boyunca bu baskılanma stabil bir yapı 

kazanır ve TRIM28 yokluğunda da sürdürülebilir (60).  

Önceden TRIM28’in transpozonları baskılamasının sadece erken embriyolojik gelişim 

döneminde gerekli olduğu düşünülüyordu. Ancak fare nöral progenitör hücrelerinde 

TRIM28’in delesyonu ile ERV ve transpozonlar tekrar aktifleşebilmiştir (54). Devam eden 

çalışmalarda TRIM28 insan nöroprogenitör hücrelerde transpozonlara bağlanarak histon 

metilasyonu yaptığı ve H3K9me3 yapısını oluşturduğu gösterilmiştir (53). 

 

2.1.2.3. SETDB1  
 

İnsan SETDB1 proteini 1291 amino asitten oluşur ve 143 kDa’dır. 3’lü Tudor 

domaini içerir ve N-terminal kısmında SET kısmının takip ettiği metil-CpG bağlanma 

domaini bulunur. Tudor domainleri metilasyona uğramış lizin ve arjinini tanıyabilmesiyle 

bilinir (61,62). SETDB1 3’lü Tudor domaini H3 histonunun k14 asetilasyonu ve k9 

metilasyonu ile modifiye edilmiş kuyruğuna bağlanır (56). C-terminal bölgesi, H3K9'a özgü 

lizin metilasyonundan sorumludur (56,63). TRIM28,  SETDB1 ve KRAB-ZFP proteinleri 

ile kompleks oluşturarak SETDB1’in retroelementlere yerleşmesini sağlar (52,56,64).   

SETDB1 erken embriyogenezis ve germline gelişimi için gereklidir (65,66). 

Blastokist fazında ve primordiyal germ hücresi DNA’larında hipometilasyon vardır. Bu 

dönemde SETDB1, DNA metilasyonu azaldığında alternatif retroelement baskılama yolu 

oluşturur. Bu durumla uyumlu bir şekilde GSK3 ve ERK/MEK inhibitorleri ile fare 

ESC’lerde (mESC) global DNA hipometilasyonu geliştirildiğinde SETDB1 aracılı 
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retroelement baskılanması dramatik bir şekilde artmıştır (67). Erişkin Setdb1 knockout (KO) 

farelerde yapılan çalışmalarda SETDB1’in somatik hücrelerde de retroelement baskılamada 

rol aldığı gösterilmiştir. Ayrıca bu durum B lenfosit (68), T lenfosit (69) ve beyin (70) 

dokularında da bildirilmiştir.   

 

2.1.3. Endojen retrovirüslerin uyanması 
 

Normal koşullarda ERV’ler epigenetik mekanizmalar ile susturulur. Fakat bazı etkenler 

sonrası bu epigenetik baskılanma kalkabilir ve ERV’ler reaktivasyona uğrayarak 

hastalıkların başlamasına veya ilerlemesine yol açabilir .  

ERV’lerin epigenetik baskılanmasında birçok mekanizma bulunsa da çevresel 

etkenler ile bu baskılanmalar ortadan kalkabilir. Örneğin melanoma hücrelerinde, epigenetik 

değişimlere yol açtığı bilinen ultraviyole ışınların etkisi ile HERV-K pol genin 

transkripsiyonel aktivasyonu gerçekleşmiştir (71). Bazı beslenme ilişkili etkenlerin de 

epigenetik etkileri bilinmektedir. Örneğin beta-karoten’in HERV-W’nin (syncytin-1) DNA 

metilasyonunu arttırdığı gösterilmiştir (72). Buna ek olarak epigenetik düzenleyiciler 

üzerinde etkisi olan ilaçlar da ERV ekspresyonunu etkileyebilmektedir. Örneğin HDAC 

inhibitörü olan valproik asit, birçok nörolojik ve psikiyatrik hastalıkta kullanılmaktadır. 

Valproik asit hücre serilerinde 1 ve 2. sınıf ERV’lerin ekspresyonunu artırmıştır (73).  

Epstein bar virus (EBV), herpes simplex virus-1 gibi bazı viral enfeksiyonlar da 

HERV ekspresyonlarını etkileyebilmektedir (74). Örneğin, B hücrelerinin EBV’ye 

maruziyeti sonrası genom boyunca LTR dizileri aktiflenmiştir. İnsan fibroblastları influenza 

A ile enfeksiyon sonrasında HERV-W transaktivasyonu göstermiştir (75).  

 

2.1.4. Endojen retrovirüs aracılı inflamasyon 
 

Ekzojen retrovirüslere benzer şekilde ERV’lerin hayat döngüsünde doğal bağışıklığı 

uyarabilecek nükleik asit ve proteinler oluşabilmektedir. ERV tarafından üretilen tek iplikli 

RNA (ssRNA), ssRNA sensörü olan Toll-like reseptör (TLR) 7 ve TLR8’i uyarabilmektedir. 

(76,77). ERV genlerinin reverse transkripsiyonu da doğal bağışıklık sensörlerini 

uyarabilmektedir. Buna dair kanıt ise reverse transkriptaz inhibitörü kullanılarak yapılan 

insan ve hayvan çalışamalarında ERV veya LINE-1’nin doğal bağışıklığı uyarmış 

olabileceğinin gösterildiği çalışmalarda mevcuttur (78–81). ERV’lerin iki yönlü 

transkripsiyonu ile oluşan çift iplikli RNA’lar TLR3 veya MDA5’i uyarabilmiştir (82,83).  
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Epigenetik baskılayıcı TRIM28’in nöral progenitör hücrelerde genetik delesyonu 

ERV’den gelişen intrasisternal A partiküllerinin birikimine neden olarak transgenik farelerin 

beyinlerinde inflamasyona yol açmıştır (84). Pro-B hücrelerinde epigenetik baskılayıcı 

SETDB1’in silinmesiyle ERV kaynaklı protein birikimine bağlı ölüm gösterilmiştir (85).  

Potansiyel immünolojik aktivite gösteren nükleik asitler LINE-1’in ters transkriptazı 

ORF2p ile oluşabilmektedir (86). LINE-1 derepresyonu ile artan ORF2p aktivitesi interferon 

cevabı ve inflamasyonu tetikleyerek senesens oluşturmuştur (87,88). Ayrıca ORF2p, 

endonükleaz aktivitesi ile DNA’nın çift ipliğine hasar verip cGAS-STING yolağını 

aktifleyerek de interferon cevabı oluşturabilmektedir (89,90).  

Belli başlı endojen retroviral zarf glikoproteinleri insan ve farelerde süper antijen 

etkisi gösterebilmiştir (91). Faredeki bazı MMTV provirüsleri ile insanda HERV-K18 buna 

örnek verilebilir (92–95). Fizyolojik koşullarda büyük oranda baskılanmış olan endojen 

retroviral element (ERE) kaynaklı proteinler, immünolojik tolerans gelişiminde pozitif 

seçilim sırasında tanınmayarak bağışıklık sistemi tarafından yabancı protein olarak 

algılanıyor olabilir. ERE proteinlere karşı immün tolerans gelişmemesi bu proteinlerin 

ekspresyonları durumunda adaptif yanıtlara ve inflamatuvar reaksiyonlara yol açabilir. ERE 

ile kodlanan proteinlerin bağışıklığı uyarabilme potansiyelini arttıran bir diğer özellikleri ise 

kendiliğinden birleşerek virüs partikülleri, kapsit, ribonukleoproteinler gibi yapılara 

dönüşebilmeleridir. Labaratuvar farelerinde birçok defektif ERV partikülleri birleşerek 

infektif retrovirüslere dönüşebilmiştir (96). İnsan plasentasında ve teratokarsinoma hücre 

kültüründe HERV-K provirüslerine ait retroviral partiküller gözlenmiştir (97–101). ERV 

kaynaklı proteinler HLA-1 üzerinde diğer insan proteinlerinden çok ekzojen virüs 

proteinlere benzer epitoplar göstermiştir (102).  

Sinsitin-1’in insan monositlerinde TLR-4’e bağlanarak monositleri aktive edebildiği 

gösterilmiştir (103,104). Bu çalışmada ayrıca dendritik hücrelerin de HERV-W env proteini 

ile tetiklenerek Th1 gelişimini desteklediği bildirilmiştir. İnsan ve fare mikrogliaları HERV-

W env proteinine maruziyeti sonrasında proinflamatuvar sitokin, kemokin ve nitrik oksit 

seviyesini yükseltmiştir. Bu inflamatuvar polarizasyon aksonal hasara yol açmıştır (105).  

HERV-W env proteini aracılı TLR4’ün uyarılması ile gelişen nitrik oksit stresinin, 

oligodentrositlerin farklılaşma sürecini bozduğu ve aksonal myelinizasyona engel olduğu 

gösterilmiştir. Bu nedenle ERV aktivitesinin doğal olarak gelişen tamir mekanizmasını 

bozduğu ileri sürülmüştür (106). HERV-W env ve TLR4 inhibitörü verildiğinde HERV-W 

env aracılı etkilerin azalması, env proteinin etkilerini TLR4 üzerinden gerçekleştiğini 



 9   

 

düşündürmektedir (107–109). Anti-Env antikoru GNbAC1/Temelimab ile yapılan klinik 

çalışmada MS hastalarındaki olumlu gelişmeler, HERV-W env’in mikroglial akson hasarı 

gelişmesinde ve myelin yenilenmesinin önlenmesinde rol oynadığını göstermiştir (110).  

ERV’lerin bağışıklık sisteminde adjuvan olarak etki ettiği ve bağışıklık cevabını 

arttırdığı, bu yolla bağışıklık cevabında kontrol bozukluğuna yol açtığı düşünülmektedir. 

Buna dair kanıt ise farede geliştirilen ensefalomyelitin GNbAC1/Temelimab ile hafifletildiği 

çalışmada da gösterilmiştir (111).  

Ters transkriptaz ile sentezlenen RNA:DNA hibritleri daha sonra sitozolik nükleik 

asit sensörü cGAS'ı aktive eder. Aktivasyon sonrasında cGAS, STING'i uyarır, bu da TBK1'i 

göreve alır ve NF-κB moleküllerini fosforile eder. Fosforile edilmiş NF-κB kompleksi daha 

sonra çekirdeğe girer ve pro-enflamatuar sitokinlerin (IL-1β, IL-6 ve TNF-α gibi) salınımını 

teşvik eder, bu da makrofajların M1 fenotipine polarizasyonuna yol açar. Bir ters 

transkriptaz enzim inhibitörü olan azidothymidine, bahsedilen enflamatuar yolları engeller 

(112) (Şekil 2.4). 

 

 

 

Şekil 2.4: cGAS-STING ile NF-kB 

 

2.1.5. Endojen retrovirüslerin hastalıklarda ekspresyonu 
 

Multiple skleroz demiyelinizasyon ile karakterize otoimmün ve kronik bir merkezi 

sistem hastalığıdır (113). MS hastalarının BOS (114,115) ve serumunda (116,117) HERV-

W’ye yakınlığı olan retroviral benzeri diziler elde edilmiştir (118). Hastalığın aktif fazında 

olan MS hastalarının periferik mononükleer hücrelerinde sağlıklı insanlara ve remisyon 

halindeki MS hastalarına göre hastalığın ağırlığı ile korele artmış HERV-W proteini 
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gösterilmiştir (119). HERV-W aktivitesi MS hastalarında 1.5 ila 3 kata kadar yüksek 

bulunmuştur (114,117,120–126). Artmış HERV-W aktivitesi sklerotik plaklarda (120,127) 

ve periferik mononükleer hücrelerinde (121–123,128) gösterilmiştir. Ancak MS hastalarında 

artmış HERV-W env seviyesi gösterilemeyen çalışmalar da vardır (129). 

Fareye myelin oligodendrosit glikoproteini ile mikobakteriyel lizat birlikte verilerek 

miyelin glikoproteinine karşı otoimmün reaksiyon oluşturulabilir. MS modeli olarak 

kullanılan bu modelde mikobakteriyel lizat yerine HERV-W env proteini verildiğinde de 

MS benzeri patoloji gelişmesi HERV-W env proteinin otoimmün hastalıklarda rol 

alabileceğini göstermiştir (111). Ayrıca HERV-W Env proteinleri ile myelin oligodendrosit 

glikoproteini ve myelin basic protein-1 arasında çapraz reaksiyon gelişimine neden 

olabilecek 6 epitop gösterilmiştir (123,124,130).  

ALS hastalığı toplumda 100.000’de 4-8 arasında görülen ve motor korteks ve motor 

nöronları tutan bir hastalıktır. ALS hastalığında neredeyse bütün hastalarda ortak olan 

patoloji RNA bağlayacı protein olan TARDBP/TDP-43’in motor korteks ve spinal kordda 

motor nöronlarda birikmesidir (131,132). Hastalığın patolojisinde mikroglia ve astrosit 

aktivasyonu ile T hücre infiltrasyonu ve aşırı sitokin salınımı bulunur (133). Sağlıklı kontrole 

göre ALS hastasında artmış ters transkriptaz aktivitesi birçok çalışmada gösterilmiştir (134–

139). HERV-K Env proteininin motor nöronlarda transgenik overekspresyonunun yapıldığı 

farede ALS benzeri semptomlara yol açması HERV-K ile ALS arasında bağlantı 

olabileceğini desteklemektedir (140). 29 ALS hastasında yapılan antiretroviral tedavide kan 

HERV-K seviyesi düşen hastalar, semptomlarda iyileşme ve hastalığın ilerlemesinde 

yavaşlama göstermiştir (141). TDP-43 overekspresyonu yapılan drosophila modelinde 

transpozon upregulasyonu ile nöral ve glial hücre ölümü gerçekleşmiştir. Nöral ve glial 

hücre ölümleri drosophilada en aktif transpozon olan gypsy’nin knockdownu ile 

hafiflemiştir (142).  

 

2.2. YAŞLANMA 
 

Mevcut teorilerin yaşlanma tanımları farklı özellikler içermektedir. Bazıları, 

yaşlanmanın birincil özelliği olarak hasar birikimini vurgular (143–151). Yaşlanmada diğer 

tema ise fonksiyonel kapasitelerde düşüştür (152–156). Yaşlanma genellikle ilerleyen yaşla 

birlikte azalan doğurganlık ve artan ölüm oranı eşliğinde fonksiyon kaybının ilerleyici bir 

şekilde ortaya çıkması olarak da tanımlanabilir. Elbette, bu yönler arasında bir örtüşme 

vardır (157,158). Yine, hasar yönünü vurgulayarak, yaşlanma azalmış veya bozulmuş 
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onarım mekanizmalarının bir sonucu olarak da ifade edilmektedir (159–162). Son olarak, 

başka bir görüş yaşlanmayı bir ömür boyunca fenotiplerde genel bozulma olarak 

tanımlamaktadır (163–166).  

Hücresel ve sistemik yaşlanmanın temel özelliklerinin 12 adet olduğu kabul görür: 

DNA kararsızlığı, telomer aşınması, epigenetik değişiklikler, proteostaz kaybı, düzensiz 

besin algılama, mitokondriyal disfonksiyon, hücresel yaşlanma, kök hücre tükenmesi, 

bozulmuş makrootofoji, kronik inflamasyon, disbiyoz ve değişmiş hücreler arası iletişim 

(167) (Şekil 2.5).  

 

 

Şekil 2.5: Sistemik yaşlanmanın 12 özelliği 

 

2013 yılına kadar yaşlanma karşıtı müdahalelerle ilgili kanıtların çoğu maya, 

nematod ve meyve sinekleri gibi memeli olmayan model organizmalarla sınırlıydı. Neyse 

ki, fareleri (ve bazı durumlarda primatları) içeren deneyler bu temel özelliklerin çoğunun 

memelilerde geçerliliğini doğruladı (168).   
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Sıçan ve farelerde 18-24 ay arası yaşlı kabul edilse de 10-12 aylık orta yaşlardan 

itibaren yaşlanmaya bağlı birçok değişiklik gösterilmiştir (169,170). 4 aylık fareler ile 

karşılaştırıldığında uzaysal bölge ayrım testlerinden 17 aylık fareler %5’inde bozulma 

gösterirken 11 aylık fareler ise %1’inde bozulma göstermiştir (171). 3, 12, 17 ve 24 aylık 

sıçanlarda yapılan bir deneyde hafıza performansındaki kayıpların, hipokampusun CA3 

bölgesindeki piramidal hücre sayısındaki azalmanın ve hipokampustaki lipofuksin 

birikiminin 12 aylık sıçanlarda başladığı gösterilmiştir (172). C57BL/6J cinsi 2-3 aylık, 4-5 

aylık, 6-7 aylık ve 8-12 aylık farelerde yapılan çeşitli davranış testleri sonucu 8-12 aylık 

farelerin daha genç farelere göre motor disfonksiyonu, azalmış kas gücü, azalmış lokomotor 

aktivite, azalmış sosyal etkileşim, uzaysal hafıza ve bağlamsal korku şartlanma hafızası 

testlerinde azalmış performans gösterdiği bildirilmiştir (173).  

 Diffüzyon tensor görüntüleme (DTİ) ile insanlarda yapılan çalışmada 20’li ve 30’lu 

yaşlardaki sağlıklı insanlar arasında anterior singulat kortekste ak madde bütünlüğü 

açısından anlamlı fark olduğu ve 30’lu yaşlarda ak madde bütünlüğünün bozulmaya 

başladığı bildirilmiştir (4). 18-77 yaş arası 148 kişide yapılan DTİ çalışmasında ak madde 

kaybı 40’lı yaşlardan sonra başlarken ak madde bütünlüğündeki bozulma 20’li yaşların 

sonundan itibaren görülmeye başlamıştır (5). 25 ila 80 yaş arasındaki 148 kadında yapılan 

başka bir DTİ çalışmasında, 25 yaşından itibaren beyin bütünündeki ortalama fraksiyonel 

anizotropide (DTİ’de ak madde bütünlüğünün biyomarkırı) azalma başlamıştır ve bu durum 

bilişsel testlerde işlem hızındaki azalma ile korele bulunmuştur (6).  

2286 kişinin 10 yıl boyunca takip edildiği çalışmada serum IL-6 seviyeleri hızlanmış 

beyin yaşlanması ile ilişkili bulunmuştur (1). 20-80 yaş aralığındaki 5000 kişinin ve 18-60 

yaş aralıındaki 2350 kişinin katıldığı iki çalışmada, işlem hızı ve çıkarımsama yetenekleri 

30’lu yaşlardaki bireylerde 20’li yaşlardaki bireylere göre daha düşük bulunmuştur (2,3).  

 

2.2.1. Yaşlanma ve epigenetik değişiklikler 

 

Yaşlanma ile epigenetik düzen ilerleyici bir şekilde bozulmaktadır (174). Genomik 

bütünlükte ciddi değişiklikler oluşmakta ve kromozomal yapı bozulmaktadır (175). 

Yaşlanma sürecinde histon kaybı ve nükleozomların yeniden düzenlenmesi söz konusudur. 

Örneğin, mayaların yaşlanmasında histon ekspresyonunun %50 oranında azaldığı ve kalan 

nükleozom kısımlarının da genom boyunca yeniden dağıldığı gösterilmiştir (176,177). 

Genomda oluşan dengesizlik bozulmuş gen susturulması, artmış translasyon ve 

retrotranspozon ekspresyonuna yol açabilmektedir (178).  
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Yaşlanma ile DNA’nın tümünde metilasyonun azaldığı 30 yıldır bilinmektedir (179). 

Transpozonlar genomdaki CpG metilasyon bölgelerinin genelini oluşturur ve sadece 

transpozonlardaki metilasyon miktarı bütün genomdaki metilasyon değişimini göstermek 

için belirteç olarak kullanılabilmektedir (180). İnsan genomunda CpG bölgelerinin %23’ü 

Alu elementleri, %13’ü LINE-1, %8’i LTR retroelementler, %7’si diğer SINE’lardan oluşur 

(181,182). 18-89 yaş aralığındaki yaklaşık 1200 kişide yapılan çalışmalarda HERV’lerin ve 

LINE-1 genlerinin yaşla birlikte metilasyonun azaldığı gösterilmiştir(183–186).  

 

2.2.2. Klotho proteini ve yaşlanma 
 

1997 yılında Kuro-o ve arkadaşları (187), insanlardaki erken yaşlanmaya benzer bir 

fenotip sergileyen mutant bir fare bildirmiştir. Bu farede klotho geni ifadesinin yokluğuna 

atfedilen, ömrün kısalması, çoklu organ dejenerasyonu, vasküler kalsifikasyon, 

kardiyovasküler hastalık ve kırılganlık fenotipi gözlenmiştir (187). Daha sonraki Klotho 

yetersizliği olan fare modelleri, hızlandırılmış bir yaşlanma fenotipi ve anormal fosfat ve 

mineral düzenlemesi sergilemiştir (188,189). 

Klotho proteini fibroblast büyüme faktörü (FGF) ailesinin üyelerinin, özellikle FGF-

21 ve FGF-19'un, aktivitesini düzenlemekle görevlidir. α-Klotho beş ekzon içermekte ve 

yapısal olarak, büyük bir ekstrasellüler domain, transmembran domain ve 11 kalıntıdan 

oluşan küçük bir hücre içi C-terminal domaininden oluşmaktadır (190,191). Ekstrasellüler 

domainin kesilmesi ile çözünebilir bir Klotho formu salınır (191). Çözünebilir klotho, 

dolaşımdaki ana fonksiyonel formdur (192,193) ve kan, idrar ve beyin omurilik sıvısında 

tespit edilmektedir (194–196). Klotho, ağırlıklı olarak proksimal ve distal renal tübüllerin 

hücre yüzeyi membranında eksprese edilmekte (197–199), aynı zamanda beyindeki koroid 

pleksusta da bulunmaktadır (200). 

Klotho, fosfat homeostazının düzenlenmesi, insülin sinyal yolu ve Wnt sinyal yolu 

(201,202) gibi yaşlanma süreçlerine dahil olan birçok yolu düzenlemektedir. Ayrıca, klotho, 

p53/p21, cAMP, protein kinaz C ve TGF-β (199,201) dahil olmak üzere hücre içi sinyal 

yollarını da etkilemektedir. 

Klotho ekspresyon seviyeleri ve dolaşımdaki seviyesi yaşlanma sırasında azalır. 

İnsanlarda, klotho eksikliği medial kalsifikasyon, intima hiperplazisi, endotelyal 

disfonksiyon, arteriyel sertleşme, hipertansiyon, bozulmuş anjiyogenez ve vaskülogenez 

(yani, erken vasküler yaşlanmanın özellikleri) ile karakterizedir (203). Klotho eksikliği olan 
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fareler, bozulmuş idrar fosfat atılımı nedeniyle fosfat dengesizliği ve hiperfosfatemi 

göstermekte, ancak önemli ölçüde zayıf büyüme, çoklu organ atrofisi, vasküler 

kalsifikasyon, sarkopeni, kardiyak hipertrofi ve fibrozis, bilişsel bozukluk ve kısalmış yaşam 

süresi dahil olmak üzere karmaşık bir progerik fenotip geliştirmektedirler (Şekil 2.6) 

(187,189,202). 

 

 

 

Şekil 2.6: Klotho eksikliğinin sebep olduğu bozukluklar 

 

Beyinde, klotho ifadesinin en yüksek seviyesi koroid pleksustadır, ancak klotho aynı 

zamanda hipokampus, korteks, serebellum ve medulla gibi diğer birçok beyin bölgesinde de 

ifade edilmektedir (204,205). Beyindeki klotho ifadesi anne karnında başlamakta ve 

yetişkinliğe kadar artmaya devam etmektedir (206,207). Ancak, klotho ifadesi yaşlı 

maymun, sıçan ve farelerin beyinlerinde (208) ve insanlarda beyin omurilik sıvısında (BOS) 

(194) azalır. Klotho yetersizliği olan fareler farelerde serebellumda önemli ölçüde daha az 

purkinje hücresi (187), azalmış aksonal taşınma (209) ve bilişsel bozukluk (210) 

gösterilmiştir. Klotho ayrıca yetişkin hipokampal nöral progenitör hücrelerin proliferasyonu 

ve olgunlaşması (211), oligodendrosit olgunlaşması ve miyelin bütünlüğü (212) için 

gereklidir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. GEREÇ 
 

3.1.1. Kullanılan cihazlar 
 

• Next Advance Bullet Homojenizatör 

o Dokuların yüksek devirde parçalanması için kullanıldı. 

• Nüve 1200R Soğutmalı Santrifüj 

o Soğuk koşullarda santrifüj yapma olanağı sağladı. 

• ThermoScientific Multiscan Go 

o Nanospektrofotometrik ölçümlerde kullanıldı. 

• Runik Thermal Cycle 

o PCR tekniği için kullanıldı. 

• BioRad CFX Connect Real Time PCR 

o Real Time PCR tekniğinde kullanıldı. 

 

3.1.2. Kullanılan malzemeler 
 

• ThermoFisher Purelink RNA mini kit 

o 125 mL Lysis Buffer 

o  50 mL Wash Buffer I 

o  15 mL Wash Buffer II 

o  15.5 mL RNase-free Water 

o  50 PureLink Spin Cartridges with Collection Tubes 

o  50 Collection Tubes 

o  50 Recovery Tubes 

• ThermoFisher Powrup sybr master mix 

• qScript cDNA sentez kit 
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o 5X concentrated master mix containing: titered primer blend (oligo 

dT(20) and random hexamer), qPCR-optimized dNTP blend and 

flexible magnesium titration 

o 20X concentrated qScript reverse transcriptase 

o Nuclease-free water 

 

3.2. YÖNTEM 
 

Çalışmaya dahil edilmesi gereken en az sıçan sayısı %95 güven düzeyinde ve %80 güç 

ile örnek olarak alınan çalışmada (213) ölçülen TNF-alfa gen ekspresyonlarındaki 

0.9445046 etki büyüklüğü ve 0.5 birimlik standart sapmaya bakıldığında her grup için 

minimum 5 sıçan olarak G power (3.1.9.7) kullanılarak belirlenmiştir (213). Literatürdeki 

diğer çalışmalarda da (214,215) gruplar benzer sayıdadır. 

Çalışmamızda 19 adet Long-Evans Hooded erkek sıçandan elde edilmiş olan beyinin 

frontal korteks dokuları kullanılmıştır. Long-Evans Hooded sıçanları Bezmialem Vakıf 

Üniversitesi Deney Hayvanları Üretim ve Araştırma Laboratuvarından temin edilmiştir. 

Çalışma için gerekli olan etik kurul izni Sağlık Bilimleri Üniversitesi Yerel Etik Kuruldan 

18.12.2024 tarih ve 9/3 sayılı 24-5 kayıt numaralı karar ile alınmıştır. Çalışma için 1 aylık 

(n=7), 4 aylık (n=7) ve 12 aylık (n=5) olmak üzere 3 farklı yaş grubu belirlenmiştir. 

 

3.2.1. Morris su labirenti (MWM) testi  
 

Hayvanların bellek kapasitelerini değerlendirmek için, çapı 125 cm yüksekliği 60 cm 

olan bir su tankı düzeneği kullanılmıştır. Düzenek içerisinde gizlenmiş bir platformla 

sıçanların mekânsal öğrenmeleri gerçekleştirildikten sonra kaldırılmış olan platformla bellek 

düzeyleri değerlendirilmiştir. Aynı zamanda suyun ısısı sıcaklık geri bildirim 

mekanizmasıyla 21°C ±1 aralığında tutulmuştur.  

Öğrenme deneylerinde, her bir sıçan 4 gün boyunca günde 4 deneme olacak şekilde, 

sudaki yeri 4 gün boyunca sabit olan gizli platformun yerini mekânsal verileri kullanarak 

öğrenmiştir. Testler süresince sıçanların tüm hareketleri gerçek zamanlı olarak kaydedilip 

Ethovision XT bilgisayar programı vasıtasıyla analiz edilmiştir. Öğrenme denemeleri 

bittikten sonra düzeneğin içerisindeki gizli platform kaldırılmıştır. Sıçanların 5. günde boş 

düzeneğe alındığında çıkartılmış olan platformun olduğu bölümde geçirdikleri süre 
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hesaplanmıştır ve böylece mekânsal hafızaları hakkında bilgi edinilmiştir. Morris su 

tankından platform çıkartılarak yapılan test denemesi deneylerinde hayvanların platform 

kadranında ve platform alanında geçirdikleri süre bilgisayar yardımıyla hesaplanmıştır.  

 

3.2.2. Dokuların alınması 
 

Rompun ve ketamin anestezisi altındaki hayvanlar dekapitasyon ile sakrifiye edildi. 

Sakrifiye olan hayvanlardan alınan beyin dokularından frontal korteks disekte edildi ve 

disekte edilen beyin dokuları kuru buz üzerinde dondurularak RNase free tüplere alınıp             

-80ºC dondurucuda moleküler deneyler yapılıncaya kadar saklandı. 

 

3.2.3. Uygulanan protokoller 
 

3.2.3.1. RNA izolasyonu 
 

RNaz içermeyen bir tüp içerisinde bulunan doku lizatına 1 hacim %70 etanol eklendi. 

Etanol eklenmesinden sonra oluşabilecek görünür çökeltiyi dağıtmak amacıyla karışım 

vortex ile iyice karıştırıldı. Elde edilen karışımdan en fazla 700 µL’lik kısım (oluşabilecek 

çökelti de dahil) toplama tüpü ile birlikte gelen spin kartuşuna aktarıldı ve oda sıcaklığında 

12.000 × g kuvvetinde 15 saniye santrifüj edildi. Santrifüj sonrası alt kısma geçmiş sıvı 

(flow-through) atıldı ve spin kartuşu aynı toplama tüpüne tekrar yerleştirildi. Tüm örnek 

işlenene kadar bu adımlar tekrarlandı. 

Spin kartuşuna 700 µL wash buffer I eklendikten sonra oda sıcaklığında 12.000 × g 

kuvvetinde 15 saniye santrifüj edildi. Flow-through ve toplama tüpü atıldı, spin kartuşu yeni 

bir toplama tüpü’ne aktarıldı. 

 Ardından 500 µL etanol içeren wash buffer II ilave edilerek yine oda sıcaklığında 

12.000 × g kuvvetinde 15 saniye santrifüj edildi. Flow-through atıldı ve spin kartuşu aynı 

toplama tüpüne tekrar yerleştirildi. Bu işlem bir kez daha tekrarlandı. 

Daha sonra spin kartuşu, toplama tüpü ile birlikte oda sıcaklığında 12.000 × g 

kuvvetinde 1 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpü atıldı ve Spin Kartuşu bir recovery tüpüne 

yerleştirildi. Spin kartuşunun merkezine 30 µL’den 300 µL’ye kadar değişebilen hacimlerde 

RNazsız su (RNase-Free Water) eklendi ve oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi. Oda 

sıcaklığında 12.000 × g kuvvetinde 2 dakika santrifüj edilerek RNA elüe edildi.  
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3.2.3.2. RNA miktarının ölçülmesi 
 

Örneklerden 2’şer μl alınarak Thermo Fisher Multiskan GO (Şekil 3.1) 

spektrofotometresinde 260 nm, 280 nm ve 230 nm dalga boylarında ölçümler yapıldı. 

Spektrofotometre elde edilen veriler ile konsantrasyonlar μg/ml cinsinden hesaplandı. 

 

 
 

Şekil 3.1: Thermo Fisher Multiskan GO 

 

3.2.3.3. cDNA sentezi 
 

Çalışılan ortam, kullanılan cihazlar, araç ve gereçler RNAse ZAP temizleme solüsyonu 

ile steril edildi. Reaksiyon karışımı (optimize edilmiş tampon çözelti, magnezyum, 

oligodTprimer, randomprimer ve dNTP seti) ve ters transkriptaz enzimi içeren bir ana 

karışım hazırlanarak kuyu başına 5 μl olacak şekilde 96 kuyuluk plakalara paylaştırıldı. 

Eklenmesi gereken su ve RNA miktarları 500 ng RNA’ya denk gelecek şekilde 

konsantrasyonlarına göre hesaplandı. RNA eklenmesiyle son hacim su ile 20 μl’ye 

tamamlanarak Runik termal cihazında aşağıda belirtilen koşullarda cDNA sentez reaksiyonu 

gerçekleştirildi. 

- 22ºC’de 1 döngü, 5 dk, 

- 42ºC’de 1 döngü, 30 dk, 
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- 85ºC’de 1 döngü, 5 dk, 

Elde edilen cDNA’ların üzerine 80 μl nükleaz içermeyen su eklenerek 1:5 oranında 

seyreltme işlemi yapıldı. Moleküler analizler gerçekleştirilinceye kadar saklanmak üzere 

cDNA’ları içeren plaka -20 ºC’ye kaldırıldı. 

 

3.2.3.4. Primer tasarlama 
 

Çalışma kapsamında primer bölgelerinin çoğaltımı için uygun primer çiftleri Sentromer 

firması tarafından sentez ettirilmiştir.  Kullanılan primerler:  

• SYNB: Pf: CACACCTTTGGGTCCTCTGT, Pr: CATGGGTGTGTCTGTCCAA 

ENSRNOG00000021823 

 

 
 

Şekil 3.2: SynB genetik bilgiler sayfası 

 

>ENSRNOT00000038845.6 Synb-201 cdna:protein_coding 

ATGACACACCTTTGGGTCCTCTGTTTTGTCCTTTTCCCTTCCTCCTTGTCCTATCCCGAG 

AGCTGGATGCCCCTTATAAACCTCACTCACCACATCCTACGGGATGCCAACTCTTCCCTG 

TTTCCCAACTGCTGGGTCTGCTTGTCCACCCAAACCCAACGGTCCCTGGCAGTCCCAGCC 

CCACTGTCCACTTGGACAGACACACCCATGAAGCTTCACCTTACCTACTCAGTCAAGGCC 

TTCCCTGGCTCTTTTCCCATTAGCGACCTTGAAAGACGCCTCCGTCTCTTCCACCCACTG 

ATTGCCTCCTATCCCTTCCACAATCCTGAGAGAAGGGCGATCACTTTTCTTCAACTCGTC 

AGCTCAACAGGCATATTTCGGATCATCACCCGGATAACCTCTGTGATATATCCTGAGAAG 

GACCGTTTCTTCGAATCTGCCCAGCGCCCTCTCTGGGGACCACTCTTTACTGAGACCGTC 

CTCAGGTCACAGGCCCCACTCTGCATATCCCGCTTCTTCAAGGTCTCAGCTTATGCCACT 

TTTGTAGGCAACCTCTCTGCTTCTCTCTGCAACTACACCCTTCGTATTTCACCTTCTACC 

AGCCATGAAAACCTAGATCTTTCCATCACCCATCCATTCAAACAGGCAATGAAAAGGCCC 

AATGCCAAATGGAAAAACCCACTCCGTTTCTCCGGGCCCCCCTCCCTAATCTTCTCAAAG 

CCCTCTTACCATCCCTGCCCAGCAGACAAATACTGCCACACCTCCCCGGCCACTCCCTGG 

ATGCGCTGTCCTCACGCCCCCTCTAGCACCTGCTATAACCTTACCTTATTTGAATCAGAT 

AACTTAACCCATCCTGTCACCATGTCAGTGGACTCTACCCATTTCAAGGCCAAACTCCAG 

GGGCGCAGAGACCCTTATCCTCTCTCCCATTATCAGCCTATCCCGGGAGCTGCCCTGTCT 

GGACAGTATTCAGTCTGGGAGAATGAGATCACTATCCAAGAAAACTGGGGAGTCACCTCC 
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AACATTTTCTCACATCTGCTCAGCTTCTCGTACATCTTCTGTCTCAACTCTTCAGGAGTT 

TTCTTCCTCTGCGGAACATCGACTTATGTCTGCCTCCCAGCCAATTGGTCCGGTGTCTGT 

ACCCTTGTCTTCCAATACCCGGATATTGAACTCCTCCCCAATAACCAAACGGTGCCTGTC 

CCCCTTTTTGCTTCAGTTCTTTCCTCGGCCTCAGTTCTTCGTCCAAAGAGGTCTCCACAC 

CTCCTCCCCTTCCTTGCAGGCCTGGGCATCTCTTCTGCCCTTGGTACGGGTATAGCTGGC 

TTGGCCTCCTCAACTCTATATTTCCAACGGCTTTCTAAGGCTCTCTCAGAAACCCTGGAA 

GAAATAGCTGCCTCTATTACTACCCTCCAGAACCAAATAGACTCGCTTGCGGGCGTTGTT 

CTCCAAAACCGCAGAGCTCTGGACCTCATCACCGCCGAAAAGGGGGGCACCTGTCTCTTC 

CTCCAGGAAGAGTGCTGCTTCTATGTAAACCAGTCTGGAATAGTCCGGGATGCGGCAAGG 

AAACTCCGAGAACGAGCATCTGAACTCAGCCAGCATTCTGACTCTTGGGGACAGTGGCCT 

GACCCTGGACGCTGGCTGCCCTGGCTGACTCCCTTTCTGGGACCTCTTCTCTTCATCTTC 

TTCCTACTGACATTTGGGTCTTGTCTTCTGAATTGTCTAACCCGTTTTGTGTCGCAGAGA 

CTTGGCTCCTTTGTCCAGGACACTGCCAAAATGCAGGTGGACAGCATCCTCCAAAATTTC 

CAATATAAAAAACTGCCTCAAGACTCCCAAGATGAGGACACTATTCCTATGTAACAGGAA 

GAAGTTGTGA 

• SETDB1: Pf: CCTCGAGATGGGTGATGAGT, Pr: 

GCATAGCTACGCCACACTGA 

ENSRNOG00000021143 

 

 
 

Şekil 3.3: Setdb1 genetik bilgiler sayfası 

 

>ENSRNOT00000028709.8 Setdb1-201 cdna:protein_coding 

ATGGTCCTAGGAGTTTTTAAAAGCCAACTTTCTACAGGAAAGCAAAACTCCGGCGAAAGC 

ATGTCCTCCCTCCCTGGGTGCATGAGTTTGGCTGCAGCGCCAGCTGCGGCGGACTCTGCA 

GAGATTGCTGAGCTGCAGCAGGCAGTGGTTGAAGAGCTGGGTATCTCTATGGAGGAACTT 

CGTCAGTTCATCGATGAAGAACTGGAAAAGATGGACTGTATACAGCAGCGCAAGAAGCAG 

CTGGCAGAGCTGGAGACGTGGGTGCTGCAGAAGGAGTCTGAGGTGGCTTATGTTGATCGG 

CTGTTTGATGATGCATCTAGGGAAGTGACTAATTGTGAGTCTTTGGTGAAGGATTTCTAC 

TCTAAGCTGGGATTACAGTATCATGACAGTAGCTCTGACGATGAAGCTTCCCAGCCTACA 

GAGATAATCGAGATTCCTGATGAAGATGATGATGTCCTCAGTATTGATTCAGGTGATGCT 

GGGAGCAGAACGCCAAAAGATCAGAAGCTTCGTGAAGCTATGGCTGCCTTAAGAAAATCA 

GCTCAAGATGTCCAGAAGTTCATGGATGCTGTGAATAAGAAAAGCAGTTCTCAAGATCTA 

CATAAAGGAACCTTGGGTCAGGTGTCTGGAGAACTGAGCAAAGATGGGGACCTGATAGTC 

AGCATGCGGATTCTGGGCAAGAAGAGGACTAAGACGTGGCACAAAGGCACCCTCATTGCC 

ATCCAGACTGTCGGGCTAGGAAAGAAATACAAAGTGAAATTTGACAACAAAGGAAAGAGT 

CTGCTGTCTGGGAACCATATTGCCTATGATTACCACCCTCCTGCTGACAAGCTGTTTGTG 
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GGCAGTCGAGTGGTGGCCAAATACAAAGATGGAAATCAGGTCTGGCTTTATGCTGGCATT 

GTAGCTGAGACCCCTAACGTCAAGAACAAGCTCAGATTTTTAATTTTTTTTGATGATGGC 

TATGCTTCCTATGTCACTCAGTCCGAGCTGTATCCCATTTGCCGACCATTGAAAAAGACT 

TGGGAGGACATAGAAGACAGCTCCTGCCGAGACTTCATAGAAGAATATATCACTGCCTAT 

CCAAACCGCCCAATGGTACTTCTCAAGAGTGGCCAGCTTATTAAGACTGAGTGGGAAGGC 

ACATGGTGGAAGTCTCGAGTTGAAGAGGTTGATGGCAGCCTAGTCAGGATCCTCTTTCTG 

GATGACAAAAGATGTGAGTGGATCTATCGAGGCTCTACACGCCTGGAACCTATGTTCAGT 

ATGAAGACATCCTCAGCCTCTGCAATGGAGAAGAAGCAAGGGGGGCAACTCAGAACCCGT 

CCTAATATGGGTGCTGTGAGGAGCAAAGGTCCTGTTGTTCAGTACACTCAGGATCTAACG 

AGTACTGGAATCCAGTTTAAGCCCATGGAGCCCCTGCAGCCTATAGTCCCACCTGCCCCG 

CTTCCCATGCTTCCTCTTTCCCCCCAGGCAGGCGACAGTGAAAGCTTAGAAAGCCAGCTT 

GCTCAATCACGGAAGCAAGTAGCCAAAAAGAGCACATCATTCCGACCAGGATCTGTGAGT 

TCTGGCCATTCCTCCCCTACTTCGCCCACACTCAGTGAAAATGTACCCCCTGGGAAAATT 

GGAATGAACCAGACATACAGATCACCTTCAGCCTCTGTAACATCTACCCCAGCACCTGCA 

GCCCCTTCTGGGCCTCCAGCCCCTCCAGGGCCTCTTGCTCCTCCTGGACCACCGGCCCCT 

CCAGCTTTCCACGGCATGTTAGAGCGGGCACCAGCTGAGCCCTCCTATCGTGCCCCTATG 

GAGAAGCTTTTCTATTTACCTCATGTCTGCAGTTACACTTGTTTGTCCCGGATTAGACCC 

ATGAGGAATGAACAATATCGGGGCAAAAACCCTCTACTGGTCCCACTATTGTATGACTTC 

CGGAGGATGACAGCACGTCGCAGAGTTAACCGCAAGATGGGCTTCCATGTAATCTATAAG 

ACACCCTGTGGTCTCTGCCTTCGGACGATGCAGGAAATAGAGCGCTACCTTTTTGAGACT 

GGCTGTGACTTCCTGTACCTGGAGATGTTCTGTTTGGATCCATATGTCCTTGTTGACAGA 

AAGTTCCAGCCCTTTAAACCTTTTTACTATATTTTGGACATCACCTATGGCAAAGAAGAT 

GTTCCCCTGTCCTGTGTTAATGAGATTGACACAACTCCCCCACCCCAGGTGGCCTACAGC 

AAGGAACGCATTCCTGGCAAGGGTGTTTTCATTAACACAGGCCCTGAATTTCTGGTTGGC 

TGTGACTGCAAGGATGGGTGTCGGGATAAATCCAAGTGTGCCTGCCATCAGCTCACTGTC 

CAGGCCACAGCCTGTACCCCAGGGGGTCAGATCAACCCTAGCTCCGGCTACCAGCACAAA 

AGACTAGAAGAGTGTCTGCCCACAGGGGTTTATGAGTGTAACAAGCGCTGCAAATGTGAC 

CCAAACATGTGCACAAATCGGTTGGTGCAGCATGGACTGCAGGTTCGACTACAGCTGTTT 

AAGACACAGAACAAGGGCTGGGGCATCCGCTGCTTGGATGACATTGCTAAAGGCTCTTTT 

GTCTGCATTTATGCAGGCAAAATCCTGACAGATGACTTTGCAGACAAAGAAGGCCTCGAG 

ATGGGTGATGAGTACTTTGCAAATCTGGACCACATTGAAAGTGTGGAGAACTTCAAGGAA 

GGATATGAGAGTGACGTCCCCAGCTCCTCTGACAGCAGTGGGGTGGATATGAAGGACCAG 

GAGGATGGCAACAGTGGCTCAGAGGACCCTGAGGAGTCCAACGACGACAGCTCCGATGAC 

AACTTCTGTAAGGACGAGGACTTCAGCACCAGTTCAGTGTGGCGTAGCTATGCAACCCGG 

AGGCAGACTCGGGGTCAGAAGGAGAGTGAACTGTCTGAGGTGACTTCAAAGGACTCCCGC 

GCCCCAGACCGTGGGCCTCCCCACGTCCCTATCACTCCCTCAGGATCTGTAGGGGGTTGC 

AATCCACCTTCCTCCGAAGAGACACCCAAGAACAAGGTGGCCTCATGGTTGAGCTGCAAT 

AGTGTCAGTGAAGGTGGATTTGCTGACTCTGACAGCCGTTCCTCCTTTAAGACTAGTGAA 

GGTGGAGATGGCCGTGCTGGGGGAGGCCGGGGAGAGGCTGAAAGAGCCTCTACCTCAGGA 

TTGAGCTTCAAGGATGAAGGAGACAGTAAGCAATCTAAAAAAGAGGACCCTGAGGACCGA 

AACAAGATGTCAGTAGTTACTGAAGGCTCTCAGAATCATGGACACAATCCTCCCATGAAG 

TCTGAAGGGCTTCGCCGACCAGCTAGTAAAATTTCTATGCTCCAGAGCCAGCGAGTTGTG 

ACTTCTACTCAGTCAAACCCTGATGATATCCTAACACTGTCCAGCAGCACAGAAAGTGAG 

GGGGAAAGTGGAACCAGCCGAAAGCCCACTACTGGTCAGACTTCAGCCACAGCAGTTGAC 

AGTGATGACATCCAGACCATCTCTTCTGGCTCTGATGGCGATGACTTTGAGGACAAGAAG 

AACTTGTCGGGACCAACAAAGCGTCAGGTGGCAGTAAAATCAACCCGAGGCTTTGCTCTT 

AAATCAACCCATGGTATTGCCATTAAATCAACCAACATGGCTTCCGTGGACAAGGGGGAG 

AGTGCACCAGTTCGTAAGAACACACGCCAGTTCTATGATGGTGAAGAGTCTTGCTACATC 

ATTGATGCCAAACTTGAAGGCAACCTAGGCCGCTACCTCAATCACAGTTGCAGCCCCAAC 

CTGTTTGTCCAGAACGTTTTTGTGGATACCCATGATCTTCGCTTCCCTTGGGTGGCCTTT 

TTTGCCAGCAAGAGAATCCGGGCTGGAACAGAACTCACTTGGGATTACAACTATGAAGTG 

GGCAGTGTGGAAGGCAAGGAACTGCTGTGCTGCTGTGGAGCCATTGAATGCAGAGGGCGG 

CTTCTCTAGAGGAAGACTCTTCCTCACTCTGAGGATCCCTTCCCCAGGAACTGGGTCTTT 

CTGACTCCACGTCTCTGATCTGGCTTCTCCCCAGCTCCTAGTAGATAAAAGTGGGGGTCC 

TAGATCAGGACGTTGCCAGCGTGGTGCTAGCAGGCACTAGGGTGGGATGACCACCCTAGC 

ATCAGCCTGAGGTCCTTCTCATCCCGTATGTGTTCATGATTCACATGCGCCGTGTATCTG 

GTTTGTATGGTTTCTTGAAAGTCTTCTAACAAGATGATAAAATAGAGCTTGTGGTTTGTC 

TTCTCTCCTCAGCCCCATCTTGACCTTCCAGGGAGATGTCATTTCCCAATGGCAACTATC 

ATTAGTTTACCCCTTGATTTTATTTGCCTTGTGTAATTTTTAACAGCAACAAAAGTTCCA 

TGACCAGGAGGGAAGCCTAAGAAAAATAACCCTTCTCAAGTCTTAATAGTCTGACACAGT 

CATGTTTTATTTAACCTTTAATATACTTTAATTAAAAAAAATTAACAGTA 

 

• LINE-1(L1td1): Pf: GAGGGAGAGGCCTCAGAGTT, Pr: 

AGCCTCGAGCGTCATGTAGT 

• GAPDH; Pf: TTGGGTTGTACATCCAAGCA, Pr: 

CCCTCCTGGGTTTGTAGTCA 

• TRIM28: Pf: GACTGCCAACTCAATGCTCA, Pr: 

ATCAACCTGCACTCGCTTCT 
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• Klotho; Pf: CCACCAGAAGAGATGATGCCA Pr: 

ACCACTCCCCAAGCAAAGTC 

• TNF; Pf: GAGGCGCTCCCCAAAAAGAT, Pr: CTACGGGCTTGTCACTCGAG 

• COX2; Pf: TGGCTTACAAGACGCCACAT, Pr: TGGGCGTCTATTGTGCTTG 

 

3.2.3.5. qPCR 
 

Gerçek zamanlı PCR yapmak için; ileri primer, geri primer, su ve reaksiyon karışımı (syber 

yeşil boyası, DNA polimeraz, dUTP içeren dNTP) plakalara 14 μl olacak şekilde 

paylaştırıldı. cDNA örneklerinden 1 μl alınarak plakalara eklendi. Erime eğrisi altında kalan 

örnekler çalışma dışı bırakıldı ve bu örneklere yeniden RT-PCR yapıldı (Şekil 3.4). Aşağıda 

belirtilen koşullarda gerçek zamanlı PCR reaksiyonu Bio-Rad RT-PCR cihazında (Şekil 3.5) 

gerçekleştirildi (216,217).  

-Polimeraz aktivasyonu: 95ºC’de 1 döngü, 2 dk, 

- Denatürasyon: 95ºC’de 1 döngü, 5 sn, 

- Primer Bağlanması: 60-65ºC’de 1 döngü, 10sn, 

- Uzatma: 72ºC’de 1 döngü, 15sn, 

 

 
 

Şekil 3.4: Erime eğrisi 
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Şekil 3.5: Bio-Rad RT-PCR cihazı 

 

3.3. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 
 

İstatistiksel analizler ve grafikler GraphPad Prism 8.0 programı kullanılarak (GraphPad 

Software, Inc., CA, ABD) yapıldı. SYNB, GFAP, IL-6, TRIM28, LINE-1, COX-2, TNF-a, 

a-klotho ve SETDB1 ekspresyon seviyeleri 2-∆∆Ct yöntemiyle hesaplandı. Grup 

farklılıklarını belirlemek için Kolmogrov-Smirnov testi ile normal dağılım gösteren verilere 

Tek yönlü Varyans analizi (One-way ANOVA) testi uygulandı.  
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4. BULGULAR   

 

4.1. Morris su labirenti testi 
 

Morris su labirenti test denemesinde hayvanların platform kadranında geçirdikleri 

süreye bakılarak yapılan tek yönlü ANOVA testinde gruplar arasında anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir (Şekil 4.1). 

 

 

 

Şekil 4.1: Morris su labirenti testi 
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4.2. ERV ve ilişkili genlerin ekspresyonlarındaki değişimler  
 

Yapılan tek yönlü varyans analizine göre, SYNB gen ekspresyonunda gruplar 

arasında anlamlı bir fark görüldü (F(2,18)=4.808, p=0.0232). İkili post hoc LSD testine göre, 

SYNB geni ekspresyonunda 4 aylık ve 12 aylık sıçanlarda 1 aylık sıçanlara oranla anlamlı 

bir artış gözlendi (p= 0,0485 ve p= 0,0089, sırasıyla) (Şekil 4.2).  

 

 
 

Şekil 4.2: SYNB ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi. *p<0.05 ve **p<0.01. 

 

LINE-1 gen ekspresyon seviyesinin karşılaştırılmasında da yaşlar arasında bir 

farklılık saptandı (F(2,18)=3.013, p=0.0816). Bu farklılık marjinal anlamlılık seviyesinde 

kaldı. Fakat post hoc LSD testi ile ikili karşılaştırmalarda, 12 aylık sıçanlarda 1 aylık 

sıçanlara göre LINE-1 gen ekspresyonunda anlamlı bir artış kaydedildi (p=0,0318) (Şekil 

4.3). 
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Şekil 4.3: LINE-1 ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi. *p<0.05. 

 

ERV’lerin susturulmasında görevli olan TRIM28 gen ekspresyonu analizinde yaşlar 

arasında anlamlı bir farklılık saptanmadı (F(2,18)=2.322, p=0.1323). Fakat TRIM28 gen 

ekspresyonunda yaşa bağlı olarak bir düşüş söz konusuydu ve bu düşüş ikili 

karşılaştırmalarda 12 aylık sıçanların frontal korteksindeki TRIM28 ekspresyonu 1 aylık 

sıçanların frontal korteksindeki ekspresyona oranla daha azdı (p=0.054) (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4: TRIM28 ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi. *p<0.05. 

 

ERV’lerin susturulmasında görevli olan SETDB1 mRNA ekspresyonu yaşlar arasında 

karşılaştırıldığında yaşla birlikte bir düşüş olmasına rağmen anlamlı olarak bir değişim 

gözlenmedi (F(2,18)=0.8380, p=0.4507) (Şekil 4.5). 

 

 

 
 

Şekil 4.5: SETDB1 ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi. 
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4.3. İnflamasyonla ilişkili genlerin ekspresyonlarındaki değişimler 
 

Hem proinflamatuar sitokin hem de antiinflamatuar miyokin olarak görev yapan IL6 

mRNA ekspresyonu, tek yönlü varyans analizine göre yaşlar arasında anlamlı bir değişim 

gösterdi (F(2,18)=10.120, p=0.0017). Post hoc LSD testindeki ikili karşılaştırmalarda ise, hem 

4 aylık (p=0.0012) hem de 12 aylık (p=0.0027) sıçanların IL6 seviyelerinde 1 aylık sıçanlara 

oranla anlamlı bir artış tespit edildi (Şekil 4.6). 

 

 

 

 
 

Şekil 4.6: IL-6 ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi. **p<0.01. 

 

Diğer taraftan, inflamasyonu tetiklediği bilinen TNF-a gen ekspresyon seviyesi 

açısından gruplar arasında istatiksel açıdan anlamlı fark görülmedi (F(2,18)=0.008, p=0.9921). 

(Şekil 4.7). 
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Şekil 4.7: TNFa ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi 

 

Yaşla birlikte inflamasyonun değişimine bakmak amacıyla inflamasyonda rol 

oynayan prostanoidlerin yapımından sorumlu olan COX-2 gen ekspresyonunun değişimi de 

incelendi. Yapılan tek yönlü varyans analizine göre, 12 aylık sıçanların beynindeki COX-2 

ekspresyonu 1 aylık sıçanların beynindekine oranla daha fazla olsa da, incelenen yaşlar 

arasında COX-2 ekspresyonu açısından anlamlı bir fark gözlenmedi (F(2,18)=0.044, 

p=0.9567) (Şekil 4.8). 

 

 
 

Şekil 4.8: COX2 ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi 
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4.4. Yaşlanma ilişkili klotho geninin ve beyin hasarı belirteci GFAP 

geninin ekspresyonlarındaki değişimler 

  

Yaşlanma ile ilişkili olan klotho geninin ekspresyonundaki değişim tek yönlü 

varyans analizi ile incelendiğinde, gruplar arasında anlamlı bir farklılığın olduğu gözlendi 

(F(2,18)=3.929, p=0.0463). Gruplar arasında yapılan ikili karşılaştırmalarda ise hem 4 aylık 

sıçanların (p=0.0415) hem de 12 aylık sıçanların (p=0.0223) frontal kortekslerinde 1 aylık 

sıçanlarınkine oranla klotho geninin ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamlı bir artış 

kaydedildi (Şekil 4.9).  

 

 
 

Şekil 4.9: Klotho ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi. *p<0.05. 

 

 Merkezi sinir sistemi hasarının kandaki biyobelirteci olarak kabul edilen GFAP 

geninin ekspresyonundaki yaşa bağlı değişiklikler tek yönlü varyans analizi ile 

incelendiğinde, gruplar arasında GFAP ekspresyonu açısından istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişimin olduğu gözlendi  (F(2,18)=5.262, p=0.0175). Yapılan LSD ikili karşılaştırma 

analizlerinde ise GFAP ekspresyonunun 12 aylık sıçanlarda hem 1 aylık (p=0.0421) hem de 

4 aylık (p=0.0054) sıçanlara oranla anlamlı derecede düştüğü kaydedildi (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10: GFAP ekspresyon seviyelerinin yaşlara göre değişimi. *p<0.05; 1 aylık sıçana göre, 

#p<0.01; 4 aylık sıçana göre. 
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5. TARTIŞMA 

 

Epigenetik mekanizmalarla susturulduğu düşünülen ve gen regülasyonunda 

görevleri olduğu gösterilen endojen retrovirüslerinde yaşlanma teorilerine katkısının 

olabileceği yapılan bazı çalışmalarda gösterilmiştir. Bu çalışmalarda, endojen retrovirüs 

aktivasyonu tarafından tetiklenen immün-patojenik sürecin özellikle yaşlanmaya ve 

yaşlanmaya bağlı nörodejenerasyona sebep olabileceği konusunda kanıtlar sunulmuştur. Bu 

nedenle, endojen retrovirüslerin, düzensiz hücresel alt popülasyonların çoğalmasını 

desteklemesi ve sisteme özgü "yaşlanmayı" hızlandırması nedeniyle epigenetik bir etken 

gibi davrandığı sonucuna varılmıştır (218,219).  

Beyin yaşlanmasının ardındaki moleküler mekanizmaları anlamak, yaşlanmayı 

geciktirmeye ve yaşa bağlı nörodejeneratif hastalıkları önlemeye ve hatta tedavi etmeye 

yönelik stratejilerin geliştirilmesini destekleyecektir. Bu nedenle, bu çalışmada, beyindeki 

yaşlanma sürecinin ne zaman başladığı ve başlamasında rol oynayan moleküler 

mekanizmalara ışık tutabilmek ve katkı sağlamak amacıyla yaşla birlikte beyindeki endojen 

retrovirüslerin nasıl değiştiğini ve endojen retrovirüslerle ilişkili diğer genlerin değişiminin 

beyin yaşlanmasındaki rolünü araştırılması amaçlanmıştı.  

Endojen retrovirüslerin beyin yaşlanmasındaki rolünü incelemek amacıyla biz de 

çalışmamızda Syn-B geninin ekspresyonunun beyin korteksinde yaşla birlikte nasıl 

değiştiğine baktık. Mevcut çalışmamızda, yaşla birlikte Syn-B geninin ekspresyonunun 

anlamlı derecede arttığı, 1 aylık sıçanlarla karşılaştırıldığında 4 aylık sıçanlarda 1.5 katlık 

bir değişim varken 12 aylık sıçanlarda 2 katlık bir değişimin olduğunu kaydettik. Yapılan 

çalışmalarda özellikle bazı patolojik durumlarda sinsitin-2 gen ekspresyonunun arttığı 

gösterilmiştir. Örneğin; Shen ve arkadaşları sinsitin 2 gen ekpresyonunun akut miyeloid 

lösemide artışının immün regülasyon üzerinde etkili olduğunu (220), Tovo ve arkadaşları 

kronik immün trombositopenili çocuklarda sağlıklı çocuklara oranla sinsitin-2 

ekspresyonunun artışının hastalık patogenezinde etkili olduğunu (221) ve yine aynı ekibin 

otizm spektrum bozukluğu olan çocuklarda da artan sinsitin-2 ekspresyonu ile hastalığın 

patogenezi arasında pozitif bir korelasyonun olduğu gösterilmiştir (222). 
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Sinsitin-2 artışının beyinde omega 3 taşınmasını engelleyebileceği bildirilmiştir 

(223). Omega 3 eksikliğinin ak madde bütünlüğünde bozukluklara ve oligodendrosit 

olgunlaşmasında yetersizlliklere yol açtığı bilinmektedir (224–226). Sıçanlarda artan Syn-b 

seviyesi ise insandaki homoloğu olan sinsitin-2’nin artışına işaret edebilir. İnsanda artan 

sinsitin-2 ekspresyonunun ise beyinde omega 3 transportunu inhibe edip ak madde 

bütünlüğünü bozarak beyin yaşlanmasında rol alabileceği söylenebilir. 

Yapılan moleküler çalışmalarda ise HERV-W env’nin (sinsitin-1) insan 

monositlerinde TLR-4’e bağlanarak monositleri aktive edebildiği, dendritik hücrelerin 

HERV-W env proteini ile tetiklenerek Th1 gelişimini desteklediği gösterilmiştir (105). 

Multipl sklerozda (MS), HERV-W env proteininin, beyindeki kronik aktif lezyonlardaki 

makrofajlar ve mikroglia tarafından ifade edildiğinden dolayı hastalık patogenezinde öne 

sürülmüştür (105). İnsan ve fare mikroglialarının HERV-W env proteinine maruziyeti 

sonrasında proinflamatuvar sitokin, kemokin ve nitrik oksit seviyesini yükseltmesi ile 

aksonal hasara yol açtığı da yapılan çalışmaların sonuçlarındandır (227). Anti-HERV-W 

Env antikoru GNbAC1/Temelimab ile yapılan klinik çalışmada MS hastalarındaki olumlu 

gelişmeler, HERV-W env’in mikroglial akson hasarında ve myelin yenilenmesinin 

önlenmesinde rol oynayabileceğini gösterdi (228). Bu proteinin ayrıca oligodendrosit öncü 

hücre farklılaşmasını da inhibe ettiği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (229). 

İnsan fetal astrositlerinde sinsitin genini içeren virüs vektörü ile enfekte edilerek 

HERV-W env overekspresyonu sağlandığında nöroinflamasyon ilişkili gen 

ekspresyonlarının ve protein karbonil seviyesinin arttığı gösterilmiştir. Bu hücre kültüründen 

elde edilen şartlanmış medyumun oligodentrosit kültürüne uygulandığında da oligodentrosit 

hücrelerinin öldüğü ve hücresel uzantıların çekildiği kaydedilmiştir. Ancak nöronlarda bu 

etki gösterilememiştir. İnsan fetal astrositlerinin HERV-W env içermeyen SINrep5-EGFP 

virüsle enfekte edilmesiyle elde edilen şartlanmış medyumun ise oligodentrositlerde hücre 

ölümü gerçekleştirmediği bildirilmiştir. Başka bir kontrol olarak HIV-JFRL retrovirüs 

envelop proteini HFA hücrelerinde eksprese edildikten sonra elde edilen şartlanmış 

medyumun ise oligodentrositlerde ölüme ve hücre uzantısının çekilmesine yol açmadığı 

ancak nöronlarda sitotoksik etki gösterdiği bildirilmiştir (229). Bu çalışmadan anlaşılacağı 

üzere sinsitin proteini kaynaklı inflamatuvar süreçlerin oligodendrositlere spesifik bir hasar 

oluşturması 30’lu yaşlarda görülen ak madde bütünlüğündeki bozulmayı açıklayabilecek 

verilere örnek oluşturmaktadır. 

İnsan fetal astrositlerine sinsitin geni taşıyan virüs enfeksiyonu sonrasında non-

steroid anti-inflamatuvar, antioksidan ferülik asit ve iki farklı iNOS inhibitörü uygulandıktan 
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sonra alınan şartlanmış medyumun oligodentrosit kültürününe eklenmesi sonrasında non-

steroid anti-inflamatuvar ve ferülik asit uygulanan gruplarda hücre ölümü ve hücre 

uzantılarının çekilmesinin diğer ilaçlara göre azaldığı gösterilmiştir. Bu azalmanın protein 

karbonil miktarındaki azalma ile korele olduğu da bildirilmiştir (229). Bu çalışmada 

sinsitinin astrositlerde ekspresyonunun protein sentezi olmadan da IL-1β, iNOS ve redoks 

reaktanlarının sentezine yol açarak özellikle oligodendrositlerde patolojik etkiler 

oluşturabileceğine dikkat çekilmiştir. Bizim çalışmamızda da 4 aylık genç sıçanlarda 

artmaya başlayan sinsitin B ekspresyonunun 12 aylık erişkin sıçanlarda daha fazla miktarda 

eksprese olduğu gözlenmiştir. Artan sinsitin B ifadesinin yaşla birlikte retrotranspozon 

aktifleşmesine işaret ettiği görülmektedir. Bu durum yaşla birlikte beyindeki yapılardaki 

dejenerasyonla bu retrotranspozonların artışının ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. 

Örneğin, mutant farelerle yapılan bir çalışmada özellikle oligodentrosit prekürsör hücrelerin 

farklılaşmasında sorun olduğu ve bu miyelin kılıfındaki problemle birlikte MS hastalığının 

belirtilerinin görüldüğü gösterilmiştir (230). 

Başka bir çalışmada ise CIBERSORTx kullanılarak 10 MS hastalığı olan ve 5 sağlıklı 

bireyin beyin ak maddesinden elde edilen RNA’lardan dizileme yapılarak 215 HERV-W 

(sinsitin-1) lokusunun transkripsiyonel aktivitesi analiz edildiğinde, 65 HERV-W lokusunun 

tespit edilebilir bir ifadeye sahip olduğu ve bunlardan 14'ünün MS ve kontrol örnekleri 

arasında farklı şekilde ifade edildiği gösterilmiştir. Bu 14 lokustan 12'sinin MS'de yukarı 

regüle edildiği belirlenmiştir. Yukarı regüle edilen 8 HERV-W lokusunun ifade seviyeleri, 

tahmini oligodendrosit oranları ile anlamlı negatif korelasyon göstermiş, bu da bu lokusların 

oligodendrosit oluşumu ve/veya bakım dinamikleri ile ilişkili olduğunu düşündürmüştür. 

Ayrıca, Gen Set Zenginleştirme Analizi sonuçları, yukarı regüle edilen üç HERV-W 

lokusunun, 2p16.2, 2q13 ve Xq13.3'ün, oligodendrosit gelişimi ve miyelinizasyonunun 

baskılanması ile ilişkili olduğunu göstermiştir (231). 

Sinsitin B miktarındaki yaşa bağlı değişimin beyindeki sinyal yolaklarını etkileyip 

etkilemediğini araştırmak amacıyla, çalışmamızda sinsitin B ile ilişkili olabileceğini 

düşündüğümüz bazı genlerin ekspresyonlarındaki değişimleri de inceledik. Bu genlerden 

biri başka bir transpozon olan ve toplam genom uzunluğunun önemli bir kısmını oluşturan 

LINE-1 idi. Çalışmamızda, LINE-1 gen ekpresyonunun 4 aylık sıçanlarda artmamasına 

rağmen 12 aylık sıçanlarda sinsitin-B gibi genç hayvanlara oranla 2 kat arttığı gözlenmiştir. 

Bu sonuç, artan LINE-1 ifadesinin yaşlanma sürecinde retrotranspozon aktifleşmesinin 12 

aylık sıçanlarda da yani insanlara oranla orta yaşlarda da görülebileceğini desteklemektedir.  



 35   

 

LINE-1’in insan beyninde ekspresyonu birçok çalışmada gösterilmişse de LINE-1 

kaynaklı proteinlerin varlığına dair pek çalışma bulunmamaktadır (232–235). Daha önce 

yapılan sınırlı sayıdaki çalışmalardan birinde LINE-1 kaynaklı ORF1p proteini, 

retrotranspozisyon için gerekli olan proteinlerden biri, insan postmortem beyin dokusunda 

immünohistokimyasal metodlar ile gösterilmiş ve çalışmada yaş ile ORF1p proteini 

miktarında belirgin artış olduğu bildirilmiştir (236). Saccharomyces cerevisiae (237), 

Caenorhabditis elegans (238), insan (87,239) ve fare (240) gibi birçok türde transpozon 

hareketliliğinin yaşla birlikte arttığı düşünülmektedir. Bilindiği üzere yaşlanma, baskılayıcı 

epigenetik düzenleyicileri değiştirerek heterokromatin organizasyonunun bozulmasına yol 

açmaktadır (241,242). Bunların yanısıra, yaşlanma ile genel olarak transpozon baskılayıcı 

faktörler azalmakta (240) ve oksidatif stres gibi LINE-1 ekspresyonuna yol açan çevresel 

faktörler artmaktadır (243,244). Fakat LINE-1 ekspresyonun özellikle farklılaşan nöral 

prekürsor hücrelerinde arttığı gözlenmiştir. Bu nedenle LINE-1'ler, reverse 

transkripsiyondan bağımsız bir şekilde nöral farklılaşma hızını düzenleyerek hem insan hem 

de fare beyni gelişiminde kritik bir rol oynadığı düşünülmektedir. Farklılaşmanın 

tamamlandığı beyinlerde ise kontrolsüz olarak ekspresyonlarının artmasının genomik 

istikrarsızlığa neden olmasından dolayı, erişkin beyinde genellikle LINE-1’in çeşitli 

mekanizmalar tarafından susturulduğu bilinmektedir (245). 

LINE-1’in susturulmasında görevli olan enzimlerden biri de SIRT6’dır. SIRT6 ile 

LINE-1 susturulma düzenlemesinin yaşla birlikte işlevinin bozulması hücresel stres veya 

yaşlanma sonrası represyon mekanizmalardaki işlevsel bozukluğunun gösterilmesi 

açısından iyi bir örnek oluşturmaktadır. Bununla ilişkili yapılan çalışmalarda yaşlanma 

sırasında ya da DNA hasarında heterokromatin oluşumunu destekleyen histon deasetilaz 

proteini olan SIRT6’nın LINE-1 lokusunda azalması, LINE-1 derepresyonuna neden olduğu 

gösterilmiştir (240). SIRT6’nın yaşlanmada önemli bir düzenleyici olduğu knockout fare 

çalışmalarında yaşlanmanın hızlanması (246) ve overekspresyonunda fare ömrünün uzaması 

ile gösterilmiştir (247). İlginç bir şekilde, beyin bütün diğer organlar arasında yaşlanma 

sonrası LINE-1’in 5’UTR bölgesine bağlanan SIRT6’nın kısmi kaybı ile en yüksek LINE-1 

upregulasyonu gösteren doku olmuştur. Bu durum ile beyindeki yüksek retrotranspozisyon 

oranları (248,249), birçok nörolojik hastalığın LINE-1 disregulasyonu ile ilişkili olması 

(249,250), beyin yaşlanmasında LINE-1 ilişkili patolojilerin daha etkili olabileceğini 

düşündürmektedir.  

Hücre yaşamını ve genomik sağlamlığı koruyan bir diğer sirtuin ise SIRT7’dir (251). 

SIRT7 diğer görevlerinin yanında bir bağlayıcı faktör olarak da işlev görmektedir. Kısmen 



 36   

 

fare ve insan hücrelerindeki LINE-1 dizileri ile nükleer lamina proteini lamin A/C arasında 

H3K18 (histon H3 lizin 18) asetilasyonu yaparak etki etmektedir. LINE-1 elementleri bu 

yüzden lamin ilişkili domainler açısından zengindir. Bu bölgeler nükleer periferdeki 

heterokromatin yapılarını oluşturmakta (252) ve SIRT’nin sağladığı bağlanma ile LINE-1’in 

susturulmasını gerçekleştirmektedir (253). Yaşlanma ile SIRT7’nin hematopoietik 

hücrelerdeki downregulasyonu gösterilmiştir ve bu durumun LINE-1 derepresyonuna sebep 

olabileceği düşünülmektedir (254). Bunun yanında, insan kanından elde edilen hücreden 

bağımsız DNA‘larda LINE-1 promoter bölgesinde yaşlanma ile metilasyonun azaldığı da 

bildirilmiştir. Aynı şekilde bu durumun da LINE-1 ekspresyonunun artmasına yol 

açabileceği bildirilmiştir (255). İnsan fibroblastlarında yapılan çalışmalarda, yaşlanmış 

hücrelerin promotör ve artırıcı aktif gen bölgelerinin daha kapalı kromotin yapısı 

gösterirken, retrotranspozon (LINE-1) bölgelerinin daha açık kromotin yapısı gösterdiği 

(256) ve yaşlı farelerin karaciğer ve kas dokularındaki retroelementlerin artmış RNA 

ekspresyonu ve kopya sayısına sahip olduğu yapılan diğer çalışmalarda gösterilmiştir (239). 

LINE-1’in yaşlanmada önemli bir rol oynayabileceğini iddia eden “LINEage” teorisi 

2010 yılında ortaya atılmıştı (257). Bu teoriye göre LINE-1 endojen bir saat gibi işleyerek 

sürekli DNA’yı hasara uğratmakta ve genomik bütünlükte yavaş yavaş erozyona neden 

olmaktadır. Bu teori üzerine yapılan çalışmalarda LINE-1’in yaşlanmada sadece bir gösterge 

rolü olmadığı, aynı zamanda yaşlanmanın temelinde rol oynayan bir faktör olduğu da 

gösterilmiştir (257).  

LINE-1’in yaşla birlikte epigenetik baskılanmasının ortadan kalkması ve 

regülasyonunda yer alan SIRT6 ve SIRT7 miktarındaki yaşla birlikte değişimi LINE-1 

ekspresyonunun artmasına sebep olmakta ve bunun sonucunda DNA hasarı ve inflamasyon 

gibi yollar ile yaşlanmada rol alabilecek mekanizmalarda etkili olduğunu daha önce yapılan 

çalışmalarla gösterildiğinden çalışmamızda LINE-1’in 12 aylık sıçanlarda artması beyin 

yaşlanması sonucu orta yaşlı insanlarda gelişen bilişsel kayıpları ve morfolojik bozuklukları 

açıklayabilecek potansiyele sahiptir (2,3,172,258). Özellikle beyindeki yüksek 

retrotranspozisyon oranlarının (248,249) birçok nörolojik hastalıkta LINE-1 disregulasyonu 

ile ilişkili olarak gösterilmesi (249,250), beyin yaşlanmasında LINE-1 ilişkili patolojilerin 

etkili olabileceğini düşündürmektedir.  

İnsan endojen retrovirüslerin transkripsiyonu, DNA metilasyonu ve histon 

modifikasyonu gibi epigenetik mekanizmalar aracılığıyla susturulsa da çevresel faktörlerin 

endojen retrovirüs aktivasyonuna yol açtığı bilinmektedir. Üç parçalı motif içeren 28 

(TRIM28), insandaki en büyük transkripsiyonel düzenleyici ailesi için nükleer bir koruyucu 
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olarak işlev görmektedir. SETDB1 proteini ise, histon proteini için oldukça spesifik bir 

metiltransferazdır. Hem TRIM28 hem de SETBD1, insan endojen retrovirüslerin epigenetik 

transkripsiyonel baskılanması için spesifik etiketlerdir (259). Bu nedenle biz de 

çalışmamızda bu iki proteinin gen düzeyindeki değişimlerin yaşla birlikte nasıl olduğunu 

inceledik. Çalışmamızda 12 aylık sıçanların frontal korteksinde hem TRIM28 hem de 

SETDB1’in 1 aylık sıçanlara oranla 12 aylık sıçanlarda azaldığı görülmesine rağmen bu 

azalmanın sadece TRIM28’de anlamlı olduğunu gözlemledik. Çalışmamızda artan SYNB 

ve LINE-1 ekspresyonunun azalan TRIM28 gen ekspresyonu ile ilişkili olabileceğini 

düşünmekteyiz. 

 Epigenetik baskılayıcı olan TRİM28’in nöral progenitör hücrelerde genetik 

delesyonunun ERV’den gelişen intrasisternal A partiküllerinin birikimine sebep olduğu ve 

bu yolla transgenik farelerin beyinlerinde inflamasyon geliştiği daha önce yapılan bir 

çalışmada belirtilmiştir (84). Epigenetik baskılayıcı SETDB1’in silinmesiyle oluşturulan 

deneysel bir düzenekte de pro-B hücrelerinde de ERV kaynaklı protein birikimine bağlı 

hücre ölümleri tespit edilmiştir (85). 

TRIM28'in endojen retrovirüslerin sessiz bir durumda tutulmasında rol oynadığını 

daha önce yapılan birçok çalışma tarafından vurgulanmaktadır (260). 12 aylık sıçanlarda 

gözlemlenen TRIM28'in azalan transkripsiyonel seviyelerinin bazı HERV elemanlarının 

artan ekspresyonundan sorumlu olabileceği düşünülmektedir. TRIM28/SETDB1 protein 

kompleksinin, pluripotent kök hücrelerde ve erken embriyolarda endojen retrovirüslerin 

sessiz durumda tutulması için hayati önem taşıdığı daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir 

(260). Epigenetik süreçler, yapısal DNA değişikliği olmaksızın gen ifadesinin 

düzenlenmesinde kromatin bazlı mekanizmaları kapsamaktadır. Çevresel faktörler, TRIM28 

ve SETDB1'in neden olduğu gibi epigenetik değişikliklere neden olabilmektedir. TRIM28, 

hedef proteinlerin lizin kalıntılarına bağlanarak bunların fosforilasyonuna ve proteozom 

kaynaklı bozunmaya neden olduğu bilinmektedir. TRIM28, protein degradasyonu, RNA 

eklenmesi ve transkripsiyonel inhibisyon gibi çeşitli hücre fonksiyonlarında yer alan bir 

translasyon sonrası olay olan SUMOlasyon için SETDB1'i görevlendirmektedir (261). 

TRIM28 ve SETDB1 çok sayıda epigenetik süreçte yer almaktadır ve hem doğal hem de 

kazanılmış bağışıklık üzerinde etki göstermektedir (262). B hücresinin farklılaşmasını ve T 

hücresinin aktivasyonunu etkilemektedir. Özellikle, KRAB-ZFP'ler ve Foxp3 içeren 

kompleks aracılığıyla, TRIM28/SETDB1, T hücrelerinin düzenleyici fenotiplere 

genişlemesini kontrol etmekte, Treg baskılayıcı aktivitesini veya dentritik hücrelerin 

dağılımını ve T hücresinin inflamatuar efektör hücrelere kırpılmasını düzenlemektedir (263). 
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Yapılan bazı çalışmalar TRIM28 seviyesindeki değişimlerin nörodejenerasyonla ilişkisinin 

de olabileceğini göstermiştir (264). Bu nedenle TRIM28’in yaşlanmayı düzenlediği ve 

yaşlanmayla ilişkili sinyalizasyonun ilgili fenotipinin indüksiyonunu etkilediği 

bilinmektedir (265). 

Yapılan çalışmalarda rekombinant ENV (sinsitin-1) proteini uygulandığında sıçan 

oligodendritik hücrelerde iNOS ekspresyonunun arttığı ve proinflamatuvar sitokin salgısının 

gerçekleştiği gösterilmiştir. Ayrıca sinsitin-1 proteinin aşırı ekspresyonunun in vitro insan 

astrositlerinde ve in vivo transgenik farelerde inflamasyona yol açtığı belirlenmiştir (84). 

Biz de bu nedenle sinsitin B ve LINE-1’in yaşla birlikte ekspresyon artışının proinflamatuvar 

süreçlerle ilişkisini göstermek amacıyla IL-6 ekspresyonundaki değişimin 1 aylık sıçanlara 

oranla 4 aylık ve 12 aylık sıçanlarda nasıl olduğunu inceledik. Çalışmamızda IL-6 gen 

ekspresyonunun hem 4 aylık hem de 12 aylık sıçan beyinlerinde anlamlı dercede arttığını 

gözlemledik. Daha önce 4 ve 24 aylık IL-6 knockout ve vahşi tip farelerde yapılan 

karşılaştırmada IL-6 knockout fare hipokampusunda azalmış p53 protein miktarı ile artmış 

otofaji genlerinin ekspresyonu IL-6 proteininin eksikliğinin yaş ile gelişen hücresel hasar 

birikimini azalttığını göstermiştir (266). Alzheimer hastalığına sahip farelerin 

hipokampusunda ise artmış IL-6 yolak aktivasyonu gösterilmiştir. Buna paralel olarak 

beyinde IL-6’nın nötralizasyonunun hafıza sorunlarını azalttığı ve Alzheimer hastalığında 

görülen periferik glukoz intoleransını hafiflettiği de gösterilmiştir (267). Yine bu çalışmada 

genç yetişkin IL-6 eksikliği olan farelerde Morris su labirentinde yapılan deneylerde 

öğrenme yeteneğinin zayıflaması ile IL-6'nın fizyolojik seviyesinin doğru hafıza oluşumuna 

katılan mekanizmalarda rol oynadığı ve IL-6 sinyalizasyonunun beyin gelişimindeki önemi 

de gösterilmiştir. Hem 4 hem de 24 aylık IL-6 knockout farelerde benzer seviyede korunan 

öğrenme yeteneği ve 24 aylık vahşi tip farelerdeki zayıflama, IL-6 eksprese etmeyen 

farelerde yaşa bağlı hafıza kaybının daha yavaş olduğunu göstermektedir (268). Bu 

çalışmada aynı zamanda IL-6'nın, süperoksit üreten bağışıklık enzimi NADPH-oksidazın 

artan nöronal ifadesi için gerekli ve yeterli olduğu ve bunun kanonik olmayan NF-kβ 

sinyalleşmesi ile gerçekleştiği belirlenmiştir. Ayrıca, NADPH-oksidaz tarafından üretilen 

süperoksitin, normal bilgi işleme, kodlama ve hatırlama için gerekli olan parvalbumin ifade 

eden GABAerjik internöronların yaşa bağlı kaybından doğrudan sorumlu olduğu 

gösterilmiştir. IL-6'nın hedeflenmiş olarak silinmesi veya kronik süperoksit-dismutaz 

mimetiği ile süperoksitin ortadan kaldırılması, parvalbumin internöronlarının yaşa bağlı 

kaybını önlemekte ve yaşa bağlı bilişsel eksiklikleri tersine çevirdiği de yapılan çalışmada 

gösterilmiştir (269). 
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Bizim çalışmamıza paralel olarak daha önce yapılan bir çalışmada, 1 aylık yavru, 3 

aylık yetişkin ve 24 aylık yaşlı erkek BALB/c farelerin beyinlerinden alınan protein 

ekstraktlarında yapılan ölçümlerde beyincik, serebral korteks ve hipokampusta IL-6 

konsantrasyonu yaşla birlikte arttığı gösterilmiştir. Bu çalışmaya benzer olarak, yaşlanmada 

spontan IL-6 üretimini değerlendirmek amacıyla yeni doğmuş (<7gün), yetişkin (3-6 ay) ve 

yaşlı (24 ay) farelerin beyinlerinden glial hücreler kültüre edildiğinde, IL-6 gen 

ekspresyonunda ve IL-6 protein konsantrasyonunda yaşa bağlı bir artış görüldüğü 

belirlenmiştir. Aynı zamanda IL-6 pozitif olan mikroglia oranının da yaşla birlikte arttığı 

gösterilmiştir. Bu veriler, mikrogliaların yaşlı beyindeki artmış IL-6 seviyesine katkıda 

bulunduğunu da göstermektedir (270). 

İnsan çalışmalarında da yaşlı yetişkinlerde dolaşımdaki IL-6 seviyelerinin genç 

yetişkinlere göre daha yüksek olduğu gösterilmiştir (163,271). Weaver ve ark (272) 

tarafından yapılan uzun süreli bir çalışmada, sağlıklı yaşlı bireylerde plazmada yaşa bağlı 

IL-6 artışı bildirilmiş ve bu artışın bilişsel yeteneklerde hafif bir düşüşle ilişkili olduğu 

bulunmuştur. Önemli olarak, yaşlı yetişkinlerden ve farelerden izole edilen lenfoid 

hücrelerin de kendiliğinden yüksek seviyelerde IL-6 salgıladığı gösterilmiştir (273,274). 

Ayrıca yaşlı farelerin tüm beyin, hipokampus, serebral korteks ve beyincikleri 

incelendiğinde IL-6 seviyelerinin genç ve yetişkin farelere oranla arttığı gözlenmiştir (270). 

Benzer şekilde, 10 aylık senesans-hızlandırılmış farelerin serebral korteks ve 

hipokampuslerinde de IL-6 seviyelerinin yaşça eş kontrollere oranla arttığı görülmüştür 

(275). Yapılan bazı çalışmalarda, yaşlı beyindeki IL-6 artışının genç kontrollere göre 

beyinde daha fazla salgılanmasından kaynaklandığı gösterilmiştir (275). Ayrıca, IL-6 

protein seviyelerine benzer olarak sağlıklı yaşlı farelerin tüm beyninde, yetişkinlere kıyasla 

belirgin bir IL-6 mRNA artışı da gösterilmiştir  (270). IL-6 ve MAC-1 (mikroglia için bir 

belirteç) boyaması için yapılan iki renkli akış sitometrisi analizi, yaşa bağlı IL-6-pozitif 

mikroglial hücrelerde bir artış olduğunu göstermiştir (270). Ayrıca, bu çalışmada yaşla 

birlikte IL-6 ortalama floresan yoğunluğu artması ile hücre başına daha fazla IL-6 

ifadesininin olduğunu göstermiştir. Çok yaşlı rhesus maymunlarından kültüre edilen 

endotelyal hücreler de yetişkin ve fetal/neonatal maymunlardan izole edilenlere göre daha 

fazla IL-6 salgılamıştır (276). Yapılan bu çalışmalar yaşla birlikte beyinde IL-6 ifadesinin 

hem gen hem de protein düzeyinde arttığını göstermektedir. 

Yaşlı beyindeki IL-6 ifadesinin, gelişim sırasında olduğu gibi nöroprotektif 

özellikleri sürdürmesi mümkün olsa da elde edilen kanıtların çoğu aksini göstermektedir. 

Yaşlı beyindeki IL-6 artışı nörotoksik olabileceği ve bilişsel ve motivasyonel sistemleri 
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etkileyebileceği elde edilen sonuçlardan bazılarıdır (277). Örneğin, Down sendromu ve 

Alzheimer hastalığındaki demans şiddeti, artan IL-6 konsantrasyonları ile ilişkili 

bulunmuştur (278).  

Transgenik farelerin nöronlarındaki IL-6 ifadesinin artması ile artan astrositlerin 

sayısı astrosit boyutu ve dallanmış mikroglial hücrelerin sayısınının ilişkisi yapılan 

çalışmalarda gösterilmiştir (279). Ayrıca, astrositlerinde IL-6 ifadesinin aşırı olduğu 

transgenik farelerin, sitokin ifadesi düzeyi ile ilişkili olarak nörolojik hastalık geliştirme 

oranlarında artış göstermiştir  (280). IL-6 transgeninin ilerleyici nöropatik belirtilerinin 

özellikle kaçınma öğrenimindeki defektlerle yakından ilişkili olması (281), IL-6'nın 

hipokampal nöronlarda uzun vadeli potansiyasyonu engellediğine işaret etmiştir (282). 

Yakın tarihli bir çalışma, astrositleri IL-6'yı aşırı ifade eden yetişkin transgenik farelerin 

hipokampal dentate girusunda nörojenezin %63 oranında azaldığını göstermiştir (283). 

Embriyonik serebral prekürsör hücrelerin IL-6 varlığında kültüre edildiğinde astrositlere 

farklılaşması (284) IL-6’nın progenitor hücreleri glial hücre soyağacına yönlendirerek yaşlı 

beyindeki nörojenezi sınırladığını göstermiştir. Bu durum özellikle Alzheimer hastalığı ile 

ilgili olan gliozisin yaşlı beyinde IL-6 artışı ile ilişkili olmasını ve IL-6 seviyesi yüksek 

bireylerin bu tip nörolojik hastalığa yatkın hale gelmesine veya en azından yaşlılarda 

gözlemlenen bilişsel bozuklukları kısmen de olsa açıklamaktadır. 

Diğer taraftan IL6 ve endojen retrovirüslerin ilişkisini gösteren bir çalışmada 

amyotrofik lateral sklerozda TDP43 proteininin insan endojen retrovirüs K (HERV-K) 

ekspresyonunu aktiflediği (285) ve inflamasyonda ERV ve ERV çevresindeki dizilerin 

ekspresyonu artırdığı gösterilmiştir (286). Uzun terminal tekrarı olan LTR dizileri 

proinflamatuvar NF-κβ gibi transkripsiyon faktörleri için bağlanma bölgeleri 

bulundurmaktadır (133,287). NF-κβ’nin doğal ve adaptif bağışıklıktaki düzenleyici etkileri 

ve TNF-α, IL-1β, IL-6 ve IFNγ gibi birçok proinflamatuvar sitokinin NF-κβ’yi 

aktifleyebildiği düşünüldüğünde, NF-κβ’nin LTR çevresine bağlanarak ERV ekspresyonunu 

etkileyebilmesi, inflamasyon ile gelişen ERV ekspresyon artışını açıklamaktadır (133). 

Benzer şekilde insan astrosit hücrelerinde 13 aylıktan itibaren artan TNF-α, IFNγ, IL-6 ve 

IL-1’in sıçanların hipokampusunda astrositlerin hipertrofiye uğramasına neden olduğu 

gösterilmiştir (288). 

Sonuç olarak çalışmamızdaki IL-6 artışı retrotranspozon aktivasyonu sonrası steril 

inflamasyonu gösterdiği gibi beyindeki yapım süreçlerini kısıtlayıp yıkımı arttırdığından 

beyindeki artmış senescence ile de ilişkili olabilir. Bu durumda beyin yaşlanmasının 12 aylık 

sıçanlarda gelişmeye başladığı öne sürülebilmektedir. 
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Endojen retrovirüslerle yapılan çalışmalarda astrositlerin özellikle etkilenmesi 

nedeniyle çalışmamızda merkezi sinir sitemindeki astrositlerden eksprese olan GFAP 

proteinin ekspresyonunun yaşla birlikte nasıl değiştiğini de inceledik. Yapılan analizlerde 4 

aylık sıçanlardaki GFAP ekspresyonunda bir değişim görülmezken yapılan çalışmalara 

benzer şekilde 12 aylık sıçanların frontal korteksinde GFAP ekspresyonunun yaklaşık 2 kat 

azaldığını tespit ettik. Daha önce yapılan bir çalışmada ise, bizim çalışmamızın aksine 24 

aylık sıçanlarda GFAP mRNA miktarının 6-7 aylıklara göre hipokampusta 2 kat striatumda 

4 kat arttığı gösterilmiştir (289). Başka bir çalışmada ise, GFAP ekspresyonunun 29 aylık 

sıçanların 3 aylık ve 13 aylık sıçanlara göre arttığı, fakat 13 aylık ile 3 aylık grup arasında 

fark olmadığı gösterilmiştir (290). Erkek Wistar sıçanların serebellumunda yapılan 

immunohistokimyasal bir çalışmada ise GFAP seviyesinin ak madde de yaşla birlikte 

azaldığı gösterilmiştir (291). Benzer şekilde yapılan bir çalışma, yaşlı (26 aylık) ve çok yaşlı 

(29-32 aylık) dişi sıçanlarının 4-6 aylık sıçanlara göre hipokampusün stratum radiatum 

bölgesinde GFAP-pozitif astrositlerin sayısının azaldığını ve bu astrositlerin kısalmış 

uzantılara ve azalmış dallanma karmaşıklığına sahip olduğu bildirilmiştir (292). 

Başka bir çalışma, 24 aylık farelerin entorhinal korteksinde benzer bir şekilde GFAP 

aktivitesinde azalma olduğunu bulmuştur, bu durumun özellikle astrositlerin dallanmasının 

azalmasından kaynaklandığı öne sürülmüş ve CA1 alanında ve dentat girusta artmış GFAP 

aktivitesi bildirilmiştir (292). 

3, 9, 18 ve 24 aylık SV129/C57BL6 farelerde yapılan çalışmada, dentat girusda 3 

aylık ve 9 aylık gruplar arasında GFAP+ astroglia profilleri benzer iken 18 ve 24 aylık 

gruplarda GFAP immunoreaktivitesinde artış gösterildi. Ayrıca 24 aylık grupta 18 aylık 

gruba göre de anlamlı artış tespit edilmiştir (293). CA1 bölgesinde ise 9 aylık grupta 3 aylık 

gruba göre GFAP artışı vardı. En yüksek artış 24 aylık grupta iken 9 ve 18 aylık gruplar 

arasında anlamlı fark olmasa da 18 aylık grupta artışa eğilim bildirilmiştir.  CA1 bölgesinde 

yaşla birlikte GFAP seviyesinde artış olduğu gösterilmiştir (293). 3 aylık sıçanların 

entorhinal korteksi ile karşılaştırıldığında 9, 18 ve 24 aylık sıçanların yaşla birlikte GFAP 

immunoreaktivitesinde bir azalmanın olduğu bildirilmiştir (293).    

6, 12 ve 29 aylık C57BL/6J farelerde yapılan başka bir çalışmada korteks serebellum 

ve hipokampustan elde edilen dokulardan RNA izolasyonu yapıldı. Bu RNA izolatlarından 

Northern blot ile 3-tubulin, GFAP, GAD (glutamik asit dekarboksilaz), SS(Somatostatin) ve 

Thy-1 RNA seviyeleri karşılaştırılmıştır. Yaşla sadece GFAP seviyesinin 29 aylık farelerde 
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arttığı bildirilmiştir. Bilgisayar yardımlı dansitometri ile 29 aylık farelerde serebellum ve 

kortekste sinyal artışının 3 kat olduğu bildirilmiştir. (294).  

GFAP yapısal proteini astrositlerin karakterizasyonu için bir belirteçtir. Ayrıca, 

astroglia hücrelerinin beyinde en çok bulunan hücre türü olduğu ve nöronlar için hem yapısal 

hem de işlevsel destek sağladığı (nörotransmiter glutamat geri dönüşümü ve trofik faktör 

salınımı dahil) bilinmektedir (295). GFAP mRNA ifadeleri çeşitli nükleer reseptör 

hormonları, büyüme faktörleri ve lipopolisakkaritler tarafından düzenlenmektedir. GFAP 

ayrıca bir dizi translasyon sonrası modifikasyona tabi tutulurken, GFAP mutasyonları da bir 

takım protein birikimlerine neden olan hastalıklara sebebiyet vermektedir. GFAP gen 

aktivasyonu ve protein indüksiyonunun, merkezi sinir sistemi yaralanmaları ve 

nörodejenerasyonu takiben astroglia hücre aktivasyonunda (astrogliosis) kritik bir rol 

oynadığı görülmektedir. Ortaya çıkan kanıtlar ayrıca, travmatik beyin ve omurilik 

yaralanmaları ve felç sonrasında, GFAP proteini ve onun parçalanma ürünlerinin hızlı bir 

şekilde biyosıvılara salındığını ve bu durumun onları bu tür nörolojik bozukluklar için güçlü 

aday biyobelirteçler haline getirdiğini göstermektedir (296). GFAP ekspresyonunun 

travmatik durumlarda özellikle artması, çalışmamızdaki GFAP seviyesindeki azalmanın 

normal fizyolojik yaşlanma süreçlerinin erken yaşlanma dönemlerinde GFAP seviyelerinin 

patolojik seviyelere ulaşmadığını göstermektedir. Machnik ve arkadaşları tarafından 2024 

yılında yapılan bir hücre kültürü çalışmasında astrosit hücrelerine verilen hasarda sinsitin-1 

seviyesindeki azalmayla birlikte GFAP seviyesinde anlamlı bir artışın olduğu gösterilmiştir 

(297). Bu durum bizim sağlıklı hayvanlarımızda yaşla birlikte artan sinsitin-b seviyelerinin 

GFAP seviyelerinde bir azalmaya sebep olmasını kısmen açıklamaktadır. Bu durum GFAP 

seviyeleri ile endojen retrovirüs seviyeleri arasında negatif bir korelasyonun olduğuna işaret 

etmekte ve artan sinsitin seviyelerinin inflamasyona bağlı bir şekilde astrosit ölümlerine 

sebebiyet verebileceği hipotezini ortaya çıkarmaktadır. Ayrıca, HIV Nef'in beklentinin 

aksine GFAP ekspresyonunun azaltması ve astrositlerde glutamat metabolizmasının 

değişmesine ve astrosit proliferasyonuna yol açması özellikle viral partiküllerin gen 

ekspresyonunda promotör kısımlardaki etkisine işaret etmektedir (298) 

Normalde çoğu hücrede düşük seviyelerde bulunan COX-2 geni de inflamasyon ile 

pek çok hücrede hızla eksprese olmakta ve miktarında hızlı bir artış görülmektedir (299). 

Bizim çalışmamızda ise COX-2 miktarında 12 aylık sıçanlarda bir artış görülmesine rağmen 

bu artışın 1 aylık sıçanlara oranla anlamlılık seviyesine ulaşmadığı tespit edilmiştir. Benzer 

şekilde, 5 ve 30 aylık farelerin korteks ve serebellumunda yapılan 6347 genin analizinde 

COX2’nin yaşla birlikte değişmediği bildirilmiştir (300). Diğer taraftan, 4-6, 12-14 ve 20-
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21 aylık farelerin kortikal kılcal damarlarında yapılan çalışmada, sıvı sıvı kromatografi-kütle 

spektrometrisi cihazı ile yapılan çalışmada 12-14 aylık farelerde COX2 seviyesinin 4-6 aylık 

ve 20-21 aylık farelere göre yüksek olduğu bildirilmiştir (301). Ayrıca, farelerin dentat girus 

ve hipokampal CA2/3 bölgelerinden elde edilen dokularda yapılan western blot ve 

immunohistokimya çalışmasında 24 aylık farelerde daha küçük yaşlardaki (12 aylık ve 1 

aylık) farelere göre azalmış COX-2 seviyesi tespit edilmiştir (302). Bizim çalışmamıza 

benzer şekilde, sıçanların hipokampus ve korteksinde yapılan başka bir çalışmada ise COX-

2 ekspresyonunun 30 aylık sıçanlarda 4 aylık sıçanlara göre hipokampusta azaldığı fakat 

korteksteki ekspresyonunun yaş grupları arasında fark oluşturmadığı bildirilmiştir (316). 

Hipokampal GFAP ekspresyonu ise 4 aylık gruba göre 24 aylık grupta %46, 30 aylık 

grupta ise %72 arttığı bildirildi. Kortikal GFAP ekspresyonu ise 4 aylık sıçanlara göre 24 

aylık grupta 2 kat, 30 aylıkta ise 2.4 kat arttığı bildirilmiştir (303). Diğer taraftan, 1, 3, 6, 12, 

18 ve 24 aylık çöl farelerinde yapılan çalışmada hipokampusta COX2 protein seviyelerinin 

ve immunoreaktivitesinin yaşla değişimi araştırıldı. Bu çalışmada CA1 bölgesinin stratum 

piramidale kısmında 6 aylık grupta COX-2 immünoreaktivitesinin, 1 ve 3 aylık gruplara 

kıyasla azaldığı, daha yaşlı gruplarda ise COX2 immünoreaktivitesinin zamanla arttığı 

bildirilmiştir. 18 ve 24 aylık gruplarda ise güçlü COX-2 immünoreaktivitesi bulunduğu 

gösterilmiştir. CA2/3 bölgesinde COX2 immunoreaktivitesinin 1 aylık gruba göre 3, 6 ve 12 

aylık gruplarda azaldığı 12 aylık gruba göre 18 ve 24 aylık gruplarda arttığı bildirildi. Dentat 

girustaki immunoreaktivite ise 18 ve 24 aylık gruplarda diğer gruplara göre arttığı 

gösterilmiştir. Western blot ile hipokampusta yapılan protein seviyesi analizinde 3 aylık 

grupta 1 aylık gruba göre azalma gösterildi. 6 aylık grupta COX2 seviyesi en az iken yaşla 

birlikte arttığı bildirilmiştir (304). 

6, 12, 18 ve 24 aylık Fischer 344 sıçanların beyin izolatında yapılan çalışmada da 

benzer şekilde COX2 mRNA ve protein seviyelerinde gruplar arasında fark bulunmamıştır 

(305,306).  Bu çalışmada endojen retrovirüs geninin farklı sitotoksisite ve inflamatuar 

aracıların modülasyonunu uyararak patofizyolojik olayları başlattığı öne sürülmüştür.  

Çalışmamızda ayrıca yaşla birlikte ekspresyonel değişimine baktığımız sistemik 

inflamasyonda yer alan hücre sinyal proteini olan TNF-α’nın da COX-2 ile benzer şekilde 

gruplar arasında anlamlı bir değişiminin olmadığı gözlenmiştir. TNF-α akut faz 

reaksiyonunu oluşturan sitokinlerden biridir ve birincil rolü bağışıklık hücrelerinin 

düzenlenmesidir. TNF-α’nın salınımı hücrede NF-κβ ve MAPK yollarının 

etkinleştirilmesine ve ölüm sinyallerinin tetiklenmesi ile apoptoz yolağının aktifleşmesine 
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sebebiyet vermektedir (307). Literatürdeki çalışmalara baktığımızda ise özellikle 

hipokampüste yaşla birlikte TNF-α seviyelerinin arttığı görülmektedir. Örneğin; 3, 16 ve 22 

aylık Wistar sıçanlarının hipokampusundan elde edilen doku örneklerinde yapılan bir 

çalışmada 3 aylık sıçanlara göre 16 ve 22 aylık sıçanlarda TNF-α seviyesinin arttığı 

bildirilmiştir (319). Diğer bir çalışmada da 6 ve 24 aylık sıçanların substansia nigrasından 

elde edilen örneklerde 24 aylık sıçanların TNF-α’nın yanı sıra, IL-6 ve COX2’nin protein ve 

mRNA seviyelerinin 6 aylık sıçanlara göre arttığı bildirilmiştir (10). Yapılan çalışmalar 

patolojiye bağlı olarak değişen sinsitin proteininin TNF-α seviyelerinde artışa sebep 

olduğunu göstermektedir (309). 6 ve 16 aylık dişi farelerde yapılan çalışmada yaşlı farelerin 

hipokampusunda genç farelere göre IL-6 ve IL-1β seviyelerinin arttığı, TNF-α seviyelerinin 

ise değişmediği bildirilmiştir. Bu çalışmada yüksek kolesterollü diyet ile beslenen yaşlı 

farelerde IL-1β ve TNF-α seviyelerinin kontrol yaşlı farelere göre arttığı, TNF-α seviyesinin 

ise kolesterolle beslenen yaşlı farelerde kolesterolle beslenen genç farelere göre daha yüksek 

olduğu bildirilmiştir (310). 

Makrofajlar tarafından artan TNF-α salınımının inflamasyonun başlatılmasında 

merkezi bir rol oynadığı bilinmektedir. Bu nedenle sağlıklı yaşlanmada ya da herhangi bir 

patolojik durum olmadığında gen ekspresyonunda değişim beklenmemektedir. Bunu 

destekler nitelikte yapılan bir çalışmada 3-4 ve 22-24 aylık Wistar sağlıklı sıçanlarda striatal 

TNF-α değerlerinin her iki yaşta da benzer olduğu gözlenmiştir. Ayrıca her iki yaş grubunda 

da TNF-α ifade eden hücrelerin ağırlıklı olarak GFAP-pozitif astrositlere karşılık geldiği 

bildirilmiştir. Yaşlı hasarlı striatumdaki TNF-α seviyelerinin ise, yetişkinlere göre anlamlı 

derecede daha düşük olduğu tespit edilmiştir (311). Yapılan bazı çalışmalarda da 

yaşlanmanın erken evrelerinde TNF-α seviyelerinde görülmeyen farklılıkların ileri yaşlılık 

dönemlerinde değiştiği gösterilmiştir. Örneğin; C57BL6/N farelerin bütün hemisferinden 

elde edilen dokuda yapılan qPCR analizinde yaşla birlikte TNF-α’da artışa doğru bir meyil 

olsa da sadece 28 aylık farelerde artışın anlamlı bir seviyeye ulaştığı gösterilmiştir (312). 

Çalışmamızda yapılan morris su labirenti testinde gruplar arasında anlamlı bir fark 

gösterilememiştir. Benzer çalışmalarda ise gerek uygulanan prosedürlerdeki farklılıklar 

gerek hayvan cinsi ve yaşının farklı olması nedeniyle farklı sonuçlar elde edilmiştir. Örneğin 

10 adet Wistar cinsi sıçan içeren 6, 9, 12 aylık gruplarda yapılan morris su labirenti testinde 

9 ve 12 aylık grupların ortalama toplam zaman ve ortalama toplam alınan yol değerlerinin 6 

aylık gruba göre daha yüksek olduğu gösterilmiştir (313).  
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Başka bir çalışma dört farklı yaş grubundaki sıçanlarda (Fischer-344) mekânsal 

referans ve çalışma belleğindeki yaşa bağlı değişim örüntüsünü incelemiştir. Morris su 

labirenti testinde uygulanan yer ayrımı testi mekânsal referans belleğini; kaçış platformunun 

konumunun oturumdan oturuma değiştiği bir ayırt etme görevi olan tekrar edilen edinim testi 

ise mekânsal çalışma belleğini ölçmüştür. Test edilen yaş grupları 4 ay, 11 ay, 17 ay ve 24 

ay olarak belirlenmiştir. Dört aylık sıçanlarla karşılaştırıldığında, 24 aylık sıçanlar yer ayrımı 

performansının altı ölçütünün tamamında, 17 aylık sıçanlar beş ölçütte ve 11 aylık sıçanlar 

ise yalnızca bir ölçütte anlamlı düzeyde bozulma göstermiştir. Sadece 24 aylık sıçanlarda 4 

aylıklarla karşılaştırıldığında tekrar edilen edinim testinde anlamlı bir çalışma belleği 

bozulması saptanmıştır (258). 

Yaklaşık 20 adet sıçanın bulunduğu 8, 16 ve 24 aylık sıçanlardan oluşan grupların 

kullanıldığı diğer bir çalışmada morris su labirenti testinde 8 aylık sıçanların daha yaşlı 

gruplara göre platformun yerini daha çabuk öğrendiği gösterilmiştir (314). 

15 adet 4 aylık, 30 adet 12 aylık ve 9 adet 24 aylık CD-COBS sıçanların kullanıldığı 

çalışmada morris su labirenti testinde 4 aylık sıçanlar diğer gruplara göre daha iyi 

performans gösterirken 24 aylık sıçanların platformun bulunduğu alan ile ilgi bir öğrenme 

davranışı sergilemediği bildirilmiştir (315).   

10 adet 6 aylık 6’şar adet 12, 15, 18 ve 22 aylık Fisher 344 sıçanların kullanıldığı 

çalışmada her gün 10 dakika arayla 2 defa morris su labirenti testi yapılmıştır. Bu çalışmada 

aynı günün 2. testinde ilk teste göre daha kısa zamanda platformu bulan tek grup 6 aylık 

grup olmuştur. Ancak 6 aylık grup ile 12 ve 15 aylık grupların 2. deneyde platformu bulma 

süreleri açısından istatistiksel olarak fark gösterilememiştir. 18 ve 22 aylık gruplar ise diğer 

gruplara göre 2. testte paltformu daha geç bulmuştur (316). 

6, 12 ve 24 aylık long-evans cinsi sıçanların kullanıldığı çalışmada her grupta 12 

sıçanla çalışılmıştır. Morris su labirenti testinde her gün 3-4 defa test tekrarlanmıştır. Bu 

çalışmada ilk testte 6 aylık sıçanlar 12 ve 24 aylık sıçanlara göre platformu daha erken 

bulurken, son testte ise 12 ve 6 aylık sıçanlar arasında bir fark gösterilememiştir (317). Bizim 

çalışmamızda 4 aylık sıçanlar kullanılmış olsa da test protokolü ve hayvan cinsi açısından 

çalışmamıza en yakın olan bu çalışmada genç ve orta yaşlı sıçanlar arasında fark 

gösterilmemiş olması bizim çalışmamızı destekler niteliktedir. Ancak genç farelerin orta 

yaşlı farelerden daha üstün performans gösterdiği diğer çalışmalar ise hipotezimizi destekler 

niteliktedir (258,313,315,316). 
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Çalışmamızda son olarak yaşlılıkla ilişkisi bilinen klotho geninin ekspresyonunun 

beyinde nasıl değiştiğini inceledik ve yaşla birlikte gen ekspresyonunda anlamlı bir artış 

gözlemledik. Literatürde yapılan birçok çalışmada ileri yaşlarda klotho seviyesinin anlamlı 

derecede azaldığı gösterilmiştir. Örneğin; 6, 9, 12 ve 18 aylık farelerde prefrontal korteks, 

korteks, hipokampus ve serebellumda yapılan analizde yaşla birlikte klotho ekspresyonunun 

azaldığı gösterilmiştir. Beyindeki transmembran klotho ekspresyonu salgılanan klotoho 

ekspresyonundan 6 aylık iken 9, 18 aylık iken 5 kat daha fazla olduğu gösterilmiştir. 

Prefrontal korteksteki klotho seviyelerinin 6 aylık fareler ile karşılaştırıldığında, 9 aylıktan 

itibaren düşmeye başladığı, 12 ve 18 aylık farelerdeki düşmenin ise neredeyse %90’larda 

olduğu bildirilmiştir. Hipokampusta klotho seviyeleri 12 aylıktan itibaren düşmeye 

başlarken, kortekste 18 aylıkta ciddi düşme gösterilmiştir. Serebellumda da klotho seviyeleri 

12 aylıktan itibaren hızla düşmeye başlamıştır (318).  

Salgılanan klothonun protein seviyeleri 6 aylık fareler ile kıyaslandığında 18 aylık 

farelerde prefrontal kortekste %41, kortekste %49, hipokampusta ise %63’lük bir düşüş 

gösterdiği bildirilmiştir. Alzheimer modeli olan 3xTg-AD farelerde yapılan ölçümlerde 6 

aylık farelerdeki klotho ekspresyonu kontrol farelerdekine göre daha düşük bulunmuştur. 

Fakat 12 aylıktan itibaren klotho ekspresyonunun benzer seviyelerde olduğu bildirilmiştir 

(318). 6 ve 12 aylık farelere 6 ay egzersiz yaptırılan deneyde ise yaşlı fareler %50 daha az 

egzersiz yapmalarına rağmen kontrol gruba göre klotho ekspresyonlarındaki artışın daha 

belirgin olduğu gösterilmiştir (318).  

B6D2F1 farelerde yapılan çalışmada ise 12 aylık olana kadar klotho seviyesinin 

beyinde zamanla arttığı, 12 aylıktan sonra ise azaldığı bildirilmiştir. Sıçanlarda da benzer bir 

ekspresyon patterni gösterilmiştir (208). Sıçanların 12 aylık oluncaya kadar yaşlanma 

belirtilerinden bu protein ekspresyonunu arttırarak korunduğu öngörülmektedir. Yapılan 

araştırmalar, klotho proteininin yüksek miktarda üretilmesinin oksidatif strese karşı belirgin 

bir direnç sağladığını ve bu sayede yaşlanma sürecini yavaşlatarak yaşam süresini uzattığını 

göstermektedir (319). 

37 ve 85 yaş aralığında 202 kişinin kan örneğinden yapılan çalışmada yaş ile birlikte 

spor yapan kişilerde serum klotho seviyelerinin düştüğü ve yaş ile ilişkili düşmenin kısmen 

klotho genindeki metilasyondan kaynaklandığı bildirilmiştir (320).İnsanlarda yapılan başka 

bir çalışmada orta yaşlı yetişkinlerdeki klotho serum seviyelerinin, yaşlı yetişkinlerdekinden 

de anlamlı olarak daha yüksek olduğu gözlenmiştir (321). 
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181 sağlıklı Asyalı bireyin serumundan ELISA testi kullanılarak yapılan çalışmada 

normal yetişkinlerde α-klotho serum seviyelerinin 239 ile 1266 pg/mL arasında değişmekte 

olduğu bildirildi. α-klotho seviyelerinin kreatinin ve yaş ile ters orantılı olduğu gösterildi. 

Ancak normal çocuklardaki α-klotho seviyelerinin yetişkinlerdeki seviyelerden anlamlı 

olarak daha yüksek olduğu bildirildi. Bu çalışmada hem çocukları hem de yetişkinleri içeren 

çok değişkenli bir lineer regresyon analizinde, α-klothonun yaş ve kalsiyum ile negatif, 

fosfat ile pozitif korelasyon gösterdiği bildirildi (322). 

Beyin yaşlanmasının 30’lu yaşlarda başladığına dair deliller olmasına rağmen bu 

durumu açıklığa kavuşturmak için yeterince çalışma yapılmamıştır. Yaşlanma çalışmaları 

genellikle 60’lı yaşlara karşılık gelen sıçanlar üzerinde yapılırken yaşlanmanın ne zaman 

başladığına dair net bir görüş bulunmamaktadır (3). 

ALS ve multiple skleroz, çoğunlukla 30’lu yaşlarda tanı konulan ve her ikisinde de 

HERV’lerin etkili olabileceği düşünülen hastalıklardır. Şizofreni ise ergenlik ve 20’li 

yaşlarda tanı konabilen, patogenezinde HERV’lerin rol alabileceği başka bir hastalık olarak 

öne çıkar. Aynı şekilde patogenezinde HERV’lerin yer alabildiği frontotemporal demans 

40’lı yaşlarda teşhis edilir. 30’lu yaşlarda, 20’li yaşlara kıyasla gözlemlenen bilişsel işlev 

kaybı ise beyin yaşlanmasının erken belirtileri olarak değerlendirilebilir. 

Çevresel koşulların etkisiyle ekspresyonu artarak çeşitli enflamatuvar süreçleri 

tetikleyebilen HERV’ler, multiple sklerozdaki mekanizmaya benzer bir şekilde 30’lu 

yaşlarda aktifleşerek ak madde bütünlüğünde bozulmalara neden olabilir. Bu yaşlardaki 

işlem hızı ve çıkarımsama becerilerinde görülen düşüşte, HERV’lerin rolü olabilir. 

Çalışmamızda LINE-1, SYNB ve IL-6 mRNA ekspresyonunun 12 aylık farelerde 

diğer gruplara göre arttığı TRIM28 geninin azaldığı gösterildi. Bu artışlar bahsedilen 

mekanizmalar ile 30’lu yaşlardaki bilişsel gerileme ve ak madde bütünlüğündeki kaybı 

endojen retrovirüslerin yaşlanma açısından öneme sahip olduğu ve epigenetik değişimlerin 

yaşlanmada etkili olduğunu kanıtlar nitreliktedir.  

Çalışmamızda DNA hasarı, senescence ve beyin ak madde bütünlüğü ilişkili 

biyomarkırlar kullanılmadığı için yaşlanma sürecinin 12 aylık farede başladığına dair net 

kanıtlar oluşturulamamıştır. Başka yöntemler ile ak madde bütünlüğündeki bozulma 

inflamasyon ile korele bir şekilde gösterilebilse idi hipotezin ispatı açısından daha net 

kanıtlar oluşturulabilirdi. İleride bu duruma dair daha büyük gruplarda daha kapsamlı 

çalışmalar yapılabilir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Sıçanların frontal korteksinde yaptığımız gen analizlerinde yaşla birlikte Syn-B 

geninin ekspresyonunun anlamlı derecede arttığını, 1 aylık sıçanlarla karşılaştırıldığında 4 

aylık sıçanlarda 1.5 katlık bir değişim varken 12 aylık sıçanlarda 2 katlık bir değişimin 

olduğunu kaydettik. LINE-1 gen ekpresyonunun 4 aylık sıçanlarda artmamasına rağmen 12 

aylık sıçanlarda sinsitin-B gibi genç hayvanlara oranla 2 kat arttığını gösterdik. 12 aylık 

sıçanlarda hem TRIM28 hem de SETDB1’in 1 aylık sıçanlara oranla 12 aylık sıçanlarda 

azaldığı görülmesine rağmen bu azalmanın sadece TRIM28’de anlamlı olduğunu 

gözlemledik. IL-6 gen ekspresyonunun hem 4 aylık hem de 12 aylık sıçan beyinlerinde 

anlamlı dercede arttığını gözlemledik. 4 aylık sıçanlardaki GFAP ekspresyonunda bir 

değişim görülmezken yapılan çalışmalara benzer şekilde 12 aylık sıçanların frontal 

korteksinde GFAP ekspresyonunun yaklaşık 2 kat azaldığını tespit ettik. COX-2 miktarında 

12 aylık sıçanlarda bir artış görülmesine rağmen bu artışın 1 aylık sıçanlara oranla anlamlılık 

seviyesine ulaşmadığını tespit ettik. Sistemik inflamasyonda yer alan hücre sinyal proteini 

olan TNF-α’nın da COX-2 ile benzer şekilde gruplar arasında anlamlı bir değişiminin 

olmadığını gözlemledik. Son olarak yaşlılıkla ilişkisi bilinen klotho geninin ekspresyonunun 

beyinde nasıl değiştiğini inceledik ve yaşla birlikte gen ekspresyonunda anlamlı bir artış 

gözlemledik. Çalışmamızda yapılan Morris su labirenti testinde gruplar arasında anlamlı bir 

fark gösterilememiştir.  

Syn-B ve LINE-1 artışı diğer ERV’lerin aktiflendiğine de işaret edebilir. İnsanda 

30’lu yaşlara denk gelen 12 aylık farelerde endojen retrovirüslerin aktifliğinin gösterilmesi  

bu yaşlarda görülen bilişsel fonksiyonlardaki gerilemeye endojen retrovirüslerin sebep 

olabileceğine dair kanıt oluşturur. Çalışmamız sonucunda beyin yaşlanmasının ertelenmesi 

için gerekli müdahalelerin 30’lu yaşlarda yapılabileceği söylenebilir.  
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