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OZET

BEYIN YASLANMASINDA ENDOJEN RETROVIRUSLERIN OLASI ROLU

Endojen retroviriisler insan genomunun yaklagik %8’ini olusturur. Cok eski
donemlerde atalarimizin germ hiicrelerini enfekte etmeleri ile nesilden nesile aktarilabilmig
bu retroviral genler biliylikk oranda mutasyonlara ugrayarak ve cesitli epigenetik
mekanizmalar ile bastirilmis olsa da ¢esitli durumlarda veya yaslanma siirecinde tekrar
aktiflesip hastalik patogenezinde rol oynayabilmektedir. Fakat bu baskilanma yasla birlikte
azalmaktadir. Endojen retroviriisler 6zellikle inflamatuvar siiregleri giiglendirmeleri nedeni
ile birgok otoimmiin hastaligin patogenezinde etkin rol oynamaktadirlar. Gerek gelisimsel
gerek bagisiklik sisteminin diizenlenmesi agisindan hem gen regulasyonunda hem de protein
sentezinde rol alan retroviral genlerin yaslanma siirecinde aktifleserek 6zellikle
norodejenerasyon patogenezinde etken bir faktdr olarak davranabilecegine dair ¢alismalar
vardir. Endojen retroviriisler tarafindan kodlanan sinsitin-1 proteini insanda trofoblastlarin
sinsityotrofoblastlara doniisiimiinde ve myoblastlarin birlesmesinde gorev aldigi bilinen bir
proteindir. Bu proteinin bagisiklik sistemini uyardigi ve multiple skleroz, sizofreni gibi
hastaliklarda ekspresyonunun arttigi gosterilmektedir. Beyin yaslanmasinin hangi asamada
basladig1 yeterince arastirilmamus bir konudur. insanlarda yapilan ¢ikarimsama ve islem hiz1
iceren biligsel testlerde 30’lu yaslardan itibaren 20’li yaslardaki bireylere gore gerilemeler
saptanmistir. Fakat bu yaslarda yaslanmanin baslayabilecegine dair yeterince ¢alisma
bulunmamaktadir. Diffiizyon MR ile yapilan c¢alismalarda ak madde biitiinliigiindeki
bozulmalarin 30’lu yaslarda bagladig1 gosterilmistir. Farelerde yapilan ¢alismalarda ise 12
aylik farelerde daha geng¢ farelere gore davranis testlerinde gerilemeler kaydedilmistir.
Ayrica bu hayvanlarin beyin kesitlerinde de yaslanmaya dair ¢esitli belirteglerin olusmaya
basladig1 gosterilmistir. Endojen retroviriislerin 30’lu yaslardaki bilissel fonksiyonlarda
gerilemeye sebep olan beyin yaglanmasini baslatan faktorlerden olup olmadigini arastirmay1
amagladigimiz ¢alismamizda 12 aylik (n=5), 4 aylik (n=7) ve 1 aylik (n=7) sicanlara morris
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su labirenti testi yapildiktan sonra siganlarin beyinlerinde sinsitin-2’nin faredeki analogu
olan sinsitin-b (SYN-B), en yaygin retrotranspozon olan long interspersed nuclear element-
1(LINE-1), bunlarin inflamatuvar siireglerle iliskisini belirlemek i¢in interleukin-6 (IL-6),
tumor nekroz faktor-alfa (TNF-a), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve gliyal fibriler asidik protein
(GFAP), retrotranspozonlarin ve endojen retroviriislerin ekspresyonunu baskilayan
proteinler olan TRIM28 ve SETDB1 ve son olarak yaslanmada ekspresyonu azalan klotho
genlerinin ekspresyonlart RT-PCR kullanilarak gruplar arasinda karsilagtirildi. LINE-1 ve
SYN-B seviyelerinin 12 aylik grupta 1 aylik gruba gore anlamli seviyede arttig1 ve bu artisin
IL-6 seviyesindeki artisla paralel oldugu gosterildi. Bununla birlikte SETDB1
ekspresyonunda fark goriillmezken TRIM28 ekspresyonunun 12 aylik sigcanlarda 1 aylik
gruba oranla anlamli derecede diisiik oldugu kaydedildi. Diger yandan, COX-2 ve TNF-a
seviyelerinde ise gruplar aras1 anlamli fark bulunmazken, klotho seviyesinin yasla birlikte
anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Morris su labirenti testinde ise gruplar arasinda bir fark
gosterilemedi. Sonug olarak ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar, endojen retroviriislerin
hedeflenmesinin beyin yaslanmasini yavaslatma ve ndrodejeneratif siirecleri hafifletme
konusunda terapdtik potansiyele sahip olabilecegini gdstermektedir. Bu retroelementlerin
beyinde yaslanmaya nasil katkida bulundugunu anlamak, yasa bagl biligsel gerileme ve

norodejeneratif hastaliklar i¢in yeni tedavilerin oniinii agmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biligsel yaslanma, endojen retroviriisler, polimeraz zincir

reaksiyonu, inflamasyon



ABSTRACT

THE POSSIiBLE ROLE OF ENDOGENOUS RETROVIRUSES IN BRAIN AGING

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. GIRIS

Yaslanma denilince genelde 60’11 yaslar ve sonrasi anlasilir. Ancak beyin yaslanmasi
olarak bakilacak olursa, 30’lu yaslardan itibaren bilissel testlerde gerilemelerin basladigi
birgok c¢alismada gosterilmistir (1-3). Diffiizyon MR ile yapilan calismalarda 30’lu
yaslardan itibaren beyin ak maddesinin biitiinliiglinde bozulmalar oldugu gosterilmistir
(4,5). Ayrica bagka bir ¢alismada ise bu ak madde biitiinliigiindeki bozulma ile bilissel
testlerdeki gerilemenin paralel seyrettigi bildirilmistir (6). Beyin yaslanmasimin 30’lu
yaslarda basladigina dair elde edilen verilere ragmen bu donemin yaslanma agisindan
molekiiler olarak incelenmesi biiyiik oranda gz ardi edilmis bir konudur (3).

Endojen retroviriisler (ERV) milyonlarca yil 6ncesinde germ hiicrelerin enfekte
edilmesi ile nesilden nesile aktarilmis retroviral genlerdir. Bu genler gen regulasyonu,
plasenta olusumu, embriyolojik gelisim, bagisikligin diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik
gorevler edinmisse de epigenetik mekanizmalar ve ¢esitli mutasyonlar yoluyla biiyiik oranda
susturulmustur (7-9). ERV'lerin tam genomik yapisi, gag, pro, pol ve env genlerinden olusur
ve bunlar iki uzun terminal tekrar ile ¢evrilidir. Bu genlerden gag, kapsid, niikleokapsid ve
matris proteinini; pro, proteazi; pol, ters transkriptaz ve integrazi; env ise zarf proteinini
kodlar (7). Bu proteinler viral yapilara benzerlikleri nedeni ile dogal bagisiklik sistemini
pattern tanima reseptorleri tizerinden uyarabilmektedir (10).

ERV’lerin baskilanmasinda rol alan histon modifikasyonlart ve DNA metilasyonu
mekanizmalar1 yasla birlikte zamanla bozulabilir ve bu gen bolgeleri ekspresyona
ugrayabilir (11). Agiga c¢ikan endojen retroviral elementlerin DNA biitiinliigiine zarar
verebilecegi veya cesitli protein ve genetik materyaller ile inflamasyona yol agabilecegi
bilinmektedir (12). Gelisen bu inflamasyon ve DNA hasarinin ise yaslanmay ilerletici bir
faktor oldugu bir¢ok ¢alismada ileri siirtilmiistiir (12,13).

Multiple skleroz (MS), amyotrofik lateral skleroz (ALS), sizofreni, alzheimer gibi
bircok ndrolojik ve psikiyatrik rahatsizlikta tespit edilen endojen retroviriislerin bu
hastaliklarin patogenezinde yer alabilecegi bildirilmistir (13,14). Cesitli ¢cevresel faktorler
ve yaslanmanin etkisiyle ekspresyonu aktiflesebilen endojen retroviriislerin 30’1u yaslarda

ortaya ¢ikan MS, ALS ve sizofreni rahatsizliklarinda etkili olmasi (14) yine bu yaslarda
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gelisen ak madde biitiinliigiindeki bozulma ve bilissel fonksiyonlardaki gerilemeyi
aciklayabilir.

Endojen retroviriislerin yasla birlikte degisimi ve bunun yaglanma ile iligkisini
inceledigimiz ¢alismamizda 1, 4 ve 12 aylik siganlarda morris su labirenti testinden sonra
dekapitasyon yapilarak frontal korteksten izole edilen dokudan endojen retroviriislerden
olan Syn-B, retrotranspozonlardan olan LINE-1 ekspresyon seviyelerini, bu elementlerin
epigenetik susturulmasinda rol alan TRIM28 ve SETDB1 ekspresyon seviyelerini,
inflamasyon ag¢isindan degerlendirmek igin COX-2, TNF-a, IL-6 ve GFAP ekspresyon
seviyelerini ve yaslanma ag¢isindan degerlendirmek i¢in klotho ekspresyon seviyelerini RT-

PCR ile 6lgiip karsilastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. RETROTRANSPOZONLAR

Retrotranspozonlar, "kopyala-ve-yapistir" mekanizmasiyla hareket eden genetik
materyallerdir. Retropozisyon denen bu mekanizmada RNA ara {iriinleri cDNA'lara
cevrilerek transpozisyon gergeklestirilir. Retrotranspozonlar uzun terminal dizi (LTR)
varligmma bagli olarak smiflandirilir. LTR retrotranspozonlari, ayni zamanda endojen
retroviriisler (ERV) olarak da bilinir. ERV’ler insan genomunun yaklasik %8'ini olusturur.

(Sekil 2.1) (12).

[ LTR elements ] Gypsy, HERV-W/K/H...

Retrotransposons < LINE L1/2/3, Penelope,
< Crack...

Non-LTR elements

- Alus, SVA,
Transposable elements oIINE MER131...

\ [ DNA Transposons ] Crypton, piggyBac,

Helitron, Merlin.

Sekil 2.1: Transpozonlarin siniflandirilmasi

ERV’ler germ hiicrelerinin retroviriisler ile enfekte edilmesi ile konak genetigine

yerlesmislerdir. Bu sayede nesilden nesile aktarilabilmislerdir (Sekil 2.2) (15).

(A) ko Extracellular
v . \ *
Binding { F}
| . A
Receptor'  Fusion 5 Cytoplasm
7 E : P
AN &
. R:eAverse puiens @ / Retroviral ®
i raaition s Integration into by Progeny
1 Germ Line Cells Organisms
viral DNA e rmmons

— . wowx  Integration L

Sekil 2.2: Retroviriislerin endojen retroviriisleri olusturmasi
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ERV’ler nokta mutasyonlari, kisalmalar ve i¢ rekombinasyon gibi mutasyonlarin
gerceklesmesiyle birgok fonksyonlarini kaybederek atil kalmiglardir. Bu yiizden insanlarda
retrotranspozisyona yetenekli olmadiklari diistintilmektedir (16). Fakat bazi insan ERV'leri
(HERV'ler) fizyolojik fonksiyonlar kazanmistir. Baz1 HERV’ler embriyogenez sirasinda,
gelisimsel ilerleme i¢in transkripsiyonel yeniden diizenlemede rol alir (17-20). Sinsitin ve
PEG10 gibi ERV'ler plasenta gelisiminde rol alir (21,22). HERV-K (HML-2),
transkripsiyonel olarak en aktif ve en ¢ok incelenmis HERV’dir ve saglam agik-okuma
cergevesine (ORF) sahiptir (23,24).

non-LTR retrotranspozonlar insandaki mobil genetik elementlerin ¢ogunlugunu
olusturur. Non-LTR retrotranspozonlar (yaklasik 6 kB uzunlugunda), S'UTR (sense ve
antisense promotorler iceren kodlanmayan bolge), iki acik okuma cergevesi (ORF1 ve
ORF2) ve bir poli(A) bolgesi iceren 3'UTR'den olusur. ORF1, bir RNA baglayici protein
kodlarken, ORF2p endoniikleaz Ve ters transkriptaz aktivitelerine sahiptir. insan ve primat
LINE-1’1 ayrica 5'UTR'de bulunan antisens bir ORF olan ORFO0'1 kodlar. LTR (HERV-
K/HML-2) retrotranspozonlari ise iki LTR ile ¢evrilidir (Sekil 2.3) (12,25).

Non-LTR retrotransposon (LINE-1) - 6KB

—p polyA site

p— [=) B
MOQOUW 5‘-UTR I ORF1 I ORF2 ) 3-UTR
]
RNA Binding

jonuclease (EN)
® Reverse Trs iptase (RT)

100kD

40xD

LTR retrotransposon (HERV-K/HML2) - Type 2 - 10KB

l—> pro env
M)QOW s-ur | gag X pol ) 3ur IOV

Matrix 15k@ Reverse transcriptase (RT)
C RNaseH
Nucleocapsid 10kd Integrase (IN)

Sekil 2.3: LINE-1 ve HERV-K

Retrotranspozonlar arasinda tek otonom retrotranspozon long interspersed nuclear
element-1 (LINE-1)’dir. LINE-1 tarafindan kodlanan ters transkriptaz diger
retrotranspozonlarin transpozisyonunu gergeklestirebilir (26—29). LINE-1 insan genomunun
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yaklasik %16,9'unu olusturur. Genomda retrotranspozisyon yetenegini koruyan yaklasik 80-
100 tam uzunlukta LINE-1 bulunur (30,31). LINE-1 retrotranspozisyon olaylart intra-
kromozomal delesyonlara veya duplikasyonlara ve daha nadiren inter-kromozomal

translokasyon olaylarina yol agabilir (32—35).

2.1.1. Sinsitin proteinlerinin fizyolojik islevleri

Sinsitin -1 ve sinsitin -2 plasenta olusumu sirasinda sinsityotrofoblastin olusumunu
diizenler. Sinsitin -1 HERV-W ailesinden gelen bir gen ile kodlanir, yiizey ve transmembran
alt birimlerinden olusur. Yiizey alt birimi, sinyal peptidini igerirken, transmembran alt
birimi, fiizyon peptidini ve immiinosupresif alani igerir (36,37). Sinsitin-2, fiizyonik
aktiviteye sahip bir insan zarf proteinidir ve HERV-FRD ailesinden gelen bir gen tarafindan

kodlanir (38). Alt birimlerin islevleri ve hiicre fiizyon mekanizmasi, sinsitin-1'e benzer.

2.1.2. Endojen retroviriislerin susturulmasi

ERV’lerin transkripsiyonel susturulmasindaki bilgilerimiz biiyiikk oranda ekzojen
retroviriislerin transkripsiyonel susturulmasindaki mekanizmalara dayanmaktadir (39).
ERV’ler baskilayici histon metilasyonlarindan zengin heterokromatin bolgelerde bulunur
(40,41). H3K9me3 inaktif ekzojen ve endojen retroviral elementler ile yakin iliskideki bir
histon modifikasyonudur (40,42-44). Bu modifikasyonun olusumunda goérevli
metiftransferazlardan biri Setdb1’dir (9). Ancak somatik hiicrelerde baskilanma DNA

metilasyonuyla olmaktadir(45).

2.1.2.1. DNA metilasyonu

DNA metilasyonunun ERV f{istiindeki etkilerini aragtirmak icin DNA metiltransferaz
KO fare modelleri gelistirilmistir. Bu ¢aligmalarda Dnmt3L eksikliginde testiste bir endojen
retroviriis olan 1AP ekspresyonu artarak infertiliteye neden olmustur (46). Dnmt1 eksikligi
embriyonik kok hiicrede (ESC) ERV ekspresyonunda genel ve kisa siireli baskilanmanin
kalkmasina (47-49) somatik hiicrelerde ise IAP ekspresyonu artisina neden olmustur.
ESC’lerde Dnmt3a ve Dnmt3b’nin tek basina eksikliginde ERV metilasyonunda ciddi bir

degisim gelismez iken ikisinin yoklugunda ise embriyolojik bozukluklar olusmustur (9,50).



2.1.2.2. TRIM28

Tripartite motif containing 28 (TRIM28) o6zellikle embriyolojik gelisim
donemlerinde pluripotent hiicrelerde yiliksek seviyelerde ekspresyona ugrayan ve c¢ogu
hiicrede aktif bir ko-represor proteindir (51,52). TRIM28 hem gelismekte olan beyinde hem
de eriskin beyinde yiiksek oranda eksprese olur (53-55). Heterezigot delesyon sonrasi
eriskin hayvanlarda hiperaktivite benzeri davranislar goriilmektedir (54). Onbeyin
noronlarinda TRIM28 delesyonu kompleks davranigsal bozukluklara yol agmistir (55).

TRIM28 diger baskilayici kromatin diizenleyen faktorleri gorevlendiren bir iskelet
rolii oynar. Histon metiltransferaz (56), histon deasetilaz NuRD kompleks (57),
heterokromatin protein 1 (58) gibi proteinler ile epigenetik baskilanmada rol alir. TRIM28
aracili transkripsiyonel baskilanma H3K9me3 ile karakterizedir ve muhtemelen
heterokromatin  protein 1 araciligit ile genom boyunca yaygin alanlarda
gerceklesebilmektedir (59). Erken gelisim donemi boyunca bu baskilanma stabil bir yap1
kazanir ve TRIM28 yoklugunda da siirdiiriilebilir (60).

Onceden TRIM28in transpozonlar1 baskilamasinin sadece erken embriyolojik gelisim
doneminde gerekli oldugu diisiiniiliiyordu. Ancak fare noral progenitoér hiicrelerinde
TRIM28’in delesyonu ile ERV ve transpozonlar tekrar aktiflesebilmistir (54). Devam eden
caligmalarda TRIM28 insan néroprogenitor hiicrelerde transpozonlara baglanarak histon

metilasyonu yaptigi ve H3K9me3 yapisini olusturdugu gosterilmistir (53).

2.1.2.3. SETDB1

Insan SETDBI proteini 1291 amino asitten olusur ve 143 kDa’dir. 3’lii Tudor
domaini igerir ve N-terminal kisminda SET kisminin takip ettigi metil-CpG baglanma
domaini bulunur. Tudor domainleri metilasyona ugramis lizin ve arjinini tantyabilmesiyle
bilinir (61,62). SETDB1 3’lii Tudor domaini H3 histonunun k14 asetilasyonu ve k9
metilasyonu ile modifiye edilmis kuyruguna baglanir (56). C-terminal bolgesi, H3K9'a 6zgii
lizin metilasyonundan sorumludur (56,63). TRIM28, SETDB1 ve KRAB-ZFP proteinleri
ile kompleks olusturarak SETDB1’in retroelementlere yerlesmesini saglar (52,56,64).

SETDB1 erken embriyogenezis ve germline gelisimi igin gereklidir (65,66).
Blastokist fazinda ve primordiyal germ hiicresi DNA’larinda hipometilasyon vardir. Bu
donemde SETDB1, DNA metilasyonu azaldiginda alternatif retroelement baskilama yolu
olusturur. Bu durumla uyumlu bir sekilde GSK3 ve ERK/MEK inhibitorleri ile fare
ESC’lerde (mESC) global DNA hipometilasyonu gelistirildiginde SETDBI1 aracili
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retroelement baskilanmasi dramatik bir sekilde artmistir (67). Eriskin Setdb1 knockout (KO)
farelerde yapilan calismalarda SETDB1’in somatik hiicrelerde de retroelement baskilamada
rol aldig1 gosterilmistir. Ayrica bu durum B lenfosit (68), T lenfosit (69) ve beyin (70)
dokularinda da bildirilmistir.

2.1.3. Endojen retroviriislerin uyanmasi

Normal kosullarda ERV’ler epigenetik mekanizmalar ile susturulur. Fakat bazi etkenler
sonrast bu epigenetik baskilanma kalkabilir ve ERV’ler reaktivasyona ugrayarak
hastaliklarin baglamasina veya ilerlemesine yol agabilir .

ERV’lerin epigenetik baskilanmasinda birgok mekanizma bulunsa da cevresel
etkenler ile bu baskilanmalar ortadan kalkabilir. Ornegin melanoma hiicrelerinde, epigenetik
degisimlere yol actig1 bilinen ultraviyole isinlarin etkisi ile HERV-K pol genin
transkripsiyonel aktivasyonu gerceklesmistir (71). Bazi beslenme iliskili etkenlerin de
epigenetik etkileri bilinmektedir. Ornegin beta-karoten’in HERV-W’nin (syncytin-1) DNA
metilasyonunu arttirdigi gosterilmistir (72). Buna ek olarak epigenetik diizenleyiciler
lizerinde etkisi olan ilaclar da ERV ekspresyonunu etkileyebilmektedir. Ornegin HDAC
inhibitorii olan valproik asit, bircok ndrolojik ve psikiyatrik hastalikta kullanilmaktadir.
Valproik asit hiicre serilerinde 1 ve 2. sinif ERV’lerin ekspresyonunu artirmistir (73).

Epstein bar virus (EBV), herpes simplex virus-1 gibi bazi viral enfeksiyonlar da
HERV ekspresyonlarmi etkileyebilmektedir (74). Ornegin, B hiicrelerinin EBV’ye
maruziyeti sonras1 genom boyunca LTR dizileri aktiflenmistir. insan fibroblastlar1 influenza

A ile enfeksiyon sonrasinda HERV-W transaktivasyonu gostermistir (75).

2.1.4. Endojen retroviriis aracili inflamasyon

Ekzojen retroviriislere benzer sekilde ERV’lerin hayat dongiisiinde dogal bagisikligi
uyarabilecek niikleik asit ve proteinler olusabilmektedir. ERV tarafindan iiretilen tek iplikli
RNA (ssRNA), ssRNA sensorii olan Toll-like reseptor (TLR) 7 ve TLR8’i uyarabilmektedir.
(76,77). ERV genlerinin reverse transkripsiyonu da dogal bagisiklik sensorlerini
uyarabilmektedir. Buna dair kanit ise reverse transkriptaz inhibitorii kullanilarak yapilan
insan ve hayvan calisgamalarinda ERV veya LINE-1’nin dogal bagisikligi uyarmis
olabileceginin gosterildigi caligmalarda mevcuttur (78-81). ERV’lerin iki yonli
transkripsiyonu ile olusan ¢ift iplikli RNA’lar TLR3 veya MDAS’i uyarabilmistir (82,83).
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Epigenetik baskilayict TRIM28’in noral progenitor hiicrelerde genetik delesyonu
ERV’den gelisen intrasisternal A partikiillerinin birikimine neden olarak transgenik farelerin
beyinlerinde inflamasyona yol agmistir (84). Pro-B hiicrelerinde epigenetik baskilayict

SETDB ! in silinmesiyle ERV kaynakli protein birikimine bagli 6lim gosterilmistir (85).

Potansiyel immiinolojik aktivite gdsteren niikleik asitler LINE-1’in ters transkriptazi
ORF2p ile olusabilmektedir (86). LINE-1 derepresyonu ile artan ORF2p aktivitesi interferon
cevabi ve inflamasyonu tetikleyerek senesens olusturmustur (87,88). Ayrica ORF2p,
endoniikleaz aktivitesi ile DNA’nin ¢ift ipligine hasar verip c¢GAS-STING yolagini
aktifleyerek de interferon cevabi olusturabilmektedir (89,90).

Belli bagh endojen retroviral zarf glikoproteinleri insan ve farelerde siiper antijen
etkisi gosterebilmistir (91). Faredeki bazt MMTYV proviriisleri ile insanda HERV-K18 buna
ornek verilebilir (92-95). Fizyolojik kosullarda biiylik oranda baskilanmis olan endojen
retroviral element (ERE) kaynakli proteinler, immiinolojik tolerans gelisiminde pozitif
secilim sirasinda taninmayarak bagisiklik sistemi tarafindan yabanci protein olarak
algilaniyor olabilir. ERE proteinlere karst immiin tolerans gelismemesi bu proteinlerin
ekspresyonlari durumunda adaptif yanitlara ve inflamatuvar reaksiyonlara yol acabilir. ERE
ile kodlanan proteinlerin bagisiklig1 uyarabilme potansiyelini arttiran bir diger 6zellikleri ise
kendiliginden birleserek viriis partikiilleri, kapsit, ribonukleoproteinler gibi yapilara
dontigebilmeleridir. Labaratuvar farelerinde bir¢cok defektif ERV partikiilleri birleserek
infektif retroviriislere doniisebilmistir (96). Insan plasentasinda ve teratokarsinoma hiicre
kiiltirinde HERV-K proviriislerine ait retroviral partikiiller gozlenmistir (97-101). ERV
kaynakli proteinler HLA-1 {izerinde diger insan proteinlerinden ¢ok ekzojen viriis

proteinlere benzer epitoplar gostermistir (102).

Sinsitin-1’in insan monositlerinde TLR-4’e baglanarak monositleri aktive edebildigi
gosterilmistir (103,104). Bu ¢alismada ayrica dendritik hiicrelerin de HERV-W env proteini
ile tetiklenerek Th1 gelisimini destekledigi bildirilmistir. Insan ve fare mikroglialart HERV-
W env proteinine maruziyeti sonrasinda proinflamatuvar sitokin, kemokin ve nitrik oksit
seviyesini yiikseltmistir. Bu inflamatuvar polarizasyon aksonal hasara yol agmistir (105).

HERV-W env proteini aracili TLR4’ilin uyarilmasi ile gelisen nitrik oksit stresinin,
oligodentrositlerin farklilagma siirecini bozdugu ve aksonal myelinizasyona engel oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle ERV aktivitesinin dogal olarak gelisen tamir mekanizmasin
bozdugu ileri siiriilmistiir (106). HERV-W env ve TLR4 inhibitorii verildiginde HERV-W

env aracili etkilerin azalmasi, env proteinin etkilerini TLR4 iizerinden gerceklestigini

8



distindiirmektedir (107-109). Anti-Env antikoru GNbAC1/Temelimab ile yapilan klinik
calismada MS hastalarindaki olumlu gelismeler, HERV-W env’in mikroglial akson hasar1
gelismesinde ve myelin yenilenmesinin 6nlenmesinde rol oynadigini gostermistir (110).

ERV’lerin bagisiklik sisteminde adjuvan olarak etki ettigi ve bagisiklik cevabini
arttirdigi, bu yolla bagisiklik cevabinda kontrol bozukluguna yol agtig1 diisiiniilmektedir.
Buna dair kanit ise farede gelistirilen ensefalomyelitin GNbAC1/Temelimab ile hafifletildigi
calismada da gosterilmistir (111).

Ters transkriptaz ile sentezlenen RNA:DNA hibritleri daha sonra sitozolik niikleik
asit sensorii cGAS'1 aktive eder. Aktivasyon sonrasinda cGAS, STING'i uyarir, buda TBK1'1
goreve alir ve NF-kB molekiillerini fosforile eder. Fosforile edilmis NF-kB kompleksi daha
sonra ¢ekirdege girer ve pro-enflamatuar sitokinlerin (IL-1p, IL-6 ve TNF-a gibi) salinimini
tesvik eder, bu da makrofajlarin M1 fenotipine polarizasyonuna yol agar. Bir ters
transkriptaz enzim inhibitorii olan azidothymidine, bahsedilen enflamatuar yollar1 engeller
(112) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: cGAS-STING ile NF-kB

2.1.5. Endojen retroviriislerin hastaliklarda ekspresyonu

Multiple skleroz demiyelinizasyon ile karakterize otoimmiin ve kronik bir merkezi
sistem hastaligidir (113). MS hastalarinin BOS (114,115) ve serumunda (116,117) HERV-
W’ye yakinligi olan retroviral benzeri diziler elde edilmistir (118). Hastaligin aktif fazinda
olan MS hastalarinin periferik mononiikleer hiicrelerinde saglikli insanlara ve remisyon
halindeki MS hastalarina gore hastaligin agirhigr ile korele artmis HERV-W proteini
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gosterilmistir (119). HERV-W aktivitesi MS hastalarinda 1.5 ila 3 kata kadar yiiksek
bulunmustur (114,117,120-126). Artmis HERV-W aktivitesi sklerotik plaklarda (120,127)
ve periferik mononiikleer hiicrelerinde (121-123,128) gosterilmistir. Ancak MS hastalarinda
artmis HERV-W env seviyesi gosterilemeyen ¢alismalar da vardir (129).

Fareye myelin oligodendrosit glikoproteini ile mikobakteriyel lizat birlikte verilerek
miyelin glikoproteinine karsi otoimmiin reaksiyon olusturulabilir. MS modeli olarak
kullanilan bu modelde mikobakteriyel lizat yerine HERV-W env proteini verildiginde de
MS benzeri patoloji gelismesi HERV-W env proteinin otoimmiin hastaliklarda rol
alabilecegini gostermistir (111). Ayrica HERV-W Env proteinleri ile myelin oligodendrosit
glikoproteini ve myelin basic protein-1 arasinda capraz reaksiyon gelisimine neden
olabilecek 6 epitop gosterilmistir (123,124,130).

ALS hastalig1 toplumda 100.000’de 4-8 arasinda goriilen ve motor korteks ve motor
noronlart tutan bir hastaliktir. ALS hastaliginda neredeyse biitiin hastalarda ortak olan
patoloji RNA baglayaci protein olan TARDBP/TDP-43’in motor korteks ve spinal kordda
motor noronlarda birikmesidir (131,132). Hastaligin patolojisinde mikroglia ve astrosit
aktivasyonu ile T hiicre infiltrasyonu ve agir1 sitokin salinimi bulunur (133). Saglikli kontrole
gore ALS hastasinda artmig ters transkriptaz aktivitesi bir¢cok ¢alismada gosterilmistir (134—
139). HERV-K Env proteininin motor noronlarda transgenik overekspresyonunun yapildigi
farede ALS benzeri semptomlara yol agmasi HERV-K ile ALS arasinda baglanti
olabilecegini desteklemektedir (140). 29 ALS hastasinda yapilan antiretroviral tedavide kan
HERV-K seviyesi diisen hastalar, semptomlarda iyilesme ve hastaligin ilerlemesinde
yavaslama gostermistir (141). TDP-43 overekspresyonu yapilan drosophila modelinde
transpozon upregulasyonu ile noral ve glial hiicre 6liimii gergeklesmistir. Noral ve glial
hiicre Olimleri drosophilada en aktif transpozon olan gypsy’nin knockdownu ile
hafiflemistir (142).

2.2. YASLANMA

Mevcut teorilerin yaslanma tanimlar1 farkli Gzellikler igermektedir. Bazilari,
yaslanmanin birincil 6zelligi olarak hasar birikimini vurgular (143-151). Yaslanmada diger
tema ise fonksiyonel kapasitelerde diisiistiir (152—156). Yaslanma genellikle ilerleyen yasla
birlikte azalan dogurganlik ve artan 6liim orani esliginde fonksiyon kaybinin ilerleyici bir
sekilde ortaya ¢ikmasi olarak da tanimlanabilir. Elbette, bu yonler arasinda bir Ortiisme

vardir (157,158). Yine, hasar yoniinii vurgulayarak, yaslanma azalmis veya bozulmus

10



onarim mekanizmalarinin bir sonucu olarak da ifade edilmektedir (159-162). Son olarak,

baska bir goriis yaslanmayir bir Omiir boyunca fenotiplerde genel bozulma olarak

tanimlamaktadir (163-166).

Hiicresel ve sistemik yaslanmanin temel 6zelliklerinin 12 adet oldugu kabul goriir:
DNA kararsizligi, telomer asinmasi, epigenetik degisiklikler, proteostaz kaybi, diizensiz
besin algilama, mitokondriyal disfonksiyon, hiicresel yaslanma, kok hiicre tiikenmesi,
bozulmus makrootofoji, kronik inflamasyon, disbiyoz ve degismis hiicreler arasi iletisim

(167) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Sistemik yaslanmanin 12 6zelligi

2013 yilima kadar yaslanma karsitt miidahalelerle ilgili kanitlarin ¢ogu maya,
nematod ve meyve sinekleri gibi memeli olmayan model organizmalarla sinirliydi. Neyse
ki, fareleri (ve bazi durumlarda primatlar1) iceren deneyler bu temel 6zelliklerin ¢ogunun

memelilerde gegerliligini dogruladi (168).
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Sican ve farelerde 18-24 ay arasi yash kabul edilse de 10-12 aylik orta yaslardan
itibaren yaslanmaya bagl bircok degisiklik gosterilmistir (169,170). 4 aylik fareler ile
karsilagtirildiginda uzaysal bolge ayrim testlerinden 17 aylik fareler %5’inde bozulma
gosterirken 11 aylik fareler ise %1’inde bozulma gostermistir (171). 3, 12, 17 ve 24 aylik
siganlarda yapilan bir deneyde hafiza performansindaki kayiplarin, hipokampusun CA3
bolgesindeki piramidal hiicre sayisindaki azalmanmn ve hipokampustaki lipofuksin
birikiminin 12 aylik siganlarda basladig1 gosterilmistir (172). C57BL/6J cinsi 2-3 aylik, 4-5
aylik, 6-7 aylik ve 8-12 aylik farelerde yapilan ¢esitli davranis testleri sonucu 8-12 aylik
farelerin daha geng farelere gére motor disfonksiyonu, azalmis kas giicii, azalmis lokomotor
aktivite, azalmis sosyal etkilesim, uzaysal hafiza ve baglamsal korku sartlanma hafizasi
testlerinde azalmis performans gosterdigi bildirilmistir (173).

Diffiizyon tensor gériintiileme (DTTI) ile insanlarda yapilan calismada 20°1i ve 30’Iu
yaslardaki saglikli insanlar arasinda anterior singulat kortekste ak madde biitiinliigii
acisindan anlamli fark oldugu ve 30’lu yaslarda ak madde biitiinliigiiniin bozulmaya
basladig1 bildirilmistir (4). 18-77 yas arasi 148 kiside yapilan DTI ¢alismasinda ak madde
kayb1 40’11 yaslardan sonra baslarken ak madde biitiinliigiindeki bozulma 20’li yaslarin
sonundan itibaren gériilmeye baslamistir (5). 25 ila 80 yas arasindaki 148 kadinda yapilan
baska bir DTI ¢alismasinda, 25 yasindan itibaren beyin biitiiniindeki ortalama fraksiyonel
anizotropide (DTI’de ak madde biitiinliigiiniin biyomarkir1) azalma baslamistir ve bu durum
bilissel testlerde islem hizindaki azalma ile korele bulunmustur (6).

2286 kisinin 10 y1l boyunca takip edildigi ¢aligmada serum IL-6 seviyeleri hizlanmis
beyin yaslanmasi ile iligkili bulunmustur (1). 20-80 yas araligindaki 5000 kisinin ve 18-60
yas aralundaki 2350 kisinin katildig: iki ¢aligmada, islem hiz1 ve ¢ikarimsama yetenekleri

30’1u yaslardaki bireylerde 20°1i yaslardaki bireylere gore daha diigiik bulunmustur (2,3).

2.2.1. Yaslanma ve epigenetik degisiklikler

Yaslanma ile epigenetik diizen ilerleyici bir sekilde bozulmaktadir (174). Genomik
biitiinlikkte ciddi degisiklikler olusmakta ve kromozomal yapi bozulmaktadir (175).
Yaslanma siirecinde histon kayb1 ve niikleozomlarin yeniden diizenlenmesi s6z konusudur.
Ornegin, mayalarin yaslanmasinda histon ekspresyonunun %50 oraninda azaldig1 ve kalan
niikkleozom kisimlarinin da genom boyunca yeniden dagildigi gosterilmistir (176,177).
Genomda olusan dengesizlik bozulmus gen susturulmasi, artmig translasyon ve

retrotranspozon ekspresyonuna yol agabilmektedir (178).
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Yaslanma ile DNA’nin tiimiinde metilasyonun azaldigi 30 yildir bilinmektedir (179).
Transpozonlar genomdaki CpG metilasyon bolgelerinin genelini olusturur ve sadece
transpozonlardaki metilasyon miktart biitiin genomdaki metilasyon degisimini gostermek
i¢in belirte¢ olarak kullanilabilmektedir (180). Insan genomunda CpG bélgelerinin %23’ii
Alu elementleri, %13’i LINE-1, %8’1 LTR retroelementler, %7’si diger SINE’lardan olusur
(181,182). 18-89 yas araligindaki yaklasik 1200 kiside yapilan ¢alismalarda HERV’lerin ve
LINE-1 genlerinin yasla birlikte metilasyonun azaldig1 gosterilmistir(183-186).

2.2.2. Klotho proteini ve yaslanma

1997 yilinda Kuro-o ve arkadaslar1 (187), insanlardaki erken yaslanmaya benzer bir
fenotip sergileyen mutant bir fare bildirmistir. Bu farede klotho geni ifadesinin yokluguna
atfedilen, Omriin kisalmasi, ¢oklu organ dejenerasyonu, vaskiiler kalsifikasyon,
kardiyovaskiiler hastalik ve kirilganlik fenotipi gézlenmistir (187). Daha sonraki Klotho
yetersizligi olan fare modelleri, hizlandirilmis bir yaslanma fenotipi ve anormal fosfat ve

mineral diizenlemesi sergilemistir (188,189).

Klotho proteini fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ailesinin iiyelerinin, 6zellikle FGF-
21 ve FGF-19'un, aktivitesini diizenlemekle gorevlidir. a-Klotho bes ekzon i¢cermekte ve
yapisal olarak, bliyiik bir ekstraselliiler domain, transmembran domain ve 11 kalintidan
olusan kii¢iik bir hiicre i¢i C-terminal domaininden olusmaktadir (190,191). Ekstraselliiler
domainin kesilmesi ile ¢oziinebilir bir Klotho formu salinir (191). Coziinebilir klotho,
dolagimdaki ana fonksiyonel formdur (192,193) ve kan, idrar ve beyin omurilik sivisinda
tespit edilmektedir (194-196). Klotho, agirlikli olarak proksimal ve distal renal tiibiillerin
hiicre yiizeyi membraninda eksprese edilmekte (197-199), ayn1 zamanda beyindeki koroid
pleksusta da bulunmaktadir (200).

Klotho, fosfat homeostazinin diizenlenmesi, insiilin sinyal yolu ve Wnt sinyal yolu
(201,202) gibi yaslanma siireglerine dahil olan bir¢ok yolu diizenlemektedir. Ayrica, klotho,
p53/p21, CAMP, protein kinaz C ve TGF-f (199,201) dahil olmak {izere hiicre igi sinyal
yollarini da etkilemektedir.

Klotho ekspresyon seviyeleri ve dolasimdaki seviyesi yaslanma sirasinda azalir.
Insanlarda, klotho eksikligi medial kalsifikasyon, intima hiperplazisi, endotelyal
disfonksiyon, arteriyel sertlesme, hipertansiyon, bozulmus anjiyogenez ve vaskiilogenez

(yani, erken vaskiiler yaglanmanin 6zellikleri) ile karakterizedir (203). Klotho eksikligi olan
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fareler, bozulmus idrar fosfat atilimi nedeniyle fosfat dengesizligi ve hiperfosfatemi
gostermekte, ancak oOnemli Ol¢iide zayif biliylime, ¢oklu organ atrofisi, vaskiiler
kalsifikasyon, sarkopeni, kardiyak hipertrofi ve fibrozis, biligsel bozukluk ve kisalmig yasam
stiresi dahil olmak iizere karmasik bir progerik fenotip gelistirmektedirler (Sekil 2.6)
(187,189,202).

INorodejeneratif
hastalklar

1 Arteriyel kalsifikasyon
THipertansiyon
TKalp hipertrofisi ve fibrozis

J Tumor baskilamasi
1ATM
TKanser

Fosfat
TKronik Bobrek
Hastalig1
1Bobrek fibrozu

TMiyokardiyal
iskemi/enfarktis

TAkciger fibrozu
TKOAH

1B-hucre kutlesi
linsilin
IDiyabetik lezyonlar

QL

Sekil 2.6: Klotho eksikliginin sebep oldugu bozukluklar

Beyinde, klotho ifadesinin en yiiksek seviyesi koroid pleksustadir, ancak klotho ayni
zamanda hipokampus, korteks, serebellum ve medulla gibi diger birgok beyin bolgesinde de
ifade edilmektedir (204,205). Beyindeki klotho ifadesi anne karninda baslamakta ve
yetiskinlige kadar artmaya devam etmektedir (206,207). Ancak, klotho ifadesi yash
maymun, si¢an ve farelerin beyinlerinde (208) ve insanlarda beyin omurilik sivisinda (BOS)
(194) azalir. Klotho yetersizligi olan fareler farelerde serebellumda énemli 6lgiide daha az
purkinje hiicresi (187), azalmis aksonal tasinma (209) ve biligsel bozukluk (210)
gosterilmistir. Klotho ayrica yetiskin hipokampal noral progenitdr hiicrelerin proliferasyonu
ve olgunlagsmasi (211), oligodendrosit olgunlagsmasi ve miyelin biitliinligi (212) igin

gereklidir.
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3.1. GEREC

3. GEREC VE YONTEM

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Next Advance Bullet Homojenizator

o Dokularin yiiksek devirde pargalanmasi i¢in kullanildi.

e Niive 1200R Sogutmali Santrifiij

o Soguk kosullarda santrifiij yapma olanagi sagladi.

e ThermoScientific Multiscan Go

o Nanospektrofotometrik dlgtimlerde kullanildi.

e Runik Thermal Cycle

o PCR teknigi i¢in kullanildu.
e BioRad CFX Connect Real Time PCR
o Real Time PCR tekniginde kullanildi.

3.1.2. Kullanmilan malzemeler

e ThermoFisher Purelink RNA mini kit
o 125 mL Lysis Buffer

O

O

o

o

o

o

50 mL Wash Buffer |

15 mL Wash Buffer Il

15.5 mL RNase-free Water

50 PureLink Spin Cartridges with Collection Tubes
50 Collection Tubes

50 Recovery Tubes

e ThermoFisher Powrup sybr master mix

e (Script cDNA sentez kit
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o 5X concentrated master mix containing: titered primer blend (oligo
dT(20) and random hexamer), gPCR-optimized dNTP blend and
flexible magnesium titration

o 20X concentrated qScript reverse transcriptase

o Nuclease-free water

3.2. YONTEM

Calismaya dahil edilmesi gereken en az sican sayis1 %95 giiven diizeyinde ve %80 gii¢
ile O6rnek olarak alinan calismada (213) Olgiilen TNF-alfa gen ekspresyonlarindaki
0.9445046 etki biiytkligi ve 0.5 birimlik standart sapmaya bakildiginda her grup igin
minimum 5 sigan olarak G power (3.1.9.7) kullanilarak belirlenmistir (213). Literatiirdeki
diger ¢alismalarda da (214,215) gruplar benzer sayidadir.

Calismamizda 19 adet Long-Evans Hooded erkek sicandan elde edilmis olan beyinin
frontal korteks dokular1 kullanilmistir. Long-Evans Hooded sicanlart Bezmialem Vakif
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir.
Calisma igin gerekli olan etik kurul izni Saglik Bilimleri Universitesi Yerel Etik Kuruldan
18.12.2024 tarih ve 9/3 sayili1 24-5 kayit numarali karar ile alinmistir. Calisma igin 1 aylik
(n=7), 4 aylik (n=7) ve 12 aylik (n=5) olmak iizere 3 farkli yas grubu belirlenmistir.

3.2.1. Morris su labirenti (MWM) testi

Hayvanlarin bellek kapasitelerini degerlendirmek i¢in, cap1 125 cm yiiksekligi 60 cm
olan bir su tanki diizenegi kullanilmistir. Diizenek igerisinde gizlenmis bir platformla
siganlarin mekansal 6grenmeleri gergeklestirildikten sonra kaldirilmis olan platformla bellek
diizeyleri degerlendirilmistir. Aym1 zamanda suyun 1sis1 sicaklik geri bildirim

mekanizmasiyla 21°C £1 araliginda tutulmustur.

Ogrenme deneylerinde, her bir sican 4 giin boyunca giinde 4 deneme olacak sekilde,
sudaki yeri 4 giin boyunca sabit olan gizli platformun yerini mekansal verileri kullanarak
ogrenmistir. Testler siliresince siganlarin tiim hareketleri ger¢ek zamanli olarak kaydedilip
Ethovision XT bilgisayar programi vasitasiyla analiz edilmistir. Ogrenme denemeleri
bittikten sonra diizenegin icerisindeki gizli platform kaldirilmistir. Siganlarin 5. glinde bos

diizenege alindiginda c¢ikartilmig olan platformun oldugu bdoliimde gecirdikleri siire
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hesaplanmistir ve bOylece mekansal hafizalar1 hakkinda bilgi edinilmistir. Morris su
tankindan platform ¢ikartilarak yapilan test denemesi deneylerinde hayvanlarin platform

kadraninda ve platform alaninda gegirdikleri siire bilgisayar yardimiyla hesaplanmistir.

3.2.2. Dokularin alinmasi

Rompun ve ketamin anestezisi altindaki hayvanlar dekapitasyon ile sakrifiye edildi.
Sakrifiye olan hayvanlardan alinan beyin dokularindan frontal korteks disekte edildi ve
disekte edilen beyin dokular1 kuru buz iizerinde dondurularak RNase free tiiplere alinip

-80°C dondurucuda molekiiler deneyler yapilincaya kadar saklandi.

3.2.3. Uygulanan protokoller

3.2.3.1. RNA izolasyonu

RNaz icermeyen bir tiip icerisinde bulunan doku lizatina 1 hacim %70 etanol eklendi.
Etanol eklenmesinden sonra olusabilecek goriiniir ¢okeltiyi dagitmak amaciyla karigim
vortex ile iyice karistirildi. Elde edilen karigimdan en fazla 700 pL’lik kisim (olusabilecek
¢okelti de dahil) toplama tiipii ile birlikte gelen spin Kartusuna aktarildi ve oda sicakliginda
12.000 x g kuvvetinde 15 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 alt kisma ge¢mis siv1
(flow-through) atild1 ve spin Kkartusu ayni toplama tiipiine tekrar yerlestirildi. Tim 6rnek
islenene kadar bu adimlar tekrarlandi.

Spin kartusuna 700 puL wash buffer I eklendikten sonra oda sicakliginda 12.000 x g
kuvvetinde 15 saniye santrifiij edildi. Flow-through ve toplama tiipii atildi, spin kartusu yeni
bir toplama tiipii’ne aktarildi.

Ardindan 500 pL etanol iceren wash buffer II ilave edilerek yine oda sicakliginda
12.000 x g kuvvetinde 15 saniye santrifiij edildi. Flow-through atildi ve spin kartusu ayni
toplama tiipiine tekrar yerlestirildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.

Daha sonra spin kartusu, toplama tiipii ile birlikte oda sicakliginda 12.000 x g
kuvvetinde 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atildi ve Spin Kartusu bir recovery tiipiine
yerlestirildi. Spin kartusunun merkezine 30 pL’den 300 pL’ye kadar degisebilen hacimlerde
RNazsiz su (RNase-Free Water) eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Oda
sicakliginda 12.000 x g kuvvetinde 2 dakika santrifiij edilerek RNA eliie edildi.
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3.2.3.2. RNA miktarinin 6lciilmesi

Orneklerden 2’ser pl alinarak Thermo Fisher Multiskan GO (Sekil 3.1)
spektrofotometresinde 260 nm, 280 nm ve 230 nm dalga boylarinda dlgiimler yapildi.

Spektrofotometre elde edilen veriler ile konsantrasyonlar pg/ml cinsinden hesaplandi.

Sekil 3.1: Thermo Fisher Multiskan GO

3.2.3.3. cDNA sentezi

Caligilan ortam, kullanilan cihazlar, ara¢ ve gerecler RNAse ZAP temizleme soliisyonu
ile steril edildi. Reaksiyon karisimi (optimize edilmis tampon ¢o6zelti, magnezyum,
oligodTprimer, randomprimer ve dNTP seti) ve ters transkriptaz enzimi igeren bir ana
karigim hazirlanarak kuyu basina 5 pl olacak sekilde 96 kuyuluk plakalara paylastirildi.
Eklenmesi gereken su ve RNA miktarlar1 500 ng RNA’ya denk gelecek sekilde
konsantrasyonlarina gore hesaplandi. RNA eklenmesiyle son hacim su ile 20 pl’ye
tamamlanarak Runik termal cihazinda asagida belirtilen kosullarda cDNA sentez reaksiyonu
gergeklestirildi.

- 22°C’de 1 dongii, 5 dk,

- 42°C’de 1 dongii, 30 dk,
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- 85°C’de 1 dongt, 5 dk,

Elde edilen cDNA’larin iizerine 80 pl niikleaz icermeyen su eklenerek 1:5 oraninda
seyreltme islemi yapildi. Molekiiler analizler gergeklestirilinceye kadar saklanmak {izere
cDNA’lar1 igeren plaka -20 °C’ye kaldirildi.

3.2.3.4. Primer tasarlama

Caligsma kapsaminda primer bolgelerinin ¢ogaltimi i¢in uygun primer ¢iftleri Sentromer
firmasi tarafindan sentez ettirilmistir. Kullanilan primerler:

e SYNB: Pf: CACACCTTTGGGTCCTCTGT, Pr: CATGGGTGTGTCTGTCCAA

< C m A Guvenli degil  ensembl.org/Rattus_norvegicus/Gene/Summary?g=ENSRNOG00000021823;r=15:44583476-44585345:t=ENSR... & ¥¢
M Gmail , Find journals | Elsevi... @ Springer Journal Su... [} PubMed m SIR - Journal Search g Web of Science Mas... 0 Nature Neuroscience

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMarl | Downloads | Help & Docs | Blog
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Location: 15:44,583,476-44,585345 {SAEASW TN  Transcript: Synb-201
Gene-based displays

= summary Gene: Synb ENSRNOG00000021823
Splice variants
Transcript comparison Description syncytin b [Source:RGD Symbol;Acc:15661158]
Gene alleles
sequence Gene Synonyms EIVTd-1, Herv-frd, LOC290348, RGD1566115
‘ L secondary Structure Location Primary_assembly_15: 44,583 476-44,585 345 reverse strand
nc

mRatBN7 2:CM026988 1

sene tre About this gene This gene has 1 transcript (splice variant), 55 orthologues and 12 paralogues
Orthologues Transcripts Hide transcript table
Paralogues
B Strains
Ontologies Showdhide columns (1 hidden)
GO: Cellular component - - -
2O Molecular function Transcript ID Name  bp  Protein  Biotype UniProt Match Flags
GO: Biological process ENSRNOT00000038845.6 | Synb-201| 1870 617aa | Proteincoding AOASISA4432  Ensembl Canonical APPRIS P1
Phenotypes
Genetic Variation
Variant table summary 0
Variant image
Structural variants Name Synb@ (RGD Symbol)
Gene expression Ensembl version ENSRNOGO00000021823.6
Pathway
Molecular interactions Gene type Protein coding
Regulatien Annotation method Annotation produced by the Ensembl genebuild

External references
Supporting evidence
1D History

L Gene nistory

=7 = GotoRegion in Detail for more tracks and navigation options (e.g. zooming)

Sekil 3.2: SynB genetik bilgiler sayfasi

>ENSRNOT00000038845.6 Synb-201 cdna:protein coding

ATGACACACCTTTGGGTCCTCTGTTTTGTCCTTTTCCCTTCCTCCTTGTCCTATCCCGAG
AGCTGGATGCCCCTTATAAACCTCACTCACCACATCCTACGGGATGCCAACTCTTCCCTG
TTTCCCAACTGCTGGGTCTGCTTGTCCACCCAAACCCAACGGTCCCTGGCAGTCCCAGCC
CCACTGTCCACTTGGACAGACACACCCATGAAGCTTCACCTTACCTACTCAGTCAAGGCC
TTCCCTGGCTCTTTTCCCATTAGCGACCTTGAAAGACGCCTCCGTCTCTTCCACCCACTG
ATTGCCTCCTATCCCTTCCACAATCCTGAGAGAAGGGCGATCACTTTTCTTCAACTCGTC
AGCTCAACAGGCATATTTCGGATCATCACCCGGATAACCTCTGTGATATATCCTGAGAAG
GACCGTTTCTTCGAATCTGCCCAGCGCCCTCTCTGGGGACCACTCTTTACTGAGACCGTC
CTCAGGTCACAGGCCCCACTCTGCATATCCCGCTTCTTCAAGGTCTCAGCTTATGCCACT
TTTGTAGGCAACCTCTCTGCTTCTCTCTGCAACTACACCCTTCGTATTTCACCTTCTACC
AGCCATGAAAACCTAGATCTTTCCATCACCCATCCATTCAAACAGGCAATGAAAAGGCCC
AATGCCAAATGGAAAAACCCACTCCGTTTCTCCGGGCCCCCCTCCCTAATCTTCTCAAAG
CCCTCTTACCATCCCTGCCCAGCAGACAAATACTGCCACACCTCCCCGGCCACTCCCTGG
ATGCGCTGTCCTCACGCCCCCTCTAGCACCTGCTATAACCTTACCTTATTTGAATCAGAT
AACTTAACCCATCCTGTCACCATGTCAGTGGACTCTACCCATTTCAAGGCCAAACTCCAG
GGGCGCAGAGACCCTTATCCTCTCTCCCATTATCAGCCTATCCCGGGAGCTGCCCTGTCT
GGACAGTATTCAGTCTGGGAGAATGAGATCACTATCCAAGAAAACTGGGGAGTCACCTCC

19



AACATTTTCTCACATCTGCTCAGCTTCTCGTACATCTTCTGTCTCAACTCTTCAGGAGTT
TTCTTCCTCTGCGGAACATCGACTTATGTCTGCCTCCCAGCCAATTGGTCCGGTGTCTGT
ACCCTTGTCTTCCAATACCCGGATATTGAACTCCTCCCCAATAACCAAACGGTGCCTGTC
CCCCTTTTTGCTTCAGTTCTTTCCTCGGCCTCAGTTCTTCGTCCAAAGAGGTCTCCACAC
CTCCTCCCCTTCCTTGCAGGCCTGGGCATCTCTTCTGCCCTTGGTACGGGTATAGCTGGC
TTGGCCTCCTCAACTCTATATTTCCAACGGCTTTCTAAGGCTCTCTCAGAAACCCTGGAA
GAAATAGCTGCCTCTATTACTACCCTCCAGAACCAAATAGACTCGCTTGCGGGCGTTGTT
CTCCAAAACCGCAGAGCTCTGGACCTCATCACCGCCGAAAAGGGGGGCACCTGTCTCTTC
CTCCAGGAAGAGTGCTGCTTCTATGTAAACCAGTCTGGAATAGTCCGGGATGCGGCAAGG
AAACTCCGAGAACGAGCATCTGAACTCAGCCAGCATTCTGACTCTTGGGGACAGTGGCCT
GACCCTGGACGCTGGCTGCCCTGGCTGACTCCCTTTCTGGGACCTCTTCTCTTCATCTTC
TTCCTACTGACATTTGGGTCTTGTCTTCTGAATTGTCTAACCCGTTTTGTGTCGCAGAGA
CTTGGCTCCTTTGTCCAGGACACTGCCAAAATGCAGGTGGACAGCATCCTCCAAAATTTC
CAATATAAAAAACTGCCTCAAGACTCCCAAGATGAGGACACTATTCCTATGTAACAGGAA

GAAGTTGTGA
e SETDBLI: Pf: CCTCGAGATGGGTGATGAGT, Pr:
GCATAGCTACGCCACACTGA
ENSRNOG00000021143
v @] Gene:Setdb (ENSRNOGO00O! X @ Primer3Plus x| [ uesc n-silico PCR x |+
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Sekil 3.3: Setdb1 genetik bilgiler sayfasi

>ENSRNOT00000028709.8 Setdbl-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

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

AGCCTCGAGCGTCATGTAGT

e GAPDH; Pf: TTGGGTTGTACATCCAAGCA, Pr:
CCCTCCTGGGTTTGTAGTCA

e TRIM28: Pf: GACTGCCAACTCAATGCTCA, Pr:
ATCAACCTGCACTCGCTTCT
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e Kilotho; Pf: CCACCAGAAGAGATGATGCCA Pr:
ACCACTCCCCAAGCAAAGTC

e TNF; Pf: GAGGCGCTCCCCAAAAAGAT, Pr: CTACGGGCTTGTCACTCGAG

e COX2; Pf: TGGCTTACAAGACGCCACAT, Pr: TGGGCGTCTATTGTGCTTG

3.2.3.5. gPCR

Gergek zamanli PCR yapmak i¢in; ileri primer, geri primer, su ve reaksiyon karigimi (syber
yesil boyasi, DNA polimeraz, dUTP igeren dNTP) plakalara 14 pl olacak sekilde
paylastirildi. cDNA 6rneklerinden 1 pl alinarak plakalara eklendi. Erime egrisi altinda kalan
ornekler calisma dis1 birakildi ve bu 6rneklere yeniden RT-PCR yapildi (Sekil 3.4). Asagida
belirtilen kosullarda ger¢ek zamanli PCR reaksiyonu Bio-Rad RT-PCR cihazinda (Sekil 3.5)
gerceklestirildi (216,217).

-Polimeraz aktivasyonu: 95°C’de 1 dongii, 2 dk,

- Denatiirasyon: 95°C’de 1 dongii, 5 sn,

- Primer Baglanmasi: 60-65°C’de 1 dongii, 10sn,

- Uzatma: 72°C’de 1 dongii, 15sn,
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Sekil 3.4: Erime egrisi
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Sekil 3.5: Bio-Rad RT-PCR cihaz1

3.3. ISTATISTIiKSEL ANALIiZ

Istatistiksel analizler ve grafikler GraphPad Prism 8.0 programi kullanilarak (GraphPad
Software, Inc., CA, ABD) yapildi. SYNB, GFAP, IL-6, TRIM28, LINE-1, COX-2, TNF-a,
a-klotho ve SETDB1 ekspresyon seviyeleri 2-AACt yontemiyle hesaplandi. Grup
farkliliklarini belirlemek i¢in Kolmogrov-Smirnov testi ile normal dagilim gosteren verilere

Tek yonlii Varyans analizi (One-way ANOVA) testi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Morris su labirenti testi

Morris su labirenti test denemesinde hayvanlarin platform kadraninda gecirdikleri
siireye bakilarak yapilan tek yonlii ANOVA testinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Morris su labirenti testi
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4.2. ERV ve iligkili genlerin ekspresyonlarindaki degisimler

Yapilan tek yonlii varyans analizine gore, SYNB gen ekspresyonunda gruplar
arasinda anlaml bir fark goriildii (F2,18=4.808, p=0.0232). Ikili post hoc LSD testine gére,
SYNB geni ekspresyonunda 4 aylik ve 12 aylik siganlarda 1 aylik siganlara oranla anlaml
bir artis gozlendi (p= 0,0485 ve p= 0,0089, sirasiyla) (Sekil 4.2).
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€Kl 4.2: eKspresyon seviyelerinin yasiara gore degisimi. <. ve p< UL,
kil 4.2: SYNB ekspresy iyelerinin yaslara gore degisimi. *p<0.05 ve **p<0.01

LINE-1 gen ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasinda da yaslar arasinda bir
farklilik saptandi (F(2,18=3.013, p=0.0816). Bu farklilik marjinal anlamlilik seviyesinde
kaldi. Fakat post hoc LSD testi ile ikili karsilastirmalarda, 12 aylik siganlarda 1 aylik
sicanlara gére LINE-1 gen ekspresyonunda anlamli bir artis kaydedildi (p=0,0318) (Sekil

4.3).
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Sekil 4.3: LINE-1 ekspresyon seviyelerinin yaslara gore degisimi. *p<0.05.

ERV’lerin susturulmasinda gorevli olan TRIM28 gen ekspresyonu analizinde yaslar
arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (F(2,18)=2.322, p=0.1323). Fakat TRIM28 gen
ekspresyonunda yasa bagli olarak bir diisiis soz konusuydu ve bu disis ikili
karsilagtirmalarda 12 aylik siganlarin frontal korteksindeki TRIM28 ekspresyonu 1 aylik
siganlarin frontal korteksindeki ekspresyona oranla daha azdi (p=0.054) (Sekil 4.4).
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ekil 4.4: TRIM28 ekspresyon seviyelerinin yaslara gore degisimi. *p<0.05.
presy y y g 4 p

ERV’lerin susturulmasinda gorevli olan SETDB1 mRNA ekspresyonu yaslar arasinda
karsilastirildiginda yasla birlikte bir diisiis olmasima ragmen anlamli olarak bir degisim

gozlenmedi (F(2,15=0.8380, p=0.4507) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: SETDBI1 ekspresyon seviyelerinin yaslara gore degisimi.
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4.3. Inflamasyonla iliskili genlerin ekspresyonlarindaki degisimler

Hem proinflamatuar sitokin hem de antiinflamatuar miyokin olarak gdérev yapan IL6

mRNA ekspresyonu, tek yonlii varyans analizine gore yaslar arasinda anlamli bir degisim
gosterdi (F2,18=10.120, p=0.0017). Post hoc LSD testindeki ikili kargilastirmalarda ise, hem
4 aylik (p=0.0012) hem de 12 aylik (p=0.0027) sicanlarin IL6 seviyelerinde 1 aylik siganlara

oranla anlamli bir artis tespit edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: IL-6 ekspresyon seviyelerinin yaslara gore degisimi. **p<0.01.

Diger taraftan, inflamasyonu tetikledigi bilinen TNF-a gen ekspresyon seviyesi

acisindan gruplar arasinda istatiksel agidan anlamli fark goriillmedi (F(2,18=0.008, p=0.9921).

(Sekil 4.7).

28



TNFa

2.0q

1.5

2y

t

< 1.0+

©

b 4

0.5

ﬂ.ﬂ— T
¥ & W
I
NN g

Sekil 4.7: TNFa ekspresyon seviyelerinin yaslara gore degisimi

Yasla birlikte inflamasyonun degisimine bakmak amaciyla inflamasyonda rol
oynayan prostanoidlerin yapimindan sorumlu olan COX-2 gen ekspresyonunun degisimi de
incelendi. Yapilan tek yonlii varyans analizine gore, 12 aylik siganlarin beynindeki COX-2
ekspresyonu 1 aylik siganlarin beynindekine oranla daha fazla olsa da, incelenen yaslar

arasinda COX-2 ekspresyonu agisindan anlamli bir fark goézlenmedi (F(2,18)=0.044,
p=0.9567) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: COX2 ekspresyon seviyelerinin yaslara gore degisimi
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4.4. Yaslanma iligkili klotho geninin ve beyin hasari belirteci GFAP
geninin ekspresyonlarindaki degisimler

Yaglanma ile iligkili olan klotho geninin ekspresyonundaki degisim tek yonlii
varyans analizi ile incelendiginde, gruplar arasinda anlamli bir farkliligin oldugu gézlendi
(F2,18=3.929, p=0.0463). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda ise hem 4 aylik
siganlarin (p=0.0415) hem de 12 aylik siganlarin (p=0.0223) frontal kortekslerinde 1 aylik

sicanlarinkine oranla klotho geninin ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig

kaydedildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Klotho ekspresyon seviyelerinin yaslara gore degisimi. *p<0.05.

Merkezi sinir sistemi hasariin kandaki biyobelirteci olarak kabul edilen GFAP
geninin ekspresyonundaki yasa baglh degisiklikler tek yonlii varyans analizi ile
incelendiginde, gruplar arasinda GFAP ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir
degisimin oldugu goézlendi (F(2,18=5.262, p=0.0175). Yapilan LSD ikili karsilastirma
analizlerinde ise GFAP ekspresyonunun 12 aylik sigcanlarda hem 1 aylik (p=0.0421) hem de
4 aylik (p=0.0054) si¢anlara oranla anlamli derecede diistiigli kaydedildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: GFAP ekspresyon seviyelerinin yaslara gore degisimi. *p<0.05; 1 aylik sicana gore,
#p<0.01; 4 aylik sicana gore.
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5. TARTISMA

Epigenetik mekanizmalarla susturuldugu diisiinillen ve gen regiilasyonunda
gorevleri oldugu gosterilen endojen retroviriislerinde yaslanma teorilerine katkisinin
olabilecegi yapilan baz1 ¢alismalarda gosterilmistir. Bu calismalarda, endojen retroviriis
aktivasyonu tarafindan tetiklenen immiin-patojenik siirecin ozellikle yaslanmaya ve
yaslanmaya bagli nérodejenerasyona sebep olabilecegi konusunda kanitlar sunulmustur. Bu
nedenle, endojen retrovirlislerin, diizensiz hiicresel alt popiilasyonlarin c¢ogalmasini
desteklemesi ve sisteme 6zgii "yaslanmay1" hizlandirmasi nedeniyle epigenetik bir etken
gibi davrandig1 sonucuna varilmistir (218,219).

Beyin yaslanmasinin ardindaki molekiiler mekanizmalari anlamak, yaslanmay1
geciktirmeye ve yasa bagli norodejeneratif hastaliklar1 6nlemeye ve hatta tedavi etmeye
yonelik stratejilerin gelistirilmesini destekleyecektir. Bu nedenle, bu calismada, beyindeki
yaslanma siirecinin ne zaman basladigi ve baglamasinda rol oynayan molekiiler
mekanizmalara 151k tutabilmek ve katki saglamak amaciyla yasla birlikte beyindeki endojen
retroviriislerin nasil degistigini ve endojen retroviriislerle iligkili diger genlerin degisiminin
beyin yaslanmasindaki roliinii arastirilmasi amaglanmusti.

Endojen retroviriislerin beyin yaslanmasindaki roliinii incelemek amaciyla biz de
calismamizda Syn-B geninin ekspresyonunun beyin korteksinde yasla birlikte nasil
degistigine baktik. Mevcut ¢aligmamizda, yasla birlikte Syn-B geninin ekspresyonunun
anlamli derecede arttig1, 1 aylik sicanlarla karsilastirildiginda 4 aylik sicanlarda 1.5 katlik
bir degisim varken 12 aylik sicanlarda 2 katlik bir degisimin oldugunu kaydettik. Yapilan
caligmalarda ozellikle bazi patolojik durumlarda sinsitin-2 gen ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir. Ornegin; Shen ve arkadaslar sinsitin 2 gen ekpresyonunun akut miyeloid
16semide artisinin immiin regiilasyon iizerinde etkili oldugunu (220), Tovo ve arkadaslar
kronik immiin trombositopenili c¢ocuklarda saglikli c¢ocuklara oranla sinsitin-2
ekspresyonunun artiginin hastalik patogenezinde etkili oldugunu (221) ve yine ayni ekibin
otizm spektrum bozuklugu olan ¢ocuklarda da artan sinsitin-2 ekspresyonu ile hastaligin

patogenezi arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu gosterilmistir (222).
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Sinsitin-2 artisinin beyinde omega 3 tasinmasini engelleyebilecegi bildirilmistir
(223). Omega 3 eksikliginin ak madde biitiinliigiinde bozukluklara ve oligodendrosit
olgunlagmasinda yetersizlliklere yol agtig1 bilinmektedir (224—226). Siganlarda artan Syn-b
seviyesi ise insandaki homologu olan sinsitin-2’nin artisina isaret edebilir. Insanda artan
sinsitin-2 ekspresyonunun ise beyinde omega 3 transportunu inhibe edip ak madde
biitiinliglinli bozarak beyin yaslanmasinda rol alabilecegi sdylenebilir.

Yapilan molekiiler c¢alismalarda ise HERV-W env’nin (sinsitin-1) insan
monositlerinde TLR-4’e baglanarak monositleri aktive edebildigi, dendritik hiicrelerin
HERV-W env proteini ile tetiklenerek Thl gelisimini destekledigi gosterilmistir (105).
Multipl sklerozda (MS), HERV-W env proteininin, beyindeki kronik aktif lezyonlardaki
makrofajlar ve mikroglia tarafindan ifade edildiginden dolay:r hastalik patogenezinde 6ne
siriilmiistiir (105). Insan ve fare mikroglialarmm HERV-W env proteinine maruziyeti
sonrasinda proinflamatuvar sitokin, kemokin ve nitrik oksit seviyesini yiikseltmesi ile
aksonal hasara yol a¢tig1 da yapilan c¢alismalarin sonuglarindandir (227). Anti-HERV-W
Env antikoru GNbAC1/Temelimab ile yapilan klinik ¢aligmada MS hastalarindaki olumlu
gelismeler, HERV-W env’in mikroglial akson hasarinda ve myelin yenilenmesinin
onlenmesinde rol oynayabilecegini gosterdi (228). Bu proteinin ayrica oligodendrosit 6ncii
hiicre farklilasmasini da inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (229).

Insan fetal astrositlerinde sinsitin genini iceren viriis vektorii ile enfekte edilerek
HERV-W env overekspresyonu saglandiginda noéroinflamasyon iligskili  gen
ekspresyonlarinin ve protein karbonil seviyesinin arttig1 gosterilmistir. Bu hiicre kiiltiiriinden
elde edilen sartlanmis medyumun oligodentrosit kiiltiiriine uygulandiginda da oligodentrosit
hiicrelerinin 61diigii ve hiicresel uzantilarin ¢ekildigi kaydedilmistir. Ancak néronlarda bu
etki gdsterilememistir. Insan fetal astrositlerinin HERV-W env igermeyen SINrep5-EGFP
viriisle enfekte edilmesiyle elde edilen sartlanmis medyumun ise oligodentrositlerde hiicre
Olimii gergeklestirmedigi bildirilmistir. Baska bir kontrol olarak HIV-JFRL retroviriis
envelop proteini HFA hiicrelerinde eksprese edildikten sonra elde edilen sartlanmis
medyumun ise oligodentrositlerde 6liime ve hiicre uzantisinin ¢ekilmesine yol agmadig:
ancak noronlarda sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (229). Bu ¢alismadan anlasilacagi
tizere sinsitin proteini kaynakli inflamatuvar siireclerin oligodendrositlere spesifik bir hasar
olusturmasi 30’lu yaslarda goériilen ak madde biitiinliigiindeki bozulmay1 agiklayabilecek

verilere 6rnek olusturmaktadir.

Insan fetal astrositlerine sinsitin geni tasiyan viriis enfeksiyonu sonrasinda non-

steroid anti-inflamatuvar, antioksidan feriilik asit ve iki farkli iNOS inhibitorii uygulandiktan
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sonra alinan sartlanmis medyumun oligodentrosit kiiltiiriinline eklenmesi sonrasinda non-
steroid anti-inflamatuvar ve feriilik asit uygulanan gruplarda hiicre 6liimii ve hiicre
uzantilarinin ¢ekilmesinin diger ilaglara gore azaldig1 gosterilmistir. Bu azalmanin protein
karbonil miktarindaki azalma ile korele oldugu da bildirilmistir (229). Bu ¢alismada
sinsitinin astrositlerde ekspresyonunun protein sentezi olmadan da IL-1p, iNOS ve redoks
reaktanlarinin  sentezine yol acarak Ozellikle oligodendrositlerde patolojik etkiler
olusturabilecegine dikkat g¢ekilmistir. Bizim c¢alismamizda da 4 aylik gen¢ sicanlarda
artmaya baslayan sinsitin B ekspresyonunun 12 aylik eriskin si¢anlarda daha fazla miktarda
eksprese oldugu gozlenmistir. Artan sinsitin B ifadesinin yasla birlikte retrotranspozon
aktiflesmesine igaret ettigi goriilmektedir. Bu durum yasla birlikte beyindeki yapilardaki
dejenerasyonla bu retrotranspozonlarin artisinin iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ornegin, mutant farelerle yapilan bir galismada dzellikle oligodentrosit prekiirsor hiicrelerin
farklilasmasinda sorun oldugu ve bu miyelin kilifindaki problemle birlikte MS hastaliginin

belirtilerinin gorildiigi gosterilmistir (230).

Baska bir calismada ise CIBERSORTx kullanilarak 10 MS hastaligi olan ve 5 saglikli
bireyin beyin ak maddesinden elde edilen RNA’lardan dizileme yapilarak 215 HERV-W
(sinsitin-1) lokusunun transkripsiyonel aktivitesi analiz edildiginde, 65 HERV-W lokusunun
tespit edilebilir bir ifadeye sahip oldugu ve bunlardan 14'iiniin MS ve kontrol 6rnekleri
arasinda farkl sekilde ifade edildigi gosterilmistir. Bu 14 lokustan 12'sinin MS'de yukari
regiile edildigi belirlenmistir. Yukar regiile edilen 8 HERV-W lokusunun ifade seviyeleri,
tahmini oligodendrosit oranlari ile anlamli negatif korelasyon gostermis, bu da bu lokuslarin
oligodendrosit olusumu ve/veya bakim dinamikleri ile iliskili oldugunu diisiindiirmiistiir.
Ayrica, Gen Set Zenginlestirme Analizi sonuglari, yukari regiile edilen tic HERV-W
lokusunun, 2p16.2, 2q13 ve Xq13.3"in, oligodendrosit gelisimi ve miyelinizasyonunun

baskilanmasi ile iligkili oldugunu gostermistir (231).

Sinsitin B miktarindaki yasa bagli degisimin beyindeki sinyal yolaklarinm etkileyip
etkilemedigini arastirmak amaciyla, calismamizda sinsitin B ile iligkili olabilecegini
diistindiigiimiiz baz1 genlerin ekspresyonlarindaki degisimleri de inceledik. Bu genlerden
biri baska bir transpozon olan ve toplam genom uzunlugunun énemli bir kismini olusturan
LINE-1 idi. Calismamizda, LINE-1 gen ekpresyonunun 4 aylik sicanlarda artmamasina
ragmen 12 aylik sicanlarda sinsitin-B gibi geng¢ hayvanlara oranla 2 kat arttig1 gozlenmistir.
Bu sonug, artan LINE-1 ifadesinin yaglanma siirecinde retrotranspozon aktiflesmesinin 12

aylik sicanlarda da yani insanlara oranla orta yaslarda da goriilebilecegini desteklemektedir.
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LINE-1’in insan beyninde ekspresyonu bir¢ok ¢alismada gosterilmisse de LINE-1
kaynakl1 proteinlerin varligina dair pek ¢alisma bulunmamaktadir (232-235). Daha 6nce
yapilan sinirli sayidaki calismalardan birinde LINE-1 kaynakli ORFlp proteini,
retrotranspozisyon i¢in gerekli olan proteinlerden biri, insan postmortem beyin dokusunda
immiinohistokimyasal metodlar ile gosterilmis ve calismada yas ile ORFlp proteini
miktarinda belirgin artis oldugu bildirilmistir (236). Saccharomyces cerevisiae (237),
Caenorhabditis elegans (238), insan (87,239) ve fare (240) gibi birgok tiirde transpozon
hareketliliginin yasla birlikte arttig1 diisiiniilmektedir. Bilindigi iizere yaslanma, baskilayici
epigenetik diizenleyicileri degistirerek heterokromatin organizasyonunun bozulmasina yol
acmaktadir (241,242). Bunlarin yanisira, yaslanma ile genel olarak transpozon baskilayici
faktorler azalmakta (240) ve oksidatif stres gibi LINE-1 ekspresyonuna yol agan ¢evresel
faktorler artmaktadir (243,244). Fakat LINE-1 ekspresyonun ozellikle farklilasan noral
prekiirsor  hiicrelerinde arttigi  gozlenmistir. Bu nedenle LINE-1'ler, reverse
transkripsiyondan bagimsiz bir sekilde noral farklilasma hizini diizenleyerek hem insan hem
de fare beyni gelisiminde kritik bir rol oynadigi disiiniilmektedir. Farklilagmanin
tamamlandigi beyinlerde ise kontrolsiiz olarak ekspresyonlarinin artmasinin genomik
istikrarsizlia neden olmasindan dolayi, eriskin beyinde genellikle LINE-1’in ¢esitli
mekanizmalar tarafindan susturuldugu bilinmektedir (245).

LINE-1’in susturulmasinda gorevli olan enzimlerden biri de SIRT6’dir. SIRT6 ile
LINE-1 susturulma diizenlemesinin yasla birlikte islevinin bozulmasi hiicresel stres veya
yaslanma sonrasi represyon mekanizmalardaki islevsel bozuklugunun gosterilmesi
acgisindan 1yi bir ornek olusturmaktadir. Bununla iligkili yapilan ¢alismalarda yaslanma
sirasinda ya da DNA hasarinda heterokromatin olusumunu destekleyen histon deasetilaz
proteini olan SIRT6’nin LINE-1 lokusunda azalmasi, LINE-1 derepresyonuna neden oldugu
gosterilmistir (240). SIRT6’nin yaglanmada 6nemli bir diizenleyici oldugu knockout fare
caligmalarinda yaglanmanin hizlanmasi (246) ve overekspresyonunda fare dmriiniin uzamasi
ile gosterilmistir (247). Ilging bir sekilde, beyin biitiin diger organlar arasinda yaslanma
sonrast LINE-1"in 5’UTR bolgesine baglanan SIRT6’nin kismi kaybu ile en yliksek LINE-1
upregulasyonu gosteren doku olmustur. Bu durum ile beyindeki yiiksek retrotranspozisyon
oranlart (248,249), bir¢cok norolojik hastaligin LINE-1 disregulasyonu ile iliskili olmasi
(249,250), beyin yaslanmasinda LINE-1 iligkili patolojilerin daha etkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Hiicre yasamini ve genomik saglamligi koruyan bir diger sirtuin ise SIRT7’dir (251).

SIRT7 diger gorevlerinin yaninda bir baglayici faktor olarak da islev gormektedir. Kismen
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fare ve insan hiicrelerindeki LINE-1 dizileri ile niikleer lamina proteini lamin A/C arasinda
H3K18 (histon H3 lizin 18) asetilasyonu yaparak etki etmektedir. LINE-1 elementleri bu
ylizden lamin iligkili domainler agisindan zengindir. Bu bolgeler niikleer periferdeki
heterokromatin yapilarini olusturmakta (252) ve SIRT nin sagladigi baglanma ile LINE-1’in
susturulmasin1  gerceklestirmektedir (253). Yaslanma ile SIRT7’nin hematopoietik
hiicrelerdeki downregulasyonu gosterilmistir ve bu durumun LINE-1 derepresyonuna sebep
olabilecegi diisiiniilmektedir (254). Bunun yaninda, insan kanindan elde edilen hiicreden
bagimsiz DNA‘larda LINE-1 promoter bolgesinde yaslanma ile metilasyonun azaldig1 da
bildirilmistir. Aynmi sekilde bu durumun da LINE-1 ekspresyonunun artmasina yol
acabilecegi bildirilmistir (255). Insan fibroblastlarinda yapilan calismalarda, yaslanmis
hiicrelerin promotdér ve artirict aktif gen bdlgelerinin daha kapali kromotin yapisi
gosterirken, retrotranspozon (LINE-1) bolgelerinin daha agik kromotin yapist gosterdigi
(256) ve yash farelerin karaciger ve kas dokularindaki retroelementlerin artmig RNA
ekspresyonu ve kopya sayisina sahip oldugu yapilan diger ¢alismalarda gosterilmistir (239).

LINE-1’in yaslanmada 6nemli bir rol oynayabilecegini iddia eden “LINEage” teorisi
2010 yilinda ortaya atilmist1 (257). Bu teoriye gore LINE-1 endojen bir saat gibi isleyerek
stirekli DNA’y1 hasara ugratmakta ve genomik biitiinliikte yavas yavas erozyona neden
olmaktadir. Bu teori {izerine yapilan ¢alismalarda LINE-1’in yaslanmada sadece bir gosterge
roli olmadigi, ayn1 zamanda yaslanmanin temelinde rol oynayan bir faktor oldugu da
gosterilmistir (257).

LINE-1’in yasla birlikte epigenetik baskilanmasinin ortadan kalkmast ve
regiilasyonunda yer alan SIRT6 ve SIRT7 miktarindaki yasla birlikte degisimi LINE-1
ekspresyonunun artmasina sebep olmakta ve bunun sonucunda DNA hasar1 ve inflamasyon
gibi yollar ile yaslanmada rol alabilecek mekanizmalarda etkili oldugunu daha dnce yapilan
calismalarla gosterildiginden calismamizda LINE-1’in 12 aylik siganlarda artmasi beyin
yaslanmasi sonucu orta yasli insanlarda gelisen bilissel kayiplar1 ve morfolojik bozukluklar
aciklayabilecek potansiyele sahiptir (2,3,172,258). Ozellikle beyindeki yiiksek
retrotranspozisyon oranlarinin (248,249) birgok norolojik hastalikta LINE-1 disregulasyonu
ile iligkili olarak gosterilmesi (249,250), beyin yaslanmasinda LINE-1 iligkili patolojilerin
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Insan endojen retroviriislerin transkripsiyonu, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonu gibi epigenetik mekanizmalar araciligiyla susturulsa da gevresel faktorlerin
endojen retroviriis aktivasyonuna yol actig1 bilinmektedir. Ug¢ pargali motif iceren 28

(TRIM28), insandaki en biiyiik transkripsiyonel diizenleyici ailesi i¢in niikleer bir koruyucu
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olarak islev gérmektedir. SETDB1 proteini ise, histon proteini i¢in oldukga spesifik bir
metiltransferazdir. Hem TRIM28 hem de SETBDI, insan endojen retroviriislerin epigenetik
transkripsiyonel baskilanmasi icin spesifik etiketlerdir (259). Bu nedenle biz de
calismamizda bu iki proteinin gen diizeyindeki degisimlerin yasla birlikte nasil oldugunu
inceledik. Calismamizda 12 aylik sicanlarin frontal korteksinde hem TRIM28 hem de
SETDB1’in 1 aylik siganlara oranla 12 aylik si¢anlarda azaldigi goriilmesine ragmen bu
azalmanin sadece TRIM28’de anlamli oldugunu gozlemledik. Calismamizda artan SYNB
ve LINE-1 ekspresyonunun azalan TRIM28 gen ekspresyonu ile iliskili olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Epigenetik baskilayict olan TRIM28’in néral progenitdr hiicrelerde genetik
delesyonunun ERV’den gelisen intrasisternal A partikiillerinin birikimine sebep oldugu ve
bu yolla transgenik farelerin beyinlerinde inflamasyon gelistigi daha 6nce yapilan bir
caligmada belirtilmistir (84). Epigenetik baskilayict SETDB1’in silinmesiyle olusturulan
deneysel bir diizenekte de pro-B hiicrelerinde de ERV kaynakli protein birikimine bagl
hiicre 6liimleri tespit edilmistir (85).

TRIM28'in endojen retroviriislerin sessiz bir durumda tutulmasinda rol oynadigini
daha Once yapilan bir¢ok calisma tarafindan vurgulanmaktadir (260). 12 aylik siganlarda
gozlemlenen TRIM28'in azalan transkripsiyonel seviyelerinin bazi HERV elemanlarinin
artan ekspresyonundan sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. TRIM28/SETDB1 protein
kompleksinin, pluripotent kok hiicrelerde ve erken embriyolarda endojen retroviriislerin
sessiz durumda tutulmasi i¢in hayati 6nem tasidigr daha 6nceki calismalarda gosterilmistir
(260). Epigenetik siiregler, yapisal DNA degisikligi olmaksizin gen ifadesinin
diizenlenmesinde kromatin bazli mekanizmalar1 kapsamaktadir. Cevresel faktorler, TRIM28
ve SETDB1'in neden oldugu gibi epigenetik degisikliklere neden olabilmektedir. TRIM28,
hedef proteinlerin lizin kalintilarina baglanarak bunlarin fosforilasyonuna ve proteozom
kaynakli bozunmaya neden oldugu bilinmektedir. TRIM28, protein degradasyonu, RNA
eklenmesi ve transkripsiyonel inhibisyon gibi ¢esitli hiicre fonksiyonlarinda yer alan bir
translasyon sonrasi olay olan SUMOlasyon i¢in SETDBI1'i gorevlendirmektedir (261).
TRIM28 ve SETDBI ¢ok sayida epigenetik siiregte yer almaktadir ve hem dogal hem de
kazanilmig bagisiklik iizerinde etki gostermektedir (262). B hiicresinin farklilagsmasint ve T
hiicresinin aktivasyonunu etkilemektedir. Ozellikle, KRAB-ZFP'ler ve Foxp3 iceren
kompleks araciligiyla, TRIM28/SETDBI, T hiicrelerinin diizenleyici fenotiplere
genislemesini kontrol etmekte, Treg baskilayici aktivitesini veya dentritik hiicrelerin

dagilimini ve T hiicresinin inflamatuar efektor hiicrelere kirpilmasini diizenlemektedir (263).
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Yapilan baz1 ¢alismalar TRIM28 seviyesindeki degisimlerin norodejenerasyonla iliskisinin
de olabilecegini gostermistir (264). Bu nedenle TRIM28’in yaslanmay:1 diizenledigi ve
yaslanmayla iliskili sinyalizasyonun ilgili fenotipinin indiiksiyonunu etkiledigi
bilinmektedir (265).

Yapilan ¢alismalarda rekombinant ENV (sinsitin-1) proteini uygulandiginda sican
oligodendritik hiicrelerde iNOS ekspresyonunun arttig1 ve proinflamatuvar sitokin salgisinin
gerceklestigi gosterilmistir. Ayrica Sinsitin-1 proteinin asir1 ekspresyonunun in vitro insan
astrositlerinde ve in vivo transgenik farelerde inflamasyona yol ag¢tig1 belirlenmistir (84).
Biz de bu nedenle sinsitin B ve LINE-1’in yasla birlikte ekspresyon artisinin proinflamatuvar
stireclerle iligkisini gostermek amactyla IL-6 ekspresyonundaki degisimin 1 aylik si¢anlara
oranla 4 aylik ve 12 aylik sicanlarda nasil oldugunu inceledik. Calismamizda IL.-6 gen
ekspresyonunun hem 4 aylik hem de 12 aylik sigan beyinlerinde anlamli dercede arttigini
gbozlemledik. Daha once 4 ve 24 aylik IL-6 knockout ve vahsi tip farelerde yapilan
karsilagtirmada IL-6 knockout fare hipokampusunda azalmis p53 protein miktar1 ile artmig
otofaji genlerinin ekspresyonu IL-6 proteininin eksikliginin yas ile gelisen hiicresel hasar
birikimini azaltigin1  gostermistir  (266). Alzheimer hastaligina sahip farelerin
hipokampusunda ise artmis IL-6 yolak aktivasyonu gosterilmistir. Buna paralel olarak
beyinde IL-6’nin nétralizasyonunun hafiza sorunlarini azalttigi ve Alzheimer hastaliginda
goriilen periferik glukoz intoleransini hafiflettigi de gosterilmistir (267). Yine bu ¢alismada
geng yetiskin IL-6 eksikligi olan farelerde Morris su labirentinde yapilan deneylerde
O0grenme yeteneginin zayiflamasi ile IL-6'nin fizyolojik seviyesinin dogru hafiza olusumuna
katilan mekanizmalarda rol oynadigi ve IL-6 sinyalizasyonunun beyin gelisimindeki 6nemi
de gosterilmistir. Hem 4 hem de 24 aylik IL-6 knockout farelerde benzer seviyede korunan
Ogrenme yetenegi ve 24 aylik vahsi tip farelerdeki zayiflama, IL-6 eksprese etmeyen
farelerde yasa bagli hafiza kaybinin daha yavas oldugunu gostermektedir (268). Bu
calismada ayni zamanda IL-6"nin, siiperoksit lireten bagisiklik enzimi NADPH-oksidazin
artan noronal ifadesi i¢in gerekli ve yeterli oldugu ve bunun kanonik olmayan NF-K(
sinyallesmesi ile gerceklestigi belirlenmistir. Ayrica, NADPH-oksidaz tarafindan iiretilen
stiperoksitin, normal bilgi isleme, kodlama ve hatirlama i¢in gerekli olan parvalbumin ifade
eden GABAerjik interndronlarin yasa bagli kaybindan dogrudan sorumlu oldugu
gosterilmistir. IL-6'nin hedeflenmis olarak silinmesi veya kronik siiperoksit-dismutaz
mimetigi ile siiperoksitin ortadan kaldirilmasi, parvalbumin internéronlarinin yasa bagh
kaybin1 6nlemekte ve yasa bagl biligsel eksiklikleri tersine ¢evirdigi de yapilan ¢aligmada

gosterilmistir (269).
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Bizim ¢alismamiza paralel olarak daha 6nce yapilan bir ¢calismada, 1 aylik yavru, 3
aylik yetiskin ve 24 aylik yash erkek BALB/c farelerin beyinlerinden alinan protein
ekstraktlarinda yapilan oOlglimlerde beyincik, serebral korteks ve hipokampusta IL-6
konsantrasyonu yasla birlikte arttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismaya benzer olarak, yaslanmada
spontan IL-6 tiretimini degerlendirmek amaciyla yeni dogmus (<7giin), yetiskin (3-6 ay) ve
yasli (24 ay) farelerin beyinlerinden glial hiicreler kiiltiire edildiginde, IL-6 gen
ekspresyonunda ve IL-6 protein konsantrasyonunda yasa bagli bir artis gorildigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda IL-6 pozitif olan mikroglia oraninin da yasla birlikte arttig
gosterilmistir. Bu veriler, mikroglialarin yasli beyindeki artmis IL-6 seviyesine katkida

bulundugunu da gostermektedir (270).

Insan calismalarinda da yash yetiskinlerde dolasimdaki IL-6 seviyelerinin geng
yetiskinlere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (163,271). Weaver ve ark (272)
tarafindan yapilan uzun siireli bir ¢aligmada, saglikli yash bireylerde plazmada yasa bagh
IL-6 artis1 bildirilmig ve bu artisin bilissel yeteneklerde hafif bir diisiisle iliskili oldugu
bulunmustur. Onemli olarak, yash yetiskinlerden ve farelerden izole edilen lenfoid
hiicrelerin de kendiliginden yiiksek seviyelerde IL-6 salgiladigi gosterilmistir (273,274).
Ayrica yagh farelerin tiim beyin, hipokampus, serebral korteks ve beyincikleri
incelendiginde IL-6 seviyelerinin geng ve yetiskin farelere oranla arttig1 gézlenmistir (270).
Benzer sekilde, 10 aylik senesans-hizlandirilmis farelerin serebral korteks ve
hipokampuslerinde de IL-6 seviyelerinin yasga es kontrollere oranla arttigi goriilmiistiir
(275). Yapilan bazi ¢alismalarda, yasli beyindeki IL-6 artisinin geng¢ kontrollere gore
beyinde daha fazla salgilanmasindan kaynaklandigi gosterilmistir (275). Ayrica, 1L-6
protein seviyelerine benzer olarak saglikli yash farelerin tiim beyninde, yetiskinlere kiyasla
belirgin bir IL-6 mRNA artig1 da gosterilmistir (270). IL-6 ve MAC-1 (mikroglia i¢in bir
belirteg) boyamasi igin yapilan iki renkli akis sitometrisi analizi, yasa bagh IL-6-pozitif
mikroglial hiicrelerde bir artis oldugunu gostermistir (270). Ayrica, bu ¢alismada yasla
birlikte IL-6 ortalama floresan yogunlugu artmasi ile hiicre basmna daha fazla IL-6
ifadesininin oldugunu gostermistir. Cok yasli rhesus maymunlarindan kiiltiire edilen
endotelyal hiicreler de yetigkin ve fetal/neonatal maymunlardan izole edilenlere gore daha
fazla IL-6 salgilamistir (276). Yapilan bu ¢alismalar yasla birlikte beyinde IL-6 ifadesinin

hem gen hem de protein diizeyinde arttigini1 gdstermektedir.

Yash beyindeki IL-6 ifadesinin, gelisim sirasinda oldugu gibi noroprotektif
ozellikleri siirdiirmesi miimkiin olsa da elde edilen kanitlarin ¢ogu aksini gostermektedir.

Yaslt beyindeki IL-6 artis1 norotoksik olabilecegi ve biligsel ve motivasyonel sistemleri
39



etkileyebilecegi elde edilen sonuglardan bazilaridir (277). Ornegin, Down sendromu ve
Alzheimer hastaliindaki demans siddeti, artan IL-6 konsantrasyonlar: ile iliskili

bulunmustur (278).

Transgenik farelerin noronlarindaki IL-6 ifadesinin artmasi ile artan astrositlerin
sayis1 astrosit boyutu ve dallanmig mikroglial hiicrelerin sayisinmin iligkisi yapilan
calismalarda gosterilmistir (279). Ayrica, astrositlerinde IL-6 ifadesinin asirt oldugu
transgenik farelerin, sitokin ifadesi diizeyi ile iliskili olarak norolojik hastalik gelistirme
oranlarinda artis gostermistir (280). IL-6 transgeninin ilerleyici noropatik belirtilerinin
Ozellikle ka¢inma Ogrenimindeki defektlerle yakindan iliskili olmasi (281), IL-6'nin
hipokampal néronlarda uzun vadeli potansiyasyonu engelledigine isaret etmistir (282).
Yakin tarihli bir ¢alisma, astrositleri IL-6'y1 asir1 ifade eden yetigkin transgenik farelerin
hipokampal dentate girusunda ndrojenezin %63 oraninda azaldigini gostermistir (283).
Embriyonik serebral prekiirsor hiicrelerin IL-6 varlifinda kiiltiire edildiginde astrositlere
farklilasmasi (284) IL-6’nin progenitor hiicreleri glial hiicre soyagacina yonlendirerek yasli
beyindeki norojenezi sinirladigini géstermistir. Bu durum 6zellikle Alzheimer hastaligi ile
ilgili olan gliozisin yasl beyinde IL-6 artigi ile iligkili olmasin1 ve IL-6 seviyesi yiiksek
bireylerin bu tip norolojik hastaliga yatkin hale gelmesine veya en azindan yaslilarda

gbzlemlenen biligsel bozukluklar1 kismen de olsa agiklamaktadir.

Diger taraftan IL6 ve endojen retrovirlislerin iligkisini gosteren bir calismada
amyotrofik lateral sklerozda TDP43 proteininin insan endojen retroviriis K (HERV-K)
ekspresyonunu aktifledigi (285) ve inflamasyonda ERV ve ERV g¢evresindeki dizilerin
ekspresyonu artirdigi gosterilmistir (286). Uzun terminal tekrar1 olan LTR dizileri
proinflamatuvar NF-xf gibi transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bdolgeleri
bulundurmaktadir (133,287). NF-kf’nin dogal ve adaptif bagisikliktaki diizenleyici etkileri
ve TNF-a, IL-1B, IL-6 ve IFNy gibi bircok proinflamatuvar sitokinin NF-xf’yi
aktifleyebildigi diislintildiigiinde, NF-kf’nin LTR ¢evresine baglanarak ERV ekspresyonunu
etkileyebilmesi, inflamasyon ile gelisen ERV ekspresyon artigini agiklamaktadir (133).
Benzer sekilde insan astrosit hiicrelerinde 13 ayliktan itibaren artan TNF-a, IFNy, IL-6 ve
IL-1’in siganlarin hipokampusunda astrositlerin hipertrofiye ugramasina neden oldugu
gosterilmigtir (288).

Sonug olarak ¢alismamizdaki IL-6 artigi retrotranspozon aktivasyonu sonrasi steril
inflamasyonu gdsterdigi gibi beyindeki yapim siireglerini kisitlayip yikimi arttirdigindan
beyindeki artmis senescence ile de iliskili olabilir. Bu durumda beyin yaslanmasinin 12 aylik

sicanlarda gelismeye basladig1 one siiriilebilmektedir.
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Endojen retroviriislerle yapilan ¢alismalarda astrositlerin 6zellikle etkilenmesi
nedeniyle calismamizda merkezi sinir sitemindeki astrositlerden eksprese olan GFAP
proteinin ekspresyonunun yasla birlikte nasil degistigini de inceledik. Yapilan analizlerde 4
aylik sicanlardaki GFAP ekspresyonunda bir degisim goriilmezken yapilan caligmalara
benzer sekilde 12 aylik siganlarin frontal korteksinde GFAP ekspresyonunun yaklasik 2 kat
azaldigin1 tespit ettik. Daha Once yapilan bir ¢alismada ise, bizim ¢aligmamizin aksine 24
aylik sicanlarda GFAP mRNA miktarinin 6-7 ayliklara gore hipokampusta 2 kat striatumda
4 kat arttig1 gosterilmistir (289). Bagka bir ¢alismada ise, GFAP ekspresyonunun 29 aylik
siganlarin 3 aylik ve 13 aylik sicanlara gore arttigi, fakat 13 aylik ile 3 aylik grup arasinda
fark olmadig1 gosterilmistir (290). Erkek Wistar siganlarin serebellumunda yapilan
immunohistokimyasal bir ¢alismada ise GFAP seviyesinin ak madde de yasla birlikte
azaldig1 gosterilmistir (291). Benzer sekilde yapilan bir ¢alisma, yasli (26 aylik) ve ¢ok yasli
(29-32 aylik) disi sicanlarinin 4-6 aylik si¢anlara gore hipokampusiin stratum radiatum
bolgesinde GFAP-pozitif astrositlerin sayisinin azaldigin1 ve bu astrositlerin kisalmis

uzantilara ve azalmig dallanma karmasikligina sahip oldugu bildirilmistir (292).

Bagka bir ¢alisma, 24 aylik farelerin entorhinal korteksinde benzer bir sekilde GFAP
aktivitesinde azalma oldugunu bulmustur, bu durumun 6zellikle astrositlerin dallanmasinin
azalmasindan kaynaklandigi 6ne siiriilmiis ve CA1 alaninda ve dentat girusta artmis GFAP

aktivitesi bildirilmistir (292).

3,9, 18 ve 24 aylik SV129/C57BL6 farelerde yapilan ¢alismada, dentat girusda 3
aylik ve 9 aylik gruplar arasinda GFAP+ astroglia profilleri benzer iken 18 ve 24 aylik
gruplarda GFAP immunoreaktivitesinde artis gosterildi. Ayrica 24 aylik grupta 18 aylik
gruba gore de anlamli artis tespit edilmistir (293). CA1 bolgesinde ise 9 aylik grupta 3 aylik
gruba gore GFAP artis1 vardi. En yiiksek artis 24 aylik grupta iken 9 ve 18 aylik gruplar
arasinda anlamli fark olmasa da 18 aylik grupta artisa egilim bildirilmistir. CA1 bdlgesinde
yagla birlikte GFAP seviyesinde artis oldugu gosterilmistir (293). 3 aylik si¢anlarin
entorhinal korteksi ile karsilastirildiginda 9, 18 ve 24 aylik sicanlarin yasla birlikte GFAP

immunoreaktivitesinde bir azalmanin oldugu bildirilmistir (293).

6, 12 ve 29 aylik C57BL/6J farelerde yapilan baska bir ¢alismada korteks serebellum
ve hipokampustan elde edilen dokulardan RNA izolasyonu yapildi. Bu RNA izolatlarindan
Northern blot ile 3-tubulin, GFAP, GAD (glutamik asit dekarboksilaz), SS(Somatostatin) ve
Thy-1 RNA seviyeleri karsilastirilmistir. Yasla sadece GFAP seviyesinin 29 aylik farelerde
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arttig1 bildirilmistir. Bilgisayar yardimli dansitometri ile 29 aylik farelerde serebellum ve

kortekste sinyal artisinin 3 kat oldugu bildirilmistir. (294).

GFAP vyapisal proteini astrositlerin karakterizasyonu i¢in bir belirtegtir. Ayrica,
astroglia hiicrelerinin beyinde en ¢ok bulunan hiicre tiirii oldugu ve ndronlar i¢in hem yapisal
hem de islevsel destek sagladig1 (norotransmiter glutamat geri dontistimil ve trofik faktor
salmimi dahil) bilinmektedir (295). GFAP mRNA ifadeleri gesitli niikleer reseptor
hormonlari, biiyiime faktorleri ve lipopolisakkaritler tarafindan diizenlenmektedir. GFAP
ayrica bir dizi translasyon sonrasi modifikasyona tabi tutulurken, GFAP mutasyonlar1 da bir
takim protein birikimlerine neden olan hastaliklara sebebiyet vermektedir. GFAP gen
aktivasyonu ve protein indiiksiyonunun, merkezi sinir sistemi yaralanmalar1 ve
norodejenerasyonu takiben astroglia hiicre aktivasyonunda (astrogliosis) kritik bir rol
oynadig1 goriilmektedir. Ortaya ¢ikan kanitlar ayrica, travmatik beyin ve omurilik
yaralanmalar1 ve fel¢ sonrasinda, GFAP proteini ve onun pargalanma iiriinlerinin hizli bir
sekilde biyosivilara salindigini ve bu durumun onlar1 bu tiir nérolojik bozukluklar i¢in gii¢lii
aday biyobelirtecler haline getirdigini gostermektedir (296). GFAP ekspresyonunun
travmatik durumlarda ozellikle artmasi, ¢alismamizdaki GFAP seviyesindeki azalmanin
normal fizyolojik yaslanma siire¢lerinin erken yaslanma donemlerinde GFAP seviyelerinin
patolojik seviyelere ulasmadigini gostermektedir. Machnik ve arkadaslar tarafindan 2024
yilinda yapilan bir hiicre kiiltiirii caligmasinda astrosit hiicrelerine verilen hasarda sinsitin-1
seviyesindeki azalmayla birlikte GFAP seviyesinde anlamli bir artigin oldugu gosterilmistir
(297). Bu durum bizim saglikli hayvanlarimizda yasla birlikte artan sinsitin-b seviyelerinin
GFAP seviyelerinde bir azalmaya sebep olmasin1 kismen agiklamaktadir. Bu durum GFAP
seviyeleri ile endojen retroviriis seviyeleri arasinda negatif bir korelasyonun olduguna isaret
etmekte ve artan sinsitin seviyelerinin inflamasyona baglh bir sekilde astrosit dliimlerine
sebebiyet verebilecegi hipotezini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica, HIV Nef'in beklentinin
aksine GFAP ekspresyonunun azaltmasi ve astrositlerde glutamat metabolizmasinin
degismesine ve astrosit proliferasyonuna yol agmasi Ozellikle viral partikiillerin gen

ekspresyonunda promotor kisimlardaki etkisine isaret etmektedir (298)

Normalde ¢ogu hiicrede diisiik seviyelerde bulunan COX-2 geni de inflamasyon ile
pek ¢ok hiicrede hizla eksprese olmakta ve miktarinda hizli bir artis goriilmektedir (299).
Bizim ¢alisgmamizda ise COX-2 miktarinda 12 aylik sicanlarda bir artig goriilmesine ragmen
bu artisin 1 aylik sicanlara oranla anlamlilik seviyesine ulagsmadigi tespit edilmistir. Benzer
sekilde, 5 ve 30 aylik farelerin korteks ve serebellumunda yapilan 6347 genin analizinde

COX2’nin yasla birlikte degismedigi bildirilmistir (300). Diger taraftan, 4-6, 12-14 ve 20-
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21 aylik farelerin kortikal kilcal damarlarinda yapilan ¢alismada, s1v1 sivi kromatografi-kiitle
spektrometrisi cihazi ile yapilan ¢alismada 12-14 aylik farelerde COX2 seviyesinin 4-6 aylik
ve 20-21 aylik farelere gore yiiksek oldugu bildirilmistir (301). Ayrica, farelerin dentat girus
ve hipokampal CA2/3 bolgelerinden elde edilen dokularda yapilan western blot ve
immunohistokimya calismasinda 24 aylik farelerde daha kiigiik yaslardaki (12 aylik ve 1
aylik) farelere gore azalmig COX-2 seviyesi tespit edilmistir (302). Bizim ¢alismamiza
benzer sekilde, sicanlarin hipokampus ve korteksinde yapilan baska bir caligmada ise COX-
2 ekspresyonunun 30 aylik sicanlarda 4 aylik siganlara gore hipokampusta azaldig: fakat

korteksteki ekspresyonunun yas gruplari arasinda fark olusturmadig bildirilmistir (316).

Hipokampal GFAP ekspresyonu ise 4 aylik gruba gore 24 aylik grupta %46, 30 aylik
grupta ise %72 arttig1 bildirildi. Kortikal GFAP ekspresyonu ise 4 aylik siganlara gore 24
aylik grupta 2 kat, 30 aylikta ise 2.4 kat artt1g1 bildirilmistir (303). Diger taraftan, 1, 3, 6, 12,
18 ve 24 aylik ¢6l farelerinde yapilan ¢aligmada hipokampusta COX2 protein seviyelerinin
ve immunoreaktivitesinin yasla degisimi arastirildi. Bu ¢aligmada CA1 bolgesinin stratum
piramidale kisminda 6 aylik grupta COX-2 immiinoreaktivitesinin, 1 ve 3 aylik gruplara
kiyasla azaldigi, daha yasli gruplarda ise COX2 immiinoreaktivitesinin zamanla arttig1
bildirilmistir. 18 ve 24 aylik gruplarda ise giiglii COX-2 immiinoreaktivitesi bulundugu
gosterilmigtir. CA2/3 bolgesinde COX2 immunoreaktivitesinin 1 aylik gruba gore 3, 6 ve 12
aylik gruplarda azaldig1 12 aylik gruba gore 18 ve 24 aylik gruplarda arttig1 bildirildi. Dentat
girustaki immunoreaktivite ise 18 ve 24 aylik gruplarda diger gruplara gore arttigi
gosterilmistir. Western blot ile hipokampusta yapilan protein seviyesi analizinde 3 aylik
grupta 1 aylik gruba gore azalma gosterildi. 6 aylik grupta COX2 seviyesi en az iken yasla
birlikte arttig1 bildirilmistir (304).

6, 12, 18 ve 24 aylik Fischer 344 sigcanlarin beyin izolatinda yapilan ¢alismada da
benzer sekilde COX2 mRNA ve protein seviyelerinde gruplar arasinda fark bulunmamstir
(305,306). Bu ¢aligmada endojen retroviriis geninin farkli sitotoksisite ve inflamatuar

aracilarin modiilasyonunu uyararak patofizyolojik olaylar1 baglattig1 one siiriilmiistiir.

Caligmamizda ayrica yasla birlikte ekspresyonel degisimine baktigimiz sistemik
inflamasyonda yer alan hiicre sinyal proteini olan TNF-a’nin da COX-2 ile benzer sekilde
gruplar arasinda anlamli bir degisiminin olmadig1 gozlenmistir. TNF-a akut faz
reaksiyonunu olusturan sitokinlerden biridir ve birincil rolii bagisiklik hiicrelerinin
diizenlenmesidir. TNF-o’nin  salinimi1  hiicrede NF-xB ve MAPK yollarinin

etkinlestirilmesine ve 6liim sinyallerinin tetiklenmesi ile apoptoz yolaginin aktiflesmesine
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sebebiyet vermektedir (307). Literatiirdeki c¢alismalara baktigimizda ise oOzellikle
hipokampiiste yasla birlikte TNF-a seviyelerinin arttig1 goriilmektedir. Ornegin; 3, 16 ve 22
aylik Wistar sicanlarinin hipokampusundan elde edilen doku orneklerinde yapilan bir
calismada 3 aylik siganlara goére 16 ve 22 aylik sicanlarda TNF-a seviyesinin arttigi
bildirilmistir (319). Diger bir calismada da 6 ve 24 aylik sicanlarin substansia nigrasindan
elde edilen 6rneklerde 24 aylik siganlarin TNF-o’nin yani sira, IL-6 ve COX2’nin protein ve
MRNA seviyelerinin 6 aylik sicanlara gore arttigi bildirilmistir (10). Yapilan ¢alismalar
patolojiye bagli olarak degisen sinsitin proteininin TNF-a seviyelerinde artisa sebep
oldugunu géstermektedir (309). 6 ve 16 aylik disi farelerde yapilan ¢alismada yasl farelerin
hipokampusunda geng farelere gore IL-6 ve IL-1p seviyelerinin arttii, TNF-a seviyelerinin
ise degismedigi bildirilmistir. Bu ¢alismada yiiksek kolesterollii diyet ile beslenen yash
farelerde IL-1p ve TNF-a seviyelerinin kontrol yasl farelere gore arttigi, TNF-a seviyesinin
ise kolesterolle beslenen yasl farelerde kolesterolle beslenen geng farelere gore daha yiiksek

oldugu bildirilmistir (310).

Makrofajlar tarafindan artan TNF-a saliniminin inflamasyonun baslatilmasinda
merkezi bir rol oynadig1 bilinmektedir. Bu nedenle saglikli yaslanmada ya da herhangi bir
patolojik durum olmadiginda gen ekspresyonunda degisim beklenmemektedir. Bunu
destekler nitelikte yapilan bir calismada 3-4 ve 22-24 aylik Wistar saglikli siganlarda striatal
TNF-a degerlerinin her iki yasta da benzer oldugu gézlenmistir. Ayrica her iki yas grubunda
da TNF-a ifade eden hiicrelerin agirlikli olarak GFAP-pozitif astrositlere karsilik geldigi
bildirilmistir. Yasl hasarli striatumdaki TNF-a seviyelerinin ise, yetiskinlere gore anlaml
derecede daha diisiik oldugu tespit edilmistir (311). Yapilan bazi ¢alismalarda da
yaslanmanin erken evrelerinde TNF-a seviyelerinde goriilmeyen farkliliklarin ileri yagshilik
donemlerinde degistigi gdsterilmistir. Ornegin; C57BL6/N farelerin biitiin hemisferinden
elde edilen dokuda yapilan qPCR analizinde yasla birlikte TNF-a’da artisa dogru bir meyil

olsa da sadece 28 aylik farelerde artigin anlamli bir seviyeye ulastigi gosterilmistir (312).

Caligmamizda yapilan morris su labirenti testinde gruplar arasinda anlaml bir fark
gosterilememistir. Benzer calismalarda ise gerek uygulanan prosediirlerdeki farkliliklar
gerek hayvan cinsi ve yasinin farkli olmasi nedeniyle farkli sonuglar elde edilmistir. Ornegin
10 adet Wistar cinsi sigan igeren 6, 9, 12 aylik gruplarda yapilan morris su labirenti testinde
9 ve 12 aylik gruplarin ortalama toplam zaman ve ortalama toplam alinan yol degerlerinin 6

aylik gruba gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (313).
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Bagka bir ¢alisma dort farkli yas grubundaki siganlarda (Fischer-344) mekansal
referans ve caligma bellegindeki yasa bagli degisim oriintiisiinii incelemistir. Morris su
labirenti testinde uygulanan yer ayrimi testi mekansal referans bellegini; kagis platformunun
konumunun oturumdan oturuma degistigi bir ayirt etme gorevi olan tekrar edilen edinim testi
ise mekansal ¢alisma bellegini 6lgmiistiir. Test edilen yas gruplar1 4 ay, 11 ay, 17 ay ve 24
ay olarak belirlenmistir. Dort aylik siganlarla karsilagtirildiginda, 24 aylik siganlar yer ayrimi
performansinin alt1 dlglitiiniin tamaminda, 17 aylik sicanlar bes 6l¢iitte ve 11 aylik sicanlar
ise yalnizca bir ol¢iitte anlamli diizeyde bozulma gostermistir. Sadece 24 aylik siganlarda 4

ayliklarla karsilastirildiginda tekrar edilen edinim testinde anlamli bir ¢alisma bellegi

bozulmasi saptanmistir (258).

Yaklasik 20 adet sicanin bulundugu 8, 16 ve 24 aylik sicanlardan olusan gruplarin
kullanildig1 diger bir ¢alismada morris su labirenti testinde 8 aylik si¢anlarin daha yash

gruplara gore platformun yerini daha ¢abuk 6grendigi gosterilmistir (314).

15 adet 4 aylik, 30 adet 12 aylik ve 9 adet 24 aylik CD-COBS si¢anlarin kullanildig:
calismada morris su labirenti testinde 4 aylik sicanlar diger gruplara gore daha iyi
performans gosterirken 24 aylik sicanlarin platformun bulundugu alan ile ilgi bir 6grenme

davranisi sergilemedigi bildirilmistir (315).

10 adet 6 aylik 6’sar adet 12, 15, 18 ve 22 aylik Fisher 344 siganlarin kullanildig:
calismada her giin 10 dakika arayla 2 defa morris su labirenti testi yapilmistir. Bu ¢aligmada
ayni giinlin 2. testinde ilk teste gore daha kisa zamanda platformu bulan tek grup 6 aylik
grup olmustur. Ancak 6 aylik grup ile 12 ve 15 aylik gruplarmn 2. deneyde platformu bulma
stireleri acisindan istatistiksel olarak fark gosterilememistir. 18 ve 22 aylik gruplar ise diger

gruplara gore 2. testte paltformu daha ge¢ bulmustur (316).

6, 12 ve 24 aylik long-evans cinsi siganlarin kullanildigi ¢aligmada her grupta 12
siganla calisilmistir. Morris su labirenti testinde her giin 3-4 defa test tekrarlanmistir. Bu
calismada ilk testte 6 aylik sicanlar 12 ve 24 aylik siganlara goére platformu daha erken
bulurken, son testte ise 12 ve 6 aylik sicanlar arasinda bir fark gosterilememistir (317). Bizim
calismamizda 4 aylik siganlar kullanilmis olsa da test protokolil ve hayvan cinsi agisindan
calismamiza en yakin olan bu calismada gen¢ ve orta yasli sicanlar arasinda fark
gosterilmemis olmasi bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir. Ancak geng farelerin orta
yasl farelerden daha tistiin performans gosterdigi diger ¢aligmalar ise hipotezimizi destekler

niteliktedir (258,313,315,316).
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Calismamizda son olarak yaslilikla iliskisi bilinen klotho geninin ekspresyonunun
beyinde nasil degistigini inceledik ve yasla birlikte gen ekspresyonunda anlamli bir artig
gozlemledik. Literatiirde yapilan birgok ¢alismada ileri yaslarda klotho seviyesinin anlaml
derecede azaldig1 gosterilmistir. Ornegin; 6, 9, 12 ve 18 aylik farelerde prefrontal korteks,
korteks, hipokampus ve serebellumda yapilan analizde yasla birlikte klotho ekspresyonunun
azaldig1 gosterilmistir. Beyindeki transmembran klotho ekspresyonu salgilanan klotoho
ekspresyonundan 6 aylik iken 9, 18 aylik iken 5 kat daha fazla oldugu gosterilmistir.
Prefrontal korteksteki klotho seviyelerinin 6 aylik fareler ile karsilastirildiginda, 9 ayliktan
itibaren diismeye basladigi, 12 ve 18 aylik farelerdeki diismenin ise neredeyse %90’larda
oldugu bildirilmistir. Hipokampusta klotho seviyeleri 12 ayliktan itibaren diigmeye
baslarken, kortekste 18 aylikta ciddi diigme gosterilmistir. Serebellumda da klotho seviyeleri

12 ayliktan itibaren hizla diismeye baglamistir (318).

Salgilanan klothonun protein seviyeleri 6 aylik fareler ile kiyaslandiginda 18 aylik
farelerde prefrontal kortekste %41, kortekste %49, hipokampusta ise %63’lik bir diisiis
gosterdigi bildirilmistir. Alzheimer modeli olan 3xTg-AD farelerde yapilan dl¢timlerde 6
aylik farelerdeki klotho ekspresyonu kontrol farelerdekine gore daha diisiik bulunmustur.
Fakat 12 ayliktan itibaren klotho ekspresyonunun benzer seviyelerde oldugu bildirilmistir
(318). 6 ve 12 aylik farelere 6 ay egzersiz yaptirilan deneyde ise yash fareler %50 daha az
egzersiz yapmalarina ragmen kontrol gruba goére klotho ekspresyonlarindaki artisin daha

belirgin oldugu gosterilmistir (318).

B6D2F]1 farelerde yapilan ¢aligmada ise 12 aylik olana kadar klotho seviyesinin
beyinde zamanla arttig1, 12 ayliktan sonra ise azaldig: bildirilmistir. Sicanlarda da benzer bir
ekspresyon patterni gosterilmistir (208). Siganlarin 12 aylik oluncaya kadar yaslanma
belirtilerinden bu protein ekspresyonunu arttirarak korundugu ongoriilmektedir. Yapilan
arastirmalar, klotho proteininin yiiksek miktarda iiretilmesinin oksidatif strese karsi belirgin
bir direng sagladigin1 ve bu sayede yaslanma siirecini yavaglatarak yasam siiresini uzattigin

gostermektedir (319).

37 ve 85 yas araliginda 202 kisinin kan 6rneginden yapilan ¢alismada yas ile birlikte
spor yapan kisilerde serum klotho seviyelerinin diistiigii ve yas ile iligkili diigmenin kismen
klotho genindeki metilasyondan kaynaklandig: bildirilmistir (320).Insanlarda yapilan baska
bir ¢aligmada orta yash yetiskinlerdeki klotho serum seviyelerinin, yasl yetiskinlerdekinden

de anlamli olarak daha yiiksek oldugu gozlenmistir (321).
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181 saglikli Asyal1 bireyin serumundan ELISA testi kullanilarak yapilan caligmada
normal yetigkinlerde a-klotho serum seviyelerinin 239 ile 1266 pg/mL arasinda degismekte
oldugu bildirildi. a-klotho seviyelerinin kreatinin ve yas ile ters orantili oldugu gosterildi.
Ancak normal g¢ocuklardaki a-klotho seviyelerinin yetiskinlerdeki seviyelerden anlamli
olarak daha yiiksek oldugu bildirildi. Bu ¢alismada hem ¢ocuklar1 hem de yetiskinleri igeren
¢ok degiskenli bir lineer regresyon analizinde, a-klothonun yas ve kalsiyum ile negatif,
fosfat ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirildi (322).

Beyin yaslanmasinin 30’lu yaslarda basladigina dair deliller olmasina ragmen bu
durumu agikliga kavusturmak igin yeterince ¢alisma yapilmamistir. Yaslanma caligmalari
genellikle 60’11 yaglara karsilik gelen siganlar lizerinde yapilirken yaslanmanin ne zaman
basladigina dair net bir goriis bulunmamaktadir (3).

ALS ve multiple skleroz, cogunlukla 30’lu yaslarda tani1 konulan ve her ikisinde de
HERV’lerin etkili olabilecegi diisiiniilen hastaliklardir. Sizofreni ise ergenlik ve 20’li
yaslarda tan1 konabilen, patogenezinde HERV’lerin rol alabilecegi baska bir hastalik olarak
one ¢ikar. Ay sekilde patogenezinde HERV’lerin yer alabildigi frontotemporal demans
40’11 yaslarda teshis edilir. 30’lu yaslarda, 20’11 yaslara kiyasla gézlemlenen bilissel islev
kaybi ise beyin yaslanmasinin erken belirtileri olarak degerlendirilebilir.

Cevresel kosullarin etkisiyle ekspresyonu artarak cesitli enflamatuvar siiregleri
tetikleyebilen HERV’ler, multiple sklerozdaki mekanizmaya benzer bir sekilde 30’lu
yaslarda aktifleserek ak madde biitiinliiglinde bozulmalara neden olabilir. Bu yaslardaki
islem hiz1 ve ¢ikarimsama becerilerinde goriilen diisiiste, HERV lerin rolii olabilir.

Calismamizda LINE-1, SYNB ve IL-6 mRNA ekspresyonunun 12 aylik farelerde
diger gruplara gore arttigit TRIM28 geninin azaldigi gosterildi. Bu artiglar bahsedilen
mekanizmalar ile 30’lu yaslardaki biligsel gerileme ve ak madde biitlinliiglindeki kayb1
endojen retroviriislerin yaslanma acisindan 6neme sahip oldugu ve epigenetik degisimlerin
yaslanmada etkili oldugunu kanitlar nitreliktedir.

Calismamizda DNA hasari, senescence ve beyin ak madde biitiinligi iliskili
biyomarkirlar kullanilmadig1 i¢in yaslanma siirecinin 12 aylik farede basladigina dair net
kanitlar olusturulamamistir. Bagka yontemler ile ak madde biitiinliiglindeki bozulma
inflamasyon ile korele bir sekilde gosterilebilse idi hipotezin ispati agisindan daha net
kamitlar olusturulabilirdi. Ileride bu duruma dair daha biiyiikk gruplarda daha kapsamli

caligmalar yapilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sicanlarin frontal korteksinde yaptigimiz gen analizlerinde yasla birlikte Syn-B
geninin ekspresyonunun anlamli derecede arttigini, 1 aylik siganlarla karsilastirildiginda 4
aylik sicanlarda 1.5 katlik bir degisim varken 12 aylik siganlarda 2 katlik bir degisimin
oldugunu kaydettik. LINE-1 gen ekpresyonunun 4 aylik si¢anlarda artmamasina ragmen 12
aylik siganlarda sinsitin-B gibi gen¢ hayvanlara oranla 2 kat arttigin1 gosterdik. 12 aylik
siganlarda hem TRIM28 hem de SETDB1’in 1 aylik siganlara oranla 12 aylik si¢anlarda
azaldigr goriilmesine ragmen bu azalmanin sadece TRIM28’de anlamli oldugunu
gbzlemledik. IL-6 gen ekspresyonunun hem 4 aylik hem de 12 aylik sican beyinlerinde
anlamli dercede arttigim1 gozlemledik. 4 aylik siganlardaki GFAP ekspresyonunda bir
degisim goriilmezken yapilan calismalara benzer sekilde 12 aylik siganlarin frontal
korteksinde GFAP ekspresyonunun yaklagik 2 kat azaldigini tespit ettik. COX-2 miktarinda
12 aylik siganlarda bir artis goriilmesine ragmen bu artisin 1 aylik sicanlara oranla anlamlilik
seviyesine ulasmadigini tespit ettik. Sistemik inflamasyonda yer alan hiicre sinyal proteini
olan TNF-o’nin da COX-2 ile benzer sekilde gruplar arasinda anlamli bir degisiminin
olmadigimi gozlemledik. Son olarak yaslilikla iliskisi bilinen klotho geninin ekspresyonunun
beyinde nasil degistigini inceledik ve yasla birlikte gen ekspresyonunda anlamli bir artig
gozlemledik. Calismamizda yapilan Morris su labirenti testinde gruplar arasinda anlamli bir
fark gosterilememistir.

Syn-B ve LINE-1 artis1 diger ERV’lerin aktiflendigine de isaret edebilir. Insanda
30’Iu yaslara denk gelen 12 aylik farelerde endojen retroviriislerin aktifliginin gosterilmesi
bu yaslarda goriilen biligsel fonksiyonlardaki gerilemeye endojen retroviriislerin sebep
olabilecegine dair kanit olusturur. Calismamiz sonucunda beyin yaslanmasinin ertelenmesi

icin gerekli miidahalelerin 30’lu yaslarda yapilabilecegi sOylenebilir.
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