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LONG-EVANS CINSi SICANLARDA MOTOR KOORDINASYON,
ANKSIYETE VE OGRENME-BELLEK GiBi DAVRANISSAL
FONKSIYONLARIN YASA BAGLI DEGiSIMLERININ iNCELENMESI

OZET

Amag: Literatiirde bulunan mevcut arastirmalarda hayvan davraniglarinin
yasla birlikte degistigi yoniinde veriler paylasilmistir. Buna karsin bu farkliliklarin
geng, orta ve ileri yas grubundaki hayvanlarda ne yonde degistigi hem fonksiyonel
hem de molekiiler olarak tam anlamiyla aydinlatilamamistir. Bu nedenle, bu
caligmadaki amacimiz {i¢ farkli yas grubundaki siganlarda motor fonksiyonlar1 ve
kognitif fonksiyonlar1 ¢esitli davranis deneyleri uygulayarak karsilagtirmak ve

degisimlerin yasa bagli molekiiler farkliliklarinin tespit edilmesi yoniindedir.

Gerec ve Yontem: Calismaya 1 aylik (geng), 4 aylik (orta yash) ve 12 aylik
(yasli) olmak iizere 3 farkli yastaki Long-Evans cinsi sicanlar dahil edilmistir. Bu
sicanlara (i) Yikseltilmis Arti-Labirent testi, (ii) A¢ik Alan testi, (iii) Zorunlu Yiizme
testi, (iv) Rotarod testi, (v) Pasif Sakinma testi ve (vi) Morris Tipi Su Labirenti testi
olmak iizere 6 farkli davranig testi uygulanarak yasa bagimli korku, motor
koordinasyon, 6grenme ve hafiza degisiklikleri (kognitif) belirlenmis ve Western blot
teknigi ile hipokampal klotho, BACE, transtiretin ve p-Tau protein diizeylerindeki
degisimler tespit edilmistir.

Bulgular: Anksiyeteyi gosteren Yiikseltilmis Arti-Labirent testinde geng
sicanlar orta yaslilara oranla acik kolda daha fazla vakit gecirmislerdir. Ayrica A¢ik
Alan testinde de bunu destekler bicimde orta yash sicanlarin anksiyetelerinde geng
siganlarinkine oranla anlamli bir artis izlenmistir. Zorunlu Yiizme testine bakildiginda,
yas ile birlikte depresyonun arttigi, Rotarod testinde ise yaslilarda gencglere oranla
motor koordinasyonun azaldigi tespit edilmistir. Bunlarin yaninda, Morris Tipi Su
Labirenti testine gore, yashlarin genglere ve orta yaslilara oranla daha yavas
ogrendikleri ve orta yaglhlarda genclere oranla bellek yeteneklerinin azaldig
gosterilmistir. Molekiiler analizlerin istatistik sonuglari neticesinde ise Klotho ve
Prealbiimin protein miktarlarinin yasla birlikte azaldigi, BACE ve pTau proteini

miktarlarinin normal kosullarda degismedigi tespit edilmistir.



Sonu¢: Bu sonuglar gdstermektedir ki, yasla birlikte artan anksiyete ve
depresyon ilerleyen yaslarda o6zellikle 6grenme giigliiklerinin olusumuna katkida
bulunmaktadir. Ayrica bu kognitif bozuklarin molekiiler temelinde klotho ve
prealbiimin miktarindaki azaliglarin yatabilecegi alinan sonuglarda goriilmektedir. Bu
nedenle, saglikli ve kaliteli bir yaslilik i¢in orta yaslarda anksiyete ve depresyondan

uzak durulmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Davranmis ve Davranis Mekanizmalari; Kognitif

Yaslanma, Siganlar.
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INVESTIGATION OF BEHAVIORAL FUNCTIONS OF AGE-RELATED
CHANGES SUCH AS MOTOR COORDINATION, ANXIETY AND
LEARNING-MEMORY IN LONG-EVANS RAT

ABSTRACT

Objective: In the current literature, there are studies sharing the data reported
that animal behavior changes with age. On the contrary to that, both the functional and
molecular changes observed in young, middle-aged and older age groups have not
been fully elucidated. Therefore, our aim in this study is to determine age-related
changes in motor and cognitive functions of rats by applying some behavioral

experiments and their underlying molecular parameters.

Materials and Methods: Long-Evans rats of 3 different ages including 1
month (young), 4 months (middle-aged) and 12 months (old) were included in the
study. 6 different type of behavioral tests (i) Elevated Plus-Maze test, (ii) Open field
test, (iii) Forced Swim test, (iv) Rotarod test, (v) Passive Avoidance test and (vi)
Morris Type Water Maze test were applied to the rats to specify age-dependent
changes in anxiety, depression, motor coordination, learning and memory.In addition,
the molecular changes in the protein levels of hippocampal klotho, BACE,

transthyretin and p-Tau were determined by Western blot technique.

Results: In the Elevated-Plus maze which shows the level of anxiety, young
rats spent more time in the open arm than the middle-aged rats. Supporting this, in the
Open Field test, a significant increase was observed in the anxiety level of middle-
aged rats compared to that of young rats. The Forced Swimming test analysis results
showed that depression increased with age whereas the Rotarod test analysis showed
that motor coordination decreased with aging. Besides, in the Morris Water Maze, the
learning capacity decreased in the older-aged rats compared to the young and middle-
aged rats and the memory abilities of the middle-aged rats were low than that of the
young ones. As a result of the molecular analysis, it was not determined that the
amount of Klotho and Prealbumin protein decreased with age, and the amount of

BACE and pTau protein did not change under normal conditions.



vii

Conclusion: These results show that increase in the anxiety and depression
with age contribute to the formation of learning difficulties in older ages. In addition,
it is seen in the results that the molecular basis of these cognitive impairments may be
due to decreases in the amount of klotho and prealbumin. Therefore, it is necessary to

avoid anxiety and depression in middle ages for a healthy and qualified elderly.

Keywords: Behavior and Behavior Mechanisms; Cognitive Aging; Rats.
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1. GIRIS VE AMAC

Biyolojik yaslanma, yasa bagli olarak bedenin canliligin1 ve temel islevlerini
yerine getirme kapasitesini kaybettigi ve kacinilmaz olarak 6liimle sonuglanan bir
stirectir. Biyolojik acidan yaglilik, canlida kademeli olarak hiicresel ve molekiiler
diizeyde hasar artisi, rejenerasyonun azalmasi ve birikmis asinma sonucu viicut
fonksiyonlarinda azalma ve zayiflik durumu olarak tanimlanabilir. Biitiin bu
degisimler fonksiyonel kayip, hareket kisitliligi, kas kuvveti azalmasi, néromotor
koordinasyon  bozuklugu, ogrenme ve hafizanin azalmasi  sonuglarinm
dogurabilmektedir. ~ Yaglanma, biyolojik sistem igerisinde yer alan gesitli
biyokimyasal olaylarla baglantili dogal bir siiregtir (1).

Yaslanma siirecini agiklamak igin iiretilen bir¢ok teori tam olarak tatmin edici
gorinmemektedir (2). Modern yaslanma teorilerinden, programlanmis teoriler,
yaslanmanin biyolojik bir zaman ¢izelgesini takip ettigini, belki de g¢ocukluktaki
biiylime ve gelisimi diizenleyen sistemin bir devami oldugunu sdylerken, hasar veya
hata teorileri, yaslanmanin nedeni olarak canli organizmalara ¢esitli seviyelerde
kiimiilatif hasara neden olan ¢evresel saldirilar1 vurgulamaktadir (3).

Bilissel bozukluk ve hafiza defisitleri i¢in hedeflerin belirlenmesi, yaglanma ile
olusan hastaliklarda ila¢ gelistirmenin odagidir (4). Yaslanmanin yani sira cinsiyet de
biligsel performansin 6nemli bir faktoridiir (5). Bu nedenle preklinik modellerde
cinsiyete bagli farkliliklar1 analiz etmek 6nemlidir. Insanlarda (6), siganlarda (7,8) ve
farelerde (9-12) yapilan ¢alismalarda somatostatin, hipofiz adenilat siklaz aktive edici
polipeptit, kortikotropin salgilayici faktor, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1, biiylime
hormonu (BH), noérotrofik faktdr, bag dokusu biiylime faktorii gibi peptid
norotransmitterlerin yaslanma ile ilgili hastaliklarda diizenleyici rolleri oldugu ve
beyindeki ve perifer dokulardaki konsantrasyonlarinin yaglanmayla degistigi
kaydedilmistir. Ayrica yapilan bazi ¢aligmalarda, ndrodejeneratif hastaliklar, biligsel
hastaliklar, bunama, sizofreni, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, diyabet,
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin yaslanma ile iliskili oldugu goriilmektedir
(13,14,15).

Canlilarda duyusal, motor ve kognitif fonksiyonlarin yasla birlikte degisiminin
beyindeki birtakim ilerleyen veya degisen mekanizmalarla iligkili oldugu

bilinmektedir (16-19). Bu degisen mekanizmalardan birine dahil olan bir putatif



yaslanma baskilayic1 gen tarafindan kodlanan tip I transmembran Klotho proteinin
noroprotektif etkileri oldugu ve saglikli beyin yaslanmasini destekledigi bilinmektedir
(16). Klotho mutasyonlarinin sistemik yaslanmaya ve farelerde yasam siiresinin
kisalmasina neden oldugu gosterilmistir (17,20). B-sekretaz (BACE) aktivitesinin fare,
maymun ve insan beyinlerinde, beyin bdlgesinden bagimsiz olarak yaslanmayla
birlikte arttig1 ancak BACE protein diizeylerinin degismedigi belirlenmistir (21). Tau
proteinin transformasyonunun yaslanmayla iliskili post-translasyonel modifikasyonlar
ile kontrol edildigi gosterilmistir. Tau, izoform ekspresyonu ve fosforilasyon derecesi
gelisimsel olarak diizenlenen bir fosfoproteindir. Yaslanma ve nérodejeneratif hastalik
durumunda, tau proteinin yeni bolgelerinde fosforilasyondan kaynaklanan onemli
Olciide yiiksek fosfat igerigine sahip olarak anormal hiperfosfatlandigi gosterilmistir
(22). Yaslanan primatlarda hipokampiiste ve kortekste p-Tau filamentlerine
rastlanmistir (23). Plazma ve serebrospinal sivida bulunan prealbumin olarak da
bilinen transtiretinin, reaktif oksijen tiirleriyle iligkili oldugu bilinmekte ve bir noéronal
stres biyobelirteci olarak kullanilmaktadir (19). Ayrica yaslanan hayvanlarda
transtiretinin hipokampal gen ekspresyonundaki degisimler ile bellek eksiklikleri
arasinda iligski oldugu, bu geni olmayan farelerde yaslanmayla birlikte agir bellek
kayiplar1 oldugu belirlenmistir (18).

Literatiirde hayvanlarin davranislarinda yasla birlikte degisimlerin olduguna
dair birtakim veriler bulunmasina ragmen bu degisimlerin geng, orta ve ileri yas
degisimleri tam olarak incelenmemistir. Diger taraftan da yapilan bu ¢aligmalarda tek
bir kognitif fonksiyon iizerinden ilerlenmistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda genc,
orta yash ve ileri yasta sicanlarda motor fonksiyonlar1 ve kognitif fonksiyonlar
karsilagtirmak amaciyla davranig deneyleri uygulanarak yasa baglhh degisen
davraniglarin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu amacla 1 aylik (geng), 4 aylik (orta
yaslt) ve 12 aylik (yasl) olmak tizere 3 farkli yastaki Long-Evans cinsi siganlara (i)
Yiikseltilmis Arti-labirent testi, (ii) Agik alan testi, (iii) Zorunlu yiizme testi, (iv)
Rotarod testi, (v) Pasif Sakinma testi ve (vi) Morris Tipi Su Labirenti testi olmak {izere
6 farkli davranis testi uygulanarak yasa bagimli korku, motor koordinasyon, 6grenme
ve hafiza degisiklikleri (kognitif) belirlenmis ve Western blot teknigi ile hipokampal
klotho, BACE, transteiretin ve p-Tau protein diizeylerindeki yasa bagl degisimler
tespit edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. YASLANMA

2.1.1. Tanimi

Yashlik yasam siirecinin dogal ve zorunlu bir ¢agidir. insanin dogumu ile
baslayan yasam siirecinde 6liimden Once yasanan ve kisinin gerek fiziksel gerekse
zihinsel yonden, bagimsizliktan bagimliliga gectigi, organizmada molekiil, hiicre,
doku, organ ve sistemler diizeyinde zamanin ilerlemesiyle ortaya ¢ikan, geriye doniisii
olmayan yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin tiimidiir (24).

Bireylerin ayn1 hizda yaslanmadigin1 gosteren gozlemler, fonksiyonel veya
fizyolojik yaslanma olarak da adlandirilan biyolojik yaslanma kavramini ortaya
cikarmigtir. Kronolojik yaslanma sadece zamanin gecisini ifade ederken, biyolojik
yaslanma islevdeki disuslerle ilgilidir. Giderek yaslanan diinya niifusunda,
sosyoekonomik ve saglik bakim yiikiinii azaltmak i¢in biyolojik yaslanmay1
diizenleyen mekanizmalar1 tanimlamak biiyiik 6nem tasimaktadir (25).

2.1.2. Biyolojik Yaslanma Teorileri

Biyolojik yaslanma, ilerleyici hiicre bozulmasina, bozulmus doku
fonksiyonuna, strese karst savunmasizliga ve azalmis fizyolojik rezervlere yol agcan ve
homeostazi koruma mekanizmalarint = smirlandiran  genetik  ve  epigenetik
modifikasyonlarin birikmesinden kaynaklanmaktadir (26).

Insanlarda biyolojik yaslanma icin modern teoriler iki ana kategoriye ayrilir:
programlanmis teoriler ve hasar veya hata teorileri. Programlanmis teoriler,
yaslanmanin biyolojik bir zaman ¢izelgesini takip ettigini, biiyiime ve gelismeyi
diizenleyen sistemin bir devami oldugunu gosterir. Bu diizenleme, bakim, tamir ve
savunma yanitlarindan sorumlu sistemleri etkileyen gen ekspresyonlarindaki
degisikliklere baglidir. Hasar veya hata teorileri, yaglanmanin nedeni olarak canl
organizmalarda ¢esitli seviyelerde kiimiilatif hasara neden olan ¢evresel saldirilari ele
alir (27).

Bu iki teori kategorisine evrimsel kavramlara dayali programlanmamig
yaglanma teorileri ve programlanmis yaslanma teorileri de denir (28).
Programlanmamis yaslanma, bir organizmanin kotiilesen siireglerle daha iyi miicadele

edememesinin dogal sonucu oldugu diisiiniilen yaslanmadir. Programlanmis yaslanma



ise tlire 0zgii optimum yasam siiresinin Gtesinde omrii sinirlandirarak dogrudan
evrimsel bir fayda elde etmek amaciyla bozulmaya ve 6liime neden olan bir biyolojik

mekanizma ya da programin sonucu olabilmektedir (Sekil 2.1) (28).

i Medawar (3)
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g Cagx " Programlanmamis(1)
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Sekil 2.1. Ek yasam siiresinin yasa gore evrimsel maliyeti/ faydasi- Goldsmith (28)’den

2.1.2.1. Yaslanma Enerjisi Teorisi

Bu yiizyilda bir¢ok yaslanma teorisi 6nerilmistir ve cogu zaman tiim karmasik
yaslanma siireci tek bir teori olarak agiklanmaya c¢alisilmistir. Bu girisimler
basarisizlikla sonuclanmistir ¢iinkii yaslanmanin ¢ok nedenli veya ¢ok faktorlii oldugu
acik hale gelmistir. Aslinda, bireysel teorilerin genellikle bireysel bakim
mekanizmalari ile yakindan iliskili olmas1 oldukca dikkat ¢ekicidir. Ornegin, popiiler
olan serbest radikal yaslanma teorisi, oksijen serbest radikallerine karsi savunmalarin
basarisizligi ile ilgilidir (29).

Somatik mutasyon teorisi, DNA onariminin basarisizligi ile ilgilidir. Anormal
protein teorilerinin ¢esitli formlari, protein molekiillerindeki hatalar veya kusurlar ve
bu molekiillerin uzaklastirilmasiyla bir sekilde ilgilidir. Otoimmiin yaslanma teorisi,
bagisiklik sisteminin nihayetinde kendini, kendinden olmayan antijenlerden ayirt
edemedigini Onermektedir. Digerleri epigenetik kontrollerin kaybi veya toksik
kimyasallarin zararli etkileri vb. ile ilgilidir. Tiim bu teorilerde baz1 ger¢eklerin var

olmasi ve karmasik bir organizmada meydana gelebilecek tiim zararli degisiklikler
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hakkinda daha genis bir kiiresel goriisiin alinmas1 muhtemeldir. idamenin basarisizlig
tim mekanizmalar1 kapsar, ancak bazilarinin digerlerinden daha Onemli olmasi
beklenmektedir (29).

2.1.2.2. Oksidatif Stres Teorisi

Oksidatif stres teorisi, aerobik metabolizma sirasinda mitokondrideki elektron
tasima zincirinin sadece ATP kaynagi degil, ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirevleri
(ROS) i¢in de kaynak oldugunu ortaya koymaktadir. Ortalama konsantrasyonda ROS,
ozellikle ventilasyon, sinir iletimi ve immiin diizenleyici siireclerin kontroliinde
onemli hiicre i¢i sinyallesme fonksiyonlari gosterebilmektedir (30). ROS ayrica tiimor
nekroz faktorii (TNF) ve interlokin-1 (IL-1) araciligiyla niikleer faktorii kappa B (NF-
kB) aktivasyonunda (31) ve mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yollarinin
aktivasyonunda (32) yer alan sekonder haberciler olarak kabul edilmektedir. Bu
aktivasyonlar sayesinde, ROS hiicre fonksiyonu, biiyiime ve gelismeyi etkiler ve bu
nedenle “Metabolom diizenlenmesi igin kesinlikle gerekli” kabul edilmektedir. (33).

Geleneksel bilginin aksine, ROS diizensiz bir sekilde iiretilmez ve ani
notrlestirme gerektirir. Aksine ROS iiretim oranlart son derece disiiktiir (-0,1 nM
H20; olusan dk ! mg ! mitokondriyal protein, metabolik hiz1 %0,01) (34). Yiiksek
ROS seviyeleri, hiicre i¢inde antioksidanlar tarafindan tamamen nétralize edilmekte
ve bu da hiicresel bilesenlere (lipitler, proteinler ve DNA) ayrim yapmadan zarar
vermektedir. ROS seviyeleri hasarli veya yaglt mitokondrilerde artabilir ve fizyolojik
seviyelerin tizerinde birikmesine neden olmaktadir (35).

Oksidatif hasar yetersiz sekilde onarilabilmektedir. Bu, yaslilarda fizyolojik
bozulmaya ve fenotipik degisikliklere ve yasa bagli hastalik ve 6liim sikliginin
artmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle oksidatif hasar canli tiiriiniin maksimum
Omriiniin 6nemli bir belirleyicisi durumuna gelmektedir. Oksidatif stres ayn1 zamanda
diger “hasar” yaslanma teorilerinin dayandigi bir mekanizmadir. Ornekler arasinda
DNA hasarinin bir sonucu olarak genomik instabilite ve kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastalik ile iligkili patogenezle sonuglanabilen protein hasari sirasinda
glikath ¢apraz baglarin birikmesi yer almaktadir. ROS iiretimi, yaslanma siirecinin
tanimlanmasinda kullanilan dort temel 6zelligi tasir: ROS, normal fizyolojik kosullar
altinda endojen olarak firetilir. Yasam siiresince siirekli tretilir ve biyolojik

makromolekiiller iizerindeki zararli etkileri 6zellikle mitotik dokularda geri doniisii



olmayan hasara neden olabilmektedir. Bu kosullar géz oniine alindiginda, tiirler
arasindaki farkli yaslanma hizlari, diisiik ROS {iretimi oranlarina yanit olarak veya
artmis antioksidan savunma yoluyla oksidatif hasar birikimindeki farkliliklardan
kaynaklanabilmektedir. Bu teori igin iiretilen mantik ve kanitlara ragmen (36,37,38)
oksidatif stres ile yaglanma orani arasinda nedensel bir baglanti halen net olarak
belirlenmemistir. Mevcut tiim veriler, bu yaglanma teorisinin aslinda hala gegerli olup
olmadig1 sorusunu agiklamak ic¢in oksidatif stres hipotezini destekleyememektedir
(39,40,41).

2.1.2.3. Mitokondriyel Teori

Mitokondri, hidrokarbonlarin oksijen ile reaksiyonu yoluyla ATP {ireten
hiicresel enerji fabrikalaridir. Her insan hiicresi ylizlerce mitokondri igermektedir ve
her mitokondri mitokondriyel DNA'nin (mtDNA) birden fazla kopyasina
sahiptir. Mitokondriyel genomun soyu ilk 6bakterilere kadar dayanabilmektedir ve bu
nedenle bu organelin insan yaglanmasinin hizin1 yonetmede dnemli bir rolii olabilecegi
beklendik bir durumdur. Son 20 yilda mtDNA mutasyon oraninin hizlandirilmasinin,
prematiir yaslanmaya yol acabilecegi ve mitokondriyal fonksiyon kaybinin
yaslanmada biiyiik bir faktér oldugu rapor edilmistir (42-44).

MtDNA polimeraz (Pol-y), mitokondride bulunan ve mtDNA’y1 hedefledigi
bilinen tek DNA polimerazdir (45). Pol-y'nin, mitokondriyal genomun replikasyonu
ve DNA hasarinin onarimi da dahil olmak iizere mtDNA sentezinin tiim asamalarindan
sorumlu oldugu varsayilmaktadir. Diger bircok DNA polimerazda oldugu gibi, Pol-
y'nin yiiksek duyarliligt hem gelen niikleotidin dogru se¢iminden hem de yanlis
eklenmis niikleotitlerin 3 ' — 5 ' eksoniikleolitik diizeltme aktivitesi ile eksizyonundan
kaynaklanir. Eksoniikleaz domainindeki kritik aspartik asit birimlerinin alanin ile
degistirilmesiyle gergeklestirilen diizeltmenin ortadan kaldirilmasi, yanlis eklenme
sikligint arttirtr. In vitro’da bu yanlis eklenme, agirlikli olarak tek baz degisimleri
olarak goriilir (46,43). mtDNA’sinda mutasyon olan fareler dogumda normal
olmalarina ragmen, erken yasta insan yaslanmasimin karakteristik (belki de murin
yaslanmasinin karakteristigi olmayan) fenotiplerinin ¢ogunu sergilemistir. Bu
farelerde azalan 6miir ve progeroid 6zelliklerinden Pol-y’nin sorumlu oldugu agikga
gosterilmistir (46,43). Tersine, Schriner ve arkadaslar1 (44), mitokondriyi hedef alan

katalazin farelerde hem medyan hem de maksimum yasam siiresinin uzamasini



sagladigimi gostermislerdir (44). Yasam siiresinin uzatilmasi, mtDNA'ya daha az hasar
verilmesi ve ekzojen ROS’a kars1 artan mitokondriyel direng ile iligkili bulunmustur
(47).

Mutant farelerde artan ROS diretimi ve oksidatif hasar gormiis
makromolekiillerin eksikligini aciklayabilecek birkag hipotez vardir. Birincisi,
farelerde  yaslanmayr indiikklemek i¢in  birlikte calisan  bir¢ok  yolak
bulunmaktadir. Hata yapmaya yatkin bir Pol-y'nin gorev almasi bunlardan biridir ve
mutasyon orani yapay olarak arttirildiginda ROS iiretiminde degisme olmadan
prematiir yaslanmaya sebep olmaktadir (Sekil 2.3) (46). Pol-y'deki mutasyonlar, ROS
tireten mekanizmalardan uzakta olmasi durumunda enzimi hataya yatkin hale getiren
Pol-y hasar1i, ROS’dan kaynaklanan protein hasarinin sonucu olabilmektedir. Ayrica,
hataya egilimli bir DNA polimerazin eklenmesi, mitokondriyal genom boyunca ROS
olusumunu Onleyen genis mutasyonlara neden olmaktadir (46). Her ne kadar bu
onemli sonuclar mtDNA biitiinliigli ve mitokondriyel fonksiyondaki kaybin
yaslanmanin merkezi faktorleri oldugunu dogrulasa da normal yaslanma siirecinde
mitokondriyel olarak {iretilen ROS’lin roliinii mutlaka reddetmezler. Normatif
yaslanma sirasinda, mtDNA mutasyonlari, respiratuar fonksiyon bozuklugu, apoptoz
aracili mitokondriyel gecirgenlik gegis poru (48), mitokondriyel makromolekiillere

oksidatif hasardan kaynaklanabilmektedir (BK. Sekil 2.3) (47).



" Hasarh Hatava-Ack
( _M‘lta“t_ Mitokondrival s Azalms

Mitokondriyval : DNA Pol-
Protialis Proteinler ol-y DNA Tamiri

Niikleer l
DNA Hasan _)APIOPtOZ

L Yaslanma
Sekil 2.2. Mitokondriyel DNA hasar1 ve yaglanma- Trifunovic ve ark. (46)’dan

2.1.2.4. Telomer Teorisi

Bir canli tiirlinlin 6mri, tlirlere 6zgii hiicrelerin 6mrii ile giiclii bir sekilde
iliskilidir. insan fibroblastlar1 siirekli olarak pasajlandiginda, hiicre béliinmesinin
Omriiniin yaklasik 50-100 kez oldugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle, hiicrelerin
omrili dnceden programlanmis olarak kabul edilir ve bundan kromozomal uglardaki

kisalmis telomerlerin sorumlu oldugu bildirilmistir (49).

Tekrarlayan DNA dizilerinden alt1 niikleotidli diziler (TTAGGG), tiim insan
kromozomlarinin uglarinda bulunmaktadir. Yaklasik 12 kilo baz ¢ifti uzunlugundadir
ve yaklagik 100 kez hiicre boliinmesinden sonra kromozomlar telomerlerini
kaybetmektedirler. Uzunluklari, kiiltiir sirasinda gbzlenen hiicrelerin yasam siiresine
cok benzemektedir. Telomer kisalmasini 6nleyen telomeraz, immortalize hiicrelerde
ve ¢ok yiiksek aktiviteye sahip kanser hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Bu nedenle,
telomer kisalmasi siirekli olarak enzim tarafindan gergeklestirilmektedir. Boylece

kanser hiicrelerinin dliimsiizlestirilmesi veya ¢ogalmasi devam etmektedir. (50).

2.1.2.5. immiinite Teorisi:
Immiin sistem diger kompleks sistemlerle yakindan iliskili karmasik bir

fizyolojik sistemdir ve yaslanmanin bir nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir. immiin



degisiklikler, tek basina (timik involiisyon) veya kronik hastaliklar yoluyla diisiik
dereceli bir inflamasyonla (inflamasyon-yaslanma) kombinasyon halinde hayatta
kalmay1 / mortaliteyi belirleyebilmektedir, ancak bunlar evrensel olarak yaslanmanin
tim Ozelliklerini yansitmadig1 goriilmektedir (51,52). Noroendokrin sistemle iliskili
immiin sisteminin etkili sekilde yaslanmanin itici giicii oldugu diisiiniilmektedir (53).
Inflamasyon evrim teorisi ve oksidatif yaslanma teorisi ile iliskili olarak yaglanmanin
itici giicli olarak goriiliirse immiin sistem yaslanmanin ©6nde gelen nedeni
olabilmektedir (54).

Yiiziincii yasina gelen bireylerde immiin sisteminin goreceli “uyumu”, immiin
sisteminin uzun dmirde rollerine iligkin farkli fikirler vermektedir. Yiiz yasina gelmek
icin bir kisinin yetigkin bir immiin sistemine sahip olmasi gerektiginden immiin
sistemin bozulmasinin (elbette diger sistemlerle iliskili olarak) ¢ogu bireyde
yaslanmanin nedeni olarak diisiiniilmektedir. Literatiirdeki serbest radikal tiretimi ve
fagositoz gibi fagositik hiicre fonksiyonlari {izerine yapilan ¢alismalar yaslanmanin
immiin sistem teorisine isaret etmektedir. Ayni1 zamanda, proinflamatuar IL-6
diizeylerinin yliz yasinda arttig1 bildirilmistir. Yiiz yasindaki bir¢ok bireyin kronik
inflamatuar hastaliklardan sikayet etmelerine ragmen oldukga iyi durumda oldugu
gbzlenmistir. Bu nedenle bu bireylerden elde edilen veriler immiinite teorisini
desteklemeye ya da gliriitmeye yardimci olamayabilmektedir. Yaslanmanin immiinite
teorisinin tiim yaslanma siirecini ve sonug¢ olarak uzun Omrii acgiklayabilecegi
sonucuna varmak i¢in yeterli deneysel veri bulunmamaktadir (55).

Immiinite teorisini kavramsallastirmanin tek yolu, evrimsel ve serbest radikal
yaslanma teorileriyle iliski kurulmasidir (53,54,56). Evrim teorisi, gengler i¢in faydali
olanin yaglilar i¢in zararl olabilecegini belirtir. Bu baglamda, inflamasyon-yaslanma,
evrimsel yaglanma teorilerinin antagonistik pleiotropik genetik kavrami ile miikemmel
bir uyum ig¢indedir. Fakat bu hala yaglanma silirecine immiin tepkinin katkisini tam
olarak agiklamamaktadir. Serbest radikallerin kontrolsiiz {iretiminin yaglanmaya
neden olabilecegini belirten serbest radikal teorisi ile immiin teori arasinda bir iligki
bulunmaktadir (56). Diger bir ifadeyle, inflamasyon ile serbest radikal iiretimi arasinda
cok yakin ve karsilikli bir etkilesim oldugu iyi bilinmektedir. Serbest radikaller
inflamatuar yaniti indiikleyebilmekte, inflamasyon ise serbest radikal dretimini

arttirmaktadir. Genel kavram, immiin sisteminin degisimi durumunda bile basaril1 bir
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sekilde yaslanmak {izerinedir veya immiinolojik diizeydeki bir dengesizligin, diger
sistemlerle etkilesiminde ¢ok fazla bozulmaya ve degisiklige yol agmamasidir. Bunun
aksi, hizlandirilmis kontrollii yaslanma siireci olarak goriilebilecek basarisiz
yaslanmaya yol agacaktir. Hastaliklarin ortaya ¢ikmasi, hizlandirilmis yaslanmanin en
iyi belirtegleri olabilmektedir.

Ateroskleroz ve norodejeneratif hastaliklarin yaslanmayla iliskisi oldukca iyi
bilinmektedir. Zamanin fizyolojik ilerlemesi sirasinda, iyi bir genetik ve ¢evresel
gecmise sahip immiin sistem gibi sik1 kontrol edilen sistemler, inflamatuar siirecin yan
tirtinlerini, yani serbest radikalleri ve proinflamatuar molekiilleri igermektedir (57).
Herhangi bir nedenle antioksidan veya antiinflamatuar savunma zayiflarsa, kontrolsiiz
ve yeni bir homeostatik durum ortaya ¢ikmakta ve bu durum fonksiyon kaybi ile
sonuclanmaktadir. Sonugta bu durumlarin tekrari, yaslanmayi hizlandiran belirli
hastaliklarin yoklugunda bile yaslanma siireciyle sonuglanacaktir. Bu sekilde, immiin
sisteminin bozulmasi yaglanmay1 agiklayan stireclerin bir pargasi olabilmektedir (55).

2.1.2.6. Hormon Teorisi

Yaslanma ile gozlenen BH salgilanmasindaki diistis, BH eksikligi olan geng
eriskin hastalarda gortilenlere benzer sekilde, viicut kompozisyonundaki degisimler ve
fiziksel ve psikolojik fonksiyondaki farkliliklarla iliskilidir. Bu degisiklikler, yagsiz
viicut kitlesinde ve kas giiclinde azalma ve 6zellikle visseral bolmedeki viicut yaginda
artis1 icermektedir. Ayrica, bellek ve bilissel islevin yasla birlikte yavas yavas
bozulmasi ve derin (yavas dalga) uykunun yasla birlikte 6nemli 6lglide azalmasi da
BH salgilanmasindaki azalma ile olugsmakta beraberinde yashlikta uyku
bozukluklarini 6nemli bir klinik problem olarak karsimiza ¢ikarmaktadir (58).

Ergenlikte artan cinsiyete bagh steroidler ve BH’dadahil trofik hormonlarin
viicut kompozisyonu ve giicii lizerinde dramatik etkileri bulunmaktadir. Ergenlikten
sonraki geng-yetiskin donemdeki hormon seviyeleri yatay seyre ge¢mekte ve daha
sonra kas kiitlesi ve aerobik kapasite kayb1 ve karin yaginda artis ile birlikte giderek
bu hormonlar azalmaktadir (59,60).

Yetiskin yasaminin her on yilinda BH salgisinin kademeli olarak yaklagik %15
oraninda azaldigi bilinmektedir. Giinliik BH salgilanmasinin entegre Olgiimleri,
salginin ergenlikte giinliik yaklasik 150 pg / kg miktarda zirve yaptigini, daha sonra
55 yasma kadar giinlikk yaklasik 25 pg / kg’a diistiigiinii gostermektedir (61). BH
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baglayici protein, 60 yasindan itibaren azalmakta, teorik olarak biyoyararlanilabilir
BH miktarimi arttirmaktadir (62). Bu azalmanin yasla birlikte BH reseptorlerindeki
azalmaya paralel oldugu diisiiniilmektedir. Yavas dalga uykusu (SWS) yagla birlikte
azalmasina ragmen yaslilara BH veya BH salgilatici hormon (BHSH) uygulayan ¢ogu
calismalarda SWS artmamustir. Bu bulgu BH'nda yasa bagh disiisiin SWS'de
azalmaya neden olmadigini diislindiirmektedir.

BH’nun trofik etkilerinden sorumlu ana mediator olan insiilin benzeri biliyiime
faktorii 1'in (IGF-I) dolasim seviyeleri yasla birlikte azalmaktadir. Dolasimdaki IGF-
I'nin ¢ogunlugu, BH'nun kontrolii altinda karacigerde iiretilmektedir. IGF-I
tiretimindeki yasa bagli dislisin BH'daki azalmanin dogrudan bir sonucu oldugu
disiiniilmektedir ve “BH direncinin” arttigin1 gosteren bir kanit olmadigi
bilinmektedir. Aslinda, hipofiz bozuklugu olan hastalarda BH replasman tedavisi
calismalar1 ve doz-cevap ¢alismalari, yash kisilerde normal IGF-I konsantrasyonlarini

korumak i¢in gerekli BH dozunda bir azalma oldugunu gostermektedir (63).

BH salgisini diizenleyen ii¢ hipotalamik faktor somatostatin (SRIF), BHSH ve
ghrelindir (64). Somatostatin, diger hormonlarin yani sira BH salgisinin rekabetgi
olmayan bir inhibitoriidir. BHSH’a kars1 BH yanmitin1 ayarlamaktadir. BHSH, BH
sentezi ve salimi igin ana uyaricidir. Ghrelin oncelikle mide tarafindan salgilanmakta
ve BH salgilanmasi lizerindeki etkisinden ayri olarak istah agic1 aktiviteye de sahiptir
(65). Asillenmis ghrelin seviyeleri yasla birlikte azalmaktadir (66). BH sekresyonunda
yasa bagli azalmay1 agiklayabilecek ¢esitli mekanizmalar arasinda BHSH veya ghrelin
salgisinin azalmasi, somatostatin ile inhibisyon artisi, IGF-1'in negatif geri besleme
inhibisyonuna kars1 artan somatotrof duyarliligi, BHSH’e kars1 hipofiz yanitinda
azalma ve ghreline kars1 hipofiz yanitinda azalma yer almaktadir. Yaslanan hipofizin
BHSH ve ghrelin'e normal olarak yamit verip vermedigi hala tartisma
konusudur. BH’nin BHSH ve ghrelin'e duyarliliginda cinsiyetten bagimsiz, yasa bagh
bir diisiis oldugu gosterilmistir (67). IGF-1'e kars1 BH duyarliliginda yasa baglh artis
goriilmemistir (68) fakat yasl bireylerde BHSH ve ghrelin salgilanmasinda kismen
diisis olabilecegi rapor edilmistir (69). Hipotalamusta ghrelinin baglandigt BH
sekretagog reseptor 1-a (GHRS-1a) reseptorlerinin yogunlugu yaslanma ile azalmakta
ve bunun yasa bagli azalmis yanittan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (70). Yaslanan

hipofiz ayrica egzersiz, uyku ve diger fizyolojik uyaranlara daha az duyarlidir. Bu
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gozlemlere dayanarak, BH sekresyonundaki yasa bagl degisikligin etiyolojide ¢ok
faktorli olmasi ve hipofiz seviyesindeki degisikliklerden kaynaklanmas1t muhtemeldir
(72).

Yaglanma bir hastalik olmamakla birlikte, viicut kompozisyonunda
degisikliklere ve ardindan zayiflik ve bagimsizlik kaybi ile fonksiyonel diislise neden
olmaktadir. Bu diisiisii yavaslatan miidahaleler, bagimsiz yasam kapasitesini uzatabilir
ve yasam kalitesini artirabilir, ancak bu heniiz kanitlanmamistir. Yaslanma ile ortaya
cikan trofik hormonlardaki azalmanin adaptif veya patolojik bir siireci gosterip
gostermedigi bilinmemektedir. Yaslh insanlar BH'ye daha duyarlidir ve bu nedenle
hormon replasmanin yan etkilerine de daha duyarlidir. Bugiine kadar, gen¢ saglikli
bireylerin BH diizeylerini artirmay1r amaclayan tedavilerin normal yaslanmadaki
fonksiyonel etkilerine iligkin kesin sonuclar elde edilememistir. Normal
yaslanmada BH tedavisinin roliiniin belirlenmesi i¢in diisme ve kirik oranlari,
fonksiyon Ol¢timleri, yasam kalitesi ve vaskiiler hastaliktan kaynaklanan morbidite ve
mortalitenin azalmasi1 gibi kesin klinik sonuclar {izerine uzun siireli ¢aligmalarin

yapilmasi gerekmektedir (72,73).

2.2. YASLANMANIN DAVRANIS UZERINE ETKIiSi

Yaglanma davranislar1 kontrol edebilecek tiirden bir olaydir ve kilit faktor,
bireyin yasami boyunca basina gelen olaylarin potansiyel olarak manipiile
edilebilirligidir (74). Ancak pratikte bu tiir etkilerin karmasikligi ve uzun siireli seyri,
etkili bir calismanin yapilmasini zorlastirmaktadir. Gerontolojide kronolojik yasin
gelisimsel durumu, kisinin "fonksiyonel yasi" olarak adlandirilan fizyolojik veya
davranigsal siireglerinin etkinligi ile karakterizedir (75). Ne yazik ki, insanlari islevsel
yaslarina gore siniflandirma ¢abalari, genel olarak kabul edilmis davranigsal verimlilik
standartlarinin oldugu noktaya kadar ilerlememistir. Dahasi, bireylerin kronolojik
yastan ziyade fonksiyonel temelde farklilagsmasi, sadece secimle hedeflenebilecek
degiskenleri igeren problemleri ¢ozememektedir. Sonug olarak, yaslanma siirecinin
kapsamli bir analizinin yash yetiskinlerin performanslarinin incelenmesinden daha
fazlasin1 gerektirdigi kacinilmaz goriinmektedir. Bir bireyin yasinin performansa
katkisim1 belirlemek i¢in kullanilacak deneysel yontemin mantigi, bulgularin

gelisimsel bir baglangica gore degerlendirilmesini gerektirmektedir (76).
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Yasl bireylerin saglik durumu genellikle davranigsal agidan degil biyomedikal
olarak degerlendirilir. Bununla birlikte, davranis siireglerinin yagliliga eslik eden
degisikliklere 6nemli katkilarda bulunduguna dair bulgular artmaktadir. Davranissal
teknikler sadece yetersiz islevselligi rehabilite etmek i¢in kullanilamaz, ayn1 zamanda
yaslanma siireci de uzun Omiirle iliskili risk faktorlerinin bir¢ogunun davranissal
kokenleri oldugu i¢in davranis kontrolii altindadir (77). Bu risk faktorleri arasinda ileri
yastaki psikiyatrik hastaliklar da yer almaktadir. Depresyon ve anksiyete yasl
yetigkinler arasinda en sik goriilen psikiyatrik sorunlardandirve siklikla birlikte ortaya
¢ikmaktadir (78). Depresyon ve anksiyetesi olan geriatrik hastalar arasinda artan tibbi
komorbidite ve biligsel durumdaki degisiklikler taniy1 zorlastirmaktadir (79).

2.2.1. Yaslanmanin Anksiyete ve Depresyon Uzerinde Etkileri

Depresyon yaslh yetiskinler arasinda yaygin bir hastalik nedenidir, ancak
depresyon yayginligi geng yetiskinlere gore daha diistiktiir (80). Bununla birlikte, yash
eriskinlerde depresyonun az taninabilecegi ve tedavi edilemedigi ileri stirlilmiistiir
(81). Calismalarda anksiyeteye kiyasla depresyonla iliskili nispeten yiiksek
komorbidite oranlar1 bulunmustur (82). Mevcut tan1 dl¢iitlerinin ve yas stereotiplerinin
yaslt popiilasyonlarda depresyon ve anksiyete i¢in gercek prevalans oranlarii diisiik
gostermesi  miimkiindiir. Ornegin, yash  yetiskinlerin iiziicii veya  duygusal
semptomlar1 kabul etme olasiliklart genglere gore daha azdir (83,84). Arastirmalar
ayrica yasl yetiskinlerde goriilen endiselerin igeriginin (6rnegin saglikla ilgili
endigeler) gen¢ yetiskinlerden farkli olabilecegini bulmustur (85). Depresyon ve
anksiyete ile iliskili semptomlar, fiziksel sagligin azalmasi, yas ve sosyal destekte
azalma gibi ileri yasamda zorluklarla ortaya ¢ikan tipik duygularin temsilcisi olarak
yanlis yorumlanabilmektedir. Yasl yetigkinler arasindaki depresyon ve kaygi, halk
sagligiyla ilgili onemli endiselerdendir, ¢linkii yash yetiskinlerin ek rahatsizliklar1 da
bulunmaktadir. Ornegin, depresyonu olan yash yetiskinlerde vaskiiler demans ve
Alzheimer hastaligi (86) ve tekrarlayan diisme riskleri artmaktadir (87). Depresyon ile
komorbid anksiyete, yaslh yetiskinlerin hafizalarinda daha biiylik bir disis ile
iligkilidir (88) ve anksiyete bozukluklart demansla iliskilendirilmistir (89). Bu koti
saglik sonuclari, yash popiilasyonlarda depresyon ve anksiyete icin etkili tedaviler

olusturmanin 6neminin altin1 ¢izmektedir (90).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5889128/#R14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5889128/#R22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5889128/#R24
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Geng erigkinlerde oldugu gibi, anksiyete genellikle depresyondan once
gelmektedir (91), bu da anksiyete bozukluklarinin ileri yagsam depresyonu igin bir risk
faktori olabilecegini diisiindiirmektedir (92). Depresyonu olan yaslh eriskinlerde
anksiyete bozukluklar1 prevalansi ile ilgili oranlar %50’e kadar yiikselmektedir
(82). Anksiyete bozuklugu olan yasl eriskinlerde depresyon yayginligi ise %25 ila
%80 arasinda degismektedir (93).

fleri yasam depresyonu, anksiyete ile birlestiginde daha siddetli, kalic1 ve
tedavisi zor hale gelmektedir (93). Somatik semptomlar, 6ziirliiliik ve intihar oranlari,
depresyonla birlikte anksiyetesi olan yaslh erigkinlerde, sadece depresyonu olanlara
gore daha yiiksektir (93,94). Anksiyete, depresyonu olan ve tedavi edilen yash
yetigskinlerde biligsel gerileme riskini de artirabilmektedir (88). Depresyon
tedavisinden Once veya bununla es zamanli olarak anksiyete tedavisinin etkisi
arastirilmamustir (90).

Ileri yasamda depresyon riskini artiran psikolojik faktdrler, yasamin erken
donemlerinde depresyonla iliskili 6zelliklerin cogunu kapsamaktadir. Norotizmi 6lgen
kisilik dl¢eklerinden elde edilen yiiksek puanlar, ileri yagsamdaki depresyonla gii¢lii bir
sekilde iliskilidir. Orta yash ve yash eriskinlerde nevrotiklik ve depresyon arasindaki
iligskinin biiytik bir kisminin, genetik yatkinligin ortak bir islevi oldugu gosterilmistir.
Bu da nevrotikligin, depresyon i¢in genetik riskin yani1 sira psikolojik bir risk olarak
da goriilebilecegini diistindiirmektedir (95).

Hem ruminasyon hem de kacinma yasam boyu depresyon ile
iligkilidir. Ruminasyon, kisinin sikintisimi tekrar tekrar ama pasif olarak diislinmeyi
igeren etkisiz bir basa ¢ikma stilidir. Yash eriskinlerde ruminatif basa ¢ikma tarzi
depresyonla iligkilendirilmistir (96). Son zamanlarda anksiyete ile ilgili olarak
incelenen kag¢inma, depresyonda bir basa ¢ikma tarzi olarak rol oynamaktadir. Yash
yetiskin orneklemini igeren bir ¢aligmada, kotii sagligin depresyon tizerindeki etkisi,
deneyimsel kaginma o6lciitiinde daha yiiksek skorlar1 olanlarda daha gii¢lii olmustur
97).

Bir kisinin yagadig1 stresli yasam olaylarinin sayisi, diger yaslarda oldugu gibi
ileri yastaki depresyonla iligskilendirilmistir (98). Emeklilik ¢ogu yash yetiskinde
depresyon ile iligkili degildir, ancak erken emekli olan erkekler icin risk

artabilmektedir (99). Son olaylari inceleyen ¢aligmalar, en biiyiik etkinin 6 ay iginde


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2852580/#R48
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gerceklestigini ve ¢cogu kisinin oldukga esnek oldugunu diistindiirmektedir. Bununla
birlikte, gegmiste yasanan olaylar bile bu riske katkida bulunmaktadir (83).

Uzun siiredir devam eden kirilganliklarin, stresli olaylarin yash eriskinlerde
depresyon iizerindeki etkilerini degistirdigi goriilmektedir. Ornegin, serotonin tasiyici
gen promotdr bdlgesinin bir varyanti (S-HTTLPR'nin aleli), kalca kirig1 sonrasi artan
depresyon riski ile iligkilidir (100). Bilissel tarz, bir kisinin stresli olaylara verdigi
yanit1 da etkilemekte ve yanit bilissel tarz ile olay tiirii arasindaki etkilesime bagh
olarak degismektedir. Bir sosyotropi 6l¢eginde yiiksek puanlara sahip yaslh yetiskinler
arasinda (yakin iligkiler ihtiyaci, kisileraras1 bagimlilik ve onay hakkinda bir endise)
kisileraras1 stresli olaylar depresyonla yakindan iliskili iken, ozerklik oOlceginde
yiiksek puanlara sahip yash yetiskinler arasinda (kisisel kontrol ve basariya yonelik)
basariya dair olumsuz olaylar (6rnegin, uzun siireli ikamet kayb1) depresyonla daha
giiclii sekilde iliskili bulunmustur (101).

Yash yetiskinlerde stresli yasam olaylar1 ve depresif belirtiler arasinda bir iligki
oldugu da gosterilmistir (102). Bu iligki, depresyondaki bireylerin gelecekteki stresli
olaylarin olasiligini artiracak sekilde davrandigi diisiincesi ile uyumludur. Depresif
yaslt yetigkinlerin, depresif gen¢ bireylerde goézlemlendigi gibi, kendileri igin
gelecekte  kisilerarast  problemler (6rnegin  bakicilart  sogutma) yaratmasi
muhtemeldir. Sosyal destegin azalmasiyla baglantili olan ruminasyon bu siiregte rol
oynayabilmektedir (83).

50 yas ve lzerindeki eriskinlerde depresif belirtiler ve bozukluklarla ilgili
prospektif caligmalarin bir meta-analizi, incelenen diger risk faktorleri arasinda en
bliyiik etki biiyiikliigiine sahip matemin depresyon riskini ii¢ kattan fazla artirdigini
bulmustur (103). Buna ragmen matem, yash yetiskinler arasinda orta yaslilardan daha
az depresyon riskine yol agmaktadir. Yash yetigkinlerin, kayipla iligkili pigmanliklar
¢ozme olasilig1 geng yetiskinlerden daha fazladir ve bu ¢oziim, kayiptan sonra daha
iyi adaptasyon ile iligkilendirilmistir (104). Kadinlara kiyasla, erkeklerin bir es
kaybindan sonra depresyona girmesi ve uzun siire depresyonda kalmasi daha olasidir

(105).

Hasta veya 0ziirlii bir akrabaya bakim saglamak, ileri yasamda daha sik goriilen
ve bazi bireyleri depresyon riski altina sokabilecek bir stresordiir. Bakim saglayanlar

arasinda yiiksek depresyon oranlari bildirilmesine ragmen, tahminler biiyiik 6l¢iide
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degismektedir. Popiilasyon temelli bir ¢aligmada, etnik koken, cinsiyet ve yas
acisindan eslesen bakicilar ile bakict olmayanlarin depresyonlarinda hicbir fark
bulunamamistir (106). Bakim alanin hastaliginin boyutlari, bakicidaki depresyonla
iliskili bulunmustur. Demans1 olan bir kisiyi dnemseyen bireyler arasinda fiziksel
engelli bir kisiyi onemseyenlerden daha fazla depresyon riski vardir ve bakim alan
bireylerde daha biiyiik davranig problemleri ve sikintisi, bakicidaki depresyonu da
ongormektedir (107). Baz1 kanitlar, bakim alan kisinin hastaliginin siddeti ile
bakicidaki depresyon arasindaki iligskinin, bakicinin normal faaliyetlerinin

kisitlanmastyla agiklanabilecegini gostermektedir (108).

2.2.2. Yaslanmanin Motor Koordinasyon Uzerinde Etkisi

Yasl yetigkinler igin motor performans eksiklikleri, merkezi ve periferik sinir
sistemlerinin  yan1  swra  noromiiskiiler  sistemin islev = bozuklugundan
kaynaklanabilmektedir. Motor performans agiklari arasinda koordinasyon zorlugu
(109), artan hareket degiskenligi (110), hareket yavaslamasi (111), denge ve yiiriiylis
ile ilgili zorluklar (112) bulunmaktadir. Bu zorluklar, yash yetiskinlerin giinliik
yasamda fonksiyonel aktivitelerini gergeklestirme yetenegi iizerinde olumsuz bir
etkiye sahiptir. Yiirtime ve denge sorunlar1 6zellikle ilgi cekmektedir ¢iinkii diigmeler
yaslt yetigkinlerde Onemli yaralanma ve morbidite kaynagidir. Diisen yash
yetigkinlerin %20-30'u hareketliligi kisitlayan ve yasam kalitesini azaltan orta ila
siddetli yaralanmalara maruz kalmaktadir (113).

Cesitli gorevlerde yasla birlikte hareket siiresinde belirgin bir artis
goriilmektedir. Hareket yasla birlikte %15-30 kadar yavaslamaktadir (111). Bu
yavaglama yagsli yetiskinlerin hareket hizina gore hareket dogrulugunu vurgulamalar
nedeniyle kismen stratejik goriinmektedir (114). Yavas bilgi isleme, noral giiriiltii ve
diger sinaptik degisikliklerin artmasi nedeniyle spesifik olmayan, genel bir tarzda
motor performansi etkileyebilmektedir (115).

Yash yetiskinlerde bimaniiel ve ¢ok eklemli hareketlerin koordinasyonunda
eksiklikler goriilmektedir. Ornegin, yash yetiskinler tek eklem eylemlerinin aksine
omuz ve dirsek eklemlerini ayn1 anda hareket ettirdiklerinde hareketler yavaslamakta
ve kusurlu hale gelmektedir (109). Deafferent hastalar ile yapilan arastirmalar,
propriosepsiyonun bu tiir cok eklemli eylemlerin zamanlamasini kontrol etmek i¢in

kritik oldugunu gostermistir (116). Serebellar hastalar benzer eksiklikler gostermistir
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(117), bu da serebellumun (118) ve propriyoseptif sistemin (119), yasa bagh
dejenerasyonunun yash yetiskinlerde ¢oklu eklem koordinasyonundaki eksikliklere
katkida bulunabilecegini diisiindiirmiistiir. Bimanuel gorevler sirasinda yaslh
yetiskinler, geng yetiskinlere kiyasla hem zamansal hem de mekansal koordinasyonda
performans agiklar1 gostermistir (120). Geng ve yash yetiskinler, ¢esitli sikliktaki faz
i¢i bimaniiel hareketler sirasinda neredeyse ayni performansi gostermislerdir. Bununla
birlikte, yash yetiskinler, artan frekanslarda faz karsiti hareketler sirasinda geng
bireylere gore daha fazla hareket degiskenligi sergilemistir (120).

Yash yetiskinler, daha biiylik uzamsal ve zamansal hareket degiskenligi
sergilemekte, bu da geng yetiskinlere kiyasla daha az tutarli eylemlerle
sonuglanmaktadir  (110). Bu degiskenlik noromiiskiiler sistemdeki periferik
degisikliklerden (121) veya merkezi sinir sistemi seviyesinde artan noral giiriiltiiden
kaynaklanabilmektedir. Postiiral kontrol, duyusal ve motor sistemler arasinda
karmasik bir etkilesimi temsil etmekte ve c¢evresel uyaranlart algilamayi, viicudun
cevre i¢indeki yoOnelimindeki degisikliklere yanit vermeyi ve viicudun agirlik
merkezini destek tabani i¢inde tutmayi igermektedir. Postiiral stabilite, genellikle
ilerleyen yasla uzlagsmaktadir (112) Bireyler normal sessiz durusu korumak igin
oncelikle propriyoseptif ve kutandz girdilere dayanmaktadir, ancak gorev karmasikligi
arttitkga ¢oklu duyu sistemlerinden gelen bilgileri entegre etmelidir (122). Denge
bozukluklar1 diigme ve buna bagli morbidite, mortalite ve saglik maliyetleri riskini
artirmaktadir (123). Yash yetiskinler geng yetiskinlerle karsilastirildiginda sabit
durusta artan postiir sallanmasi, etkili adimlama tepkileri gerceklestirememe ve kiitle
merkezinin ve basing merkezinin yer degistirmelerini stabilite sinirlarina gore kontrol
etmede giigliik gostermektedirler (112).

2.2.3. Yaslanmanin Ogrenme ve Bellek Fonksiyonlar1 Uzerinde Etkisi

Insan hafizasi {initer bir organ degildir. Daha ziyade, her biri bilginin
edinilmesine, saklanmasma ve daha sonra alinmasina benzersiz yollarla katkida
bulunan farkli 6grenme ve bellek sistemlerinden olusmaktadir. Uzun siireli bellek
genellikle bildirici bellege (bilginin elde edilmesi ve elde tutulmasi) ve bildirimsiz
bellege (performansta deneyim kaynakli degisikliklere) ayrilmaktadir. Bildirici bellek

epizodik ve semantik bellek olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (124).
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Epizodik bellek, bireylerin bilingli deneyimlerini kisisel gegmislerinden
hatirlamalarin1  (6rnegin, diin 06gle yemegi i¢in ne yediginizi hatirlamak)
saglamaktadir. Hatirlama / bilme paradigmasini kullanan veya yaslanmada animsama
ve tanmidiklik durumunu degerlendiren biligsel yaslanma galismalar1 (125,126) yash
yetiskinlerin epizodik hafiza testlerinde gen¢ yetiskinler kadar performans
sergilemediklerini gostermistir. Genel yavaslama (127), engelleyici siireglerin islev
bozuklugu (128) ve duyusal ve algisal yeteneklerdeki degisiklikler de (129) dahil, yasa
bagl epizodik hafiza diisiislerini aciklamak i¢in bazi teoriler 6nerilmistir. Bu etkili
teoriler spesifik olarak, yaslh yetigkinlerin bir epizodun ayr1 6gelerini baglama veya
entegre etme konusunda temel bir eksikligi oldugunu 6ne stirmiistiir (130,131). Yash
yetigkinlerin, kavramsal Ozelliklerin stratejik manipiilasyonu, organizasyonu veya
degerlendirilmesi ve iliskisel bilgilerin kasitli olarak geri ¢agrilmasi gibi bilissel
kontrol siireglerinde (132) daha genel diisiisler yasadig1 gosterilmistir. (133).

Epizodik hafizadaki yasa baglh diisiislerin prefrontal korteksteki yapisal ve
fonksiyonel degisikliklerle baglantili oldugunu gosteren kanitlar vardir. Frontal
yaslanma hipotezi yasa bagl epizodik bellek degisikliklerinin esas olarak prefrontal
korteksteki islev bozuklugundan kaynaklandigini 6ne siirmektedir (134). Bu goriisii
desteklemek amaciyla, yaslanan beynin yapisal manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) ¢alismalar1 frontal atrofiyi gostermektedir (135). Frontal loblar, yasa bagh
atrofiyi en yiiksek oranda gostermektedir (118) ve kritik olarak bu atrofinin biligsel
degisikliklere karsilik geldigi gosterilmistir (136,137). Prefrontal korteks aktivitesinde
yasla iligkili disiisler, epizodik bilgilerin kodlanmasi ve geri ¢agrilmasi sirasinda

gozlemlenmistir.

Semantik bellek, diinya hakkindaki gergekler, kelime ve kavramlarin anlamlari
ve insanlara ve nesnelere verilen isimler dahil olmak iizere c¢ok cesitli bilgileri
kapsamaktadir. Caligmalar, semantik bellekte epizodik bellege kiyasla daha az yasa
bagl diisiis oldugunu gostermistir (138) (Bkz. Sekil 2.3). Isleme diizeyinde, semantik
bellek epizodik bellekten farklidir, ¢iinkii 6grenilen kavram hakkinda iligkili bilgiler
olmadan ¢agirilabilimektedir. Onemli olarak, tiim semantik bilgi bigimleri ayni
ozellikleri paylasmamaktadir. Bazi bilgi formlar1 tek bir maruziyetten sonra (6rnegin

Boston'un Massachusetts'in bagkenti oldugu bilgisi) edinilebilirken, diger formlar
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kademeli olarak birden fazla tekrardan edinilebilmektedir (6rnegin, kavram web
sitesini anlamak) (124).

Dekleratif (Bildirici) Sistem
== Epizodik Bellek
= Semantik Bellek

== Bildirimsel Olmayan Sistem
Elasik Kosullanma
Gahsma /Algisal Ogrenme

Prosediirel Ogrenme

Performans

30 40 50 60 70 80 90
Yas

Sekil 2.3. Bildirici ve bildirimsel olmayan bellek ve 6grenme sistemlerinin tahmini yaglanma
¢izelgesi- Ronnlund ve ark. (138)'den

Davranigsal yaglanma calismalari 6ncelikle resim adlandirma, kelime bilgisi ve
metin anlama testlerini kullanarak anlamsal bilgilerin elde edilmesine odaklanmistir
(139). Kelime bilgisi ve metin anlamadaki degisiklikleri arastiran ¢alismalar, bu
stireclerin yaglanmada iyi korundugunu ve kelime bilgisi durumunun yetiskin yasam
sliresi boyunca iyilestigini bildirmistir (140,141). Ayrica, semantik yargilarda (142) ve
semantik hazirlamada (143) yash eriskinlerde semantik islevlerin korundugu
bildirilmistir. Buna karsilik, yash yetigskinler arasinda en sik goriilen biligsel
sikayetlerden biri kelime bulmakta giicliik ¢ekmektir (144). Arastirmacilar, 50'li
yaslarindaki bireylerin, adlandirma performansinda diislis gosterdigini, 60l
yaslarindaki ve 70'li yaslarindaki yetiskinlerin hem kelime dogrulugunda hem de
adlandirmada gecikme siiresinde artig gosterdigini bildirmistir (145).

Bildirimsiz bellek sistemiyle en sik iligkili olan beyin bdlgeleri, prosediirel ve
giiclendirici 6grenme i¢in striatum, hazirlama ve algisal 6grenme i¢in uyaranla ilgili
neokortikal alanlar ve kosullandirma igin amigdala ve serebellumu igermektedir
(146,147). Daha spesifik olarak, beceri ve 6diil temelli 6grenme, islevsel olarak farkli
alt bolgelere ayrilan orta beyinden (6rnegin, substantia nigra ve ventral tegmental

alandan) striatuma (148) kadar sinyallerinin dopamin projeksiyonlarina baglidir (149).
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Ventral striatum (6rn., Niikleus accumbens, ventral kaudat niikleus ve putamen),
prefrontal korteksin medial bdlgeleri ile birlikte erken 6grenme ve degerleme islemiyle
iliskiliyken, dorsal striatum (6rn., Dorsal kaudat niikleus ve putamen), prefrontal
korteksin dorsal bolgesi ve motor bolgeleri (150,151) ile iliskili olarak ileri 6grenme
davraniglarin1 desteklemektedir. Yapilan norogoriintiilemeler bu beyin bdlgelerinde
yasa bagli 6nemli heterojen degisimlerle birlikte hacim kayiplarint gostermistir ve
bunlar bildirici bellek sistemindeki yaslanmaya benzer oOzellikler tagimaktadir.
Ornegin, amigdala ve hipokampusde yasa bagli benzer etkiler gdzlenmistir (152,153).
18 ila 93 yaslar1 arasindaki yetigkinler ile yapilan bir analizde, striatum ve hipokampus
yasinin ayni oranda oldugu, striatum iginde bazi yapilarin (Putamen, pallidum,
accumbens) digerlerine (kaudat) gore daha hizli yaglandig1 gosterilmistir. Hipokampus
ve kaudat dogrusal olmayan degisikliklerle de iliskili bulunmustur, ancak
hipokampiisiin kiigiilmesinin ileri yasamda hizlandig1 goriiliirken, kaudatin kiigtilmesi
yavaglamig goriilmektedir (152-154).

Beyin bolgelerinde, serebral korteks yetiskinlikte en biiyiik gri madde kaybini
gostermektedir ve daha sonraki yasamda beyaz madde kaybi da hizlanmaktadir (153).
Bununla birlikte, oksipital lobdaki gri madde hacmi (algisal hazirlamada yer alan)
yasla birlikte kismen stabil goriinmektedir (152,154,155). Bu nedenle makro yapida
yasa baglh degisiklikler, tiim 6grenme ve bellek bicimlerinin yas etkilerine maruz
kaldigim1 ve islemedeki degisikliklerin, yasa baglh diisise en yatkin olan bellek

sistemlerindeki alt bolgeler tarafindan yonlendirilebilecegini gostermektedir (156).

2.3. YASLANMA ILE ORTAYA CIKAN HASTALIKLAR

Yaslanma ile iligkili hastaliklar arasinda ateroskleroz ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, artrit, katarakt, osteoporoz, tip 2 diyabet, hipertansiyon ve
norodejeneratif hastaliklar yer alir. Tim bu hastaliklarin goriilme sikligi yasla
birlikte katlanarak artmaktadir (157).

2.3.1. Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejeneratif  hastaliklar  genis  sekilde  klinik  semptomlariyla
smiflandirilabilir. Ekstrapiramidal ve piramidal hareket bozukluklari ve biligsel veya
davranigsal bozukluklar en yaygin olanlaridir. Cok az sayida hastada kendine has

saflikta sendromlar vardir ve bunlarin gogu karmasik klinik 6zelliklere sahiptir. Tanida


https://en.wikipedia.org/wiki/Atherosclerosis
https://en.wikipedia.org/wiki/Cardiovascular_disease
https://en.wikipedia.org/wiki/Cardiovascular_disease
https://en.wikipedia.org/wiki/Cancer
https://en.wikipedia.org/wiki/Arthritis
https://en.wikipedia.org/wiki/Cataracts
https://en.wikipedia.org/wiki/Osteoporosis
https://en.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus_type_2
https://en.wikipedia.org/wiki/Hypertension
https://en.wikipedia.org/wiki/Exponential_growth
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mevcut altin standart, otopside ndropatolojik degerlendirmedir. Norodejeneratif
hastaliklar tipik olarak spesifik protein birikimleri ve anatomik hassasiyet ile
tamimlansa da bu hastaliklar, proteotoksik stres ve ubikitin-proteazomal ve
otozomal/lizozomal sistemlerde anomaliler, oksidatif stres, programlanmis hiicre
6limii ve ndroinflamasyon gibi ilerleyici noronal disfonksiyon ve 6liim ile iligkili
birgok temel siireci paylasmaktadir. Ayrica, norodejeneratif hastaliklar1 tanimlayan
protein anomalileri, klinik 6zelliklerin baslamasindan 6nce ortaya g¢ikabilmektedir
(158-160) ve bir kiside birden fazla norodejencratif hastalik bulunabilmektedir
(161,162). Giiniimiizde, bir genetik mutasyonun bu hastaliklara neden oldugunu
gosterilebilecek nadir durumlar disinda tan1 amagli genel bir biyobelirteg
bulunmamaktadir (163-165). Bu nedenle molekiiler goriintiileme belirtegleri dahil
olmak lizere spesifik in vivo biyobelirteglerin bulunmasi 6nem arz etmektedir (166).

Birgok norodejeneratif bozukluk tanimlanmasina ragmen, dikkatlerin ¢cogu
Alzheimer Hastaligi (AH), Parkinson Hastaligi (PH), Huntington Hastaligi (HH) ve
Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) tizerine odaklanmistir. Digerleri arasinda yer alan
frontotemporal demans (FTD), neredeyse HH ve ALS kadar sik goriilmektedir
(167). AH, PH ve ALS i¢in, hastaligin hem genetik hem de sporadik formlari
bulunmasinin yani sira iigiiniin de biiyliik ¢ogunlugu sporadiktir. Aksine, FTD daha
giiclii bir genetik bilesene sahiptir (167) ve hemen hemen tiim HH vakalar1 baskin
olarak kalitsaldir. Tiim bu hastaliklarin gelisiminde nedenine bakilmaksizin en giiglii
risk faktorlii yasin artmasidir. Yaglanan beyinde meydana gelen degisiklikler,
norodejeneratif bir hastaligin gelisimi i¢in kendisini daha fazla riske sokmaktadir ve
dolayisiyla bu degisikliklerin tanimlanmasi, hastaligit Onlemese de en azindan
gelisiminde veya ilerlemesinde etkili olabilmektedir (168).

2.3.2. Diger Hastahklar

Kronik inflamasyonun ateroskleroz, artrit, kanser, diyabet, osteoporoz,
vaskiiler hastaliklar, obezite ve metabolik sendrom gibi yasa bagh bir¢ok hastaligin
altinda yatan bir sebep oldugu kabul edilmektedir (169). Bununla birlikte,
inflamasyonun yaslanma slirecine katilimi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Yaslanmaya iliskin bir molekiiler inflamasyon hipotezine gore;
kronik ve diisiik dereceli bir inflamasyon durumu normal yaslanmay1 ve yasla ilgili

hastaliklarin patogenezini birbirine baglayan bir siiregtir. Yaslanmanin molekiiler


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5495060/#A028035C41
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inflamasyon hipotezi, yaslanma ile ilgili fizyolojik degisimler ve yasla ilgili bir¢ok
hastaligin patogenezi arasindaki etkilesimlere iliskin molekiiler bilgiler vermektedir
(170).

Yasa baghh inflamatuar hipotezin baslangici, tanimlanan iki bulguya
dayanmaktadir:

1) Bagisiklik sisteminin yasla birlikte disregiilasyonu

2) Yaslanma sirasinda degisen redoks durumu

Her iki siire¢ de esas olarak oksidatif stres kaynakli redoks dengesizligine bagl
olarak c¢ok ¢esitli inflamatuar mediatorlerin aktivasyonu nedeniyle sistemik
inflamatuar durumda artiglara yol ag¢maktadir. Yasa bagli redoks dengesizligi,
muhtemelen zayiflamis anti-oksidatif savunma sistemlerinin etkisinden ve siiperoksit
(O2), hidroksil radikali (-OH), hidrojen peroksit (H20z), reaktif nitrik oksit (NO),
peroksinitrit (ONOO") ve reaktif lipit aldehitler gibi reaktif tiirlerin tiretiminin siirekli
artmasindan kaynaklanmaktadir (171). Yaslanma sirasinda asir1  dretilen ve
diizenlenmesi bozulmus reaktif tiirler, inflamatuar siirecte asir1 reaktif makrofajlarda
goriildiigli  gibi bagisiklik  sisteminin  aktivasyonunda  6nemli  nedensel
faktorlerdir (172). Molekiiler inflamasyon hipotezinin belirgin noktasi, yaslanma
sirasinda tedavi edilmemis kronik inflamasyonun, normal fonksiyonel degisiklikleri

yasa bagli dejeneratif hastaliklara yonlendiren patofizyolojik baglanti olmasidir (173).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Arastirmanin etik onay1 29/04/2020 tarihinde Saghk Bilimleri Universitesi
Hamidiye Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun “46418926-605.02” sayili
karariyla alinmistir (Bkz. EK 1). Deney hayvanlarinin bakim ve kullanimu ile ilgili
DSO (Diinya Saglik Orgiitii)’niin ilgili rehberi ¢alisma siiresince takip edilmis ve
calismalar bu rehber dogrultusunda uygulanmistir (174). Laboratuvar hayvanlariyla
yapilan ¢alismalar Avrupa Konseyi’nin onerdigi standartlara (European Convention
for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific
Purposes) (ETS 123) uygun sekilde gerceklestirilmistir. Calisma EQUATOR
(Enhancing the Quality and Transparency of Research)’da yer alan Animal Pre-
clinical Research kilavuzuna uygun olarak tasarlanmistir (Stroke. 2009;40(6):2244-
2250. PubMed ID: 19246690).

3.1.1. Calisma i¢in Belirlenen Ornekler ve Ozellikleri

Calisma i¢in glinlimiizde bilimsel alanlarda siklikla kullanilan Long-Evans
Hooded siganlar1 tercih edilmis ve sicanlarin cinsiyeti erkek olarak belirlenmistir.
Long-Evans Hooded sicanlar1 Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Arastirma Laboratuvarindan temin edilmis olup calismalar, Saglik Bilimleri
Universitesi Hamidiye Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Laboratuvarinda
caligmalar gerceklestirilmistir. Calismada yer alan molekiiler uygulamalar Saglik
Bilimleri Universitesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir.

Calisma i¢in geng (1 aylik), orta yash (4 aylik) ve yash (12 aylik) olmak iizere
3 farkli yas grubu belirlenmistir. Bugiine kadar yapilmis bir¢cok calisma hayvan
deneylerinde istatistik olarak grup basina 5-7 hayvanin yeterli oldugu gosterildiginden
(175,176) her grupta bu say1 araliginda hayvan ile ¢alisilmigtir (Cizelge 3.1).

Calisma siiresince si¢anlara motor fonksiyonlarin1 ve anksiyete, depresyon,
ogrenme ve bellek gibi kognitif fonksiyonlarimi degerlendirmek amaciyla davranis
deneyleri yapilmistir. Herhangi bir yem ve su kisitlamasi yapilmamistir. Hayvanlarin
1 ay boyunca bakimlar1 ayni kisi tarafindan yapilmistir. Tlim hayvanlar ayni tip kafese

konulup ayni kosullarda barindirilmistir. Kendilerinde c¢aligmalar oncesi stres
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yaratabilecek tiim davraniglardan kacimilmigtir. Caligma siiresince yapilan tiim
uygulamalar bir veteriner hekim tarafindan izlenmistir.

Davranis deneylerinin ardindan siganlar anestezi altinda sakrifiye edilmis ve
beyin dokular1 alimmustir. Yasla birlikte degistigi diistiniilen proteinlerin analizi
Western-Blot teknigi ile incelenmistir.

Cizelge 3.1. Deney Hayvanlari ile Olusturulan Calisma Gruplar1 ve Ozellikleri

DENEY GRUPLARI CANLI TURU CINSIYET ADET
1 Ayhk Long-Evas Hooded Sican1 Erkek 7
4 Ayhk Long-Evas Hooded Sigani Erkek 7
12 Ayhk Long-Evas Hooded Sigan1 Erkek 5

3.1.2. Tez Cahsmas1 Dahilinde Kullamilan Bilgisayar Destekli Analiz

Programlan

Tez projesi kapsaminda uygulanan bilgisayar destekli analiz programlar1 ve
kullanim amagclar1 Cizelge 3.2.’te belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Tez Calismasi1 Dahilinde Kullanilan Bilgisayar Destekli Analiz Programlar1 ve
Kullanim Amaglari

Analiz Programi Kullanim Amaci

Ethovision XT video izleme diizenegi (Noldus | Davranis deneylerinde otomatik kayit almak igin

Technology) kullanildi
IBM SPSS 22.0 Verilerin istatistiksel anlamliliginmi belirlemek igin
kullanilmigtir.

3.1.3. Tez Cahsmasi Dahilinde Kullanilan Cihazlar
Aragtirma kapsaminda kullanilan cihaz ve ekipmanlarin kullanim amaglar

Cizelge 3.3.de belirtilmistir.
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Cizelge 3. 3. Tez Calismasi Siirecinde Kullanilan Cihazlar ve Kullanim Amaglari.

Kullanilacak Mevcut/Ekipman Tiirii, Modeli (Arac,
Makine-Teghizat Vb.)

Tezdeki Kullamm Amaci

Beko Buzdolabi

+2-8 °C arasinda tutulmasi gereken orneklerin

saklanmasinda kullanilmustir.

Ugur Derin Dondurucu

-20 °C de tutulmasi gereken numunelerin saklanmasinda

kullanilmustir.

Niive EN120 Model Inkiibator

Western blot deneyinde inkiibasyon asamalarinda

kullanilmustir.

Ugo Basile Rota-Rod Rotarod Test Cihazi, Cat No: 47600

Hayvanlarda motor koordinasyonu belirlemek i¢in

kullanilmustir.

Pasif Sakinma Kutusu, May-Pa Passive Avoidance System,
Cat No: 1014

Hayvanlarda korku bellegini belirlemek i¢in kullanilmustir.

Agik Alan Labirent Diizenegi

Hayvanlarda anksiyete ve lokomotor aktiviteyi belirlemek

i¢in kullantlmustir.

Morris Su Labirent Diizenegi

Hayvanlarda 6grenme ve bellek diizeylerinin

belirlenmesinde kullanilmustir.

Hettich Zentrifugen Mikro 120

Mikrosentrifiij isemlerinde kullanilmistir.

Denville Is1 Blogu

Protein 6rmegi hazirlama asamasinda 6rnekleri 1sitmak igin

kullanild:

Labnet Mini Spin Down

Protein 6rneklerini ¢oktiirmek i¢in kullanilmistir.

Hanna H1 2211 Model Ph/PRP Metre

Kullanilacak soliisyonlarin pH 6l¢timlerinde kullanilmustir.

Thermo Scientific 1300 Series A2 Class I1, Type A2
Biological Safety Cabinet Cat No: 51032334

Western blot uygulamast igin steril kabin olarak

kullanilmistir.

Precisa XB220A model hassas terazi

Kati materyallerin tartilmasinda kullanilmustir.

Niive 1200R Model Sogutmali Sentrifiij

Protein 6meklerinin eldesi igin gerekli ¢oktiirme

asamalarinda yararlanilmustir.

Niive Steamart T06 Model Otoklav Makinast

Malzemelerin sterilizasyonu i¢gin kullanilmistir.

Sartorius Stedium Ultra Saf Su Cihazi

Kullanilacak soliisyonlarin hazirlanmasi i¢in gerekli saf su

ihtiyacini1 karsilamusgtir.

Sartorius stedium distile su cihazi

Kullanilacak soliisyonlarin hazirlanmasi i¢in gerekli distile

su ihtiyacini karsiladi

Kuru Buz Makinasi

Ornek dondurmak i¢in kullanildi

Beadli Homojenizator

Dokulart homojenize etmek i¢in kullanildi

Thermo Scientific™ Multiskan™ Go Microplate

Spectrophotometer , Cat No: 51119300

Proteinlerin konsantrasyonlarinin dl¢timiinde

kullanilmustir.

Bio-Rad SDS-PAGE Gel Electrophoresis Tank, Mini-
PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell For Mini
Precast Gels, Cat No: 1658004

Protein ifade seviyesini belirlemek i¢in kullanilan
Westerm Blot tekniginde protein elektroforezi islemini

gergeklestirmek i¢in kullanilmustir.

Bio-Rad Trans Blot Turbo Transfer System, Cat No:
1704157

Proteinlerin jelden membrana blotlanmasi i¢in

kullanilmustir.

Fusion Fx7goriintiileme Sistemi

Membrana blotlanmis proteinlerin kemiilimiinesans

deteksiyonu i¢in kullanilmustir.
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3.1.4. Tez Calismasi Dahilinde Kullanilan Kitler ve Kimyasallar

Aragtirma siirecinde kullanilan kit ve kimyasallarin kullanim amagclar1 Cizelge

3.4.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.4. Tez Calismasi Siirecinde Kullanilan Kit / Kimyasallar ve Kullanim Amaglari

Kit/Kimyasal

Kullanim Amaci

Santa Cruz, RIPA Lysis Buffer System, Cat No: sc-
24948

Homojenizasyon ve protein 6l¢iim siirecinde kullanilmigtir

Thermo Scientifi Pierce, BCA Protein Assay, Cat No:
23227

Protein Konsantrasyon Olgiimii igin kullanilmistir

Bio-Rad 10X Tris-Glycine SDS Buffer, Cat No:
1610732

SDS-PAGE’de proteinlerin yiiriitilmesinde kulanilmistir

RIPA lizis tamponu (Santa Cruz Tech., sc-24948

Dokularm homojenizasyonu

Thermo Phospho-Tau (Thr231) Monoclonal Antibody,
Cat No: MN1040

Western blot uygulamasinda fosfo-tau (pTau) protein deteksiyonu

ABCAM Anti-Klotho antibody, Cat No: ab203576

Western blot uygulamasida Klotho protein deteksiyonu

ABCAM Anti-Prealbumin antibody, Cat No: ab9015

Western blot uygulamasinda Prealbiimin (Transtiretin) protein

deteksiyonu

Thermo beta Tubulin Loading Control Monoclonal
Antibody, Cat No: MA5-16308

Western blot uygulamasinda B-Tiibiilin protein deteksiyonu

Cell Signaling Technology BACE (D10E5) Rabbit
Monoclonal Antibody, Cat No:5606

Western blot uygulamasmnda BACE (beta sekretaz) protein

deteksiyonu

Bio-Rad Laemmli Sample Buffer, Cat No: 160737

Jel Elektroforezinde proteinlerin denatiirasyonu i¢in Sample Buffer

hazirlanmasinda kullanilmistir.

Sigma Aldrich 2-Mercaptoethanol, Cat No: M6250

Jel Elektroforezinde proteinlerin denatiirasyonu i¢in Sample Buffer

hazirlanmasinda kullanilmistir.

Mini-PROTEAN TGX Prekast Protein Gels, Cat No:
4561086

Proteinlerin yiiriitiilmesi i¢in kullanilmistir.

Bio-Rad Trans-Blot Turbo RTA Midi PVDF Transfer
Kit, Cat No: 1704273

Proteinlerin jelden membrana blotlanmast igin kullanilmustir.

IsoLab metanol, Cat No: 947-046

Western blot isleminde jelin inkiibasyonunda kullanilmugtir.

Sigma Aldrich Sodium chloride solution 2M, Cat No:
16818

TBST soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilmistir.

Sigma Aldrich Tris Base, Molecular Biology Grade, Cat
No: 648310-M

TBST soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilmustir.

Sigma Aldrich TWEEN® 20, Cat No: P9416

TBST soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilmistir.

ChemCruz Skim Milk Powder, Cat No: Sc-2325

TBST soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilmistir.

ECL soliisyonu (Elabscience, E-IR-R301)

Membranda protein miktarmmn goriintiilenmesi

Cell Signalling Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody,
Cat No: 7074S

Klotho, BACE ve f-tiibiilin proteini deteksiyonu igin ikincil antikor

olarak kullanilmistir.

Cell Signalling Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody,
Cat No: 7076P2

pTau proteini deteksiyonu igin ikincil antikor olarak kullanilmustir.

Thermo Fisher Scienetific Invitrogen Donkey anti-Sheep
IgG (H+L) HRP-linked Secondary Antibody, Cat No:
A16041

Prealbiimin proteini deteksiyonu igin kullanilmistir.
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3.2. YONTEM
3.2.1. Davrams Deneyleri
Bu calismada sirasiyla anksiyete, lokomotor aktivite/motor koordinasyon,

ogrenme/bellek ve depresyon testleri uygulanmistir (177).

Cizelge 3.5. Kullanilan Davranis Testleri ve iliskilendirildikleri Davranislar

, MOTOR OGRENME
ANKSIYETE DEPRESYON .
KOORDINASYON VE BELLEK
Yiikseltilmis Arti .
. Zorunlu Yizme | Rotarod Pasif Sakinma

Labirent

Morris su
Acik Alan - Acgik Alan

Tanki1

3.2.1.1. Yiikseltilmis Arti-labirenti (Elevated Plus-Maze)

File ve arkadaglar1 (178) tarafindan gelistirilmis olan Yikseltilmis Arti
Labirent Testi deney hayvanlarinda ¢evre degisikligine bagli olarak gelisen
anksiyeteyi belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.

Bu test icin, yerden 50 cm yiikseklikte, Art1 (+) seklinde bir platform
olusturulmus ve kollarinin uzunlugu 50 cm ve genisligi 10 cm olarak ayarlanmigtir.

Birbirine karsilikli 90°lik agiyla bakan 2 kol, 15 cm’lik yiikseltiyle oriilmiis ve kapali

alan olusturulmustur. Diizenekte karsilikli olan diger 2 kol agik birakilarak acik alan

olarak adlandirilmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Yiikseltilmis Arti-Labirent Testi diizenegi ve Video Izleme Sistemindeki Goriintiisii
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3.2.1.2. Acik Alan Testi (Open Field Area)

Hall (180) tarafindan deney hayvanlarinin duygusalligini 6l¢mek i¢in bildirilen
yuvarlak platformlu bu davranis testi daha sonraki ¢alismalardaki gézlemlemeler ile
deney hayvanlarindaki anksiyete davraniglari ile iliskilendirilip bu alanda kare
platform ile kullanilmaya baslamistir.

Calismamizda, 120 cm x 120 c¢cm taban dlgiileri olan, 15 cm yiiksekliginde, bir
ucu kapatilmis kare seklinde bir davranis tinitesi kullanilmistir (Sekil 3.2). Olusturulan
alan gozlemcinin degerlendirebilmesi i¢in Ethovision XT adli program araciligiyla
sanal olarak orta ve kenar kisimlara ayrilmistir ve siganlarin bu alanlar igerisindeki
davraniglar1 diizenegin tepesine yerlestirilen bir kamera ile izlenmistir. Her bir sigan
deney diizenegine ylizii duvar tarafina bakacak sekilde yerlestirilmis ve agik alan test
diizeneginde 10 dk. zaman gec¢irmistir. Sicanlarin test siiresince hareketleri gozlenerek
orta alan ve kenar alanda gegirdikleri siire ve kat ettikleri mesafe hesaplanmis ve

anksiyete ve lokomotor aktiviteleri hakkinda veriler elde edilmistir (179,181).

| —

Q

Sekil 3.2. Acik Alan Testi diizenegi

3.2.1.3. Zorunlu Yiizme Testi (Forced Swimming Test)

Porsolt ve arkadaslar1 (182) tarafindan depresif ruh halinin siganlarda yarattig1
cekilme ve teslimiyet belirtilerinden yola ¢ikilarak gelistirilmis olan zorunlu yiizme
testi, hayvanin kagamayacagi biiyiikliikte ve hayvanin ekstremiteleri yardimiyla

herhangi bir yiizeye sabit tutunamayacagi genislige sahip, yiiksekligi 23,5 cm ve ¢ap1
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9 cm olan silindir bir cam sisede uygulanmistir (Sekil 3.3). Siganlar 6nce kuyruk kismi
suya girecek sekilde sicakligi 20-25°C olan cam silindir sisede bulunan suya birakilip
5 dk. boyunca davranislar1 izlenmistir. Hareketsizlik durumlari, ¢irpinislart ve hareket
etmeden sadece nefes alarak su iizerinde kaldig: siireler gozlemci tarafindan depresyon

acisindan degerlendirilmek lizere kaydedilmistir (183).

Sekil 3.3. Zorunlu Yiizme Test Diizenegi

3.2.1.4. Rotarod (Rotorod) Motor Koordinasyon Testi

Siganlarda motor koordinasyonun belirlenmesinde Rotorod testi kullanilmaistr.
Bu davranis testi igin kullanilan Ugo Basile Rota-Rod 47600 cihazinin ortasinda 245
saniyede 4 rpm’den 40 rpm’e giderek hizlanan bir mil bulunmaktadir (Sekil 3.4).
Hizlanan mil iizerine birakilan si¢anlarin bu mil iizerindeki durma siireleri
hesaplanarak hayvanlarin motor koordinasyonlart degerlendirilmistir (184).

Cihazin baslangig, ayarinda, hizlandirma seviyesi 0’dayken hayvan cihaza
birakilmig ve 6 saniyelik araliklarla dakikadaki doniig sayis1 40 oluncaya kadar hiz
otomatik olarak arttirtlmistir. Bir sigan en fazla 300 saniye boyunca bu cihaz iizerinde
kalmistir. Her sican ayni giinde 5 kere bu teste tabii tutulmustur ve her bir sigan her
bir uygulama sonrasinda en az yarim saat dinlendirilerek diger uygulamaya alinmistir.
Uygulanan 5 tekrardan sonra siganlarin motor koordinasyonlarini degerlendirmek i¢in

5 uygulamanin ortalamalari hesaplanmustir.
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Sekil 3.4. Rotarod Test Cihazi

3.2.1.5. Pasif Sakinma Testi

Deney diizenegi (MAY-PA 1014 Passive Avoidance System) paslanmaz celik
1zgara tabanli elektrik soku verilmeyen aydinlik oda 20x30x26 c¢cm ebatlarinda (2000
liimen aydinlatmali) ve hafif diizeyde elektrik soku verilebilecek diizenekte
hazirlanmig, karanlik oda (20x30x26 cm) olmak lizere iki bdliimden olugmakta ve
bolmeler aras1 bir gecis kapist (8x4,5 cm) bulunmaktadir (Sekil 3.5). Sicanlar aydinlik
odaya yerlestirilmistir ve ortam1 kesfetmeleri amaciyla aydinlik ortamdan karanlik
ortama gecis kapisi 20 sn boyunca kapali birakilmistir. 20 saniye sonunda kap1 agilmis
ve aydinlik odadan karanlik odaya gegen sigcanlara karanlik odada yerdeki 1zgaralardan
2 saniye boyunca 1 mA elektrik soku verilmistir. Hayvanlar karanlik odadan tekrar
aydinlik odaya gectiklerinde deney bilgisayar yazilimi ile otomatik olarak
sonlandirilmistir. Ertesi glin (24 saat sonra), siganlar tekrar beyaz isikli bolmeye
yerlestirilerek “tutma (test) oturumu” gerceklestirilmistir. 20 saniyelik bir beklemeden
sonra kap1 acilmis ve siyah kapali bolmeye girmek i¢in ge¢me gecikme siiresi
Olglilmiistiir. Bu test oturumunda, maksimum kesme siiresi 150 saniye olarak
belirlenmistir.

Uygulanan tiim tekrarlar bittikten sonra her bir sigan i¢in ortalama siire
hesaplanmistir ve bdylece 6grenme ve bellek diizeyleri ile ilgili degerlendirilmistir

(185).
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Sekil 3.5. Pasif Sakinma Test Cihaz ve Yaziliminin Goriintiisii

3.2.1.6. Morris Tipi Su Labirenti (MWM) Testi

Ogrenme diizeylerini ve bellek kapasitelerini degerlendirmek igin, ¢ap1 125 cm
yiiksekligi 60 cm olan bir su tanki diizenegi kullanilmistir (Sekil 3.6). Diizenek
igerisinde gizlenmis bir platformla siganlarin 6grenme diizeyleri degerlendirilmis olup,
daha sonra kaldirilmis olan bu platformla bellek diizeyleri degerlendirilmistir (185).
Ayn1 zamanda suyun 1s1s1 sicaklik geri bildirim mekanizmasiyla 22°C +1 araliginda
tutulmustur.

Ogrenme deneylerinde, her bir sigan 5 giin boyunca giinde 4 deneme olacak
sekilde, sudaki yeri 5 giin boyunca sabit olan gizli platformun yerini mekansal verileri
kullanarak bulmaya c¢alismistir. Siganlarin gizli platformu bulma siireleri 5. giiniin
sonunda 10 sn’nin altina distiiginde platformun yeri 6grenilmis olarak kabul
edilmistir. Testler siiresince si¢anlarin tiim hareketleri gergek zamanli olarak
kaydedilip Ethovision XT bilgisayar programi vasitasiyla analiz edilmistir. Siganlarin
gizli platformu bulmak i¢in harcadiklari siire ve Kat ettikleri mesafe 6grenme diizeyleri

ile iliskilendirilmistir.

Platform

Platform

Egitimin 1. giinii Egitimin 5. giinii

Sekil 3.6. Morris su labirentinde 6grenme deneyinde 1. giin ve 5. giinde siganlarin izledikleri
yolu gosteren temsili resim
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Ogrenme denemeleri bittikten sonra diizenegin igerisindeki gizli platform
kaldirilmistir.  Siganlarin 6. giinde bos diizenege alindiginda ¢ikartilmis olan
platformun oldugu bolimde gegirdikleri siire hesaplanmistir ve bdylece mekansal

hafizalar1 hakkinda bilgi edinilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Morris su labirenti deneyi test denemesi giiniinde platformun yerini 6grenmis ve
o0grenememis hayvanin izledigi yol ve A40= Annulus40; platformun 6nceden bulundugu yerin
40 cm capindaki dairesel alani

3.2.2. Molekiiler Deneyler

Davranis testlerinin tamamlanmasinin ardindan, siganlar anestezi altinda higbir
act hissettirilmeden sakrifiye edilerek beyinlerinden hipokampiis bolgesi
cikartilmistir. Farkli yas gruplarindaki sicanlarda yaslanma ile miktarlarinda degisimin
oldugu diisiiniilen fosfo-tau (pTau), Klotho, Prealbiimin (Transtiretin), BACE (beta

sekretaz) proteinleri Western-Blot teknigi ile incelenmistir.

3.2.2.1. Doku Orneklerinin Elde Edilmesi ve Homejenizasyon Siireci

Siganlarin sakrifiye edilmesinden sonra beyinlerinden hipokampusleri kurubuz
tizerinde hizlica ¢ikarilmistir. Soguk zincir bozulmadan ¢ikarilan hipokampusler
hassas tart1 ile tartilip not edilmistir. Hipokampus dokular1 teker teker tiiplere
koyulmustur ve tizerlerine ait olduklarin siganlarin isimleri ve agirliklart Cizelge 3.6.

da smiflandirildig: gibi yazilmistir.



Cizelge 3.1. Sicanlarin hipokampiislerinin agirliklar
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Geng¢ Sican Ora-Yash Yash Sican
Geng Sican Grubu Orta-Yash Sican Grubu Yash Sigan Grubu
Grubu Agirliklar Sican Grubu Agirhiklar Grubu Agirhiklar
(mg) (mg) (mg)
Geng 1 214 mg Orta-Yash 1 302 mg Yash 1 206 mg
Geng 2 276 mg Orta-Yash 2 221 mg Yash 2 252 mg
Geng 3 251 mg Orta-Yash 3 240 mg Yash 3 273 mg
Geng 4 241 mg Orta-Yash 4 282 mg Yash 4 205 mg
Geng 5 112 mg Orta-Yash 5 248 mg Yash 5 184 mg
Geng 6 201 mg Orta-Yash 6 184 mg
Geng 7 126 mg Orta-Yash 7 247 mg

Dokularin homejenizasyonunda doku homojenizatorii kullanilarak proteinler

parcalanmasi saglanmigtir.

elde edilmistir. Homojenizator 50 rmp’de 3,5 dk.’ya ayarlanarak dokularin tamaminin

Bu asamada kullanilacak olan Radioimmunoprecipitation (RIPA) soliisyonu

hazirlanmstir.

santa-cruz sc-24948 RIPA Lysis Buffer System Kit prtokoliine gore asagidaki gibi

1X molar RIPA soliisyonu hazirlamak i¢in ml bagina 10 pl Fenilmetansiilfonil

inhibitori kullanilarak 2 ml RIPA soliisyonu hazirlanmistir.

floriir (PMSF) ¢ozeltisi, 10 ul sodyum ortovanadat ¢ozeltisi ve 10-20 pl proteaz

Her bir 6rnek i¢in kullanilacak olan RIPA miktari, santa-cruz sc-24948 RIPA

gerektirdiginden, her 6rnek i¢cin 200 ul RIPA olarak belirlenmistir.

Lysis Buffer System Kit prtokoliine gore 1 gr doku i¢in 3 ml RIPA soliisyon kullanimi

Homojenizasyon siireci, asagida belirtilen siireci takiben uygulanmistir.
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e Dokularin igerisinde bulundugu her bir ependorfa 200 ul RIPA
koyulmustur.

e Daha sonra bu ependorflara 3’er adet manyetik bilyeler eklenmistir.

e Ependorflar bilye sistemi ile ¢aligan homojenizasyon cihazina yerlestirilip
1 dk boyunca doku parcalanmasi islemi i¢in beklenmistir.

e 1 dk sonunda cihazdan alinan ependorflar 20 dk. boyunca buz {izerinde
inkiibe edilmistir.

e Daha sonra 14.000 rpm de +4° C’da 15 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatant kisimlar1 atilip pellet ile devam edilmek {izere

homojenizasyon islemi sonlandirilmistir.

3.2.2.2. Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi ve Sodyum Dodesil

Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)

Incelenecek olan proteinlerin tayininde kullanilacak olan 6rnek miktarlarinin
ayarlanmasi icin, her bir sicana ait homojenize edilmis dokulardaki total protein
konsantasyonu belirlenmistir.

Protein konsantrasyon ol¢timiinde saglikli bir sonug¢ almak adina homojenize
edilmis 6rnekler 1/10 oraninda seyreltilmistir.

Seyreltme uygulamasi i¢in RIPA Lysis Buffer System Kit icerigindeki PMSF
soliisyonundan 5 pl, sodyum ortovanadat soliisyonundan 5 pl alinarak toplamda 500
pl Lizis Tamponu (LB) hazirlanmistir. Her 6rnek icin 9 pl LB, blank igin ise
(igerisinde 6rnek olmadigindan) 10 pl LB kullanilmigtir.

Olgiim siirecinde kullanilacak diger bir soliisyon olan Calisma Soliisyonu
Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay PI 23227 kullanilarak hazirlanmistir. Kit
igerisinde bulunan A soliisyonundan 50 pl, B soliisyonundan 1 pl alinarak ¢alisma
soliisyonu hazirlanmustir.

96 kuyucuklu plaka ilk kuyu blank sonraki 6 kuyu standartlar ve sonrasinda
sirastyla ornekler olacak sekilde etiketlenmistir.

Her kuyucuga 1 pl ilgili seyreltilmis 6rnekten, 200 pul WS ve 9 ul LB
koyulmustur. Blank i¢in 200 pl WS ve 10 ul LB koyulmustur. 96 kuyucuklu plaka

elde sallanarak kuyucuklarin i¢inin homojen olmasi saglanmis ve dnceden 37° C’ye
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ayarlanmis olan etiiv cihazina yerlestirilerek 30 dk inkiibe edilmistir. Ayarlanmis olan

etliv cihazina yerlestirilerek 30 dk inkiibe edilmistir.

Sekil 3. 8. BCA protein konsantrasyon kiti ile 6rneklerdeki proteinlerin belirlenmesi

Inkiibasyon sonrasinda Thermo Multiskan Go spektrofotometre cihazina 96
kuyucuklu plaka yerlestirilmis ve drneklerin 562 nm’de absorbanslari1 Slgiilmiistiir.
Standartlarin  absorbanslarindan elde edilen grafige gore her bir Ornegin

konsantrasyonu belirlenmis ve seyreltme faktorii olan 10 ile carpilmistir.
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Cizelge 3. 2. Orneklerin Protein Konsantrasyonlar1

Orta-Yash
Geng¢ Sican Yash Sican
Geng . Orta-Yash Sican Grubu .
Grubu Protein ) Yash Sigan | Grubu Protein
Sican Sican Protein
Konsantrasyonla Grubu Konsantrasyonla
Grubu Grubu Konsantrasyon
r1 (ng/ml) r1 (ng/ml)
lar1 (ng/ml)
Yash Sican
Geng 1 6020 pg/ml Orta-Yash 1 8510 pg/ml 1 8620 pg/ml
Yash Sican
Geng 2 5460 pg/ml Orta-Yash 2 14100 pg/ml ) 13513 pg/ml
Yash Sican
Gene 3 10200 pg/ml Orta-Yash 3 6810 pg/ml . 6079 ng/ml
Yash Sican
Geng 4 8830 pg/ml Orta-Yash 4 10100 pg/ml 4 6779 pg/ml
Yash Sican
Geng 5 7100 pg/ml Orta-Yash 5 7790 pg/ml s 6430 pg/ml
Geng 6 7170 pg/ml Orta-Yash 6 5710 pg/ml
Geng 7 5580 pg/ml Orta-Yash 7 6970 pg/ml

Proteinlerin agirliklarina gore yliriitiiliip birbirinden ayirmamizi saglayacak
olan Jel Elektroforezi islemi 6ncesi 6rnekler jele yiiklemeye hazir hale getirilmistir.
Bu amacla belirlenen protein miktarlarina gore her 6rnekten 20 pg/ml olacak sekilde
alinmasi gereken 6rnek miktar1 hesaplanmistir.

Proteinlerin jel iizerinde yiirlimesini saglamak i¢in oncelikli olarak proteinler
lineer hale getirilmistir. Proteinleri lineer hale getirmek i¢in Bio Rad Laemmli Sample
Buffer (SP) (cat.160737) ve Sigma M6250 2-Merkaptoetanol kullanilarak bir soliisyon
hazirlanmastir.

Her bir 6rnegi lineer hale getirmek i¢in 6rneklere gore etiketlenen tiiplere SP,
ilgili 6rnek ve distile su (dH20) eklenmistir. Bu tiipler daha sonra 95°C’de 5 dk
boyunca inkiibe edilerek proteinler denatiire edilmis ve 3 boyutlu yapilarindan
arindirilarak jelde yliriiyecek hale getirilmistir. 5 dk sonunda tiipler buz iizerine

almmustir (Sekil 3.9).
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Sekil 3. 9. Proteinlerin elektroforez i¢in hazirlanmasi

Elektroforez isleminde kullanmak i¢in yiirlitme soliisyonu hazirlanmistir.
Soliisyonu hazirlamak i¢in 1 Bio Rad cat. 1610732 10X Tris-Glycine SDS Buffer ve
dH20 su kullanilmistir.SDS-PAGE jel elektroforezi i¢inBio Rad cat. 4561086 %4-15
Mini-PROTEAN TGX Prekast Protein Jeller’e ait jeller ¢ikarilip dH20 ile yikanmis
ve Bio Rad SDS-PAGE Elektroforez Jel Tanki’na yerlestirilmistir. Tankin igerisine,
jellerin arasina daha Onceden hazirlanan yiirlitme soliisyonu eklenmistir.
Inkiibasyondan alip buz iizerinde beklettigimiz rneklerimizden 14 pl belirli bir sirayla
jele yiiklenmistir. Marker ytiklemesi 4 pl olarak yapilmistir. Elektroforez jel tankinin
kapag1 kapatilmis akim kablolar yerlestirilmistir. Yiriitme islemi 120 voltta 1 saat

boyunca gerceklestirilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3. 10. Dikey elektroforez

3.2.2.3. Blotlama islemi ve Antikor Muamelesi

Proteinlerin membran {izerinde immobilize edilmesidir. SDS-PAGE Jel
Elektroforezinde yiirlitme isi tamamlandiktan sonra, jel, istenilen proteinlerin
deteksiyonunu ve nicel 6lglimlerinin yapilabilmesi i¢in PVDF membrana aktarilmistir.

Bio Rad Trans-Blot Turbo RTA Midi PVDF Transfer Kit (Cat. 1704273)
icerisinde bulunan transfer soliisyonundan etanol ve dH20 ile karistirilmistir ve
kullanilacak olan yeni transfer soliisyonu olusturulmustur.

Jel elektroforez tankindan c¢ikarilan jeller yayik bir kap icerisindeki dH20
igerisine konmustur. PVDF membran 3 dk boyunca metanol igerisinde bekletilmistir.
Bio Rad Trans-Blot Turbo RTA Midi PVDF Transfer Kit icerisindeki transfer stack
ve PVDF membrani ¢ikartilmistir. Stacklar ve Membran 1slatilmak amagli hazirlanan
transfer sollisyonunun igerisinde 3 dk bekletilmistir.

Trans-Blot Turbo RTA Midi PVDF Transfer Kit igerisinde bulunan filtrenin
lizerine membran, membranin iizerine jel, jelin iizerine de tekrar filtre konulmustur.
Bu sekilde Bio Rad Trans Blot Turbo Transfer System adli cihaza bu kompleks
yerlestirilmistir. Transfer islemi cihazda 25 V, 2.5 A’de 7 dk boyunca
gerceklestirilmistir.

Transfer islemi bittikten sonra membranlar alinip 5 dk boyunca 137 mM NacCl,
20 mM Tris, %0,1 Tween-20 ile hazirlanmis bir miktar TBST igerisinde bekletilmistir
(Sekil 3.11).



39

Antikor muamelesi siirecinde membrana aktardigimiz 6rneklerimizde
ilgilendigimiz proteinler; pTau, Klotho, Prealbiimin (Transtiretin), BACE (beta
sekretaz), ilgili antikorlar yardimiyla agirliklarina gore ayrilarak analiz edilmistir.
Kontrol i¢in beta-tubulin proteinine bakilmustir.

137 mM NaCl, 20 mM Tris, %0,1 Tween-20 kullanilarak 300 ml TBST
hazirlanmistir. Antikor muamelesi 6ncesinde spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek
amaciyla membranlar bloklama islemine tabi tutulmustur. Her Bloklama islemi
oncesinde cat. Sc-2325 ChemCruz Siit tozu kullanilarak %35’lik siit tozu iceren TBST
soliisyonu hazirlanmigtir. Her bir membrane oda sicakliginda hazirlanan bloklama
sollisyonu igerisinde 1 saat ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.

1°Ab’lerin seyreltme islemi %5°lik siit tozu igeren TBST soliisyonu ile
yapilmistir.

pTau proteini i¢in, 1:1000 seyreltilmis, cat. MN1040, Thermo Phospho-Tau
(Thr231) Monoclonal Antibody, Klotho proteini i¢in,1:1000 seyreltilmis, ABCAM
Anti-Klotho antibody (cat. ab203576), Prealbiimin proteini igin, 1:1000 seyreltilmis,
ABCAM Anti-Prealbumin antibody (cat.ab9015), BACE proteini igin, 1:1000
seyreltilmis Cell Signaling Technology, B-tiibiilin proteini i¢in (cat. 5606), 1:500
seyreltilmis, Thermo beta Tubulin Loading Control Monoclonal Antibody (cat. MA5-
16308) kullanilmustir.

Hazirlanan antikorlar ilgili membranlarin {izerine eklenmis ve membranlar 4
0C’de gece boyunca calkalanarak inkiibe edilmistir. Ertesi giin baglanmayan birincil
antikorlar1 uzaklastirmak amaciyla membranlar TBST ile yikanmis ve sonrasinda
ikincil antikor muamelesine hazir hale getirilmistir.

Birincil antikora uygun olan ikincil antikorlar bloklama soliisyonu ile 1:5000
olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmistir. Klotho proteini, BACE proteini ve -
tiiblilin proteini i¢in Cell Signalling Anti-rabbit 1gG (cat. 7074S), HRP-linked
Antibody, pTau proteini i¢in, Cell Signalling Anti-mouse 1gG (cat. 7076P2), HRP-
linked Antibody, Prealbiimin proteini i¢in, Thermo Fisher Scienetific Invitrogen
Donkey anti-Sheep IgG (H+L) HRP-linked Secondary Antibody (cat. A16041)

kullanilmistir.
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2°Ab membranlarin {izerine eklenmistir ve oda sicakliginda calkalayici
tizerinde mebranlarla birlikte 1 saat inkiibe edilmistir. 2°Ab muamelesinden sonra
kaptaki s1v1 bosaltilmis ve membranlar 3 defa TBST ile yikanmustir.

3.2.2.4. Membran Goriintiileme

Tim bu islemlerin ardindan membrandaki proteinlerin goriintiileme
asamasinda ECL soliisyonu ile 3 dakika inkiibe edilmistir. Proteinlerden elde edilen
sinyaller ise Fusion FX7 (Vilber Lourmat) sisteminde CCD kamera altinda islenmis

ve her bir proteine ait bantlar kaydedilmistir.

3.2.3. Istatiksel Analiz Calismalar

Elde edilen tiim verilerden grup ortalamasi £ SEM (ortalamanin standart
hatasi) hesaplanmistir. Tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile farkli yas
gruplar1 arasindaki istatistiksel farkliliklar belirlenmistir. Ayrica, iki yonlii tekrarh
varyans analizi (ANOVA) (giin X grup) ile Morris su tanki 6grenme deneyinde giin
ve yastan kaynaklanan farkliliklar belirlenmistir. Varyans analizinden sonra ¢oklu
karsilastirma ve ikili gruplar arasindaki farkliliklar: karsilagtirmak amaciyla Fisher’s
least significant difference (LSD) testi uygulanmistir. Davranig test verilerinin ve
molekiiler verilerin analizi IBM SPSS 22.0 istatistik programiyla yapilmistir ve p <

0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Projede yapilan davranis deneyleri ve molekiiler analiz bulgularinin
istatistiksel acidan degerlendirilmesinde ii¢ grubun karsilastirilmast igin tek yonli
ANOVA analizi kullanilirken ikili grup karsilastirilmalar1 ise post hoc LSD analizi

kullanilmustir.

4.1. DAVRANIS DENEYi BULGULARI

4.1.1. Yiikseltilmis Arti-labirent Testi (Elevated Plus-Maze) Analizi

Long-Evans sicanlarda acik ve kapali kollarda gecirdikleri siire acisindan
yapilan analizlerde yas gruplar arasinda kapali kolda (F(2,15)=0,886 p=0,433) ve agik
kolda (F(2,15)=2,707 p=0,104 ) istatistiksel agidan anlaml1 fark bulunmamaistir. Bunun
yaninda post hoc LSD analiz sonuglar1 incelendiginde agik kolda geng ve orta yash
bireyler arasinda anlamli farklilik goriilirken (p=0,040), kapali kolda farkli yas
gruplari arasinda herhangi bir istatistiksel agidan farklilik gériilmemistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Gruplardaki bireylerin siire agisindan degerlendirmesini gosteren Art1 labirent testi
analiz sonug grafigi
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Gruplardaki bireylerin art1 labirent testi i¢in frekans sonuclari incelendiginde
ise kapal1 kol ve agik kolda (F(2,15)=2,465 p=0,119) istatistiksel agidan anlamli fark
bulunmazken gencg ve orta yash bireylerin frekans karsilagtirmalarinin post hoc LSD

analiz sonuglar1 neticesinde istatistik anlamlilik tespit edilmistir (p=0,042) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Gruplardaki bireylerin frekans agisindan degerlendirmesini gosteren Arti labirent
testi analiz sonug grafigi

4.1.2. Acik Alan Testi Analizi

Gruplardaki bireylerin agik alan testi sonuglarindan orta alanda gegirilen siire
ylizde olarak degerlendirildiginde istatistik anlamlilik goriilmemis (F(2,16)=3,395
p=0,068), ancak post hoc LSD analizi agisindan orta yasli ve yash grup karsilastirmasi
sonucunda iki grup arasinda p=0,025 olarak bulunmustur (Sekil 4.3). Sonug olarak
orta alanda orta yaslilarin yaslilara oranlan daha az vakit ge¢irmeleri art1 labirent testini
desteklemektedir. Yani yagla birlikte orta yasta artan anksiyetik durum azalmakta ve

bireyler daha sakin olmaktadir.



43

Acik Alan

w 10
=
wn
= 8
=
= s
o~
S
-~
= 4
=
=
= 2 .
© W
=)
0 e —
Geng Orta Yash Yash

Sekil 4.3. Gruplardaki bireylerin orta alandaki gegirdikleri siirenin agik alan testi ile analiz
sonuglart

Acik alan testinde mesafe agisindan sonuglar arastirildiginda ise gruplar
arasinda istatistiksel anlamlilik goriiliirken (F(2,16)=7,535 p=0,006), gen¢ ve orta
yaslt bireyleri igeren iki grup karilagtirildiginda p=0,002 degeri bulunarak anlamlilik
tespit edilmis, ancak orta yasli ve yasli bireyler arasinda boyle bir sonug bulunmamaistir
(p=0,072). Acik alanda mesafe lokomotor aktiviteyi gostermektedir. Sekil 4.4’te
genclere oranla orta yasl bireylerin lokomotor aktivitelerinde bir azalmanin oldugu
acik alan testi sonucu ortaya konmustur. Yaslh ile orta yash bireyler arasinda fark
bulunmamasi da lokomotor aktivitedeki azalmanin orta yasta basladigina dair bize

bilgi vermektedir.
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Sekil 4.4. Gruplardaki bireylerin mesafeye bagli lokomotor aktivitesinin agik alan testi ile
analiz sonuglari

Acik alan testinde aktivite agisindan sonuglar degerlendirildiginde anlamli bir
fark bulunmazken (F(2,16)=1,247 p=0,317), post hoc LSD sonuglarinda da gruplar
arasi farklilik gorilmemistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Gruplardaki bireylerin aktiviteye bagli acik alan testi ile analiz sonuglar
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Gruplardaki bireylerin mobilite yiizdelerine bakildiginda ise F(2,16)=12,310
p=0,001 degerleri bulunmus ve gruplar aras1 anlaml farkliliktan s6z edilirken, post
hoc LSD analiziyle geng ve orta yash grubun karsilastirilmasi sonucu p<0,001, geng
ve yaslt grubun sonucu p=0,026 ve orta yash ve yasli grubun sonucu ise p=0,042
seklinde bulunarak gruplar arasi anlamlilik belirlenmistir (Sekil 4.6). Elde edilen
sonuglara gore, aktivite agisindan yagsla birlikte bir degisim goriilmezken mobilitede

yasla birlikte bir azalmanin oldugu sdylenebilmektedir (Sekil 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.6. Gruplardaki bireylerin mobiliteye bagli agik alan testi ile analiz sonuglari

Son olarak bireylerin etrafa bakinma degerleri yilizde olarak ortaya konmus ve
bunun sonucunda gruplardaki bireylerin istatistiksel degerleri F(2,16)=4,616 p=0,029
olarak tespit edilmistir. Gruplar aras1 karsilastirmaya gore ise geng ve orta yasl (Post
hoc LSD; p=0,009) grup igin istatistik anlamliliktan s6z edilmektedir. Sekil 4.7’ deki
grafige gore de etrafa bakinmadaki azalmani yani ortam kesfinin azalmasinin orta yaslh
bireylerde anksiyetenin artis1 ile baglantili olabilecegi anlagilmaktadir. Anksiyete
azaldikca yash bireylerde oldugu gibi etrafa bakinma yani merak duygusu yashilikta

yine artmaktadir.
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Sekil 4.7. Gruplardaki bireylerin etrafa bakinmaya bagli ac¢ik alan testi ile analiz sonuglari

4.1.3. Zorunlu Yiizme Testi Analizi

Gruplara ayrilan bireylerin depresyon agisindan davraniglarinin incelendigi bir
test olan zorunlu ylizme testi sonuclarina gore istatistiksel degerlendirme sonuglari
F(2,17)=9,791 p=0,002 olarak anlamlilig1 ortaya koymustur. Bununla birlikte Post hoc
LSD analiziyle geng¢ grubun orta yash ve (p=0,001) yashi grup ile (p=0,027)
karsilastirilmasindan da istatistiksel anlamlilik elde edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Zorunlu yiizme testi analiz sonuglari

4.1.4. Rotarod Motor Koordinasyon Testi Analizi

Motor koordinasyon testinin analizi i¢in tek yonli ANOVA yOntemi
kullanilmis ve bunun sonucunda herhangi bir anlamlilik bulunmamistir
(F(2,18)=2,869 p=0,086). Ikili gruplar arasindaki karsilastirma yapildiginda ise (post
hoc LSD) geng ve orta yash grup arasinda anlamlilik goriilmezken (p=0,063) geng ve
yasli grup arasinda anlamlilik tespit edilmistir (p=0,053). Bu testin sonuglari
yorumlandiginda, yashlikla motor koordinasyonun azaldig: sdylenebilmektedir (Sekil

4.9).
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Sekil 4.9. Rotorod motor koordinasyon testi analiz sonuglari

4.1.5. Pasif Sakinma Testi Analizi

Deneklerin 6grenme ve bellek diizeylerinin incelendigi pasif sakinma testi i¢in
gruplar arasi anlamlilik incelendiginde {i¢ grubun birbiri arasinda (F(2,16)=2,359
p=0,131) ve ikili gruplarin karsilastirilmasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Pasif sakinma testi analiz sonuglart
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4.1.6. Morris Tipi Su Labirenti (MWM) Testi Analizi

Hipokampiise bagli 6grenme ve bellek parametrelerini 6lgen Morris su
labirenti deneyinde tekrarli 6l¢iim ANOVA verilerine gore giinler arasinda platforma
ulagsma siiresinde anlamli bir fark var iken (F(3,45)=33,480 p<0,001) giin X grup
etkilesiminde (F(6,45)=0,247 p=0,958) herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Gruplar
arasinda yapilan analizde anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (F(2,15)=3,098
p=0,075). Her giin i¢in yapilan tek yonlii ANOVA testine gore ise birinci giinde geng
ve yash gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir. Genglere oranla
yaslilarda goriilen 6grenme gecikmesi tigiincii ve dordiincii giinde de devam etmistir
(Giin 1: F(2,18)=2,359 p=0,127 geng¢ vs yash p=0,045; Giin 2: F(2,18)=0,661
p=0,530; Giin 3: F(2,18)=2,193 p=0,144 geng vs yasl p=0,061; Giin 4: F(2,18)=2,228
p=0,142 geng vs yash p=0,070) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Gruplardaki bireylerin giinlere gore platforma ulagma siiresini gosteren morris su
tanki testi 6grenmeye bagli analiz sonuglari

Sekil 4.12°de goriildiigii lizere ve tekrarli 6lgiim ANOVA verilerine gore
platforma ylizillen mesafede de giinler arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(F(3,45)=38,412 p<0,001). Bunun yam sira grup X giin etkilesimi anlamsiz iken
(F(6,45)=1,509 p=0,197) gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir
(F(2,15)=3,726 p=0,049). Her giin i¢in yapilan tek yonlii ANOVA testine gore ise
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platforma yiiziilen mesafede birinci giinde geng ve yash gruplar arasinda anlamli bir
farklilik tespit edilmistir. Genglere oranla yaglilarda goriilen 6grenme gecikmesi
iclincii glinde de devam etmistir (Glin 1: F(2,18)= 3,471 p=0,056 geng vs. yash
p=0,027; Giin 2: F(2,18)= 0,739 p=0,493; Giin 3: F(2,18)= 1,964 p=0,173 geng vs
yash p=0,069; Giin 4: F(2,18)= 1,775 p=0,203 ).
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Sekil 4.12. Gruplardaki bireylerin giinlere gore platforma yiizme mesafesini gdsteren morris
su tanki testi 6grenmeye bagl analiz sonuglari

Son olarak yiizme hizi kullanilarak yapilan analizde ise tekrarli 6l¢iim ANOVA
verilerine gore giinler arasinda anlamli bir fark bulunmustur (F(3,45)=5,339 p=0,003).
Bunun yanm sira grup X giin etkilesiminde de anlamli bir farklilik bulunmustur
(F(6,45)=2,748 (p=0,022). Gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir F(2,15)=0,107 p=0,899.

Her giin i¢in yapilan tek yonlii ANOVA testine gére anlamli olmasa da yagh
grubun ylizme hizinda genglere oranla bir azalmanin oldugu tespit edilmistir (Giin 1:

F(2,18)= 2,459 p=0,117 geng vs orta yasli p=0,086 orta yasl vs yasl p=0,069; Giin 2:
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F(2,18)=1,345 p=0,289; Giin 3: F(2,18)= 1,677 p=0,218 orta yasl vs yasl p=0,086;
Giin 4: F(2,18)= 1,252 p=0,313) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Gruplardaki bireylerin giinlere gére platforma yiizme hizini gosteren morris su
tanki testi 6grenmeye bagli analiz sonuglari

Morris su tankindan platform ¢ikartilarak yapilan test denemesi deneylerinde
hayvanlarin platform kadraninda ve platform alaninda gegirdikleri siire bilgisayar
yardimiyla hesaplanmistir. Morris su labirenti test denemesinde hayvanlarin platform
kadraninda gegirdikleri siireye bakilarak yapilan tek yonliit ANOVA testinde gruplar
arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (F(2,16)=0,061 p=0,941) (Sekil 4.14).



52

Morris Su Tanki Hafiza

= 100
-F}

L=

-F]

en 80
=

=
2=
2 60
& =

z E
22w
EN

3% 20
=

R 0

Geng Orta Yash Yash

Sekil 4.14. Gruplardaki bireylerin platform ¢eyreginden gegen zamana bagli morris su tanki
testi hafizaya analiz sonuglari

Platformun bulundugu c¢eyrekte hayali olarak 40 cm capinda cizilen ve
hafizanin keskinliginin daha iyi belirlendigi A40 bolgesinde gegirilen siire i¢in gruplar
karsilagtirildiginda, {i¢ grubun karsilastirma sonucunun tek yonliic ANOVA’ya gore
anlamli olmadigi (F(2,16)=2,486 p=0,122) fakat post hoc testine gore orta yasli grubun
geng gruba oranla bu bolgede istatistiksel olarak anlamli derecede daha az vakit
gecirdigi gozlenmistir (p=0,049) (Sekil 4.15).

Morris Su Tanki Hafiza

.20

Z

& 15

=

on

Em . ; .
=0

[-F]

o0 5

: -
-

< 0

Genc Orta Yash Yash

Sekil 4.15. Gruplardaki bireylerin A40 bolgesinde gegirilen siireye bagli morris su tanki testi
hafizaya analiz sonuglari
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4.2. MOLEKULER ANALIZ BULGULARI

Ug yas grubu arasinda BACE, Klotho, Prealbiimin ve pTau proteinlerinin
kontrol igin B-tiibiilin proteini kullanilarak western-blot teknigiyle 6lgiim yapilarak
sonuglar elde edilmistir. Istatistiksel sonuglar incelendiginde BACE proteini agisindan
anlamli bir farklilik bulunamamistir (F(2,16)=0,324 p=0,728). Post hoc analiziyle
yapilan ikili gruplar arasi karsilagtirmalar sonucunda da ayni sekilde anlamli bir sonug

elde edilmemistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Gruplarin western-blot analiz ile yapilan BACE proteini kantitasyonu sonuglari

Gruplar arasinda Koltho miktar1 bakimindan farklilik incelendiginde ise
gruplar arasinda anlaml bir fark (F(2,16)=5,403 p=0,017) bulunmustur. ikili gruplar
aras1 karsilastirma yapildiginda, genglere oranla Klotho protein miktarinda hem orta
yash grupta (p=0,025) hem de yash grupta (p=0,009) anlamli bir azalma tespit
edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Gruplarin western-blot analiz ile yapilan Klotho proteini kantitasyonu sonuglart

Prealbiimin seviyelerine bakildiginda ise {i¢ grup arasinda anlamli farklilik

goriiliirken (F(2,16)=4,122 p=0,043), ikili gruplar aras1 karsilagtirma sonuglarina gore

hem geng ve orta yash grup (p=0,025) hem de geng ve yash grup (p=0,009) arasinda

anlamli farklilik goriilmiistiir. Prealbiimin seviyesi yasla birlikte anlamli derecede

azalmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Gruplarin western-blot analiz ile yapilan Prealbiimin proteini kantitasyonu

sonuglart
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Molekiiler analiz sonucu pTau proteini i¢in inceleme yapildiginda, tiglii gruplar
arast (F(2,16)=0,484 p=0,629) ve ikili gruplar arasi karsilastirma sonugclari

degerlendirmelerine gore anlamli farklilik bulunmamuastir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Gruplarin western-blot analiz ile yapilan pTau proteini kantitasyonu sonuglari

Sonug olarak molekiiler analizlerin istatistiksel incelemesinde Klotho ve
Prealbiimin protein miktarlar1 agisindan {i¢ grup arasinda ve ikili grup karsilagtirmalari
sonucunda anlamli farklilik belirlenirken, BACE ve pTau proteini agisindan herhangi

bir farklilik tespit edilmemistir.
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5. TARTISMA

Canlilar i¢in normal olan yaslanma, heniiz tam anlagilmamis olmakla beraber
fizyolojik islevlerde meydana gelen fiziksel ve kognitif kayiplar ile sonuglanan,
hiicresel ve molekiiler agidan karmasik bir biyokimyasal siiregtir.

Fonksiyonel azalma ile karakterize olan yaslanmanin ilging yonlerinden biri de
farkl1 hizlarda ortaya c¢ikmasidir. Yavas yaslanan bireylerde, hastalik gelistirme
egilimi olmadigindan saglikli ve uzun bir yasam siiriildiigii, hizli yaslanan bireylerde
ise erken yaslarda ortaya cikan Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi sebepler ile sagliksiz ve
kisa bir yasam siiriildiigii disiiniilmektedir (186). Bu yaklasim dogrultusunda
canlilarda kognitif ve fizyolojik degisimlerin nedenlerinin anlagilmasi, yaglanma ile
meydana gelen hastaliklarin mekanizmalarinin anlagilmasi ve geciktirilmesi adina
Oonemlidir.

Yaslanma, sinir sistemindeki degisikliklerle iligkilidir ve sinir sisteminin bazi
yonleri digerlerinden daha savunmasizdir. Yash saglikli bireylerde bile geng saglikli
bireylere kiyasla daha fazla néron kaybi daha fazla vaskiiler patoloji ve hiicre bazinda
cok sayida degisiklikler bulunmaktadir (187).

Yaslanma calismalarindaki 6nemli bir nokta da patolojik birikimlerdir.
Yaglanma siirecinde birgok patolojik birikim s6z konusudur. Fakat, yaslanma
stireglerinde norodejenerasyonun da ortaya ¢ikmasi ile dogal yaslanma ve patoloji ile
iligkili belirtiler ortiisebilmektedir (188). Norodejeneratif hastaliklar igin hastaligi
modifiye eden tedaviler kullanima sunuldugunda, spesifik patolojilerin varligini
belirlemede kullanilan biyobelirtegler, hem s6z konusu patolojiye sahip semptomatik
bireylere tedavinin verilmesini saglamak hem de tedaviden en ¢ok fayda gorebilen
normal yaslanma siirecindeki presemptomatik yagli bireyleri belirlemede giderek daha
onemli hale gelmektedir (188,189).

1!

Genel olarak, 'birey i¢i' degisimler, muhtemelen bireyler arasindaki
karsilastirmalardan daha giicliidiir ve ayrintili klinik fenotipleme ve biyobelirtecler ile
yasam seyri verilerini birlestiren uzun arastirma c¢alismalari, yaslanma siirecinin
karmagikligin1 anlamak icin gili¢lii bir paradigma saglamaktadir (190). Deney

hayvanlar lizerinde yapilan ¢ogu davranis ¢alismalari, geng fareler (1-3aylik) yash
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fareler (24 aylik) olarak 2 farkli gruplandirilma {izerinedir (191). Bununla birlikte,
geng yetiskinlikten orta yasa kadar davranis degisiklikleri hakkinda nispeten daha az
sey bilinmektedir ve yasin, yasamin erken donemlerindeki davranis {izerindeki etkisi
anlasilmay1 beklemektedir (191).

Bu bilgiler dogrultusunda, davranis degisimlerinin baslama araliklari ¢ok genis
oldugundan, ¢alismamizda canli davranis1 tizerindeki degisimlerin meydana geldigi
donemi anlamak ve canlilarda meydana gelen patolojik yaslanmayir normal
yaslanmadan ayirmak amaciyla ii¢ farkli yas grubu iizerinde gercgeklestirdigimiz
davranig deneyleri ve ayni canlilara ait dokular iizerinde gerceklestirdigimiz protein
analizleri, klinik tablo ile klinik tablonun altinda yatan molekiiler mekanizmaya daha
genis agidan bakabilmeyi saglamistir.

Shoji ve arkadaslarinin (191) farkli yas gruplarina sahip fareler lizerinde
yaptiklari bir calismada, yiikseltilmis art labirent testi sonucunda 4-5 aylik fare grubu
ile 1-3 aylik fare grubu arasinda, aydinlik alana gegis sayisi ve aydinlik alanda vakit
gecirme siireleri arasinda anlamli farkliliklar gézlemlenmistir. 4-5 aylik fare grubunun
aydinlik alanda gecirdikleri siire ve aydinlik alan gecis sayisi, daha geng olan 1-3 aylik
fare grubuna gore anlaml bir farklilikla (p<0,001) azalmistir. Caligmada 8-12 aylik
fare grubu, 1-3 aylik grup ile karsilagtirildiginda anksiyete benzeri davraniglarin
arttigin1 gosteren anlamli veriler (p<0,005) elde edilmis olsa da 4-5 aylik grup ile
karsilastirildiginda anksiyete benzeri davraniglarin arttigini gdsteren bir sonug
gozlemlenmemistir. Yani yash fareler geng farelere gore daha fazla anksiyete benzeri
davranig sergiler iken orta yasli farelere gore daha az anksiyete benzeri davranis
sergilemektedir (191).

Daha onceki ¢alismalara paralel olarak, g¢alismamizdaki veriler gz Oniine
alindiginda, orta-yaslt sicanlarin (4 aylik), geng sicanlara (1 aylik) gore aydinlik
alanlarda gecirdikleri siire ve bu alanlara gecis sayilar1 arasinda anlamli bir azalma
(p<0,040) vardir. Bu veriler neticesinde orta yasl sigan grubunda, anksiyete benzeri
davranislarin arttig1 gosterilmistir. Onceki galismalarin tersine, calismamizdaki yash
sicanlar (12 aylik) ile diger gruplar arasinda karsilagtirmalar yapildiginda, diger iki
grup ile aralarinda anlamli farkliliklar bulunmamustir.

Literatiirde yapilan bazi calismalar incelendiginde, ¢alismamizda oldugu gibi istatiksel

acidan anlamli veriler elde edilmemis olsa da deney siirelerince sicanlarin agik
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alanlarda gecirdikleri siirelerinin, hesaplanan verilerine ait yiizdelerinin, Yyash
farelerde orta yasl farelere gore arttig1 gosterilmistir. Bu yiizdelerdeki artis, anksiyete
benzeri davranislarda azalma olarak yorumlanabilir. Baz1 ¢alismalar, yash farelerin
aydinlik alandaki hareket durumlarinin ¢ok daha fazla stres durumu gostergesi
olabilecegini, bu davraniglarin panik durumla ya da plazmadaki ytiksek kortikosteron
seviyesi ile iliskilendirilebilecegini sdylemistir (191,192). Bazi c¢aligmalar ise bu
durumu olumsuz duygulara kars1 duyarliligin yasla birlikte azalabilmesi, depresyona
bagl yash canlilarda endise duygusunun yerini rahatlik duygusunun alabilmesi, yine
artan yasla birlikte azalmig duygusal tepki artan duygusal kontrol durumu, stresli
deneyimlere kars1 gelismis psikolojik bagisiklanma, yash bireylerin daha az olumsuz
duygu deneyimi gelistirmesi ve duyguya 6zgii otonom sinir sistemi aktivitesinde
azalma olmast  gibi durumlar ile agiklayarak, yaslilikta azalan anksiyeteyi
aciklamiglardir (192-195). Literatiirdeki ¢alismalar ve kendi ¢alismamizda ki bu
bulgular, yeni / stresli bir ortama yanit olarak anksiyete ve panik benzeri davranislarin
geng yetigkinlikten orta yasa kadar yasla birlikte arttigin1 géstermektedir.

3-, 11-, 17- ve 22 aylik saf disi NMRI farelerinin spontan davranislari,
sensorimotor refleksleri ve 6grenmelerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, acik alan
aktivitesi, delik tahtasi kesfi, ayrica Y labirentinde ve art1 labirentte aktivitenin 11
ayliktan itibaren azaldigi bildirilmistir. Acik alan testi sonuglar1 incelendiginde, 3
ardisik 2 dakikalik periyotta kiimiilatif skorlar {izerinde gerceklestirilen, ilk 2 dakika
boyunca aktivitede yasa bagl istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir.
Ancak 11-, 17 ve 22 aylik gruplar arasinda istatistik anlamlilik gériilmezken, 11, 17
ve 22 aylik farelerin aktivitesinin 3 aylik farelere kiyasla 4 ve 6 dakika sonra 6nemli
Olclide azaldig1 goriilmiistiir. Sonug olarak, NMRI farelerinde yaslanmanin belirli
davranigsal gostergelerinin baslangicinin 9 ila 11 ay arasinda oldugu diisiiniilmektedir.
Bunun yaninda, yash farelerin davramis degiskenleri arasinda benzer derecelerde
bozulma gostermedigini ve belirli bir kronolojik yas i¢in, bozulma derecesinin
heterojen oldugu bu calismada gosterilmistir (196). Siganlarda yas ve kayginin
davranig, 6grenme ve hafiza iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada ise
anksiyete ve 6grenme testlerinden 6nce ve sonra sicanlarin (3 ve 18 aylik deney ve
kontrol grubu) lokomotor aktivitesi, kesif aktivitesi ve otonomik fonksiyonlar1 agik

alan testi uygulanarak gozlemlenmistir. Lokomotor aktivite, alandaki gecis sayis1 ile
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Olciilmiis ve sahlanma siklig1 tiim gruplarda perifer kisimlarda gegilen kare sayisinda
Oonemli bir artis oldugunu gostermistir. Anksiyete gorevlerinden sonra agik alan testine
yeniden maruz kalmanin etkileri, zamanla tiim gruplar i¢in ¢izgi gecislerinde ve
sahlanmalarinda onemli farkliliklar gostermistir. Otonom fonksiyonlari yansitan
timar, oturma ve digkilama siklig1 ve sayisinin test doneminde arttig1 da belirlenmistir.
Calisma sonucunda yaslh sicanlarda, yiikseltilmis T-labirenti ve kedi kokusunun
yarattigi ve S-hidroksi-indoleasetik asit ve serum Kkortikosteron ile desteklenen
anksiyetenin duygusal ve mekansal 6grenmede giicliikk yarattig1 ortaya konulmustur
(197). Siwak ve arkadaglarinin (198) kopeklerde motor aktivitenin arastirildigi bir
calismasinda, 9-16 yas aras1 36 yaslh ve 16 gen¢ kopek aragtirmada kullanilmis, geng
ve yagh kopeklerin lokomotor aktivitesi hem acik alan hem de ev-kafes ortamlarinda
incelenmistir. Acik alan hareketi i¢in genc ve yash kopekler arasinda 6nemli bir fark
olmadigi ortaya konulmustur. Kopek acik alan testinde harekette yasa bagli onemli bir
degisiklik bulunmazken, ev-kafes ortamindan aktivite kaydedildiginde, yash
hayvanlar gen¢ kopeklerden 6nemli dl¢iide daha az aktivite gdstermis ve bu etki,
Olctimler sabah yerine 6gleden sonra alindiginda artmistir. Bu arastirmalar, davranissal
aktivitenin birgcok temel faktoriin karmasik bir manifestasyonu oldugunu
disiindiirmektedir (198). Bunun yaninda kesif davranisinin, motor aktivite ve
duygusalligin yasla birlikte azaldigin1 gosteren ¢alismalarin yaninda, cinsiyete aktivite
ve duygusalligin degisimini gosteren ¢aligmalar da yas ile gozlemlenen degisimleri
konfirme etmektedir (199). Geng yetiskin ve orta yash farelerin (2—3-, 4-5-, 6-7- ve 8-
12 aylik gruplar) davraniglarinin incelendigi bir calismada ise Aydinlik/karanlik
gecisi, agik alan, yiikseltilmis art1 labirent, rotarod, sosyal etkilesim, 6n uyaran
aracilikli inhibisyon, Porsolt zorla ylizme, kuyruk siispansiyonu, Barnes labirenti ve
korku kosullandirma ve sicak plaka testleri incelenmis, sicak plaka disindaki testlerde
tiim yas gruplar1 arasinda davranis agisindan anlamli farklilik tespit edilmistir. Agik
alan testi sonuglart ise, yaslanmanin lokomotor aktiviteyi azalttig1 ve anksiyete benzeri
davraniglart arttirdigin1 géstermistir. Calismada 6zellikle yasin davranissal deneyleri
tasarlarken ve deneysel manipiilasyonlar tarafindan tetiklenebilecek davranigsal
farkliliklar1 yorumlarken dikkate alinmasi gereken davranislar etkileyen kritik

faktorlerden biri oldugu vurgulanmistir (191).
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Bizim ¢aligmamizda, orta alanda orta yaslilarin yaslilara oranlan daha az vakit
gecirmeleri art1 labirent testini desteklemekte, yaslilikta orta yasta artan anksiyetik
durum azalmakta ve bireyler daha sakin olmaktadir. A¢ik alanda mesafe, lokomotor
aktiviteyi gostermektedir. Calisma bulgularimiza gore, genglere oranla orta yash
bireylerin lokomotor aktivitelerinde de bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Yasli ile
orta yash bireyler arasinda fark bulunmamasi da lokomotor aktivitedeki azalmanin
orta yagsta basladigina dair bize bilgi vermektedir. Aktivite acisindan yasla birlikte bir
degisim goriilmezken, mobilitede yasla birlikte bir azalmanin oldugu da bu
calismamizda gozlenmistir. Etrafa bakinmadaki azalmanin, yani ortam kesfinin
azalmasinin ise orta yasli bireylerde azalmasinin anksiyetenin artigi ile baglantili
olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, anksiyete azaldik¢a etrafa bakinma yani merak
duygusunun yaslilikta yine arttig1 gézlemlenmistir.

Sican ve farelerde gerceklestirilen bir¢cok depresyon diizeyi belirleme
calismasinda, geng, orta-yasli ve yasli hayvanlar arasinda gergeklestirilen zorunlu
ylizme testinde, hayvanlarin su iizerinde hareketsiz kaldiklar siireler arasinda anlamli
bir farklilik olmadigi gosterilmistir (191). Shoji ve arkadaslarmin (191) bu konu
lizerine yaptig1 calisma, bu gozlemin disinda olmasina ragmen, daha sonra yaptiklari
benzer bir ¢aligma ile bizim ¢alismamizi da destekleyen, orta-yasli si¢anlarda ve yash
sicanlarda hareketsizlik siirelerinde anlamli artiglar gozlemlenen verileri, elde
etmislerdir (201).

Yaslanmayla beraber en gozle goriilebilir degisim, canlilardaki motor
koordinasyon ve beceri durumlarindaki fonksiyonel azalmadir (202). Literatiirde yer
alan c¢alismalara bakildiginda, yaslanma ile gittikce azalan motor koordinasyon
becerileri gozlemlenmistir (203-205). Calismamizda da yer alan rotarod testi
sonuglarina bakildiginda, yasliliga bagli olarak farkli yas gruplar arasindaki
becerilerde azalma oldugu, istatiksel agidan ise gen¢ ve yaslh fare gruplan
karsilastirildiginda aralarinda motor koordinasyon becerilerinde anlamli bir azalma
oldugu sdylenilebilmektedir.

Calismamizda 6grenme ve bellek diizeylerini incelemek i¢in uyguladigimiz
pasif sakinma testi sonuglar1 goz 6niine alindiginda, {i¢ grubun birbiri arasinda ve ikili
gruplarin  birbirleri arasinda o6grenme ve bellek diizeylerinde yas ile

iligskilendirilebilecek bir degisime rastlanmamistir. Farkli Sigan gruplarinda yapilan
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calismalar, geng ve yash gruplar arasinda, canlilarin karanlik alanda maruz kaldiklar
soku unutup ertesi giin yeniden diizenege birakildiklarinda, karanlik alana gecis
siirelerinin geng gruplara gore anlamli derecede hizli oldugunu, artan yas ile canlilarda
hafiza ve 6grenme yetisinin azaldigini sdylemistir (206,207).

Hayvanlarin yasi artttkca MWM performansinin diistiigii iyi bilinmektedir
(208,209). Bu disiisiin en azindan bir kismi, ylizme becerilerindeki, hareket
kabiliyetindeki ve kesiflerdeki yasa bagl degisikliklerden kaynaklaniyor olabildigi
iddia edilmis ve ayni zamanda hayvanlarda yapilan bir¢ok c¢alisma mekansal
ogrenmede; Yetersiz beslenme, stres ve yaslhiliginin olumsuz etkileri oldugunu
gostermistir (209).

Van ve arkadaslarinin (210) yaptig1 ¢alismada, MWM testinde en yash sigan
grubunun tiim yas gruplarina gore platforma ulagma siirelerinde, platforma yiiziilen
mesafelerinde, anlamli bir artis ve yiizme hizlarinda anlamli bir azalma
gozlemlenmistir. Platformda hafizay1 degerlendirmek amaciyla, yash gruplarin tim
gruplara oranla belirlenen geyrekte, gegirdikleri siire daha az olarak belirlenmistir.
Literatiirdeki bu veriler, yaglanma ile 6grenme ve bellek yetilerinde gerileme oldugunu
sOylemektedir (210). Hafiza, duygulanim, konumlama ve yon bulma da énemli roli
olan hipokampiis, 6zellikle yeni bilgilerin depolanma kapasitesi olarak ifade edilen
ogrenmeye bagh kisa stlireli hafiza ile iligskilendirilmistir (211). Yapilan MR
caligmalart yaglanma ile canlilarda hipokampiis ve amigdalada kiigiilmeler oldugunu
gostermistir (152,153).

Farkli yas grubundaki siganlarda, hipokampiise bagli 6grenme ve bellek
diizeylerinin belirlenecegi Moris Su tanki testinde, testin tekrarlandig1 giinler arasinda,
platforma ulagsma siiresinde anlamli bir fark var olmakla beraber, yasl sicanlarin
platforma ulagma siireleri géze alindiginda, her ayri giin i¢inde geng sigcanlara gore
siirelerde anlamli bir artis izlenmistir. Test diizeneginde platforma yiiziilen mesafede
de giinler arasinda anlamli bir fark bulunmasiyla beraber, platforma yiiziilen mesafede
birinci glinde yash sicanlarin geng siganlara gore mesafelerde anlamli bir artis
izlenmistir. Genglere oranla yaglilarda goriilen 6grenme gecikmesi, liclincii giinde de
devam etmistir. Siirelerdeki bu artis yash siganlarin, geng siganlara oranla 6grenme

becerisinin daha az oldugu, 6grenme gecikmesinin yaslanmayla arttigr kanisini
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desteklemektedir. Bu sonuglar, 6grenme ve hafiza becerilerinin yaglanma ile azalmasi
konusunda literatiirii desteklemektedir.

Son olarak ¢alisilan test diizeneginde, hafizanin keskinliginin belirlenmesinde
daha etkili olacagini diisiindiigiimiiz A40 bolgesinde, orta yasli grubun geng gruba
gore daha az vakit gecirmesi, hafizanin orta yastan itibaren azalmaya basladigi
diisiincesini desteklemektedir.

Bu davramigsal degisimlerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar
arastirildiginda ilk etapta 6grenme ve hafiza patolojisinde siklikla bakilan proteinlerin
bu degisimleri tetikleyip tetiklemedigine bakildi. Bu nedenle ilk olarak B-sekretaz
(BACE) proteinin ve Tau proteinin 6grenmedeki ve hafizadaki bozulmalardan
sorumlu olup olmadigi arastirildi. Bu protein, Amiloidojenik af tretiminde rol
oynayan enzimlerden biridir. Tau proteini ise akson fizyolojisinin siirdiiriilmesi i¢in
gerekli olmakla birlikte, enflamatuvar siire¢ nedeniyle hiper-fosforile hale gelmekte
ve norofibriler yumaklar olusturmakta, bu da néronal siireglerin yapisini bozarak dnce
sinapslarin bozulmasina ve dolayisiyla ndron 6liimiine yol agmaktadir (212). B- ve a-
sekretazlar (BACE ve TACE) ile temsil edilen amiloidojenik ve non-amiloidojenik
yolaklarin amiloid prekiirsér proteinin (APP) boliinmesinden sorumlu oldugu
bilinmektedir. Yaglanma siireci ve egzersizin kortikal ve hipokampal BACE ve TACE
aktiviteleri ve caydirict bellek performansi lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
caligmada, geng yetigskin ve yasl wistar siganlar1 kullanilmis, siganlar bir egzersiz
protokoliine (2 hafta siireyle 20 dakika / giin) ve inhibe edici kaginma gorevine tabi
tutulmustur. Calisma sonucunda egzersiz ve yaslanma siirecinin hipokampal BACE
aktivitesinde degisikliklere neden olmadig1 gozlenirken, kortikal BACE aktivitesinin
26 aylik sicanlarda 6gleden sonra diger testlere gore anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bunlarin yaninda, yasl beyinde TACE ve BACE aktiviteleri
arasinda BACE aktivitesi lehine bir dengesizlik gozlenmistir (213). Normal
yaslanmanin yani sira, BACE aktivitesinin Alzheimer hastalarinda kontrollere gore
daha yiiksek oldugu gosterilmis ve ayrica transgenik Alzheimer farelerinde BACE
aktivitesinde yasa bagl bir artig fark edilmistir (21,214). Yash beynin Alzheimer
patogenezinde etkileri olabilecek degisen amiloid beta proteini (Ab42)
metabolizmasini aragtirmak icin bir ara¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Sinha

ve arkadaslarinin (215) geng (4-6 aylik) ve yash (22-24 aylik) siganlarla yiiriittigii bir
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calismada, geng sicanlara (4-6 ay) kiyasla yasl siganlarin beyin korteksinde BACE
aktivitesinin yiikseldigi (yaklasik %55) bildirilmistir (p<0.05) (215). Tau, tiibiilinin
mikrotiibiillere birlestirilmesi ve aksonlarin yapisal biitiinliigliniin korunmasi igin
gerekli olan mikrotiibiil ile iliskili 6nemli bir proteindir. Tau fosforilasyonu, tau'nun
mikrotiibiillere baglanmasin1 kontrol etmede kritiktir olan normal bir metabolik
stirectir ve beyinde siirekli olarak devam etmektedir. Tau hem yaslanmada hem de
norodejeneratif bir hastalikta hiperfosforile olarak dokularda saptanabilmekte ve
fibriler birikintiler olarak toplanabilmektedir (216). Head ve arkadaslarinin (217)
yuriittiigii bir ¢alismada, geng (<4 yas) ve yasgh (16-21 yas) kedilerin beyinlerinde A}
ve tau seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Western blot analizi ile pTau tespitinde, tau'nun yash
kedide hiperfosforile oldugunu ve AH beyininde bulunan ayni epitoplarin ¢ogunu
icerdigini gostermistir. Ayrica ¢alismada yash kedi beyninin insan beynine kiyasla
onemli morfolojik ve biyokimyasal farkliliklara sahip Alzheimer ile iliskili lezyonlar
gelistirdigi belirtilmistir (217). Klinik ¢aligmalar, AH beyin omurilik sivisi (BOS)
biyobelirtegleri olan Amiloid-beta (Ab42), toplam tau (T-tau) ve pTau’'nun AH
patofizyolojisinin temel unsurlarini yansittigini desteklemekte, pTau seviyesinin
AH’li serebrospinal sivida arttigi ve hastaligin progresyonu ile iliskisi ortaya
konmustur (218). Bizim arastirma sonuglarimiz neticesinde ise BACE ve pTau
proteini agisindan herhangi bir farklilik tespit edilmemistir. Bu durum, patolojinin
gelismedigine ve dgrenme ve hafizadaki gerilemenin patolojik boyutta olmadigina
isaret etmektedir.

Plazma ve beyin omurilik sivisindaki (BOS) normal beyin gelisimi i¢in gerekli
olan tiroksin ve retinol ana tasiyicist olarak tanimlanan transtiretin (TTR),
(Prealbiimin), Alzheimer beta peptidini baglayip, beta peptidlerin temizlenmesini
gerceklestirerek nérodejenerasyona karsi koruma saglayabilmektedir (219-221).

Yapilan ¢alismalarda, psikiyatrik bozuklugu olan hastalarin BOS'unda degisen
TTR seviyeleri tanimlanmis, degisen bu TTR seviyeleri depresyon ve bir dizi ndronal
disfonksiyonla iligkilendirilmistir (222). CNS’de azalan TTR proteini hem insan hem
de hayvan modellerinde Alzheimer hastalig: ile iliskilendirilmis ancak hastalikla
iliskili TTR mutasyonlart tanimlanmamistir (219). TTR proteinin CNS’de (Santral

Sinir Sistemi) fonksiyonu hala net bir sekilde agiklanamamustir.
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Calismamizda Prealbiimin seviyelerinde geng siganlara oranla orta-yash ve
yaslt sicanlarda anlamli azalmalarin oldugu gozlenmistir. Yasla birlikte diisen
prealbumin seviyesinin ilerleyen yaslarda AH benzeri norodejenerasyonun gelisimine
katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Sousa ve arkadaslar1 (219) TTR alleli bulunmayan ve wild type farelerde
yapmis olduklar1 davranis ¢alismasinda, TTR alleli bulunmayan farelerde,wild-type
farelere gore zorunlu yiizme testinde azalmis hareketsizlik ve acik alan testinde artan
kesif aktivitesi sergiledigini gostermistir. Meydana gelen her iki degisikligin, stresle
beraber artan davranis tepkiselligi ya da davranis engellenmesi ile agiklandigini ifade
etmiglerdir ve TTR allel ifadesi bulunmayan farelerde depresyona yatkinligindaha
fazla oldugunu sodylemislerdir. (191,192, 219). Bu durum bizim calismamizda da
depresif duygudurumunun prealbumin seviyesindeki azalma ile baglantili olabilecegi
kanisini olusturmustur.

Dogguital ve arkadaslar1 (223) calismalarinda hipokampuse bagli hafiza
sorunu yasayan farelerde hafizasal problemi olmayan farelere gére TTR proteinin daha
diisiik oldugunu sdylemislerdir. TTR proteinindeki bu degisimler, bu proteinin hem
yaslanmayla birlikte artan depresyonda hem de 6grenme ve bellek bozukluklarinda yer
alabilecegini gostermektedir.

Stein ve arkadaslarinin (221) Amiloid precursor proteininin (APP) TTR ile
iliskisini anlamak igin gerceklestirdikleri bir transgenik fare ¢aligmasinda, APPSw
transgenik farelerin hipokampuslerinde TTR mRNA’simin hipokampusta 29,5 kat ve
serebellumda 3,2 kat artigimi  gozlemlenmislerdir  Ayrica  yapilan
immunohistokimyasal incelemeler ile hipokampiiste belirgin sekilde artan TTR
proteinine rastlamislardir. Hastalik bulunmayan farkli yaslardaki insanlar ile AH’li
uygun yaslar karsilagtirildiklarinda TTR proteinin daha az miktarda oldugu
sOylenmistir. Bu sonuclar, TTR proteinin Alzheimer Hastaliginda amiloid beta
koruyucu bir rol istlendigini disiindiirtmektedir. Arastirmacilar, APP’yi asir1 ifade
eden farelerde, fareler 12 aylik olana kadar fazla amiloid beta plaklarinin
goriilmemesinin nedeninin TTR proteininin yeterliligi oldugunu 6ne siirmiiglerdir ve
artan yas ile TTR azaldig1 ve bu nedenle 12 aydan sonra plaklarin goriiniimiiniin

basladigini ifade etmislerdir (221).
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Hipokampiis, dogal yaslanma ve noérodejeneratif hastaliklarin neden oldugu
islevsel bozukluga duyarliligi nedeniyle Klotho proteinin fonksiyonunu anlamak, bilis
ve hafiza fonksiyonunu gelistirme potansiyelini belirlemek i¢in 6énemli bir bolgedir
(224). Hipokampiiste, Klotho proteinini azalmasiyla oksidatif stresin, apoptoz
belirtilerinin ve sitokastik néron 6liimiiniin arttig1 gériilmiistiir (17,225).

Literatiirdeki ¢alismalar, Klotho'nun yaslanma karsiti islevinin, insan
yaslanmasinda ve yasa bagl hastaliklarda 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir.
Klotho protein eksikligi, kanser, kronik bobrek hastaligi, ataksi, diyabet ve cilt atrofisi
gibi yaslanmayla ilgili insan hastaliklari ile giiclii bir sekilde iligkilidir (226).

Hipokampiise bagli 6grenme ve bellek performanslarini inceleyen ¢aligmalar,
Klotho proteinin eksikliginde, gelisimin 6. ve 7. haftalar1 arasinda biligsel bozulmanin
hizli bir sekilde basladigini (225), 7. hafta ile terminal doneme girildigini ve 8 ile 12
haftalar arasinda canlilarin 6ldiigiinti gostermistir (227). Klotho protein eksikliginde
gozlenen bu sonuglarin herhangi bir periferik sorunla alakasi olup olmadig:
netlesmemek ile beraber Klotho’nun fazla ifade edildigi beyinlerde, canli émriinii
uzattig1 ve hipokampiise bagli bilissel hafizay1 yasa bagl gerilemelerden korudugu
One stirtilmistiir (227).

Gwendalyn ve arkadaslarinin (228), normal yaslanma siirecinde Rhesus
maymunlart ve kemirgenler iizerinde yaptiklart c¢alismada, hayvanlarin ak
maddelerinde, Klotho’nun hem mRNA hem de protein diizeylerinde yasl canlilarda,
geng canlilara oranla %20 azalma gozlemlenmistir. Yaglh canlilarda artan metilasyon
ile Klotho geninin downregule edildigi gosterilmistir (228).

Calismamizda genglere oranla Klotho protein miktarinda hem orta yash grupta
hem de yagl grupta anlamli bir azalma tespit edilmistir. Bu veriler g6z Oniine
alindiginda, literatiir esliginde yaslanma ile beraber Klotho protein seviyesinde azalma

oldugunu séylemek miimkiindiir.
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SONUCLAR

Sonug olarak, saglikta ilerleyen gelisimler nedeniyle yasam siireleri uzamakta
ve “saglikli yaglanma” kavraminin 6nemi artmaktadir. Bildigimiz iizere yaslandikca
hastaliklara yakalanma olasiligimiz yiikselmekte ve yasliliga has birtakim hastaliklar
ortaya ¢ikmaktadir. Saglikli yaslanma kavrami tam da bu sirada devreye girmekte ve
hastalik riskinin nasil diisiiriilecegine dair ¢alismalar giindeme gelmektedir. Bu
stirecte, yaglanma ile degisen parametrelerin iyi belirlenmesi ve bu parametrelerden
ozellikle yasla birlikte ortaya ¢ikan kognitif bozukluklarin temelinde yatanlarin tespit
edilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Biz de bu caligsmada yasla birlikte olusan kognitif bozukluklarin nasil bir siireg
izledigini davranigsal birtakim deneylerle tespit ettik ve bunlarin altinda yatabilecek
birtakim molekiiler mekanizmalari arastirdik. Bu ¢alismanin sonunda ise 6zellikle orta
yasta anksiyetenin arttigin1 yas ilerledikce anksiyetenin yaninda depresyon
parametrelerinde de bir artisin oldugunu tespit edildi. Orta yasta artan bu anksiyetik
siirecin ayn1 zamanda lokomotor aktivitede de birtakim azalmalara sebep oldugu ve bu
nedenle sicanlarin merak duygularini ve hareketliliklerini kaybettigi goriillmektedir.
Orta yasta goriilen mobilitideki azalmanin yaslilarda motor koordinasyon bozuklugu
seklinde seyrettigi ayrica artan anksiyetenin ve depresyonun yaslilarda 6grenmede
bozulmalara sebep olabilecegini gdstermektedir.

Bu siirecin  isleyisindeki molekiiler mekanizma agisindan  bakilan
parametrelerde, Ozellikle yasla birlikte Klotho ve Prealbuminin azalmasi, dogal
yaslanma siirecinde patolojilerin ¢ikmasi konusunda fikir vermektedir. Bu iki protein
beyni norodejenerasyona karsi korumaktadir. Prealbuminin duygudurum ile olan
iligkisi anksiyetik durumlarda bu proteinin daha da azalmasmna bu nedenle
norodejenerasyonun artip ilerleyen yaslarda norodejeneratif hastaliklara yakalanma
riskine igaret etmektedir. Bununla paralel olarak Klotho proteinin miktarindaki azalma
ile koruyuculugunu yitirip yasla birlikte beyinde oksidatif stresin artmasiyla néron
Oliimlerine ve sonugta yine nérodejeneratif hastaliklarin gelismesine isaret etmektedir.

Sonug olarak diyebiliriz ki; orta yasta goriilen anksiyete beyinde koruyucu
gorev yapan birtakim proteinlerin azalmasi tetikleyebilmekte, bu da ilerleyen

yaslarda ndrodejeneratif hastaliklarin temelinde yatan kognitif bozukluklara sebep
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olabilmektedir. Bu nedenle, daha saglikli ve kaliteli bir yaslilik i¢in daha geng yaslarda
beynimizin korunmasi agisindan stresten ve anksiyeteden uzak durulmasi ve daha

pozitif bir hayat felsefesine sahip olunmasi gerekmektedir.
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Yiiriitiictsii oldugunuz "Long-Evans cinsi sicanlarda motor koordinasyon, anksiyete
ve ogrenme-bellek gibi davramissal fonksiyonlarin yasa bagh degisimlerinin incelenmesi"
baslikli bilimsel caligma onerisi, SBU Hamidiye Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
29.04.2020 tarih ve 2020- 02/02 say1li toplantisinda goriisiilerek, caligmanin bagvuru dosyasinda
belirtilen merkezlerde ve sunulan prosediirlere uygun olarak, 3 yillik bir siire igerisinde
gergeklestirilmesinin etik agidan "uygun" olduguna karar verilmistir.

Bilgilerinize rica ederim.

e-imzahidir
Prof. Dr. Ulkan KILIC

HADYEK Bagkani
Adres:Mekteb-i Tibbiye-i Sahane Kampiisii, Tibbiye Cad. No:38 Selimiye Bilgi igin: Esra ALPTEKIN
Telefon:0216 346 36 38 Faks0216 346 36 40 Unvam: Veri Girig Personeli

FElektronik Ag:hitp://sbu.edu.tr



