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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Klotho Geninin Metilasyon Diizeyi ile Beslenme Aliskanlig1 Arasindaki Iliskisinin Arastirilmasi
Esra KARATAS

T1bbi Biyokimya Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZi
KONYA - 2019

Bu calismada, besin tiikketim siklig1 ile karbonhidrat beslenen bireylerde ve protein beslenen
bireylerde, Klotho geninin metilasyon diizeyi ile beslenme aligkanligi arasindaki iligkisinin
yaslanmaya etkisi arastirildi.

Basglangigta kan degerleri normal ve saglikli bireyler ile iletisim saglandi. Caligmanin
kapsami, amaci, iletisim saglanan bireylere anlatilarak, kabul eden ve onamlar1 alinan bireyler
¢alismaya dahil edildi. Yirmi kisiden olusan 6rneklem grubumuzda on kisi karbonhidrat beslenen ve
on kisi protein beslenenler seklinde iki grup olusturuldu. Bireylerin kan numunelerinde Klotho
geninin metilasyon diizeyi; DNA izolasyonu, RT-PCR, Bisiilfit Modifikasyonu yontemi ile arastirildi.

Calismamizin karbonhidrat diyet grubunda; yag yiizdesi ile metilasyon yiizdesi arasinda ¢ok
kuvvetli anlamli ve ters bir korelasyon saptandi (r= -0.765, p= 0.05). Karbonhidrat yiizdesi ile
metilasyon yiizdesi arasinda ¢ok kuvvetli ayn1 yonlii korelasyon saptandi (r= 0.778, p= 0.004). BMI
ile metilasyon yiizdesi arasinda kuvvetli ayn1 yonlii anlamli bir korelasyon saptandi (r= 0.712, p=
0.01). Kolestrol yiizdesi ile metilasyon yiizdesi arasinda kuvvetli ters yonli anlamli bir korelasyon
saptandi (r=-0.556, p= 0.04). Protein diyet grubunda ise BMI ile metilasyon arasinda kuvvetli anlaml
ters korelasyon saptandi (r= -0.635, p= 0.024). Klotho gen eskpresyon seviyeleri agisindan her iki
grupta da anlamli korelasyon saptanmadi (p>0.05).

Calismamizin analiz sonucunda, karbonhidrat beslenen bireylerin Klotho geni metilasyon
yiizdesi protein beslenen bireylerin Klotho geni metilasyon yiizdesinden daha yiiksek bulundu. Elde
ettgimiz bu veri karbonhidrat tiiketimi arttikga Klotho geni metilasyon diizeyinin arttig1 sonucuna
ulastirdi. Beslenme aliskanligi Klotho geni metilasyon seviyesini etkilemis ancak Klotho geninin
metilasyon diizeyi ile beslenme aliskanligi arasindaki iliskinin yaslanmaya etkisinin daha net
anlasilmasi i¢in daha ileri ¢alismalarm yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Diyet; Klotho; Karbonhidrat; Metilasyon; Protein
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ABSTRACT

REPUBLIC of TURKEY
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

A Study of the Relationship Between Metilation Level of Klotho Gene and Dietary Habits
Esra KARATAS

Department of Medical Biochemistry

MASTER THESIS
KONYA - 2019

In this study, the effect of the relationship between methylation level and nutritional habits of
Klotho gene on aging and carbohydrate-fed individuals and protein-fed individuals was investigated.

Initially, communication with normal and healthy individuals was achieved. The scope and
purpose of the study were explained to the individuals who were communicated, and the individuals
who accepted and gave their consent were included in the study. In our sample group consisting of 20
people, two groups were formed as ten people fed carbohydrates and ten people fed protein.
Methylation level of Klotho gene in blood samples of individuals; DNA isolation, RT-PCR and
Bisulfite Modification were investigated.

In the carbohydrate diet group; There was a very strong and inverse correlation between fat
percentage and methylation percentage (r = -0.765, p = 0.05). There was a strong correlation between
carbohydrate percentage and methylation percentage (r = 0.778, p = 0.004). A strong correlation was
found between BMI and methylation percentage (r = 0.712, p = 0.01). There was a strong inverse
correlation between cholesterol percentage and methylation percentage (r = -0.556, p = 0.04). In the
protein diet group, there was a strong inverse correlation between BMI and methylation (r = -0.635, p
= 0.024). There was no significant correlation between clotho gene expression levels in both groups
(p> 0.05).

As a result of the analysis of our study, the percentage of methylation of Klotho gene
methylation in carbohydrate fed individuals was higher than the percentage of methylation of Klotho
gene in protein fed individuals. Our data showed that as the carbohydrate consumption increases, the
methylation level of Klotho gene increases. Nutritional habits influenced the methylation level of
Klotho gene, but further studies are needed to understand the effect of Klotho gene methylation level
and nutritional habits on aging.

Keywords: Diet; Methylation; Protein; Carbohydrate; Klotho
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya Saglik Orgiitine (WHO) gore yashlik; cevresel faktdrlere uyum
saglayabilme yeteneginin azalmasidir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) yashihik
donemini 65 yas ve iizeri grubun alinmasini tavsiye etmektedir. Ancak 65 yas ve
iizeri donemin kendi i¢inde bir takim farkhiliklar bulunmasi nedeniyle 65-74 yas
(geng yasl), 75-84 yas (yaslt) ve 85 ve lizeri donem (ileri yasl) olarak ayrilmaktadir
(Gtler ve Akin 2006; Erbas ve Ak 2008; Yahyaoglu 2013).

Yaslanma; kronolojik, biyolojik, fizyolojik, sosyal ve psikolojik boyutlar1
olan, dogumdan baslayip 6liime kadar siiren, kaginilmaz olan bir biiylime ve gelisme
siirecidir. Organizmanim molekiil, hiicre, doku, organ ve sistem diizeyinde, zamanin
ilerlemesi ile meydana gelen, geri doniisii olmayan, yapisal ve islevsel degisikliklerin
tiimii olarak tanimlanmaktadir (Saygili1 2011). Bu siirecin ilerleyis hiz1 canlinin ¢evre
ile olan etkilesimi ve kendi kalitsal 6zelliklerine bagh olarak degisir. Bu nedenle;
yaslanma olay1 ortalama belirli bir siire¢ igerisinde ilerler kimi bireyler daha hizli,

kimi bireyler ise daha ge¢ yaslanir (Herskind ve ark. 1996).

Ancak insanlar i¢in yaslanma siirecini etkileyen cevresel faktorlerin basinda
beslenme aligkanlig1 ve kalitesi, icki ve sigara aligkanligi, yasanilan ortamin kalitesi
(hava ve su gibi) gelmektedir (Herskind ve ark. 1996). Genetik faktorler oldukca
karmagiktir. Farkli metabolik yolaklarla ilgili bircok gen bu siireci pozitif veya
negatif yonde etkilemektedir (Herskind ve ark. 1996). Bireylerin yetersiz ve dengesiz
beslenmesi sonucuda bir takim mutasyonlar ve modifikasyonlar meydana gelerek
gen ifadesi degisebilmektedir. Proteinden fakir, karbonhidratca zengin yada kalori
oran1 diisiik beslenme yada asmr1 kalorili beslenme tipleri gen anlatimindaki
degisiklige sebebiyet verebilmektedir. Genlerde gelisen bu degisimlerin sonucunda
bir takim metabolik degisiklikler gelismektedir, gelisen bu degisimler sonucunda
metabolik hastaliklar (seker hastaligi, obezite, kalp hastaliklar1 vb.) goriilmektedir
(Swriken ve ark. 2018).

Klotho proteini, adiposit gelisimi ve sistemik glukoz metabolizmasinda gorev
alabilmektedir. Klotho proteini in vitro ortamda adiposit farklilagsmasini artirmaktadir
ve Klotho gen iriinii aktivitesi eksikligi olan fareler, azalan beyaz adipoz doku

akiimiilasyonundan dolay1 zayiftir. Buna ek olarak, Klotho gen iiriinti eksikligi olan



fareler yiikksek yagh diyetten kaynaklanan obeziteye dayaniklhidir. Enerji
metabolizmast da ayni zamanda Klotho gen {iriiniinden etkilenebilmektedir

(Razzaque 2012).

Bu calismada, besin tiiketim siklig1 ile karbonhidrat beslenen bireylerde ve
protein beslenen bireylerde, Klotho geninin metilasyon diizeyi ile beslenme

aliskanlig1 arasindaki iliskisinin yaslanmaya etkisinin arastirilmasi: amag¢lanmaigstir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Insanoglu yiizyillardan beri neden yaslaniyoruz? sorusunu kendisine sormus
ve bu soruya yanitlar bulmaya calismistir. Giiniimiizde yaslanma nedenleri ile ilgili
calisilmalar hizla artmakta ve yaslanmanin sebepleriyle ilgili pekcok yeni teori

ortaya atilmaktadir (Guarente ve Kenyon 2000).

Yaglanma, strese uyum cevabinda azalmaya sebep olan ve yasla iligkili
hastalik riskinin arttig1 fonksiyonlarda ilerleyici ve yaygin bir bozukluktur. Yaslanan
bireylerde disaridan gelen uyarilara karsi, homeostasiyi korumasi gittikce
giliclesmektedir (Karan ve Tufan 2010). Yas ilerledik¢e, norodejeneratif bozukluklar
gibi pekgok hastaligmn goriilme siklig1 artmaktadir. Immiin sistemdeki degisikliklerle,
otoimmun hastaliklara ve infeksiyonlara yatkilik ve kanser goriilme sikliginda
belirgin artig goriilmektedir. Bu durum toplumda, 6liim ihtimalinin artmasi ve yasa

0zgl 6liim oranlarinin yiikselmesi ile neticelenir (Kirkwood ve ark. 2003).

Yaglanma olay1, ortalama belirli bir siire¢ icerisinde ilerlemekle beraber
farkli bireylerde degisik hizlarda olabilmektedir. Ciinkii genetik Ozellikler, yasam
tarzi, besin tiiketim sikligi, hastaliklar ve bireylerin stres ile basa ¢ikma yollar1

farkliliklar gostermektedir.
2.1. Yaslanma Uzerine Etkili Olan Faktérler

Yaslanma lizerine etkili olan faktdrler ikiye ayrilir yaglanma {izerine etkili

olan genetik faktorler ve yaslanma iizerine etkili olan diger faktorlerdir.
2.1.1. Yaslanma Uzerine Etkili Olan Genetik Faktorler

2.1.1.1. Deneysel Modellerde Belirlenen Genler

Yaslanmada, genetik faktorlerin etkili olduguyla ilgili pekcok kanit
mevcuttur: “Saccharomyces cerevisiae (ekmek mayasi), Caenorhabditis elegans
(nematod) ve Drosophila melanogaster (meyve sinegi)”, yaslanma genetigi
arastirmalarmda en sik kullanilan organizmalar olup, bu organizmalar iizerinde
yapilan ¢aligmalarda yasam siiresinin genetik kontrolii hakkinda pekg¢ok genetik
mekanizma tespit edilmistir (Bishop ve Guarente 2007). Yaslanmayla ilgili genetik

mekanizmalarin pek¢ogunun taksonom boyunca memeliler dahil olmak {iizere



korunmus oldugu goriilmektedir. “Target of rapamycin (TOR)” sinyalinin
yaslanmay1 hizlandirdigi; adenozin monofosfata bagimli protein kinaz (AMPK)
aktivasyonunun yaslanmayi yavaslattigit ve sirtuin genlerinin yasam siiresini
uzattig; “maya, kurtcuk ve meyve sinegi’nde verilmisken memelilerde bu

konularla ilgili yeterli veri mevcut degildir (Bishop ve Guarente 2007).

Insan gen arastirmalariyla ilgili ilk bilgiler, maya ile yapilan molekiiler
biyoloji calismalarina dayanir. Leonard Guarente adli arastirmaci yaslanma
mekanizmalariyla ilgili yaptig1 deneylerde, kolay ve ucuz olmasi sebebiyle ilk olarak
ekmek mayalariyla ¢alismasini gergeklestirmistir. 2 haftalik yasam siiresi olan ekmek
mayasi, bu stire zarfinda yaklasik 20 defa hiicre boliinmesi gergeklesir. Fakat bazen
insanlarda oldugu gibi, bazi mayalar ortalamadan daha uzun siire yasar ve 25 veya 30
kez boliinmesi gerceklesir. Guarente ve arkadaslari, ortalamadan daha ¢ok boliinen
bu maya hiicrelerini incelemeye basladilar. Bu hiicrelerin boliinmeye devam etme
nedenini bulurlarsa, uzun Omiirliiliiglin mekanizmasimi ¢ézmede ilk adim atilmig

olacakt1 (Aslan ve Can 2014).

Guarente ve ekibi, ancak sekiz yil sonra uzun siire yagayan maya hiicrelerini
yalittilar ve bu maya hiicrelerinin uzun siire yasamasini saglayan “sirtuinler” adi
verilen bir grup geni tespit ettiler. Bu ailenin bir iiyesi olan SIR-2 (Slient Information
Regulator-2) geni 6zellikle yaslanmay1 engelleme fonksiyonuna sahiptir. Normal
maya hiicresini alarak SIR-2 genini bozduklar1 zaman, mayanin dmriiniin % 50 daha

uzun oldugunu gordiiler (Guarente ve Kenyon 2000).

Sekil 2.1. Sirtuinler (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:1SZD.png).



Fareler iizerindeki yapilan arastirmalarda Sirtuinlerin, stres ortamlarinda
organizmay1 korumak i¢in devreye giren genler oldugu belirlendi (Aslan ve Can
2014). Yiyecegin az oldugu zamanlarda; sirtuinler devreye girerek organizmanin
metabolizmasin yavaglatip, organizmayir DNA’sin1 tamir etmeye yonelttigi bilgisine
ulagildi. Bu genleri aktiflestiren, en etkili faktoriin kalori kisitlamasi oldugu anlasilda.
Daha sonra yapilan ¢caligmalarda, benzer fonksiyonlara sahip yedi farkl sirtuin geni

oldugu bilgisine ulasild1 (Guarente ve Kenyon 2000).

Kaliforniya Universitesi profesdrlerinden Cynthia Kenyon, genetik
arastirmalar1 i¢in ¢ok 1iyi organizma olan mikroskobik nematod “Caenorhabditis
elegans” ile Omiir uzatici genler konusunda 6nemli arastirmalar gerceklestirmistir.
Cynthia Kenyon’un bu yuvarlak solucani ¢alismasinda tercih etme nedeni seffaf
olmasidir, disaridan bakildiginda i¢ organlarinin goriilmesidir (Aslan ve Can
2014). Ayrica bu mikroskobik organizmanin, insanlara ¢ok benzeyen organ
sistemleri ve hiicreleri mevcuttur. Insanlar gibi; sindirim sistemleri, dolasim
sistemleri ve sinir sistemleri (302 sinir hiicresinden olusan en basit sinir sistemi)

bulunmaktadir (Aslan ve Can 2014).

Kenyon ve arkadaslari; yaptiklar1 arastirmada bu organizmanin DAF-2 genini
yok ederek C. elegans’in yasam siiresini iki katia yiikseldigi sonucuna ulastilar.
DAF-2, sayilar1 takribi 100 kadar olan ve yasam siiresinin belirlenmesinde gorev
alan diger genleri kontrol etmektedir. DAF-2 tarafindan, kontrol edilen bir grup gen,
hiicrenin DNA’sma zarar veren serbest radikallerin ortaya ¢ikmasmi
engellemektedir. Kenyon ve arkadaslar;; DAF-2 geninin C. elegans’in hiicrelerinde,
insan viicudundaki insiilin hormonuna benzer bir hormonla etkilesim sagladigini
gordiiler (Guarente ve Kenyon 2000). Farelerde ve insanlarda, DAF-2’ye benzer
genlerin bulunmasi ve bu genlerin insan insiilini ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
(IGF I) hormonlariyla hiicreler arasi iletisim saglamasi ilgi cekmektedir (Alcedo ve
Kenyon 2004). Kenyon ve arkadaslari, 2004 yilinda, ortalama yasam stiresi 2-3 hafta
olan C. elegans’m dmriiniin 125 giline kadar uzamasimi sagladilar (Alcedo ve Kenyon

2004).

Insiilin/IGF yolu, FOXO transkripsiyon faktorlerinin (i.e. DAF-16) nukleusa
tasinmasini durduran fosforilizasyon reaksiyonlarinin bir asamasi olarak ve oksitatif

stres veya DNA hasar genleri gibi yaslanma karsiti genlerin nihai olarak



durdurulmas: seklinde gorev yapmaktadir. C.eleganslardaki insiilin/IGF yolunun
cesitli bilesenleri, ekspresyon seviyeleri, UTX-1’in histon demetilaz aktivitesi ile
diizenlendigi belirtilmistir (Jin ve ark. 2011; Maures ve ark. 2011). UTX-1"in genetik
engellenmesi (durdurulmasi); DAF-2 downregiilasyonuna yol agan ancak DAF-
16’nin birikimini yiikselten DAF-2 geninin H3K27 trimetilasyonunu arttirmaktadir
ve sonug olarak ta yaslanma karsit1 genlerin aktif hale gelmesine sebep olmaktadir

(Jin ve ark. 2011).
2.1.1.1.1. Memeli Sirtuinleri

Sirtuinler, nikotinamid adenin diniikleotit (NAD" ) bagiml1 protein deasetilaz
ailesinin bir iyesidir (Pucci ve ark. 2013). Bu ailede 1’den 7’ye kadar yedi adet
varyant bulunmaktadir (Bagul ve Banerjee 2013; Chen ve ark. 2013). SIRT-1,
SIRT6, SIRT7 cogunlukla cekirdekte; SIRT2 sitoplazmada; SIRT3, SIRT4, SIRT-5
daha cok mitokondride bulunmaktadir. SIRT-1, en dayanikli deasetilaz faaliyeti
gosterirken SIRT-5 ise zayif deasetilaz etkisi gosterir. SIRT-2, SIRT-3, SIRT-4,
SIRT-6 ise mono-ADP ribozil transferaz etkisiyle deasetilaz faaliyeti gostermektedir
(North ve ark. 2003; Shi ve ark. 2005; Haigis ve ark. 2006). Sirtuinler; hiicre
biiylimesi, apoptozis, enerji metabolizmasi ve strese yanit gibi sayisiz biyolojik

islevlere katilirlar (Bagul ve Banerjee 2013; Chen ve ark. 2013).
2.1.1.2. Telomer-Telomeraz Aktivitesi

Telomerler, Okaryotik kromozomlarin uglarinda yer alan ve c¢ok sayida
“TTAGGG” dizi tekrari igeren heterokromatik yapilardir ve ilk defa 1938’de Muller
tarafindan tanimlanmistir. Eksoniikleazlara ve ligazlara direngli olan telomerlerin
kromozom stabilitesinde, niikleer yapilasmada, gen ekspresyonunda, kromozomal
replikasyonda, tiimor olusumunda, yaslanmada ve hiicre boliinmesinde fonksiyon
gosterdigi bilinmektedir (Holt ve ark. 1997; Sun ve ark. 1999; Mayerson 2000).
Telomerik DNA; tiirler arasinda farklilhik gostermekte olup, tekrarlanan dizi
Tetrahymena’da “GGGGTT” iken insanlarda ve diger memelilerde “TTAGGG”dir
(Blackburn 1992; Rhyu 1995; Lundblad 1996; Greider 1996; Wellinger ve Sen
1997). Telomerleri kromozomun geri kalan kisimlarindan ayiran 6zelligi; telomerik
DNA’nin hiicre siklusuna bagh olarak kayb1 ve yeniden kazanilmasidir ki bu islem

‘telomer dinamigi’ olarak adlandirilmaktadir. Insan somatik hiicrelerinde telomer



dinamigi negatif olup her hiicre siklusunda eksilen telomerik DNA miktari, yeniden

sentezlenen telomerik DNA miktarmdan ¢oktur (Slijepcevic 1998).

Telomerler kromozomlarin biitiinliigiinii ve stabilitesini saglar. Telomerler
kromozomlarm son kisimlarini, olast yikim ve flizyon gibi olaylardan korur.
Ayrica, kromozomlarmm c¢ekirdek membranina tutunarak, belirli bir pozisyonu
korumasimi saglar. Yine, replikasyonda lineer kromozomal DNA’nin son kisminin

tamamlanmasinda islevi bulunmaktadir (Atl ve Bozcuk 2002).

Telomeraz (telomer terminal transferaz, telomer deoksiniikleotidil transferaz)
kromozomal wuglardaki “TTAGGG” tekrarlarmin sentezinde gorevli olan
riboniikleoprotein yapida 6zel bir DNA polimerazdir, telomer boyunun kontroliinden
sorumlu olan enzimdir (Zheng ve ark. 1997; Meyerson 1998). Ik kez
Tetrahymena’da Greider ve Blackbum tarafindan tanimlanan telomeraz enzimi, daha
sonra insanlarda Morin tarafindan HelLa hiicrelerinde gosterilmistir. Embriyonik
hiicreler ve eriskin kok hiicrelerinde aktif olan bu enzim, normal somatik hiicrelerde
saptanmamakta ve immortal kanser hiicrelerinde ise tekrardan aktive olmaktadir

(Gorham ve ark. 1997; Yoshida ve ark. 1997).

Her hiicre boliinmesinin ardindan telomerler kisalir ve kritik kisaliga
ulastiginda yaslanma ile ilgili mekanizmalar aktiflesmektedir. Normal hiicreler,
belirli sayida boliindiikten sonra ¢ogalmalar1 durur bu durum “Hayflick smir1” olarak
adlandirilmaktadir. Yasa ve hiicre tipine gore degisen telomerin uzunluklar1 yaklasik
olarak 6-12 kilobaz uzunlugundadir. Her replikasyonda telomer bdlgeleri 50-100
kadar baz ciftini kaybetmektedir. Telomerlerin kisalmalarini, 1961 yilinda yaptigi
doku kiltiiri calismasiyla ilk kez “Hayflick” bulmustur. Hayflick, insan
fibroblastlariyla yaptigi arastirmasinda, hiicrelerin belirli bir bolinme sayisindan
sonra artik boliinmedigini, ancak metabolik aktivitelerini siirdiirdiikleri sonucuna
ulagmistir (Aslan ve Can 2014). Cawthon ve calisma arkadaslarmin yaptigi
arastirmada, 143 kisinin DNA Ornekleri incelenerek telomer boyu 6lgiilmiistiir. Bu
incelemede, telomeri daha kisa olanlarin kalp hastaliklarindan 6lme oraninin 3 kat
fazla oldugu goriilmiistiir. Yine ayni arastrmada, daha kisa telomeri olanlarin
enfeksiyon hastaliklarindan 6lme oranlarmin 8 kat daha fazla oldugu sonucuna

ulagilmistir (Cawthon ve ark. 2003).



2.1.1.3. Somatik Mutasyon Teorisi

Somatik mutasyon teorisinde; DNA hasarina hiicresel cevap kapasitesinin,
yaslanma olaymda 6nemli bir belirleyici oldugu belirtilmistir. DNA hasarina cevap;
DNA’da meydana gelen hasarlarin tespiti, tamiri ve apoptoz ile hiicre siklusunun

kontrolii kademelerinden gerceklesmektedir (Slijepcevic 2008).

2.1.1.4. Apolipoprotein E Alleli

Epidemiyolojik arastirmalarda; yiiz yildan fazla yasayan kisilerin
cocuklarinda “kalp damar hastaliklari, yiiksek tansiyon, seker hastaligi ve metabolik
sendrom” gibi kalp damar rahatsizliklarmin daha seyrek goriildiigii, bunlarin genel
popiilasyona gore daha ge¢ ortaya ¢iktigr ve hem kalp damar hastaliklar1 hem de
tim sebeplere bagli mortalitenin daha az oldugu belirtilmistir (Adams ve ark.

2008).

Yiiz yasmi asanlarda, yapilan diger epidemiyolojik arastirmalarda bu
popiilasyonda; Apolipoprotein E €2 allelinin daha sik oldugu, hem ateroskleroz hem
de Alzheimer hastalig: ile ilgili olan apolipoprotein E €4 allelinin seyrek oldugu ve
daha biiyiik HDL ve LDL kolesterol pargaciklarmin bulundugu kesfedilmistir (Peris
2006). Yiiz yasini asanlarda yapilan genetik calismalarda 4. kromozom {izerindeki
mikrozomal transfer protein geni, HDL ve LDL kolesterol parcacik biiyiikligi ile
ilgili olan kolesteril ester transfer protein geni gibi baz1 genlerdeki

polimorfizmin uzun 6miirle ilgili olabilecegi belirtilmistir (Peris 2006).

2.1.1.5. Erken Yaslanma Sendromlart

Hutchinson-Gilford Progeria Sendromu ilk olarak 1886 senesinde Jonathan
Hutchinson tespit etmistir (Maloney 2009). 1904 yilinda Hastings Gilford benzer
klinik 6zelliklere sahip ikinci bir vaka bildirilmis ve ‘progeria’ olarak tanimlanmistir
(Brown 1992). Daha sonra bu tip vakalar her iki arastirmacmin isimlerini tasiyan
Hutchinson Gilford Progeria Sendromu (HGPS) olarak adlandirilmistir (Hennekam
2006). LMNA geni mutasyonu neticesinde olusan, lamin A iiretiminde bozuklukla
karakterize olan Hutchinson-Gilford progeri sendromunda (HGPS) alopesi ve erken
ateroskleroz goriiliir ve olgular genellikle 13 vyas civarinda koroner ve

serebrovaskiiler ateroskleroz sebebiyle kaybedilir (Ramirez ve ark. 2007).



Sekil 2.2. Hutchinson-Gilford Progeri Sendromunu (HGPS) (http://progeriafamil
ycircle.blogspot.com.tr/p/symptoms.html).

Werner sendromu (WS), ilk kez 1904 senesinde Alman oftalmolog Otto
Werner tarafindan juvenil katarakt, ekstremitelerde pakidermi benzeri degisiklikler,
boy kisaligi, erken yaslanma bulgulari olan dort kardeste tanimlanmistir. Daha sonra
1934 senesinde Oppenheimer ve Kugel bu bulgulara kemik erimesi ve yiiksek
seyreden diabet gibi endokrin anomalilerin de goriildiigii bilgisine ulasmislardir

(Yamamoto ve ark. 2003).

WRN genindeki mutasyon sonucunda DNA helikaz ve DNA tamir
mekanizmalarinda bozuklukla karakterize olan ve otozomal resesif kalitim gosteren
Werner sendromunda: geng¢ yasta ateroskleroz, osteoporoz, katarakt, saclarda
beyazlasma ve sa¢ kaybi gibi yaslanma belirtileri goriilmekte ve geng yasta cesitli
kanserler goriilmektedir (Ramirez ve ark. 2007). Bu sendromda tipik olarak otuzlu
yaslarda katarakta bagli géorme problemleri olusur. Otuzlu yaslarin ortalarinda deri
atrofisine bagli kronik bacak iilserleri, seker hastaligi ve osteoporoz belirgin hale
gelir ve Ongoriilen ortalama Omiir uzunlugu 50 yil kadardir. Bununla beraber, bu
hizlanmis yaslilik stirecine beyinle ilgili degisiklikler eslik etmemektedir ve normal

yaslanmada osteoporoz; vertebralarda goriliirken, Werner sendromunda uzun



kemiklerde goriilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda WRN geninin tiimor
baskilayici bir gen oldugu, inaktivasyonu sonucunda kromozomal instabilite gelistigi
ve ayrica 630 insan kanser 6rnegi incelendiginde bu genin epitelyal ve mezenkimal

tiimor olusumunda 6nemli oldugu gorilmiistir (Agrelo ve ark. 2006).

i
WS patient age 15 yrs | WS patient age 48 yrs

Sekil 2.3. Werner Sendromu (http://humanandsciencel.blogspot.com.tr/2015/05/yas
lanma-engellenebilir-mi.html).

2.1.1.6. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik terimi ilk kez 1942 yilinda Waddington tarafindan genetik olarak
Ozdes bireylerdeki fenotipik farklilasmayi agiklamak igin, genetigin ilizerinde veya
genetige ek olarak islev goren mekanizmalar1 tarif etmek i¢in kullanilmistir

(Robertson 2005; Khatib 2012).
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Tablo 2.1: Epigenetik Mekanizmalar ve Kanser Tedavisinde Epigenetik Yaklagimlar
Derlemesinden Tablolastirilmistir (Izmirli 2013).

EPIiGENETIK MEKANIiZMALAR

/\

Dogrudan Gen Ifadesini Dolayh Olarak Gen
Kontrol Eden ifadesini
Kontrol Eden
/\ Mekanizmalar
Kromatin DNA ° Pos“c-transkripfiyor'lel
. . mekanizmalarm 6zellikle
Modifikasyonlari Modifikasyonlari de nonkodine RNA
. e nonkoding nin
e DNA metilasyonu mRNA’y1 etkileyerek
protein sentezini
engellemesini igerir.
Kovalent Nonkovalent
Modifikasyonlar (Histon Modifikasyonlar
Modifikasyonlar) e Histon takaslar1
e Asctilasyon e Kromozom i¢i ya da
e Metilasyon kromozomlar aras1
e Fosforilasyon etkilesimler
e Ubukitinasyon e Kromatin tamiri
e Sumolasyon e Nonkoding RNA ile
e S-nitrasilasyon etkilegim

Kromatinin temel birimi olan niikleozom; histon oktomerisi g¢evresine

sarili DNA’dan meydana gelmektedir (Luger ve ark. 1997).

Pek c¢ok farkli hiicresel faaliyetler ya spesifik genomik lokuslarda ya da
biiylilk  kromozomal domainlerde kromatin yapisinin  diizenlenmesi i¢in
niikleozomlar1 hedeflerler (Sims ve ark. 2003). Histon kuyruklari niikleozomun
merkezinden disa dogru bir c¢ikintt olusturur ve farkli posttranslasyonel

modifikasyonlara maruz kalirlar (Jenuwein ve Allis 2001).
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DNA methylation (CpG)
ncRNAs

Lysine methylation
Lysine acetylation
Serine/Threonine phosphorylation

Lysine ubiquitylation

Niikleozom c¢ekirdeginden ¢ikan histon kuyruklari, cesitli posttranslasyonel
modifikasyonlar ile gosterilmistir. DNA metilasyonu ve kodlanmayan RNA’larin
baglanmasida gosterilmektedir.

Sekil 2.4. DNA ile ¢evrelenmis histonlar oktomeri ile olusturulmus bir niikleozom
diyagramidir (Gonzalo 2010).

Kromatin yapisindaki degisikler gen ifadesini kontrol eder; kromatin
yap1 sikilagip yogunlastiginda (sessiz) genler inaktive olur, kromatin yap1
gevseyerek  acgildiginda (aktif) genler aktive olarak tanimlanir. Kromatin
yapisindaki bu dinamik durum ise reversibl olan ve DNA metilasyonu veya histon
modifikasyonlar1 ile saglanan epigenetik paternler ile gerceklestirilir. Bu islemlerde
gorevli alan enzimler arasinda; DNA metiltransferazlar (DNMT), Histon
deasetilazlar (HDAC), Histon asetil transferazlar (HAT), Histon metil transferazlar
(HMT) ve Methyl-CpG-binding protein 2 (MECP2) verilebilir (Orcan 2006).

Transcriprion possible

Gene “switched on” l'

= Active (open) chromatin

= Unmethylated cytosines
(white circles)

=« Acetylated histores

Gene “switched ofr

» Sient [condereed) chromatin
= Methylated cytosines

(r=d cirdes)
= Deacetylated histores

I Transcriprion impeded I

Kromatin agik (aktif) oldugunda, genler ekspres edilmektedir (agilmaktadir); ve
kromatin yogun (sessiz) oldugunda, genler inaktif (kapali) durumdadirlar. Beyaz
daireler: unmetile sitozinler; Kirmizi daireler: metile olan sitozinler.

Sekil 2.5. Kromatin organizasyonunda gen ekspresyonunu etkileyen tersine
dondiirtilebilir degisimler (Orcan 2006).
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Dolayli Yoldan Gen Ifadesini Kontrol Eden Mekanizmalar

Posttranskripsiyonel mekanizmalari, 06zellikle nonkoding RNA’nin (siRNA,
miRNA vb.) mRNA’y1 etkileyerek protein sentezini engellemesini icerir (Holliday 2006).

Dogrudan Gen Ifadesini Kontrol Eden Mekanizmalar

Bu mekanizmalar, kromatin ve DNA diizeyindeki modifikasyonlar olarak iki

gruba ayrilir (Izmirli 2013).
Kromatin Modifikasyonlart

Kromatin diizeyindeki modifikasyonlar1 da kovalent ve nonkovalent olmak
iizere iki gruba ayrilir (Segre ve Chiocca 2011). Genlerin sessizlesmesine sebep
olurlar, bu da geni inaktive edici bir mutasyon ya da delesyon gibi genetik bir

mekanizma ile aymidir (Izmirli 2013).
Histon Modifikasyonlar: (Kovalent Modifikasyonlar)

Histon modifikasyonlari; kromatinle ilgili proteinlerle etkileserek, genin
transkripsiyon asamasinin diizenlenmesini saglayan faktorlerdir (Segre ve Chiocca
2011). Asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, s-nitrosilasyon, ubikitinasyon ve
sumolasyon kovalent histon modifikasyonlar1 grubunda yer alan mekanizmalardir

(izmirli 2013).
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Sekil 2.6. 4 Histon kuyrugu, onlara karsilik gelen spesifik kalmtilardaki
posttranslasyonel modifikasyonlar ile birlikte gdsterilmektedir (Gonzalo 2010).
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Asetilasyon: Histon deasetilaz bir proteininin lizin rezidiisiine asetil
gruplarmin baglanmasi olarak adlandirilir (Segre ve Chiocca 2011). Asetilasyonu
taklit edebilecek mutasyonlarin olusmasi, posttranslasyonel modifikasyonlar1 ve

deasetilaz aktiviteyi etkilemektedir (Bond ve Finnegan 2007).

Metilasyon: Histon metiltransferaz enzimleri tarafindan histon proteinlerinde
bulunan amino asitlere 1, 2 veya 3 tane metil grubu (tri metilasyon) baglanmasidir.
Bir genin ifade edilip edilmeyecegini, o geni agik veya kapali konuma (switch on-
switch off) getiren durum, bu ve benzeri modifikasyonlardir. Agik/Kapali gen
setleri, bulundugu hiicre tipine gore farklilik belirtir. Histon 3 kuyrugundaki
metilasyonun epigenetik diizenlemede onemli bir fonksiyonu mevcuttur. Histon 3
lizin 4 (H3K4) tri-metilasyonu dkaryotlarda promoter bdlgelerini tepit eder (Martin
ve Zhang 2007).

Fosforilasyon: Histon deasetilazlara geri doniisiimlii olarak fosfat gruplarmin
eklenmesi olayidir. Fosfatlar, histon deasetilazlara; serin, treonin ve tirozin
rezidiilerinden eklenir. Fosforilasyon; protein kinazlar (PK) ve protein fosfatazlar

(PP) tarafindan gergeklestirilen reaksiyondur (Ford ve ark. 2007).

S-nitrasilasyon: Histon deasetilazlara sistein rezidiisiinden nitrosil (NO)
grubunun baglanmasidir, bu olay katalitik aktiviteyi etkiler ve bunun sonucunda

kromatinden korepresorlerin ayrilamamasia sebep olur (Nott ve ark. 2008).

Ubukitinasyon: Ubukitin (Ub), lizin rezidiisiiyle baglanabilen kiiclik bir
proteindir. Uc¢ asamali bir enzimatik reaksiyonun olusumuna sebep olur. Bu
reaksiyonlar, E1, E2, E3 enzimleri tarafindan ger¢eklestirilir ve sonugcta,

proteinler proteosom yolagina girerek degrade olur (Hershko ve Ciechanover 1998).

Sumolasyon: SUMO (small ubuquitin-like modifier) 1, 2, 3 proteinlerinin
ubukitinle birlesmesi durumudur. Ubukutine benzer protein olan SUMO proteinleri
lizin rezidilerinden proteinlere baglanir ve bu durum sonucunda protein

degradasyonu engeller (Yang ve ark. 2007).
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Nonkovalent Histon Modifikasyonlart

Kromozom i¢i veya kromozomlar arasi etkilesimler; histon takaslari,
kromatin tamiri, nonkoding RNA (siRNA, miRNA) ile etkilesim nonkovalent histon
modifikasyonlaridir (Bond ve Finnegan 2007).

Noncoding RNA’lar (ncRNA)

Histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonu kanonik epigenetik
modifikasyonlar olarak kabul edilirken, Kodlamayan RNA’lar (ncRNA’lar), dncelikli
olarak heterokromatin olusumunu ve transkripsiyonel ya da posttranskripsiyonel gen
susturumunu kapsayan kromatinin yeniden bi¢imlendirilmesinde aktif rol oynayanlar

olarak, son zamanlarda kabul gormiistiir (Mello ve Conte 2004).

a. Uzun Kodlamayan RNA lar(long non coding RNA, IncRNA); LncRNA’lar
protein kodlamayan, 200 niikleotidden uzun RNA molekiilleridir (Mercer
2009). Baz1 IncRNA’lar hiicrelerin genel veya difereansiasyon-spesifik
biyolojik siireclerinde rol oynarlar (Walter 1982).

b. Kiigiik Niikleer/Spliseozomal RNA’lar; Kiigik niikleer RNA’lar(small
nuclear RNA; snRNA) nukleusta riboniikleoprotein komplekslerinde yer
alirlar ve RNA ug birlestirmesinde merkezi role sahiptirler (Butcher 2005).

c. Kiiciik Niikleolar RNA lar; Kiicik niikleolar RNA’lar(small nucleoler
RNA; snoRNA) bir¢cok organizmanin niikleolusunda Ago ile bagl sekilde
bulunmakta olup mRNA stabilizasyonu ve translasyon asamalarinda gen

ekspresyonunu interfere edebilmektedir (Matera ve ark. 2007).

d. Kiigiik interferans RNA’lart  (siRNA’lar); gen susturumunda ve
heterokromatik bdlgeler birlesmesinde rol almaya ve kromatine odakli
olan ¢ift sarmalli RNA’lardan elde edilen 21-25 niikleotit molekiilleridir
(Mello ve Conte 2004).

e. Hairpin yapuarinm olusturan bireysel RNA molekiillerinden elde edilen micro-
RNA’lar  (miRNA’lar); translasyonu engelleyerek posttranskripsiyonel

susturumu baslatmaktadir (He ve Hannon 2004).
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f.  Piwi etkilesimli RNA’lar; transpozonlarm hareketliligini engellemede
rol oynayan 28-33 niikleotit molekiilleridir (Aravin ve ark. 2007).
Genom fonksiyonu ve biitiinliigii icerisindeki ncRNAs’larin gorevi yeni

anlasilmaktadir (Gonzalo 2010).
DNA Modifikasyonlari

DNA diizeyindeki modifikasyonlarin en taninan ve en islevsel olani DNA

metilasyonudur (Waterland ve Michels 2007).
DNA Metilasyonu

Omurgalilarda, tipik olarak CpG bolgelerine DNA metiltransferaz enzimi
ile metil grubunun eklenmesi sonucunda meydana gelir. Metil grubu, DNA’nin
sitozin bazmin pirimidin halkasmin 5’ numarali karbonuna baglanir. Metil vericisi
olarak, S- Adenozil Metiyonin (SAM) fonksiyonu vardir (Bond ve Finnegan 2007,
Waterland ve Michels 2007).

SAM SAH
o 0
HiN HzN
g)\DH NH2 ’J)LOH NHz
N = M =
4 f ¢ f J
i 5@ N') 5@ N’)
OH OH OH OH
NH-» H»>

| h‘a N ‘““3 N

DNA metil transferaz

O

SAM: S-adenosilmetiyonin, SAH: S-adenosilhomosistein.

Sekil 2.7. DNA Metilasyonu: DNA metil transferazlar, DNA’daki sitozin bazinin 5.
karbon atomuna SAM’den metil grubunun transferini kataliz eder, 5-metil sitozin
ve SAH olusur (Caglayan ve Turan 2014).
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Erigkin  somatik dokularda, DNA metilasyonu tipik olarak CG
dintikleotit dizilerinde gergeklesir. CpG dis1 metilasyon, embriyonik kok
hiicrelerde hakimdir (Bond ve Finnegan 2007; Waterland ve Michels 2007).
Metilasyon, DNA’nin inaktive olmasma sebep olarak protein ekspresyonunu

engelleyen bir sistemdir (Cummings ve Klug 2002).

CpGler genomda az siklikla bulunurlar, fakat CpG adaciklar1 olarak bilinen
spesifik gen promoterlerinde toplanmaktadirlar (Bird 2002; Klose ve Bird 2006).
DNA metilasyonunun bol miktari; transpozonlar, perisentrik ve subtelomerik
kromatin gibi tekrarlayici dizilerde vardir. Tekrarlayic1 dizilerin metilasyonu
tim genomda; rekombinasyon veya translokasyona engel olur (Callinan ve

Feinberg 2006).

Histonlarin posttranslasyonel modifikasyon tiirleri ve DNA metilasyonu derecesi
spesifik bir kromatin yapis1 ortaya ¢ikarmaktadir (Workman ve Kingston 1998; Lachner
ve ark. 2003). Okaryotlarda, dkromatin ve heterokromatin olmak iizere morfolojik olarak

iki farkli kromatin tiirii vardir (Dillon ve Festenstein 2002; Gilbert ve ark. 2004).
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Okromatin:
Gen bakimindan zengin, Transkripsiyonel olarak aktif Daginik gorintimli,
Ozgiin DNA dizilimleri

Heterokromatin:
Gen bakimindan fakir, Transkripsiyonel olarak daha az aktif Yogun goériiniimli,
Tekrarlayan DNA dizilimleri

Okromatin, histonlarm hiperasetilasyonu ile, ve histon ve DNA’nin hipometilasyonu ile
karakterize edilmektedir. Buna karsilik, heterokromatin, histonlarin hipoasetilasyonunu, ve
histonlar ve DNA’nin hipermetilasyonunu gostermektedir.

Sekil 2.8. Okromatin ve heterokromatin bdlgelerindeki farkliliklar (Gonzalo 2010).

Okromatin; histonlarn hiperasetilasyonu ve hem histonlarm hem de DNA nin
hipometilasyonuyla biyokimsayal sekilde karakterize edilen, gen bakimindan zengin
ve transkripsiyonel olarak aktif olan dagmik goriiniim bdlgeleriyle, iliskilidir.
Aksine, olduk¢a yogunlagmis heterokromatin; sentromerler ve telomerler gibi gen
bakimmdan zayif ve transkripsiyonel olarak aktif olmayan bolgelerle iligkilidir.
Biyokimyasal olarak, heterokromatin; DNA’nin ve histonlarin hipermetilasyonu ve
histonlarin hipoasetilasyonu ile karakterizedir (Maison ve ark. 2002; Grewal ve Jia
2007). Bununla birlikte, bu iki morfolojik olarak farkli kromatin alanlari ortak
ozellikleri bulunabilir. Ornegin, 6kromatik promoterler; transkripsiyonu susturmak

icin, promoter etrafinda lokal bir kromatin yogunlagmay1 baglatmaya yeterli olacak
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bir dizi kromatin-modifiye eden aktiviteler gerceklestirmektedirler. Promoter
cevresindeki bu kapali kromatin durumu, global heterokromatik sessizlesme

mekanizmasiyla pek ¢ok benzerlik goriilmektedir (Gonzalo ve Blasco 2005).
2.1.2. Yaslanma Uzerine Etkili Olan Diger Faktorler
2.1.2.1. Cevresel Faktorler ve Kalori Kisitlamast

Diyet ve ortam sicakliginin yaslanma konusunda onemli yeri olduguna dair
pekcok veri mevcuttur. 1929 yilinda Drosophila tiirlinde, yasam siliresinin ortam
sicakligryla ters orantili oldugu belirtilmistir (Alpatov ve Pearl 1929). Bununla
birlikte; ortam sicakligmnin azaltilmasi, homeoterm organizmalarda viicut sicakliginin
sabit tutulabilmesi i¢in 1s1 liretiminin artmasina ve bdylelikle yasam siiresinin artmasi
yerine azalmasina neden olabilmektedir (Alpatov ve Pearl 1929; Holloszy ve Smith
1986). Viicut sicakligi azaltildiginda; metabolizma yavaslamakta ve enerji
tiketimi  azalmaktadir. Metabolizma yavasladiginda, yaslanmada Onemli
fonksiyonu oldugu diisiiniilen reaktif oksijen iiriinleri (ROU) {iretimi de azalir

(Conti 2008).

Malniitrisyona sebep olmayacak seviyedeki kalori smirlamasinin yasam
sliresini uzattigi, “maya, kurtguk, meyve sinegi ve kemirgenlerde” yapilmis pekgok

arastirmada belirtilmistir (Bishop ve Guarente 2007).

Kalori smirlamasi neticesinde; metabolizmada, hiicresel diizeyde, genetik
yapida ve ndroendokrin sistemde pekcok degisiklik goriilmiistiir (Bishop ve
Guarente 2007; Morgan ve ark. 2007; Conti 2008). Bu degisikliklerden bazilari
Tablo 2.2.’de belirtilmistir (Karan ve Tufan 2010).
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Tablo 2.2. Kalori kisitlamas1 sonucunda gozlenen degisikliklerden bazilar1 (Karan ve
Tufan 2010).

Glikoliz

Mitokontriyal solunum hizi

Oksidatif stres

Inflamasyon

DNA hasari

Kolesterol, yag asidi ve trigliserit sentezi

Glukoneojenez

Glikojenoliz

Protein ve yag asidi katabolizmasi

Insiilin sinyali

Insiilin duyarlilig:

Tiroid hormonu

S| || || | > || ||| |«

Adrenal kortikosteroid salinimi

Kalori kisitlamasi halinde viicut sicakligi diismektedir (Weindruch ve ark.
1979; Heilbronn ve Ravussin 2003). Boylece kalori kisitlamasiyla viicut sicakligi
arasinda yakin bir iliski oldugundan, etkilerinin ayr1 ayri incelenmesi giictiir
(Conti 2008). Bununla birlikte, transgenik bir fare modelinde; kalori sinirlamasi
uygulanmadig1 halde, hipotalamik “merkezi termostat” diisiiriilerek viicut sicakligi
uzun siireli olarak ortalama 0,5°C - 0,6°C diisiiriilmiis ve bu sekilde ortalama

yasam siiresinde % 20 uzama oldugu belirlenmistir (Liu ve Walford 1972).
2.1.2.2. Oksidatif Stres (Serbest Radikal) Teorileri

Ik olarak Harman yashhga bagli degisikliklerin biiyiikk ¢ogunlugunun
elektron yiikii bulunan molekiil ve atomlardan kaynaklan ve yiiksek oranda reaktif
olan serbest radikallere bagli oldugu teorisini sundu (Harman 1956). Bu teoride
aslinda hem dis etkenler hem de gelisimsel ve kalitsal 6zellikler gegerlidir, aerobik
metabolizma sonucunda siiperoksid radikaller (O" ) meydana gelir. Bu radikaller,
siiperoksid dismutaz enzim tarafindan hidrojen peroksid (H202) ve oksijene

dontistiirtiliir (Fleming ve ark. 1982; Linnane ve ark. 1992; Wallace 1992).
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Sekil 2.9. Bazi reaktif oksijen iiriinleri (Martin 1997).
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Sekil 2.10. Reaktif oksijen iirlinlerin olusumu (Martin 1997).

[Ik zamanlar hidrojen peroksid gelistikten sonra, serbest oksijen radikallerinin
doku hasarmim son buldugu bilinmekteydi. Fakat bugiin i¢cin bu molekiillerin daha
reaktif olan hidroksil radikallere (OH") doniisebildigini ve serbest radikallerin doku
hasari etkisinin daha da arttig1 bilinmektedir. Ornegin; siiperoksit dizmutaz enziminin
hayvanlarda asir1 {iretimi onlarin yagam siirelerini uzatmaz iken, siiperoksid dizmutaz
enzimine ek olarak ortamdan H>O,’de uzaklastirildiginda yasam siiresi artmistir. Buna
karsin antioksidan uygulamalarma ait calismalarin hi¢ birinde yasam siirelerinde
anlamli bir uzama tespit edilememistir. Reaktif oksijen radikalleri; gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde, hiicre ¢ogalmasinda ve apoptotik hiicre ¢liimiinde

gorev alir (Fleming ve ark. 1982; Linnane ve ark. 1992; Wallace 1992).
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Serbest oksijen radikallerine ait metabolizma mitokondriyal olarak yiiriitiiliir.
Yasla birlikte; ¢izgili kas, kalp kasi, diyafram ve beyinde de mitokondriyal
DNA’da progresif serbest oksijen radikali hasar1 (mitokondriyal stres teorisi)
gerceklesir. Meydana gelen bu hasarin kalp kasinda 129 yastan daha fazla
yasamla bagdasmayacagi tespit edilmistir. Bu tip mitokondriyal solunum
hasarlar1 sadece normal dokularda degil; Parkinson, Alzheimer, Huntington
Chorea ve diger yasla artan hareket bozukluklarinda da artmaktadir (Nalbant
20006).

Serbest oksijen radikallerine bagli yaslanmayla ilgili teoriler bilimsel olarak
kanitlanamasa dahi ticari olarak oldukg¢a ilgi gormiis, olduk¢a c¢ok calisma
gerceklestirilmistir.  Yaslanmayi yavaslattigina dair en giiglii veriler asagidaki
mekanizmalara aittir (Wallace 1992; Ozawa 1997; Zainal ve ark. 2000; Larsen
ve Clarke 2002).

e Koenzim Q10

e Tokoferol

e Nikotinamid

e Askorbik asid

e Kalori kisitlamasi

e Diyetsel antioksidanlar
2.2. DNA Metilasyonu

Sitozin pirimidin halkasinin 5’ pozisyonuna bir metil grubunun eklenmesini ya
da ondan c¢ikarilmasmi igeren DNA sitozin metilasyonu, bitkiler, kemirgenler, insanlar
gibi yiiksek Okaryotlardaki ana epigenetik mekanizmalardan biridir ve genom
stabilitesini siirdiirmekte ve gen ekspresyonunu regiile etmekte biiyiikk gorevi vardir

(Feng ve ark. 2010; Wu ve Zhang 2010; He ve ark. 2011; Qian ve Xu 2014).

DNA metilasyonu, represif kromatin modifiye edici aktiviteler sergileyen
protein  kompleksleri  yardimmi  saglayarak  kapali  kromatin = durumu
endiiksiyonuyla iligkilendirilmektedir. Bu aktiviteler MBD (metil-CpG- baglayici
alan) proteinleri ve histon deasetilaz (HDAC) iceren kompleksleri de

kapsamaktadir (Ballestar ve Esteller 2005; Klose ve Bird 2006). Okromatik
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promoterlerdeki sitozin metilasyonu, es genlerin kapatilmasinda gorev almaktadir.
Heterokromatik bolgelerde sitozin metilasyonu, bu bolgelerin yiiksek 06lgiide
sikistirilmis kromatin gruplarinin  birlikteligine katilmaktadir (Lengauer ve ark.

1997; Chen ve ark. 1998).

Anahtar DNA demetilasyonu enzimleri, TET1, TET2 ve TET3 gibi ten-
eleven translokasyon (TET) familya enzimleridir (Sekil 2.11). DNA metilasyonunun
tamaminda goriilen azalma, beyin de dahil olmak {izere hiicre ve doku yaslanmasi ile
baglantilidir (Wilson ve Jones 1983; Singhal ve ark. 1987; Wilson ve ark. 1987).
Yetiskin beynindeki DNMT1 ve DNMT3a kaybi, farelerde bilissel bozukluklara
neden olur (Dong ve ark. 2010; Feng ve ark. 2010; Klein ve ark. 2011) ve mutant
TET1 hayvani, anormal hipokampal uzun siireli depresyon ve hafiza kaybi
sergilemektedir (Kaas ve ark. 2013). Insanlarda DNMT1’deki mutasyonlar bir tiir
norodejeneratif hastalik ile iliskilendirilmektedir (Klein ve ark. 2011). Bu caligmalar,
DNA metilasyonunundaki bozuklugun fare 6grenme hafizasin1 ve bilisi regiile
etmede temel bir mekanizma oldugunu ve 6nemli fonksiyonu oldugu goriilmektedir

(Xu 2015).

/\

NH SAM ‘ NH-2 O a- KG
N N N
SN0 i N7 g i
3 SAH 3 CO.,. Succinate
C 5mC 5hmC

Neuronal gene expression

Cognitive function

SAM: S-adenozilmetiyonin; SAH: S-adenozilhomosistein.

Sekil 2.11. DNMT ler tarafindan sitozin metilasyonunu (5mC) ve TET ler tarafindan
SmC’nin demetilasyonunu iceren DNA Sitozin (C) modifikasyon yolu, néronal gen

ekspresyonunu regiile etmekte ve bdylece bilissel fonksiyonlar: da regiile etmektedir
(Wilson ve ark. 1987; Singhal ve ark. 1987; Wilson ve Jones 1983).
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Genetigin tersine, epigenetik yalnizca kalitsal degil ayni zamanda tersine
cevrilebilir. Bu sebeple, yasla ilgili epigenetik degisimleri tersine cevirmeyi
amagclayan stratejiler, yaslanmay1 geciktirmek ya da yasla iliskili ciddi hastaliklarin
semptomlarint  hafifletmek i¢in yeni bir terapotik miidahale gelistirilmesini
saglamaktadir. Yakin zamanlardaki bir calisma, bir DNMT3a izoformu olan
DNMT3a2’nin, fare hipokampiisiinde gecici olarak daha ¢ok ekspresyonunun yasla
iligkili biligsel bozukluklar1 restore edebilecegini ve hipokampal DNMT3a2
ekspresyonunun shRNAi tarafindan engellenmesinin gen¢ farelerin bilissel
davraniglarinda zarara neden olacagi belirtilmistir (Oliveira ve ark. 2012; Su ve Tsai
2012). Bu, DNA metilasyonunun normal hipokampal fonksiyonu siirdiirmek ic¢in
onemli bir rol oynamakta oldugunu ve 6grenme hafizasi ile bilis icin epigenetik bir
mekanizma oldugunu gostermektedir. Tiim genom DNA metil dizilimi ve fare
beynindeki DNMT3a2’nin genetik manipiilasyonu da igeren ileri caligmalarin, DNA
metilasyonunun sinaptik plastisite genlerinin ekspresyonunu nasil etkiledigini ve
boylece 6grenme hafizas1 ve bilisi nasil etkiledigini bir an Once belirtilmesi

gerekmektedir (Xu 2015).

Ik ¢alismalar, DNA metilasyonunun global seviyelerinin yasamin ilk bir kag
yili icerisinde arttigmi ve daha sonra erken yetiskinlikten baslayarak azaldigi
goriilmiistiir.  Son  donemlerde, microarray ve next-generation dizileme
teknolojilerinin baslamasiyla, yasla birlikte DNA metilasyonunun
degisebilirligindeki artiglar goriilmustir ve bir dizi siteye spesifik yapilar
bulunmustur. Belirli CpG boélgelerinin biiylik oOlclide yasla ilgili oldugu ortaya
cikarilmistir ve bu bélgelerden az sayida kullanan tahmin modellerinin dondriin
kronolojik yasini1 dogru olarak tahmin edebilmesi bu kaniy1 desteklemistir. Bu
gozlemler, hep birlikte, yasla ilgili DNA metilasyon degisikliklerine katkida bulunan
iki olayin varligina isaret etmektedir: epigenetik drift ve epigenetik saat (Meaghan ve

ark. 2015).

Yasla iliskilendirilen fenomenlerden biri epigenetik modifikasyon yapilarinda
meydana gelen bir degisimdir. Epigenetik; DNA diziliminde degisiklikleri icermeyen
ve potansiyel olarak yavru hiicrelere aktarilabilen DNA modifikasyonlar1 ve DNA
paketlenmesi olarak agiklanmaktadir (Bird 2007). Dinamik yapist goéz Oniine

alimdiginda epigenetik, cevre ve genom arasindaki ara yiiz olarak tanimlanmustir (Feil
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ve Fraga 2012). DNA metilasyonunun en yaygin formu; CpGs’ler olarak agiklanan
C-G diniikleotidlerinin 5’ sitozinine yonelik bir metil grubunun eklenmesini
kapsamaktadir. Bu niikleotit ¢iftleri genom iginde nispeten seyrektir ve nispeten
yiiksek CpG yogunlugu olan bolgeler CpG adaciklar1 olarak agiklanmistir. Bu
adaciklar, %50 G+C icerigi ve 0.6 gdozlemlenen/beklenen CpGs orani ile birlikte 200
bp’den daha biiyiik alanlar olarak tespit edilmistir (Saxonov ve ark. 2006; Illingworth
ve Bird 2009). Bu adaciklar, adacik olmayan CpGs’ lere oranla daha az metile
durumdadirlar ve siklikla gen promotorleriyle iliskilidirler. CpG adaciklarmi
cevreleyen bolgeler ise ‘kiyilar’ ve ardindan ‘raflar’ olarak adlandirilir. Genlerin
yaklasik %60-%70’1 promotorleriyle baglantili CpG adaciklarina sahiptirler ve
promotdrler sahip olduklar1 CpG yogunluklarina gore gruplandirilabilir (Saxonov ve

ark. 2006; Weber ve ark. 2007).

Promotdr-baglantili bir CpG adasinda goriillen DNA metilasyon seviyeleri
genellikle negatif olarak gen ekspresyonuyla baglantilidir, fakat bazi belirli genler
tam tersi etkiyi gostermektedir (Weber ve ark. 2007; Lam ve ark. 2012; Gutierrez
Arcelus ve ark. 2013). Ilging olarak, bu negatif korelasyon, bireylerdeki spesifik bir
gen i¢in ekspresyon ve DNA metilasyonunu kiyaslarken goriinmemektedir (van Eijk
ve ark. 2012; Lam ve ark. 2012; Gutierrez Arcelus ve ark. 2013; Wagner ve ark.
2014). Aksine, gen govdesindeki DNA metilasyonu genellikle gen ekspresyonu
seviyeleri ile pozitif iligkilidir (Lister ve ark. 2009; Gutierrez Arcelus ve ark. 2013).
DNA metilasyonu, ayn1 zamanda, insan genomunda genellikle yliksek oranda metile
edilmis olan Alu ve LINE-1 gibi tekrar eden elementleri baskilama islevi
gormektedir (Kochanek ve ark. 1993; Alves ve ark. 1996). Gen ekspresyonu
yapilarmin dokularda farklilastigi gibi, DNA metilasyonu yapilar1 da ayni sekilde
farklidir (Byun ve ark. 2009; Ziller ve ark. 2013). Aslinda, ana doku, ayni ya da
farkli bireylerden elde edilip edilmediklerine bakilmaksizin farkli 6rneklerden alinan
DNA metilasyonu profillerinde asil farklilik gosteren unsurdur (Davies ve ark. 2012;

Ziller ve ark. 2013; Jiang ve ark. 2015).

DNA metilasyonu, transkripsiyon faktorii baglayict alanlari, instiilator
elementleri ve kromatin konformasyonunu etkileyebilmektedir ve bu, ekspresyon
kontroliiniin ¢oklu seviyelerine sebep olmaktadir (Jones 2012). Normal DNA

metilasyonuna ek olarak, CpG diniikleotitlerdeki metil belirtinin varyasyonlar1 ve
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degisiklikleri de bildirilmistir. Bu varyasyonlar hidroksimetil, formil ve karboksil
gruplarmin yani sira CpG olmayan bolgelerde olusan metil belirtilerini de
icermektedir. Bu varyantlar ¢ok nadirdir ve DNA metilasyonunu degerlendirmek i¢in
yaygin olarak kullanilan teknolojilerin ¢ogu bunlar arasinda bir ayrim
yapmamaktadir. Bu incelemenin amaglar1 dogrultusunda, bu sekilde DNA’ya olan
tiim modifikasyonlar ‘DNA metilasyonu’ olarak ifade edilecektir (Meaghan ve ark.

2015).
2.2.1. Yaslanma Stirecinde DNA Metilasyon Dinamikleri

DNA metilasyonundaki degisiklikler yasam boyu meydana gelmektedir.
DNA metilasyon seviyelerini hem global olarak hem de belirli bolgelerde
degerlendiren erken caligmalar, yasla iliskili farkliliklar gortilmiistiir (Wilson ve ark.
1987; Drinkwater ve ark. 1989; Fuke ve ark. 2004; Kwabi-Addo ve ark. 2007).
Yasamin ilk yillar1 boyunca, ortalama DNA metilasyon seviyelerinde kanda bir artis
gozlemlenmistir (Martino ve ark. 2011; Herbstman ve ark. 2013). Bu degisimler
oncelikle CpG adacik kiyilarinda ve raflarinda ve CpG adaciklarindan yoksun

arttiricilarda ve promotorlerde meydana gelmektedir (McClay ve ark. 2014).

Hayatin erken evrelerindeki DNA metilasyonu kazanimina ve ileri hayattaki
genom genelindeki sira gelen kayiba ragmen, bu degisimler simetrik degildir. Iki ana
yonde farklilik gostermektedirler: (i) degisim orani hayatin erken evrelerinde, ileri
evrelere gore, daha yiiksektir ve (ii) degisimlerin genomik lokasyonlar1 oldukca
farklidir. Hayatin erken evrelerinde, DNA metilasyonu, daha ¢ok adacik kiyilarinda
ve intergenik bolgelerde olmak iizere, global olarak kazanilirken, ileri hayatta DNA
metilasyonu global bir kayiba ugrar, fakat yine de adaciklarda ve kiyilarda

kazanilmaktadir (Alisch ve ark. 2012; Gentilini ve ark. 2013; McClay ve ark. 2014).

Yagla birlikte DNA metilasyon degisimlerindeki genel yapilara ek olarak,
genomda belirli bolgelerdeki DNA metilasyon seviyelerinin yasla yiiksek seviyede
baglantili oldugu ve bazi1 durumlarda da kronolojik yas1 dogru olarak tahmin etmek
icin kullanildiklar1 gosterilmistir (Bocklandt ve ark. 2011; Horvath ve ark. 2012;
Hannum ve ark. 2013; Florath ve ark. 2014; Weidner ve ark. 2014). Epigenetik saat
bolgeleri, hem belirli bir dokuda hem de dokular genelinde bulunmustur. Ayni

zamanda, bu bdlgelerin, yasla birlikte dokular arasindaki gen ekspresyon
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degisikliklerine kiyasla, dokular arasinda daha ¢ok uyumlu oldugu ortaya atilmistir
(Horvath ve ark. 2012; Hannum ve ark. 2013; Horvath 2013; Florath ve ark. 2014;
Weidner ve ark. 2014).

2.2.2. Epigenetik Saate Karsi Epigenetik Drift: DNA Metilasyonu ve Yaslanma
Arasindaki Iligkinin Altinda Yatan Iki Olgu

Epigenetik drift ve epigenetik saat, yasla baglantii DNA metilasyon
degisikliklerine temel olarak farkli sekillerde katkida bulunur. Her ikisi de yasla ilgili
olmakla birlikte, epigenetik drift; epigenomlar arasindaki uyumsuzluk zamanla artma
egilimi gosterir. Tersine epigenetik saat; bireylerde yasla tutarh sekilde iliskili olan
spesifik siteleri agiklamaktadir. Bazi ¢alismalarda, epigenetik drift ve epigenetik saat
terimleri birbirlerinin yerine kullanilmasina ragmen, aralarinda ayrim yapma
gerekliligi tespit edilmistir (Teschendorff ve ark. 2013). Burada, Epigenetik drifti,
bireyin yasiyla ilgili olan fakat tiim bireyler arasinda yaygin olmayan DNA
metilasyon degisikliklerin toplami olarak tammmlanmakta. Ote yandan, Epigenetik
saat, bireylerdeki yasla ilgili olan siteleri temsil etmektedir ve bu yiizden bazi
durumlarda kronolojik yasi tespit etmek icin kullanilabilmektedir (Sekil 2. 12) (Fraga
ve ark. 2005; Fraga ve Esteller 2007; Kaminsky ve ark. 2009; Hannum ve ark. 2013;
Teschendorft ve ark. 2013).

Epigenetik driftin ilk belirtileri, tek hiicre hatt1 klonlarmin multipil pasajlar
iizerine epigenetik olarak farklilastigi gozlemlendikten sonra hiicre kiiltiir
calismalarinda gorilmiistir (Humpherys ve ark. 2001). Ardindan bu kavram,
monozigotik ikizlerin yas1 1ilerledikge onlar arasindaki DNA metilasyonu
uyumsuzlugundaki artis1 tanimlamak i¢in kullanilmistir (Fraga ve ark. 2005; Fraga
ve Esteller 2007; Poulsen ve ark. 2007). O zamandan bu yana, bir kiside DNA
metilasyonunda stokastik degisim geciren bir bolgenin baska bir bireyde yasla
birlikte ayn1 iliskiyi gostermesi muhtemel olmadigi i¢in, epigenetik driftin bireyler
arasindaki spesifik CpGs’lerde her daim gerceklesmedigi ortaya ¢ikmistir (Sekil 2.
12)(Heyn ve ark. 2012; Talens ve ark. 2012).
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Methylation

Age

Bir bireyde bulunan yasla iliskili site

Epigenetik Drift veya Epigenetik Saat

Bireylerdeki yasla ilgili tutarsiz iliski Bireylerdeki yasla ilgili tutarh iliski
MZ. ikizleri (mor ve yesil) yas ile daha MZ. ikizleri (mor ve yesil) zaman i¢cinde
uyumsuz durumda benzer uyumsuzluk iginde

Eger spesifik bir CpG bdlgesi bir bireyde yasla iligkiliyse (iistteki sekil), ya
epigenetik drifte (soldaki) ya da epigenetik saat sitesine (sagdaki) maruz kalmaktadir.
Her iki durum da, bir popiilasyonda ya da ikiz grubunda incelendiginde, farkli
karakteristiklere sahiptir.

Sekil 2.12. Epigenetik drift ve epigenetik saatin sekil gosterimi (Jones ve ark. 2015).

Hiicre bolinme hizindaki farkhiliklar; solunum hizi, enerji tiiketimi ve
cevresel faktorler gibi pek cok doku ve hiicre tiirii faktorli, bu doku ve hiicrelerin
goriinen epigenetik yaslanma oranini etkileyebilir. Ilging olarak, indiiklenmis
pluripotent kok hiicreleri analizi, onlarin tahmin edilen epigenetik yaslarmin biiyiik
Ol¢tide diistik ve kaynak somatik dokularina kiyasla sifira ¢ok yakimn oldugunu ortaya

koymaktadir (Horvath 2013).
2.2.3. DNA Metilasyonu ve Yaslanma

Epigenetik drift ve epigenetik saat, yasla birlikte DNA metilasyonunda
gerceklesen degisiklikleri tanimlamaktadir ve her ikisi de sik sik yasla ilgili
fenotiplerle iligkilendirilmektedir (Hovarth 2013).
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Epigenetik drift, DNA metilasyonunun stabilitesinde ve presizyonunda
yaslanmayla birlikte gelen global diisiisii yansitmaktadir. Fakat, bu, tutarli bolgeleri
olmayan (epi)genom geneli bir fenomen oldugu i¢in, saglk sonucglarii belirleme
acisindan kullaniglhiligr sinirli olabilmektedir ¢iinkii ayni1 bireyden alinan boylamsal
(longitudinal) numuneler bu siireci takip edebilmek icin gerekli olacaktir. Epigenetik
saat, oteki yandan, yaslanmanin biyobelirteci olarak bir potansiyele sahiptir, ¢iinkii
bireyler arasinda yaygin olan yasla ilgili fonksiyonel epigenetik degisimleri
yansitmaktadir. Aslinda, epigenetik saat, doku 6rneklerinin epigenetik yasini tahmin

edebilmek icin hali hazirda kullaniliyor durumdadir (Horvath 2013).

Epigenetik yasin biyobelirte¢ olarak her uygulamasinda, tahmin edilen
epigenetik yas, bircok bireydeki kronolojik yasla kiyaslandiginda, genellikle lineer
bir iligki gostermektedir (Sekil 2. 13A). Fakat yiiksek ihtimalle bazi bireyler, kendi
kronolojik yaslarindan epigenetik olarak daha yiiksek (epigenetik olarak yasli) ya da
daha diisiik olan (epigenetik olarak geng) bir epigenetik yas sonucu ile bu
kiyaslamanin ters kosesinde kalacaklardir. Bu c¢alismalardan bir tanesi, 100 yasini
asanlarm olagan dis1 geng bir epigenetik yasa sahip oldugunu ortaya cikarmistir

(Gentilini ve ark. 2013).

Epigenetik olarak yash ya da epigenetik olarak geng gruplardakilerin, uyumlu
epigenetik ve kronolojik yaslar sergileyenlere kiyasla, saglik sonuglarini tahmin
etmek 1lgi ¢ekici bir olasiliktir. Bu durum, artan 6liim oramni ile hizlanmis epigenetik
yas1 iligkilendiren yakin zamanda ortaya ¢ikan bir caligma tarafindan desteklenmistir
(Marioni ve ark. 2015) (Sekil 2. 13B). Bu sekilde, epigenetik yas, gelecek zamandaki
saglik diisiisii i¢in, kronolojik yasa kiyasla daha giiclii bir prediktor olabilmektedir
(Teschendorff ve ark. 2012).

Sigara icme ve obezite gibi spesifik faktorlerin, bireylerde epigenetik yas1
arttirdig1 goriilmiistiir ve bu faktorlerin, ayn1 zamanda, popiilasyonlardaki gergek
yasam sliresini azalttig1 saptanmistir (Elliott ve ark. 2014; Weidner ve ark. 2014).
Son zamanlarda, ytliksek viicut kitle indeksi, karaciger dokusunda hizlanan epigenetik
yasla iliskilendirilmistir, kisacas1 karaciger dokusunun tahmin edilen yasi1 dondriin

yasina kiyasla beklenenden ¢ok daha fazla yasl bulunmustur (Horvath ve ark. 2014).

29



(A

Epeganualicaily

o

Cancordant
I

Epiganatic age

Epspenaticaly
LI

Ghrnnnll:lﬂil:al S

{B)
Epageens lically
LT
5 W
£5 carannl
=
e
£E
23 :
= =
Emmganelicaiy
okl
L1 2 =0 =) an 1D

Chronological agea

(A) Bir popiilasyonda, insanlar, epigenetik yaslari kronolojik yaslarimdan daha
yiiksek oldugu zaman, epigenetik agidan yasl olarak nitelendirilebilirler. Epigenetik
olarak gen¢ bulunduklari zamanda da bu durumun tam tersi gegerlidir, ya da
uyumlularsa bunlarn hi¢ biri gegerli degildir. (B) Bu gruplarin yaslandik¢a uyumsuz
saglik gidisat1 gosterip gostermeyecekleri iizerinde spekiilasyonda bulunmak ilgi
cekicidir.

Sekil 2.13. Epigenetik yas ile kronolojik yas arasinda uyum ya da uyumsuzluk,
gelecekteki saglik durumunun bir gostergesi olabilir (Meaghan ve ark. 2015).

2.3. Histon Modifikasyonu

2.3.1. Histon Asetilasyonu/Deasetilasyon

Histon asetiltransferaz (HAT) ve Histon deasetilaz (HDAC) transkripsiyonu
diizenleme araci olarak histonlar iizerindeki asetil gruplarmmin eklenmesi veya

cikarilmasmi modiile eder (Berger 2007) (Tablo 2. 2).
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Asetil lizin kalintilari, bazi transkripsiyon faktorlerinde ve aym zamanda
kromatin-remodelleme kompleksleri subiinitlerinde bulunan bromodomain protein
modiiliinii  barindiran proteinler i¢cin baglayic1 platformlar olarak gorev
siirmektedirler (Dhalluin ve ark. 1999; Jacobson ve ark. 2000; Hassan ve ark. 2002).
Histon asetil transferaz (HAT) aktiviteleri genellikle multisubiinit komplekslerde
bulunmaktadir. Genel olarak, histonlar tlizerindeki lizin kalintilari; asetilasyon,
transkripsiyonel aktivasyon ve DNA tamiri ile baglantilidir (Grunstein 1997; Kuo ve
Allis  1998). Kromatin yapismin, histon proteinlerinin posttranslasyonel
modifikasyonu yoluyla diizenlenmesinin, sinaptik plastisite indiiklenmesi ve uzun
siireli hafizanin olugsmasi i¢in 6nemli oldugu ortaya konulmustur (Akbarian ve ark.
2013). Ornegin; histon asetilasyonu vasitasiyla kromatinin yeniden sekillenmesi
(remodeling), yaslanma ve yasla iliskili nérodejenerasyondaki sinaptik ve kognitif
fonksiyonu regiile etmede Onemli bir rol oynamaktadir (Fischer ve ark. 2010;

Haggarty ve Tsai 96:41-52).

Aksine, histon deasetilasyonu kapali kromatin durumunun elde edilmesini
saglar. Histon deasetilaz (HDAC) enzimleri, 4 histonu deasetile eder ve nonhiston
substratlar iizerinde de etkili olabilmektedir. Genel olarak, histon deasetilasyonu;
kromatin rekondenzasyonu, transkripsiyonel represyon ve heterokromatin birlesmesi

ile iligkilidir (Gonzalo ve ark. 2010).

Histon deasetilaz (HDAC) inhibisyonu ile olusan histon asetilasyon artis;
gen transkripsiyonunu gelistirmekte ve ayrica 6grenme ve hafizanm altinda yatan
hiicresel bir mekanizma olan hipokampal LTP’yi gelistirmektedir (Fischer ve ark.
2010; Haggarty ve Tsai 96: 41-52). Transkripsiyon i¢in aktif bir isaret olan Lizin 4
(H3K4) deki histon H3’lin trimetilasyonu, durumsal korku iyilestirmesinin ardindan

hipokampiiste upregiile edilir (Gupta ve ark. 2010).

Brian Kennedy ve calisma arkadaslar1 tarafindan yapilan 6ncii calismalar, Sir
kompleksi Sir2/Sir3/Sir4 proteinlerinin ekspresyonu ile mayadaki uzun omiirliilitk
arasinda belirgin bir korelasyon oldugunu gostermistir (Kennedy ve ark. 1995). Sir4
silinmesi, maya ile eslesen lokuslarin ve telomerlerin susturumunu ortadan kaldirmis
ve yasam slresinde bir azalmaya sebep olmustur. Aksine, Sir4’teki fonksiyon
kazandirict mutasyon; Sir kompleksinin konumunun birlesen lokuslardan ve

telomerlerden niikleusa olan yer de§isimine sebep olmustur ve dmrii %30’a kadar
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uzatmistir (Kennedy ve ark. 1997). Ilging olani, Sir2’nin en yakin ortologu olan
SIRT1, aynm1 =zamanda yaslanmayla iliskilendirilmistir. SIRTI, lizin 16
pozisyonundaki histon H4’ii ve lizin 9 pozisyonundaki histon H3’li deasetile eder
(Pruitt ve ark. 2006; Vaquero ve ark. 2004), ve ayn1 zamanda aktivitesini azaltarak
p53°i de deasetile eder. SIRTI1 protein seviyelerinde olusan bir diislis, fareler ve
insan hiicrelerinde mitotik aktivite diisiisiiyle es oranda ilerlemektedir. Bu azalmalar,
ozellikle yaslanma siirecinde ya da prematiire yaslanan farelerde goriilmiistiir (Tablo
2. 2). Bunun aksine SIRTI, hiicreler in vitro boliinmek i¢in uyarildiklar1 zaman artis
gostermektedir ve SIRT1’in upregiilasyonu biitiin insan tiimorleri spektrumunun
belirtisidir. Buna uygun olarak, H4K16 asetilasyon kaybinin insan kanserinde yaygin
bir durum oldugu saptanmistir (Fraga ve ark. 2005). Bu veriler, SIRT1’in yaslanma
siirecindeki downregiilasyonunun, p53’ii hiicresel yasamin kisitlanmasi pahasma
stabilize eden bir tiimor supresér mekanizmasini temsil edebiliyor oldugunu,
gostermektedir. SIRT1, gen ekspresyonunu (Picard ve ark. 2004; Pruitt ve ark. 2006;
Oberdoerffer ve Sinclair 2007) fakiiltatif ve konstitiitif heterokromatin formasyonunu
(Vaquero ve ark. 2004; Vaquero ve ark. 2007) ve DNA hasar yanit yolu
sinyallemesini (Luo ve ark. 2001; Vaziri ve ark. 2001) ve DNA metilasyon
modellerini (O’Hagan ve ark. 2008) regiile edebilmektedir. Bu sebeple, yaslanma
esnasinda SIRT1 seviyelerindeki biiyiik diisiisiin genomik instabiliteyi artirabilecegi
fikrini distinmek olduk¢a miimkiindiir. Bu, hiicre viabilitesinde diisiise ama ayni
zamanda kanser yatkinlhiginda bir artisa sebep olabilmektedir. Normal hiicrelerin
malignant tlirevlere doniisiimii sirasindaki SIRT1 upregiilasyonu, doniisen hiicrelerin
Oomriinii uzatabilir. Artan SIRT1 ekspresyonunun genomik stabilite fare modelinde
(Oberdoerffer ve ark. 2008) hayatta kalmayr yiikselttigi gercegi bu modeli
desteklemektedir.

Sirtuin ailesinin bir diger iiyesi olan SIRT6’nin DNA tamiri ve genomik
biitiinliik i¢cin gerekli oldugu one siiriilmiistiir. Bu sebeple, SIRT6 eksikligi, farelerde
gelisme retardasyonu, lenfopeni, subkutan yag kaybi, lordoz kifoz, ciddi metabolik
bozukluklar ve 4 haftalikken 6liimler gibi dejeneratif yaslanma benzeri fenotiplere
yol agmaktadir (Mostoslavsky ve ark. 2006). Aslinda, son calismalar, sirtuin
inhibitorlerinin  kansere 06zgli giicli proapoptotik etkiler gosterdigini ortaya

koymustur (Lara ve ark. 2009).
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Kanser ve yaslanmadaki sirtuin fonksiyonuyla ilgili 6grendigimiz her seye
ragmen, ¢ogu Histon asetiltransferaz (HATs) ve Histon deasetilaz (HDACs)’larin bu
siireclerde oynadigi roliin hala bilinmezligi ger¢egini géz Oniinde bulundurmakta

yarar vardir (Gonzalo 2010).
2.3.2. Histon Metilasyonu/Demetilasyon

Histon metilasyonu, transkripsiyonel regiilasyonda ve fakiiltatif ve konstitiitif
heterokromatin birlesmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Lachner ve Jenuwein
2002; Sastos-Rosa ve ark. 2002; Sims ve ark. 2003; Martin ve Zhang 2005;
Shilatifard 2006).

Histon metiltransferazlar1 (HMTs), metil gruplarm H3 ve H4 histonlar:
iistiinde lizin ya da arjinin kalintilarma olan transferinden sorumlu olan enzimlerdir
(Tablo 2.2). H4 tizerindeki lizin 20 ve H3 {izerindeki lizin 4, 9, 27, 36 ve 79 siklikla
metillenir. Lizin kalintilarmin metilasyonu; metilasyona ugrayan belirli lizine bagl
olarak, kromatin iizerinde transkripsiyonel baskici ya da aktive edici etkiler
birakabilir. Bu sebeple, H3K9, H3K27 ve H4K20’nin metilasyonu genellikle
transkripsiyonel represyonla iliskilendirilmekte iken, H3K4 (H3K4me3), H3K36
(H3K36me3), ve H3K79 metilasyonu aktif kromatinle iliskilendirilmektedir
(Kouzarides 2002). Stem, progenitor ya da farklilastirilmis hiicrelerin genom geneli
kromatin durum haritalari, H3K4me3 ve H3K27me3 nin transkripsiyonel aktivasyon
ya da represyon i¢in hazir bekleyen genleri sirasiyla ayristirdigint gostermektedir.
H3K36me3, kodlama transkripsiyonu alanlar1 isaretlerken; ncRNAs, H3K9me3, ve
H4K20me3, perisentrik ve telomerik kromatin gibi heterokromatik alanlar:

isaretlemektedir (Mikkelsen ve ark. 2007).

Histon kodundaki bir diger karmasik durum sudur ki; lizin kalintilarinin her
biri, spesifik kromatin kompaksiyonu derecesi ve farkli baglanma platformu
saglamak iizere, tekli, ikili ya da U¢lii metilasyona (trimetilasyon) ugrayabilirler
(Zhang ve Reinberg 2001). Lizin asetilasyonu s6z konusu oldugunda, histonlardaki
lizin kalmtilar1 metilasyonu kromodomain igeren proteinler i¢in baglanma bdlgeleri
olusturmaktadir. HP1 (heterokromatin proteini 1) i¢in baglanma bolgesi olan H3K9
metilasyonu ve polycomb proteinleri i¢in baglanma bolgesi olan H3K27 metilasyonu

bu duruma ornektir (Zhang ve Reinberg 2001). Heterokromatin proteini 1 (HP1)’in
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ise dahil olmasi, heterokromatin bdlgelerinin korunmasi i¢in Onemlidir ve gen
promotdrlerinin  polycomb kompleksler tarafindan kullanilmasi, transkripsiyonel
represyon i¢in uygun alan saglamaktadir. Histon demetilasyonu da incelenmistir ve
bunun lizin metilasyonunun c¢esitli biyolojik siire¢lerdeki fonksiyonunu antagonize
etmekte olduguna inanilmaktadir (Shi ve ark. 2004; Klose ve Bird 2006; Tsukada ve
ark. 2006; Yamane ve ark. 2006 Whetstine ve ark. 2006).

Histon metilasyon sekillerindeki degisiklikler yaslanma esnasinda
gozlenmistir (Tablo 2.2). Ratlar iizerine yapilan erken calismalar, H3 ve H4
histonlarinin metilasyonunun artan yasla adim adim azaldig1 goriilmiistiir (Thakur ve
Kanungo 1981). Senesens-hizlandirilmig pron fare 8 (SAMPS8) modelinin beynindeki
histonlarin posttranslasyonel modifikasyonlar1 iizerine yapilan sistematik bir
arastirma yaslanma esnasinda goriilen pek cok degisim tespit etmistir (Wang ve ark.
2010). Yash farelerin; H3 ve H4 histonlarinda 7 tane metilasyon bolgesi
bulunmustur. Bunlar i¢cinde H4K20me (lizin 20 iizerinde metile olan H4) ve
H3K36me3 (Lizin 36 lizerinde trimetile olan H3), 3 aylik farelere kiyasla 12 aylik
SAMPS farelerinin beyninde biiyiik dlgiide diisiis gostermistir. Aksine, H3K27me3,
H3K79me ve H3K79me2 bollugu, ileri yash fare beyinlerinde artis gorilmiistiir.
Yaglanmis ratlarin bobrekleri ve karacigerinde yapilan bir diger ¢alismada ise, mono
ve dimetile H4K20 seviyeleri yasla birlikte biiyiik bir degisime ugramamistir. Bunun
tersine, H4K20me3 bu dokularda yaslanma esnasinda olduk¢a artmustir (Sarg ve ark.
2002). Benzer sekilde, H4K20me3 seviyeleri yaslanan hiicrelerde artig
gostermektedir (Fraga ve Esteller 2007). Bu histon isareti, Suv4 —20hl ve Suv4 —
20h2 Histon metiltransferaz (HMTs)’larin ve retinoblastoma aile proteinlerinin (pRb,
pl07, and p130) koordine hareketi ile stabilize edilmistir (Gonzalo ve ark. 2005;
Benetti ve ark. 2007). Bu yiizden, yaslanma esnasinda bu proteinlerin
ekspresyonunda ya da aktivitelerinde olusan degisimler H4K20me3 degisimlerinin

olusumuna sebep olabilmektedir (Gonzalo 2010).
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Tablo 2.3. Yaslanma ve kanserde histon modifiye edici aktiviteler. Histon modifiye
edici aktivitelerin ana boliimleri listesi, onlar spesifik aktivitelerini ve hiicresel
fonksiyonlarmi gostermektedir (Gonzalo 2010).

Histon mpchﬁye edict Aktivite Fonksiyon
aktiviteler
Lizin Kromatin kompaksiyonu,
HDACs kalintilarinin transkripsiyonel represyon,
deasetilasyonu | heterokromatin olusumu, DNA onarimi
Lizin Kromatin agilmasi, transkripsiyonel
HATSs kalintilarmin aktivasyon, DNA onarimi,
asetilasyonu bromodomain i¢eren proteinlerin alimi
Transkripsiyonel aktivasyon (H3K4,
H3K36, H3K79),
Transkripsiyonel represyon (H3K9,
Lizin H3K27, H4K20),
HMTs 1;?;?{;1:?;? Heterokromatin birlesmesi (H3K9,
Y H4K20),
DNA onarmmi (H3K79, H4K20),
Kromodomain igeren proteinlerin alimu.

Yaslanmadaki Histon Modifikasyonlarnn | Kanserdeki Histon Modifikasyonlar

| SIRT1 ekspresyonu, H3K9, H4K16 ve | 1 SIRT1 ekspresyonu ve H4K16
p53 deasetilazlar underasetilasyonu

| H3 ve H4’1in azalan global metilasyonu
1 H4K20me3

| H3K36me3, H3K9me3, H4K20me | H4K20me3; ve Suv4-20h2 HMT nin
1 H3K27me3, H3K79me/me2 downregiilasyonu

Histon deasetilazlar1 HDACs’lar; histon asetiltransferazlari HATs’lar; histon
metiltransferazlar1 HMTs’lerdir. HMTs’ler durumunda, metile olan spesifik lizin
kalintilar1 ve onlarmn fonksiyonlar1 belirtilmistir. Yaslanma ve kanser sirasinda histon
modifikasyonlarinda gozlemlenen degisikliklerin 6zeti de sunulmustur. Yaslanma ve
kanser esnasinda, SIRT1 ekspresyonunda ve H4K20me3 seviyelerinde goriinen
degisikliklerin zit yonde ilerlemekte oldugu not edilmelidir.

Yaslanma esnasinda, spesifik genom lokuslarindaki histon
modifikasyonlarinda meydana gelen degisimler de gozlenmistir. Ornegin; polikomb
proteinleri ve ilgili represif epigenetik isaretler, ink4a/ARF lokusunun replikasyon

zamanlamasimi ve susturumunu regile etmektedir (Agherbi ve ark. 2009). Geng
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hiicrelerde, PRC2 (Polecmb Repressive Complex 2) iiyesi EZH2 (Enhancer of Zeste
Homolog 2) ve PRCI1 (Polemb Repressive Complex 1) kompleks iiyeleri Bmil (B
hiicresine 0zgii Moloney fare losemi viriisii entegrasyonu bolgesi 1) ve M33,
ink4a/ARF lokusunda yiiksek oranda ekspres edilmistir. Bu durum, ge¢ S evresi
sirasinda, lokus susturumu ve yinelenmesi ile neticelenmektedir. Yaslanma evresine
girildigi zaman PRC1 (Polcmb Repressive Complex 1) ve PRC2 (Polcmb Repressive
Complex 2) kompleksleri bu lokusta kaybolurlar ve bu H3K27me3 seviyelerinde
diisiise neden olmaktadir. Es zamanl olarak, gen 3’1 ve karisik soy 16semi geni 1
proteininin, lokusa karigmasini igeren histon demetilaz jumonji bdlgesinin
upregiilasyonu, ink4a/ARF genleri ekspresyonu ve erken S evresi siirecinde lokus
yinelenmesi ile neticelenmektedir. Bu calismalar, spesifik lokuslarin epigenetik
durumundaki degisimlerin yaslanma esnasinda Onemli bir rol oynadigini

belirtmektedir (Gonzalo 2010).

Genel olarak, yaslanma swrasinda histon kalintilarmin metilasyon
durumundaki degisimler rapor edilmektedir. Fakat bu bulgularin yaslanma
patofizyolojisi i¢in Onemi heniiz aciklanamamistir. Histon metilasyonu/
demetilasyonunun transkripsiyonel aktivasyon ya da represyonu regiile ettigi gercegi
g0z Oniinde tutuldugunda, bu isarette meydana gelen de§isimlerin yaslanma ya da
kanser gibi yaslanmayla 1ilgili hastaliklar1 toplu olarak destekleyen genleri

acabilecegini/kapatabilecegini tahmin edilmektedir(Gonzalo 2010).
2.4. Mikro (mi) RNA larin Ekspresyonu

ncRNA tiirlerinin genom fonksiyonu ve biitiinliigiindeki rolleri her gecen giin
coziilmektedir. En iyi tanimlanan ncRNA’lar miRNA’lardwr. Hiicre dongiisi
regililasyonu, farklilasmasi, apoptoz ve tiimor baskilanmasi gibi pek c¢ok farkh

fonksiyon miRNA’lara atfedilmistir (Grillari ve Grillari-Voglauer 2010) (Tablo 2.3).
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Tablo 2.4. Yaslanma ve kanserde noncoding RNA’lar [micro-RNA’lar (miRNA’lar)]
(Gonzalo 2010).

Non-coding RNAs Aktivite Fonksiyon

Hedef mRNA’larin

bozulmasi ya da Hiicre dongiisii regiilasyonu,

miRNA’lar farklilasma, apoptoz, timdr
translasyonlarinin
. supresyonu
engellenmesi
1 Yasla birlikte miRNA’larin global | Kanser siirecinde miRNA’larin
upregiilasyonu global downregiilasyonu

Spesifik miRNA’larin degisimleri
Hiicresel strese karsilik upregiilasyon
Kanser siirecinde tiimor supreséor miRNA’larm downregiilasyonu

Kanserde onkogen olarak islev goren miRNA’larin upregiilasyonu

miRNA’larin bildirilen bazi fonksiyonlariyla ilgili ve ayrica, kanser ve yaslanma
fenotiplerine etki edebilecek degisimlerle ilgili 6zet bilgi sunulmustur.

Tek bir miRNA’nin yiizlerce hedefi olabilecegi tahmin edilmekte ve bu
durum genom fonksiyonu i¢cin miRNA transkripsiyonunun karmasikligmi ortaya
cikarmaktadir. Bu miRNA’lar; mRNA’lar1 bozarak ya da translasyonu engelleyerek,
gen ekspresyonunu negatif olarak diizenlerler (He ve Hannon 2004; Liang ve ark.

2009).

Insan genlerinin yaklasik %60’mnm, siirekli artan sayidaki bir grup
miRNA’lar tarafindan kontrol edildigi ortaya atilmistir (Bartel 2009; Friedman ve
ark. 2009). Son zamanlardaki genom geneli analizler, insan genomunun %95’ inin
transkrip edildigini gostermekte ve transkriplerin biliyiik cogunlugunun kodlanmamais
oldugunu gdstermektedir (Venter ve ark. 2001; Birney ve ark. 2007). Ilging bir
sekilde, epigenetik mekanizmalar; miRNA ekspresyonunu modiile edebilirler (Saito
ve Jones 2006) ve miRNA’lar, DNA metiltransferaz (DNMTs)’lar ve histon
metiltransferaz (HMTs)’lar gibi kromatin modifiye eden aktiviteler iizerinde etki
gosterebilirler (Fabbri ve ark. 2007; Friedman ve ark. 2009). miRNA regiile eden
yasam siiresiyle ilgili ilk kanitlar C. Elegans’lar1 {izerine olan ¢alismalardan
gelmektedir (Lee ve ark. 1993). miRNA, lin-4’iin; gelisimsel zamanlamay1 ve 6mrii
kontrol eden pek ¢ok sinyal yolunu etkileyen 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan

lin-14 proteinini regiile ettigi gosterilmistir (Boehm ve Slack 2005; Hristova ve ark.
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2005). Lin-4’iin upregiilasyonunun uzun omiirliiliikteki artigin, insiilin/IGF sinyal
yolag: tarafindan ortaya ciktigi goriilmektedir. O zamandan beri, hiicrelerde bu yol
iizerindeki farkli oyuncular1 modiile eden pek ¢ok miRNA oldugu tespit edilmistir
(Grillari ve Grillari-Voglauer 2010). Gelecek c¢alismalarn bu miRNA’larin
organizmal yaslanmada bir rolii olup olmadiginin tespit edilmesi gerekmektedir. Bir
ka¢ rapor miRNA ekspresyonundaki degisikliklerle yaslanma arasinda bir korelasyon
oldugunu belirtmistir (Liang ve ark. 2009). Ornegin; karacigerde global miRNA
ekspresyonunun  dizilim  profillemesi, yaslanma sirasinda miRNA’larin

upregiilasyonunu gostermistir (Maes ve ark. 2008).

Genomik instabilitenin akiimiilasyonu, yaslanma esnasinda oldukc¢a onemli
bir faktor olarak goriilmektedir. ilging olarak, hiicresel strese karsilik olarak pek gok
miRNA indiiklenmistir ve bu durum DNA tamirinde yer alan proteinlerin
seviyelerinde diisiise neden olmaktadir (Crosby ve ark. 2009). Ozellikle, hipoksi
indiiklenebilir faktor-1 (HIF-1) miRNA’lar1 aktive etmektedir (Pulkkinen ve ark.
2008; Taguchi ve ark. 2008). Daha 6nemlisi, hipoxia indiiklii miRNA’lar, baz1 insan
timorlerinde fazla ekspres edilmektedirler ve bu durum, ncRNA’larin, yaslanma
srasinda  kansere  yatkinlikk durumundaki artig ile baglantili  oldugunu
diistindiirmektedir (Kulshreshtha ve ark. 2007). Dahasi, p53, baz1 genomik hasarlara
karsilik olarak upregiile olmaktadir. Ayrica ilging bir sekilde, p5S3 miRNA’larin
ekspresyonunu regiile etmekte ve bir yandan da miRNA aksiyonunun indirekt bir
hedefi olmaktadir (He ve ark. 2007; Park ve ark. 2009). p53’iin miRNA’lar
tarafindan regiilasyonu, bu ncRNA’lar1 genomik stabilite kontroliinde 6nemli bir

pozisyona tagimaktadir (Gonzalo 2010).
2.5. Klotho Geni ve Bu Gen Uzerinden Kodlanan Proteinler

Klotho geni ilk defa 1997 yilinda Kuro-o ve calisma arkadaslar1 (Kuro-o ve
ark. 1997), tarafindan farelerde kesfedilmistir. Bu gen bakimindan kusurlu ve Klotho
olarak adlandirilan bu fareler, 3 haftaya kadar normal gelisme gostermekte ve
akabinde gelismeleri yavaslamakta ve yaslanma belirtilerindeki artigla birlikte 8-9
hafta i¢inde 6lmektedir. Klotho fareler, tipik yaslanma fenotipleri olan ateroskleroz,
ektopik kalsifikasyon, pulmoner amfizem, deride atrofi ve osteoporoz gibi 6zellikler
gostermektedir (Kuro-o ve ark. 1997). Molekiiler diizeyde yapilan ¢aligsmalarda,

farelerde bu fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasinda 5. kromozom iizerinde lokalize
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olan genin (KL geni) normal islevini yapamadig1 goriilmiistiir (Kuro-o ve ark. 1997).
Bu gen, Yunan mitolojisine gore ii¢ kader tanrigasindan biri olan ve hayat ipligini
egiren Klotho’dan esinlenerek Klotho geni olarak adlandirilmistr (Kuro-o ve ark.

1997).

Insanda; fare KL geni ile homoloji gdsteren genin, genomda 13. kromozomun
q kolunda bulundugu tespit edilmistir (Matsumura ve ark. 1998). Bu gen tarafindan
kodlanan insan KL proteini fare proteini ile % 86 oraninda ayni amino asitlerden
meydana gelmektedir (Matsumura ve ark. 1998). Gilinlimiize kadar bu bdlgeyle
baglantili olarak, herhangi bir erken yaslanma sendromu tespit edilmemistir. Bununla
birlikte, insan yasam uzunlugu ve koroner arter hastaligini da kapsayan yas ile ilgili
hastaliklarin KL geni polimorfizmi ile baglant1 gosterdigi raporlanmistir (Arking ve

ark. 2002; Arking ve ark. 2003).

Insan KL geni, 5 ekzon ve 4 introndan olusmakta ve 13. kromozom iizerinde
yaklagik 50 kilobaz cift’lik bir bolgede bulunmaktadir (Matsumura ve ark. 1998)
(Sekil 2. 14A). KL geni lizerinden sentez edilen mRNA’larin alternatif islenmesi
sonucunda membrana bagli ve salgilanan formda iki ayr1 KL proteini sentezlenir.
Bunlardan, membrana bagli KL proteini 130 kD agirliginda 1012 amino asitten
olusan tek-gecisli bir membran proteinidir. Digeri ise, hiicrelerden ekstraseliiler
bolgeye salinan ¢oziiniir formda KL proteinidir (Matsumura ve ark. 1998; Ohyama
ve ark. 1998; Shiraki-lida ve ark. 1998) (Sekil 2. 14B ve Sekil 2. 14C). Coziiniir
formda KL proteini 549 amino asitten meydana gelir ve yaklasitk 70 kD
agirhigindadir. Membran KL proteini, aminoterminalinde kisa bir sinyal dizisi,
karboksi terminalinde ise transmembran bdlgesi tagir. Bu proteininin, yaklasik 980
amino asitlik bir kismi ekstraselliiler bolgeyi meydana getirir. Hiicre igerisinde kalan
intraselliiler bolge ise sadece 21 amino asitlik kisimdir (Kuro-o ve ark. 1997). KL
proteinin ekstraselliiler kismi, KL-1 ve KL-2 olarak adlandirilan iki internal tekrar
bolgesinden meydana gelir. KL-1 ve KL-2 bolgeleri bakteri ve bitkilere ait [-
glukuronidaz enzimlerine homolog dizileri mevcuttur (Tohyama ve ark. 2004). KL-1
ve KL-2 tekrarlar1 arasinda kalan bdlgede dort bazik amino asitlerden olusan (Lys-
Lys-Arg-Lys), proteolik kesim i¢in potansiyel hedef dizi yer alir (Wang ve Sun
2009).
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Sekil 2.14. Insan KL geni (A) ve bu gen iizerinden, alternatif islenme sonucu
kodlanan memran bagli KL proteini (B) ve salgilanan KL proteini (C) yapisi. Klotho
geninin lokasyonu ‘LocusID-NCBI’a gore verilmistir (Caglayan ve Turan 2014).

KL proteinin salgilanan formu; ekstraselliiler KL2 tekrari, transmembran
bolge ve intraselliiler bdlgeyi tasimaz. Yapilan son arastirmalarda kan ve
serebrosipinal sivilarda alternatif islenme sonucu olusan ¢o6ziliniir formdaki KL
proteinine gdore daha biiyiikk bir KL proteini tespit edilmistir (Chen ve ark. 2007).
Bunun membran KL proteininin ekstraselliiler bolgesinin ADAMI10 ve ADAM17
metalloproteaz enzimleri tarafindan kesilmesi sonucu olustugu kaydedilmistir (Wang

ve Sun 2009) (Sekil 2. 15A).
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Sekil 2.15. Transmembran KL proteinin ekstraselliller bolgesinin ADAM
metalloproteaz enzimleri tarafindan kesilmesi sonucu ¢6ziiniir formda KL proteininin
olusmasi1 (A). FGF23 hormonu i¢in KL proteinin kofaktor olarak islev gérmesi (B)
(Caglayan ve Turan 2014).

Cesitli immiinolojik testlerle, KL proteinlerinin farkli organ ve doku
hiicrelerindeki ekspresyonlar1 ve viicut sivilarindaki varliklar1 calisilmistir. Farelerde
yapilan arastirmalar sonucunda, KL proteininin baskin olarak, bobrek hiicrelerinde
ve beyinde koroid pleksus epitel hiicrelerinde sentez edildigi, bununla birlikte hipofiz
bezi, iskelet kasi, idrar kesesi, pankreas ve kolon hiicrelerinde de diisiik diizeyde
eksprese edildigi tespit edilmistir (Kuro-o ve ark. 1997; Kamemori ve ark. 2002; Li
ve ark. 2004). Insan KL proteininin de bobrek dokularmda bol miktarda sentez
edildigini, diger taraftan ince bagirsak dokularinda da KL gen ekspresyonunun
gerceklestigi bulunmustur (Wang ve Sun 2009). KL proteinin alternatif islenme ya
da ADAM metalloproteaz enzimleriyle kesim sonucu meydana gelen salgi formu;

serebrosipinal sivida, kanda ve iirede bulunmustur (Imura ve ark. 2004).

Klotho proteinin sentezini baslatan faktorlerin tamami tespit edilmemistir
ama D vitamini bu alanda Onemli bir regiilatdr olarak goriinmektedir. Proksimal
renal, distal ve toplayici kanal eksikligi bulunan hiicrelerde Klotho ekspresyonu,
(hem membrana bagli hem de salgilanan splays degiskenleri) 1,25-dihidroksi vitamin
D tarafindan regiile edilmektedir (Tsujikawa ve ark. 2003; Forster ve ark 2011).

Reporter gen analizlerine gore, D Vitaminine cevap veren aday elementler (VDREs)
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fare ve insan Klotho genleri bolgelerinde tespit edilmektedir ve transkripsiyonel

olarak aktif bolgeler olarak goriilmektedir (Forster ve ark 2011).

B-Klotho, Klotho ile %41 amino asit sekans benzerligi gdostermektedir ve
oncelikli olarak karaciger, pankreas ve adipoz dokuda mevcuttur (Ito ve ark. 2000).
B-Klotho, safra asidi iiretimini regiile etmektedir ve bu enzim aktivitesi eksikligi
bulunan fareler yliksek derecede artmis sentez ve safra asitleri ekskresyonuna

sahiptirler (Ito ve ark. 2005).

B-Klotho ayn1 zamanda FGF-21 sinyallemesinde bulunmaktadir (Ogawa ve
ark. 2007; Kharitonenkov ve Shanafelt 2008; Suzuki ve ark. 2008). Ornegin, BaF3
hiicreleri (IL-3’e yanit veren murin kemik iligi yetersizligi olan pro-B- hiicre dizisi)
FGF-21 ekspoziiriine yanit vermemektedir. Fakat B-Klotho ve FGFR1c’nin FGF-21
ile tedavi edilen BaF3 hiicrelerindeki ortak ekspresyonu, downstream sinyallemelerin
aktivasyonuna neden olmaktadwr ve bu durum FGFR substrat 2a’nin (FGS2a),

MAPK 2 ve MAPK 3’iin fosforilasyonuyla neticelenmektedir (Suzuki ve ark. 2008).

FGF-21, adipositlerki insiilin bagimsiz glukoz transportunu regiile etmektedir
(Kharitonenkov 2009). Aslinda, farklilagtirilan fare 3T3-L1 adipositleri FGF-21 ile
tedavi eldildiklerinde, artis gosteren GLUT1 ekspresyonu ile birlikte glukoz alimi
stimiile edilmistir (Kharitonenkov ve ark. 2005). Buna ek olarak, FGF-21’in
diyabetik hayvanlara sistemik verilisi, kan glukozunda ve trigliserid seviyelerinde
onemli Olciide bir diisiise neden olmustur, ayrica FGF-21°1 fazla ekspres eden
FGF21-transgenik fareleri yiliksek yagli diyetten kaynaklanan obeziteye dayanikli
olarak tespit edilmistir (Inagaki ve ark. 2005; Badman ve ark. 2007).

2.5.1. Enerji Metabolizmasinda Klotho ’nun Rolii

Fazla adipozite, insiilin direncinin ve Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM),
dyslipidaemia, hipertansiyon ve koroner kalp hastaligi gibi miiteakip metabolik
bozukluklarin gelismesiyle iligkilidir (Kissebah ve ark. 1989; Hall ve ark. 2003;
Sarafidis 2008; Yoon ve ark. 2009; Lee ve ark. 2011; Lin ve ark. 2011; Pan ve ark.
2011). Onemli olarak, hipertansiyon ve Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) gibi
obeziteyle iligkili bozukluklar viicuttaki adipoz dokularin azaltilmasiyla kismen
tyilestirilebilir. Ancak lipodistrofi hastalarinda goriinenler gibi yetersiz miktarlardaki

adipoz dokulari, obezite hastalarinda goriinen insiilin direnci, Tip 2 diyabetes
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mellitus (T2DM), dyslipidaemia ve hepatik steatoz gibi benzer metabolik
komplikasyonlara neden olabilmektedir (Garg 2004). Bu nedenle viicutta yeterli ama
asir1 olmayan miktarda adipoz dokusu, fizyolojik enerji dengesini saglamak icin

gerekli bir On sarttir (Razzaque 2012).

Adipojenez ve glukoz metabolizmasinda farkli evreler ve olaylarin
saptanmasma ragmen (Mokdad ve ark. 2004; Berger ve Moller 2002), enerji
metabolizmasmin regiilasyonunda yer alan faktorler heniiz tamamiyla tespit
edilememistir. Obeziteyi azaltmak ve onunla alakali komplikasyonlar1 en aza
indirmek icin etkili bir tedavi gelistirmenin Oniindeki en biiylik engel, enerji
metabolizmasinda yer alan 6nemli faktorlerin heniiz belirlenmemis olmasi ya da in
vivo bir sistemde yeterince tanimlanmamis olmasidir. Enerji metabolizmasinin
altinda yatan mekanizmalarin aydimnlatilmast hem biyolojik olarak hem de klinik
olarak onemlidir ¢iinkii obezite engellenebilen ancak 6liime neden olan en yaygin
ikinci etmen olarak goriilmektedir (tiitiin tirlinii tiiketmekten sonra gelmektedir)

(Mokdad ve ark. 2004).

Gegtigimiz yillarda enerji metabolizmasi alaninda asil arastirma noktasi,
peroksizom proliferatdr aktive reseptor (PPAR) ailesinin fonksiyonel olarak
tanimlanmas1 olmustur. Niikleer reseptorler PPAR-a, PPAR-8 ve PPAR-y lipid
sensorler olarak gorev almaktadirlar ve birlikte enerji metabolizmasinin regiilasyonu
icin gerekli olan g¢esitler genlerin ekspresyonunu diizenlemektedirler. Ancak
derinlemesine yalnizca PPAR-y ile Klotho iligkisi incelenmistir (Berger ve Moller
2002). PPAR-y, besin ve enerji metabolizmasmin ana transkripsiyonel regiilatorii

olarak tespit edilmistir (Kawai ve Rosen 2010; Wang 2010).
2.5.2. Adipogenez Regiilasyonu

Adipogenez, preadipositlerin yetiskin adipositlere farklilagmas1 agamasidir
(Sekil 2.16). Gegmis yillarda, adiposit olgunlagsmasini baslatmaya ve ilerletmeye
katkida bulunan bir¢ok 6nemli faktor tespit edilmistir. Bu faktorlerin disregiilasyonu,
adipoz dokunun degisen iiretimi ve dagitimiyla neticelenmektedir. Ornegin, PPAR-
v’daki (adiposit farklilagmasinin ana regiilatorii) heterozigot misens mutasyonlari,
familyal kismi lipodistrofideki hastalik fenotipine baghdir (Hegele ve ark. 2002;
Francis ve ark. 2006).
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Sekil 2.16. Klotho’nun adiposit gelisimine potansiyel etkisidir. Adipositler
MSC’lerden iki olgunlagsma asamasiyla olusurlar. WNT ve o6FosB, MSC’lerin
adipoblastlara farklilasmasinda yer alirlarken; PPAR- vy, preadipositlerin adipositlere
farklilagsmasmi yonetmektedir. Klotho potansiyel olarak hem MSC’lerin adipojenik
soy bagliligin1 hem de adipositik olgunlagsmay etkileyebilmektedir. Fakat bu roller
deneysel olarak onaylanmay1 beklemektedir (MSC: Mezenkimal Kok Hiicre)
(Razzaque 2012).

Klotho, preadiposit hiicrelerin  adiposit  hiicrelere  farklilagsmasini
destekleyerek, in vitro adipoz hiicre olgunlagmasini etkileyebilmektedir (Chihara ve
ark. 2006). Klotho’nun 3T3-L1 hiicrelerindeki fazla ekspresyonu, PPAR-y, FABP4
ve CCAAT- iyilestirici baglayict proteinleri iceren adipojenik faktorleri upregiile
edebilmektedir ve bu durum olgunlasma siirecini baslatmaktadir (Chihara ve ark.
2006). Klotho ekspresyonu PPAR-y tarafindan baslatilmaktadir (Zhang ve ark. 2008)
ve PPAR-y agonistleriyle tedavi (tiazolidindionlar gibi) renal epitel hiicre
dizilerindeki hem Klotho mRNA hem de protein sentezini artirmaktadir, Klotho’nun
bu baglatimi ya PPAR-y antagonistleri ya da PPAR-y kullanan kii¢iik etkilesen
RNA’larin susturumu tarafindan bloke edilebilmektedir. Dahasi, insan Klotho
geninin (KL) 5’-flanking bolgesi i¢cinde kanonik olmayan bir PPAR-cevap elementi
belirlenmistir. Onemli olarak, bu belirlenen bolge fonksiyonel olarak aktif
durumdadrr ve bu durum, PPAR-y agonist (rosiglitazon) tedavisinin ardindan
reporter bir genin artig gosteren transkripsiyonel aktivitesi araciligiyla
kanitlanmaktadir (Zhang ve ark. 2008). Bu artis gosteren aktivite bir PPAR-y
antagonisti (GW9662) tarafindan durdurulabilmektedir (Zhang ve ark. 2008).
Tiazolidindionlar ile tedavi edilen C57BL6 fareleri artis gdsteren bir Klotho renal
ekspresyonu sergilemislerdir (Zhang ve ark. 2008), ve ayn1 zamanda, PPAR-y’ nin

adenoviriis araciligiyla fazla ekspresyonu, bobrekte Klotho ekspresyonunu upregiile
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etmektedir (Zhang ve ark. 2008). Benzer sekilde, Klotho ekspresyonu, metabolik
sendrom modeli bir hayvan olan Otsuka Long-Evans Tokushima fatty (OLEFT)
ratlarmin  bobreklerinde azalma  goOstermistir. Fakat, troglitazon (insiilin
duyarlastiricist ve PPAR-y agonisti) ile tedavi, bu ratlarda renal Klotho
ekspresyonunu baglatmistir (Yamagishi ve ark. 2001). Bu in vitro ve in vivo sonuglar,
PPAR-y’nin Klotho ekspresyonunu artirdigini (Zhang ve ark. 2008; Zhang ve Zheng
2008; Wang ve Sun 2009) ama Klotho’nun ayni zamanda adiposit olgunlagmasi

esnasinda PPAR-y sentezini baglattigin1 géstermektedir (Chihara ve ark. 2006).

Bu deneysel gozlemler, adiposit olgunlasmasinda Klotho’nun potansiyel bir
rolii oldugunu gosteriyor dahi olsa, Klotho tarafindan etkilenmis olabilen adiposit
farklilasmas1 siirecinin regiilator adimlar1 heniiz a¢iklanamamistir, ve ayrica,
Klotho’nun, multipotent mezenkimal kok hiicrelerinin (MSCs) adipojenik bir soya
olan bagliligmn1 yonetip yOnetemeyeceginin hala deneysel olarak tespit edilmesi
gerekmektedir. Ilging olarak, kok hiicre nakli Klotho seviyelerini degistirebilir(Min
ve ark. 2007; Yamaza ve ark. 2009; Izbeki ve ark. 2010). Klotho aktivitesi (hem

KL™" hem KLkl/k) eksikligi bulunan fareler, dogal tip farelere kiyasla, abdominal
boslukta ya da deri altinda daha az farkedilebilen adipoz doku igerigine sahiptir
(Kuro-o ve ark. 1997; Nakatani ve ark. 2009a; Nakatani ve ark. 2009b).

2.5.3. Obezite Regiilasyonu

Klotho adipojenik faktdrlerin ekspresyonunu baglatiyor olmasma ragmen
coziinebilen mi ya da membrana bagli Klotho proteinin mi transkripsiyonlar1 aktif
ettigi belli degildir. KL nakavt1 (knockout) ya da knockdown’1 yoluyla genetik olarak
farelerdeki Klotho fonksiyonunu durdurmak, azalan beyaz adipoz doku
akiimiilasyonu olan zayif fareler iiretmekle ve ayni zamanda dogal tip farelere
kiyasla azalan subkutan adipoz doku tabakasi ile neticelenmistir (Kuro-o ve ark.

1997; Nakatani ve ark. 2009; Ohnishi ve ark. 2009; Ohnishi ve Razzaque 2010). Cok

diisiik bir Klotho seviyesi sergileyen KL-knockdown (KLkl/k) ferelerindeki beyaz

adipoz doku kiitlesindeki gozle goriiliir azalmaya ragmen, kahverengi adipoz doku

kiitlesinde boyle bir azalma goriilmemistir (Mori ve ark. 2000). Dabhasi, KLKVk
fareleri, onlarla ayn1 batinda olan dogal tiplere kiyasla, karacigerde azalan glikojen

miktar1 ve pankreasta diigiis gOsteren insiilin miktarma sahip olduklarni
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gostermislerdir (Mori ve ark. 2000). Benzer sekilde, KLKVk fareleri, kahverengi (1s1
inslilasyonu saglayabilen) adipoz dokularda az lipid miktar1 gostermislerdir ve

bununla birlikte diisiikk viicut sisiyla iliskilendirilen azalmis Ucpl ekspresyonu

gostermislerdir (Mori ve ark. 2000). Ozet olarak, KL-mutant KLKVK ve KL~
farelerinin diisiik adipoz doku fenotipleri (Kuro-o ve ark. 1997; Ohnishi ve ark.
2009a; Ohnishi ve ark. 2009b) ve Klotho’nun in vitro adiposit-destekleme kabiliyeti
(Chihara ve ark. 2006), bu proteinin ya adiposit olgunlasmasina ya da intraselliiler
lipid akiimiilasyonuna katkida bulunabilecegini gostermektedir. Ozellikle iskeletsel
kas ve karacigerdeki intraseliiler lipid akiimiilasyonu genellikle insiilin direnciyle
iliskilidir. Lep™"" farelerinden Klotho fonksiyonunun elimine edilmesi, KL Zep™”
cift-nakavt (double-knockout) farelerinde (Ohnishi ve ark. 2011) hepatik intraselliiler
lidip akiimiilasyonunu bastrmistir, ve bu durum Klotho’nun intraselliiler lipid
akiimiilasyonunda bir rolii oldugu ihtimalini yikseltmektedir. Klotho nun, lipid

sentezini desteklemesine ek olarak, lipid depolamasini artirip artramayacagi heniiz

acikliga kavusturulamamistir (Razzaque 2012).

Leptin eksikligi olan Lep® fareleri, yiiksek beyaz adipoz doku birikmesinden
dolay1, fazla kiloludur; bu fareler 3 haftalik olduklarindan itibaren viicut agrhigi
kazanmaya baglamaktadirlar ve 9 haftalik olana kadar dogal tip eslerinden neredeyse ii¢
kat daha agwrdirlar. Fakat, o zamana kadar KL fareleriyle melezlenen
Lep”' farelerinden Klotho aktivitesini elimine etmek, bu ortaya ¢ikartilan KL™ Lep™
cift-nakavt farelerinin viicut agirhiginda yiiksek oranda bir diisiis saglamaktadir. Benzer
sekilde retroperitoneal, mezenterik ve epididimal adipoz doku akiimiilasyonlar1
KL " Lep™™ ¢ift-nakavt farelerinde, Lep™ farelere kiyasla, daha az seviyededir, bu
durum, Klotho’nun Lep™ farelerinin asir1 adipoz doku akiimiilasyonu 6zelliginde
potansiyel bir rolii oldugunu gostermektedir (Ohnishi ve ark. 2011). Buna ek olarak,
KL farelerine verilen yiiksek yag (%60) diyeti, standart yagli (%20) diyete kiyasla,
viicut agirhiginda bir artisa yol agmamustir (Ohnishi ve ark. 2011). Bu beslenme
manipiilasyonu ¢alismasmin sonuglari KL™" farelerinin yiksek yagl diyetten kaynakli
obeziteye dayanikli olduklarimi gostermektedir (Rhee ve ark. 2006). Mevcut bilgiler
1s18inda, bu tarz deneysel gozlemlerin insanlar i¢in gecerliligini a¢iklamak miimkiin
degildir. Lep”” fareleri ve insan metabolik bozukluklar1 arasinda asil fark,
Lep™'® faresinin monogenik deneysel bir obezite modeli iken, insan metabolik

bozukluklarmin genetik gecmis, cevre ve beslenme aliskanlig1 gibi pek ¢ok destekleyici
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faktorlerinin olmasidir. Ek olarak, homozigot Lep mutasyonu, farelerde diyabetes
mellitus ile birlikte erken baslangigli morbid obeziteye sebep olmakta iken, insanlarda bu
tip baslangiglar hayat daha ileri sathalarinda olabilmektedir (Razzaque 2012).

Onemli olarak, KL~ fareleriyle melezlenen Lep™'” farelerinde Klotho’nun
genetik eliminasyonu araciligiyla obeziteyi azaltmak, ayni1 zamanda bu KL Lep™™
farelerinin kanindaki glukoz seviyesiyi azaltmistir. Bu durum, Klotho nun,
adipojenezin yani sira, glukoz metabolizmasini da etkileyebilecegini gostermektedir

(Ohnishi ve ark. 2011).
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Sekil 2.17. Klotho inaktivasyonunun fizyolojik etkileridir. a) KL-nakavt fareleri
(KL'/ ’) boyut ve agirlik olarak dogal tip farelere gore daha kiigtiktiir, bu durum kismi
olarak adipoz doku akiimiilasyonu eksikliginden kaynaklanmaktadir. b) KL-nakavt
fareleri (KL™) hipoglisemiktir. Daha diisiik insiilin konsantrasyonuna sahip
olmalarina ragmen P<0.001. ayn1 zamanda, dogal tiplerden {P<0.05 ve bu yiiksek
inslilin hassasiyetine sahip olduklarimmi gostermektedir (100 mg/dl glucose=5.55
mmol/l; 100 pg/ml insulin=0.02 pmol/l) (Razzaque 2012).

2.5.4. Glukoz Metabolizmasi

Klotho fonksiyonunun in vivo manipiilasyonu glukoz metabolizmasimni

etkilemektedir (Mori ve ark. 2000; Utsugi ve ark. 2000; Ohnishi ve ark. 2011);

KLKVK fareleri diisiik pankreatik insiilin miktarina sahiplerdir, fakat yine de artan
insiilin hassasiyetinden dolay1 hipoglisemi sorunuyla karsilagmaktadirlar (Utsugi ve

ark. 2000) (Sekil 2.18). Insiilin enjeksiyonlarinin ardindan kan glukoz seviyeleri
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KLkVk farelerinde, dogal tip kontrol Orneklerine kiyasla, yiiksek oranda diisiis
gostermislerdir (Mori ve ark. 2000; Utsugi ve ark. 2000; Ohnishi ve ark. 2011).

KL’yi fazla ekspres eden transgenik fareler (EFmKL46 ve EFmKL48) insiilin
direncinin biyokimyasal 6zelliklerine sahiptir (Kurosu ve ark. 2005). Klotho’nun
dogal tip farelerin pankreasinda diisiik oranda ekspres edildigi goriilmiistiir (Kuro-o
ve ark. 1997) ve boyle bir ekspresyonun insiilin iiretimini etkileyip etkilemeyecegi

aciklanmamistir. Dahasi, glukoneogenezi artiran bir enzim olan fosfoenolpiruvat

karboksikinaz’ i hepatik ekspresyonu KLKVK farelerinde artig gostermistir (Mori ve
ark. 2000). Alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi, metabolik sendromun hepatik
bir manifestasyonu olarak goriilmektedir ve obezite, insiilin direnci, Tip 2 diyabetes
mellitus (T2DM) ve dyslipidaemia ile yakindan iliskilidir (Anstee ve Goldin 2006;
Smith ve Adams 2011; Wree ve ark. 2011). Insan galigmalariyla uyumlu olarak
(Anstee ve Goldin 2006; Smith ve Adams 2011; Wree ve ark. 2011), obezite ve Tip 2
diyabetes mellitus (T2DM)’un hayvan modelleri c¢aligmalar1 bu hayvanlarda,
Lep®” farelerindekine benzer sekilde, hepatik yag degisim Ozellikleri gostermistir
(Haluzik ve ark. 2004; Ohnishi ve ark. 2011). Tersine, yag degisimleri, Klotho
aktivitesi bulunmayan KL Lep® farelerinin cigerlerinde goriilmemistir. Cifte-
mutant fareler, Lep™” farelerine kiyasla, cigerde daha diisiik yag akiimiilasyonuna
sahiptirler ve bu durum ¢ifte-mutant farelerdeki diisiik kan glukoz seviyeleri ile

yansitilmistir (Ohnishi ve ark. 2011).

“Lep™ fareleri

Klotho aktifligi eksikligi olan orta seviye viicut agirlikli KL
fenotipine ragmen, hepatik steatoz tamamiyle elimine edilmistir (Ohnishi ve ark.
2011). Hepatik steatoz, hepatik insiilin direncine yol agan metabolik sendromun
integral bir 6zelligidir. Bu yiizden, hepatik steatozun Klotho aktivitesinin bastirilmasi
yoluyla KL Lep®” farelerinden elimine edilmesi, daha ileri molekiiler agiklama ve
anlamaya ihtiya¢ duyan dikkat cekici bir bulgudur. Klotho aktifligi eksikligi olan
KL "Lep™ farelerinde hepatik steatozun geri dondiiriilmesinin (reversal) lokal bir
etki mi ya da sistemik bir sonu¢ mu oldugu halen belli degildir. Onemli sekilde,

KL fareleri yiiksek yagh diyetten kaynaklanan hepatik steatozun olusmasma
direnclidirler (Ohnishi ve ark. 2011).
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Sekil 2.18. Klotho’nun karaciger yapisina etkileridir. ciger kesitleri hematoksilin ve
eozin ile boyanmistir (x40 biiyiitiilmiistiir). a) Dogal tip fareler. b) KL~ fareleri. ¢)
Leptin eksikligi olan Lep®””’ obez fareler. d) KL~ Lep®”” ¢ift-nakavt fareleri. KL
eksikligi olan fare gruplarmin ciger kesitlerinin hi¢ birinde steatoz goriilmemistir
(Ohnishi ve ark. 2011; Haluzik ve ark. 2004).

2.5.5. Fosfat Metabolizmast

FGF-23, Onemli bir sistemik fosfat metabolizmasi regiilatoridir ve
Klotho’nun etkilerini gdstermesini gerektirmektedir (Razaque ve Lanske 2006;
Quarles 2008; Berndt ve Kumar 2009; Razzaque 2009a; Razzaque 2009b; Hu ve ark.
2010; Razzaque 2010; Cheng ve ark. 2011; Razzaque 2011a; Razzaque 2011b).
Serum fosfat seviyeleri, FGF-23 tarafindan indiiklenen yiiksek idrar atilimi ile
azaltilmaktadir. Klotho’nun varligi FGF-23’ilin baglama afinitesini, reseptorleri i¢in
(Kurosu ve ark. 2006; Urakawa ve ark. 2006; Goetz ve ark. 2007; Goetz ve ark.
2010), yiikseltmektedir ve bu durum, FGFR substrat 2, MAPK1 ve MAPK2
fosforilasyonuna yol agmakta ve downstream sinyalleme olaylarinin aktivasyonunu

baslatmaktadir (Kurosu ve ark. 2006; Urakawa ve ark. 2006; Goetz ve ark. 2007;

Medici ve ark. 2008; Goetz ve ark. 2010). KL ya da KLXVK farelerinde fosfat

toksisitesi olusumu, Klotho’nun in vivo fosfat metabolizmasinda 6nemli bir rolii
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oldugunu gostermektedir (Kuro-o ve ark. 1997; Osuka ve Razzaque 2012; Ohnishi
ve ark. 2011; Nakatani ve ark. 2009). Onemli olarak, X kromozomunda yer alan
endopeptidaz kodlayan genlere homolog olan Phex (fosfat regiile eden proteinleri
kodlar) eksikligi olan farelerde, FGF-23’iin fazla aktivitesiden dolay1 fazla oranda
iiriner fosfat atig1 ve ciddi hipofosfatemi olmaktadir (Sitara ve ark. 2004; Liu ve ark.
2006; Nakatani ve ark. 2009). Fakat KL™~ Phex cifte-mutant farelerinde oldukca
yiliksek FGF-23 serum seviyesi olmasma ragmen, KL nin bu Phex(fosfat regiile eden
proteinleri kodlar)-mutasyonlu farelerdeki genetik inaktivasyonu, onlarmn fenotipini
hiperfosfatemiye ¢evirmistir. Bu durum, agik bir sekilde, in vivo FGF-23 fonksiyonu
icin Klotho’nun biiyilk 6nem arz ettigini gostermektedir (Nakatani ve ark. 2009;

Razzaque 2009).

50



3. GEREC ve YONTEM
3.1 Gerec

Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi [la¢ Ve Tibbi
Cihazlar Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu’nun 16.03.2018 tarihli ve 2018/1279 sayili

kararinca onaylandu.
3.1.1. Orneklem Grubunun Olusturulmasi

Arastirma, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
aile hekimligi poliklinige miiracaat eden bireylerin, Biyokimya Laboratuarma
gonderilen kan degerleri normal olan klinik¢e saglikli kabul edilen kisiler ¢alisma
kapsamina dahil edildi. Vakalarin hastane islemleri tamamlanmis ve herhangi bir
hastaligi olmadig1 belirtilen bireyler ¢alisma kapsamina alindi. Kan degeri normal
olan ve herhangi bir hastaligi bulunmayan vakalar ile iletisim saglandi. Calismanin
kapsami, amaci, iletisim saglanan vakalara anlatilarak, kabul eden, onamlar1 alinan

bireyler ¢alismaya dahil edildi.

Bireylere oncelikle besin tiikketim siklig1 saptama formu verilerek anket
uygulandi, bu anket dogrultusunda bireylerin tiikettikleri besin miktarlar1 (g/cc) tayin
edildi. Bu anket sonucuna gore karbonhidrat beslenenler (%33 ve daha fazla
karbonhidrat tiiketenler) ve protein beslenenler (%17 ve daha fazla protein

tiiketenler) seklinde iki grup olusturuldu.
Calisma gruplar1 asagidaki sekilde olusturuldu:

1.Grup: 18-60 yas araliginda protein beslenen goniillii bireylerden her hangi
bir hastalig1 tespit edilmemis 10 kisiden olusturuldu.

2.Grup: 18-60 yas araliginda karbonhidrat beslenen goniillii bireylerden her
hangi bir hastaligi tespit edilmemis 10 kisiden olusturuldu.

Olusturulan bu iki grupta yer alan toplam 20 kisi iizerinde yapilan
calismamizda vakalarm antropometrik Olgclimlerden boy, bel, basen, kilo dlgtimleri

alindi. Kaliper ile yag kitlesi tespit edildi ve beden kitle indeksi sonug¢lar1 kaydedildi.

51



Kg/m® formiilii kullamlarak ¢alismada her birey i¢in ayri ayri beden kitle indeksi
(BMI) hesaplandi. BMI sonuglart WHO’ ya gore degerlendirildi.

3.1.2. Materyallerin Toplanmasi

Numuneler 2mL vakumlu K2EDTA’l1 tiiplere alind1. Tiiplerdeki numuneler 5
dakika alt-iist edilerek numunenin EDTA ile tam karigmas1 saglandi. Elde edilen bu
numune ImL ependorfa aktarildi ve lizerine ImL tampon ¢dzelti ilave edildi.
Calisma i¢in ayrilan bu 6rnekler -20°C’lik derin dondurucuda ¢alisma giiniine kadar

muhafaza edildi.
3.1.3. Kullanilan Kimyasallar
Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasallar;
e Blood Sv DNA Izolasyonu; Kit (Geneall, Cat No: 108-101) kullanild1.
e Hybrid R Ile RNA Izolasyonu; Kit (Geneall, Cat No: 305-101) kullanild.

® RNA izolasyonu yapilan 6rneklerden cDNA izolasyonu; Kit Hyper Script
(GeneAll Cat no: 602-105) kullanild1.

e Real Time PCR; Realamp Sybr Green Mastermix (High Rox Dye) (Cat
n0:801-051) kullanildi.

e Bisiilfit Modifikasyonu; Kit (ZYMO RESEARCH-EZ DNA Methylatio
Direct Cat No: D5020) kullanilda.

e Elde edilen bisiilfit DNA’lar ile Hot-start PCR yapildi. Kit (2x AmpMaster
Hs-Taq; Cat no: 545-002) kullanilda.

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

» Elektroforez tanki ve Gii¢ kaynagi (Life Technologies Model: 4001P).
Transillumation cihazi (GenedDirex)

Hassas terazi (BEL)

PCR cihaz1 (Appliend Biosystems Proflex)

Spin santrifiij cihazi (MRC)

YV V.V V V

Eppendorf (Biologix)
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» Real Time PCR cihazi (Applied Biosystems ve Step One Plus)
» Ayarlanabilir otomatik pipetler (ABT)

» Pipet uglar1 (10pL, 100puL, 200uL (Biologix))

» Vorteks (Mrc)

» Santriftij (24 hazneli mikro 120 Hettich Zentrifugen)

» Dijital 1s1 blogu (Benchmark)

>

Pudrasiz nitril muayene eldiveni (Perfectouch)

"_.—_"-1

Sekil 3.1. Elektroforez Tank1 ve Gii¢ Kaynagi (Life Technologies Model:4001P).
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Sekil 3.2. Transillumation Cihazi (GeneDireX).

Sekil 3.3. PCR cihaz1 (Appliend Biosystems ProFlex).
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Sekil 3.4. Real-Time PCR Cihazi (Applied Biosystems ve Step One Plus).
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3.2. Yontem

3.2.1. DNA Izolasyonu
Blood SV DNA Izolasyon Kit Protokolii (GeneAll, Cat no: 108-101)
1. 1,5ml’ lik tiip icerisine 20ul Proteinase K eklendi.
2. Uzerine 250ul numune eklendi.

3. Optional olarak: 20ul RNase A eklendi. Pipetaj yapild1 ve oda sicakliginda
2 dk bekletildi.

4. Daha sonra 200ul BL Buffer eklendi. Vorteks ve spin yapildi ve 56°C 10
dakika inkiibe edildi. Spin attirild1.

5. 200ul absolute ethanol eklendi. Vorteks ve spin yapild.
6. Mix kolona aktarildi ve 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

7. 600ul BW Buffer eklendi. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Collection
tiip yenilendi.

8. 700ul TW Buffer eklendi. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir. Collection

tiip yenilenir.
9. Bos olarak full speed 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir.

10. Kolon temiz ve etiketlenmis 1.5 ml’lik ependorf icerisine alinir. 60ul AE

Buffer eklenir. Full speed 2 dk santrifiij yapilir.
Hybrid R ile RNA Izolasyonu (Geneall, Cat no: 305-101)

1. 200ul numune tzerine 500ul RiboEx eklendi. Oda 1sisinda 5 dk inkiibe

edildi. Bu sirada hiicre igeriginin ortaya ¢ikmasi i¢in hiicre lizis edilmis oldu.

2. Uzerine 100ul kloroform eklendi. Hiicrenin agiga ¢ikan bilesenleri
kloroform sayesinde goriiniir bir faz ayrimi saglandi. 4°C” de 12.000g’ de 15 dakika
santrifiij yapildi.
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3. En iist fazda RNA igeren sivi bagka bir ependorfa alindi. Alinan sivinin
hacmi kadar RB1 Buffer eklendi. Pipetaj yapilan mix Type F kolona aktarild.
10.000g’de 30 sn santrifiij yapildi ve collection tiip yenisi ile degistirildi.

4. Uzerine 500ul SW1 Buffer eklendi. 10.000g’de 30 sn santrifiij yapild: ve

collection tiip yenisi ile degistirildi.

5. Uzerine 500ul RNW Buffer eklendi. 10.000g’de 30 sn santrifiij yapildi ve
collection tiip yenisi ile degistirildi. Herhangi bir wash buffer kalma ihtimaline karsin

10.000g’de 1 dk santrifiij yapild.
6. Kolonlar RNase-DNase free olan 1.5 ml’lik ependorflara aktarildi.

7. Uzerine 50ul RNase free su eklendi ve 1 dk oda sicakliginda bekletildikten
sonra 10.000g’de 1 dk santrifiij yapildi.

8. Ornekler -80°C’ e kaldirild:.

o RNA izolasyonu yapilan 6rneklerden cDNA izolasyonu asagidaki protokole

gore yapildi. HyperScript (GeneAll Cat no: 602-105).

Bilesenler Miktar
RNA 3ul
2X Hyperscript One-step RT-PCR master
. 10 pul
mix
Water 7 ul
55°1
85°5”
10 o0
(1 cycle)

3.2.2. Real Time PCR Protokolii

Orneklerin RT-PCR ile ekspresyonlarina bakildi. SYBR Green temelli qRT
PCR ile ¢alisma yapildi. Kontrol primer olarak ACT-B kullanild1.

Realamp Sybr Green Mastermix (High Rox Dye) (Cat no:801-051) kullanild1.
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Primerler NCBI yardimi ile dizayn edildi.

Kullanilan Primer

KLOTHO-CDNA-F: CAC AGA GGT TAC AGC ATC AG
KLOTHO-CDNA-R: CAG CAA AGT CAA CAC AGT AGG A
ACTB-F: GATGGTGGGCATGGGTCAGAAGGA

ACTB-R: CATTGTAGAAGGTGTGGTGCCAGAT

PCR BILESENLERI Miktar PCR KOSULLARI
Eva Green Mix 6uL 95°C 10 dakika
F(10pm) IpuL 95°C 15saniye
R(10pm IpuL 60°C 40 saniye
(10pm) a y %40
ROX IpuL 95 15 saniye
cDNA 2ul 60 1 dakika
. MELT
WATER ouL 95 15 saniye CURVE
TOTAL 20uL

Calisma; Applied Biosystems StepOnePlus cihazi ile yapild1.

Klotho geninin ekspresyon kantifikasyonu ACTB geni referans olarak
kullanilip kontrol gurubuna gore normalize edilmistir. Relatif kantifikasyon

hesaplamasi olan “2-AACT Yontemi” kullanildi.

Real time PCR islemi sonucunda elde edilen deger Ct (threshold cycle)

degeridir. PCR iiriinlerinin miktarindaki ilk 6nemli artis1 ifade eder.

e Her bir 6rnege ait, her bir genin Ct degerleri, o 6rnegin housekkeping Ct

degerinden cikartilarak delta siklus esigi (ACt) degerleri hesaplandi.

e Daha sonra her bir bireyin ACt degerleri kontrol grubunun Ct degerinden

cikartilarak deltadelta siklus esigi (AACt) degerleri hesaplandi.

e Son olarak; her bir genin ne kadar eksprese oldugunu hesaplamak i¢in, son

degerin baslangica olan orani alinarak (fold change) 2-AACt degeri belirlendi.
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3.2.3. Bistiilfit Modifikasyonu

(ZYMO RESEARCH-EZ DNA Methylation-Direct Cat No: D5020)
kullanilarak bisiilfit modifikasyonu yapildi.

Hazirlik

A. Ct Conversion Reagent’in Hazirlanigi; Ct Conversion Reagent’in igerisine
750 pl distile su ve 210 pl M- Dilution Buffer eklendi ve aralikli olarak 1-2 dakika

vortekslendi. Toplam vortekslenme siiresi 10 dakikadir.

B. M-Wash Buffer’m Hazirlanmasi; M- Wash Buffer konsantresine 24 ml
%100 ethanol eklendi.

Protokol

1. 1,5 ml’lik ependorflarda bulunan DNA Orneklerinin lizerine 5 pl M-
Dilution Buffer eklendi ve distile su ile total hacim 50ul’ ye tamamlandi ardindan

pipetaj yapildi (6rn; 14 pul DNA 6rnegi, 5 pul M-Dilution Buffer, 31 pl distile su).
2. Ornekler 37 °C’ de 15 dakika inkiibe edildi.

3. 15 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra her bir 6rnege CT Conversion

Reagent eklendi ve hafif¢ce vortekslendi.

4. Ornekler 151k almayan bir ortamda 50 °C de 12-16 saate inkiibe edildi (CT
Conversion Reagent 1518a duyarhdir, bu yiizden miimkiin oldugu kadar 1siktan uzak

tutulmalidir).
5. Ornekler 10 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.
6. 400 ul M-Binding Buffer eklendi ve pipetaj yapild1.

7. Ornekler Zymo-Spin I kolona yiiklendi ve kolon 2 ml’lik collection tiiplere
yerlestirildi.

8. 15-30 saniye hizlica santrifiij edildi (=10.000g). Collection tiipte biriken
sivt bosaltild1 (Collection tiipiin kapasitesi 800 pl oldugu icin bosaltilmast gerekir

aksi takdir de kontaminasyon riski olusabilir).
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9. 200 pul M-Wash Buffer eklendi. 15-30 saniye hizlica spin atildi.

10. 200 pl M-Desulphonation Buffer eklendi ve kolonlar 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi (20-30 °C). Inkiibasyondan sonra 15-30 saniye hizlica spin atild1.

11. 200 pl M-Wash Buffer eklendi. 15-30 saniye hizlica spin atildi. Daha
sonra yeniden 200 pul M-Wash Buffer eklendi ve 30 saniye spin atildi (M-Wash
Buffer kalintilarinin tamamen uzaklastirilmasi i¢in bu son yikamada spin stiresi biraz

uzun olabilir).

12. Kolon matriksine dogrudan 10 pl M-Elution Buffer eklendi ve kolon 1.5
ml lik ependorf tiipe yerlestirildi. Kisa bir spin ile DNA elue edildi. Bu islem 2 kez
tekrarland1 ve total de 20 ul DNA elde edildi.

13. DNA kullanima hazir hale getirildi. Zymo arastirmalarinda her bir PCR

reaksiyonu icin 2-4 ul DNA kullanilmas1 dnerilmektedir.

Primer Dizayni
KLOTHO-U-F: AGA GGA TGT GTG GTA GGT AAA GAG
KLOTHO-U-R: ACA AAC CAA AAC TAC CTC CAC CCT
KLOTHO-M-F: AGA GGA CGC GCG GTA GGT AA
KLOTHO-M-R: ACG AAC CGA AAC TAC CTC CGC
Klotho metile primerin baz biiyiikliigii= 357 bp
Klotho unmetile primerin baz biiylikliigii=260 bp

Elde edilen bisiilfit DNA’lar ile Hot-start PCR yapild1 (2x AmpMaster Hs-
Taq; Cat no: 545-002).

Bilesenler Miktar
Hs-Taq 10ul
Primer Mix 2ul
dH,O 6ul
DNA 2ul
Total 20ul
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95° 15dk

95° 45sn 40 cycle
56° 40 sn

72° 30 sn

72°  5dk

10° -

Pcr iiriinleri %2’lik agaroz jelde 100 V’da 35 dk yiirtitiildii.

Nzytech agarose 1.2¢g
Nzytech TBE 60ml
Nzytech Green Safe Premium 2ul

\\

)

Sekil 3.6. DNA izolasyonu i¢cin numunelerin hazirlanmasi.
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Sekil 3.8. Numunelerde DNA izolasyon calisilma siireci.
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Sekil 3.9. RNA izolasyonu i¢in numunelerin hazirlanmasi.
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Sekil 3.10. Numunelerin vortekslenmesi.
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Sekil 3.12. Numunelerin santrifiij cihazina yerlestirilmesi.
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Sekil 3.13. RT-PCR calismasi i¢in numunelerin hazirlanmasi.
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-PCR dizaynina gore plate’e aktarilmasu.

Sekil 3.14. Numunelerin RT
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Sekil 3.15. RT-PCR calmismas1 i¢in numuneler plate aktarildiktan sonra plate’te
hava bosluklarinin giderilmesi.
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Sekil 3.16. Numunelerin RT-PCR’de ¢aligilmasi.
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Sekil 3.17. Bistilfit modifikasyon ¢alismasi i¢in numunelerin hazirlanmasi.

Sekil 3.18. PCR calismasi i¢in numunelerin hazirlamasi.
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Sekil 3.19. PCR cihazinda numunelerin ¢alisiimasi.
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3.3. Antropometrik Analizler
Boy uzunlugu, bel, beden kitle indeksi, kilo ve kaliper 6lgtimleri alindu.

Beden Kitle Indeksi (BMI): Denklemine gore [viicut agirhgi (kg) / boy
uzunlugu (m?)] hesapland. BMI sonuglart WHO’ya gére degerlendirildi ve obez
bireyler calismaya dahil edilmedi.

WHO’ya gore;

18.5 kg/ m” “nin altinda olanlar zayif

18.5-24.9 kg/ m” arasinda olanlar normal kilolu

25-29.9 kg/ m” arasinda olanlar fazla kilolu

30-39.9 kg/ m” arasinda olanlar obez kabul edilmektedir.

Kaliper Olgiimii: Olgiimler sag koldan ve ii¢ kez 6l¢iildii. Birinci ve ikinci
Olciim arasinda %35’ten fazla fark var ise iigiincli kez 6l¢iildii. Degerlendirme igin

Ol¢timlerin ortalamasi hesaplandu.
3.4. Istatistik Analiz

Numunelerden elde edilen veriler toplandiktan sonra istatistik paket programi
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for 16.0 bilgisayar programina
aktarildi. Gruplar aras1 karsilastrma icin Mann-Whitney U-testi kullanildi.
Degiskenlerin birbiri ile iligkisi Pearson korelasyon analizi ile incelendi. Tim
analizlerde 0.05°den kiiclik p degerleri (p<0.05 ) istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

4. BULGULAR
4.1. Analiz Sonuclar: ve Istatiksel Degerlendirme

Bisiilfit modifikasyonu sonucu elde edilen bant goriintiileri;
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Sekil 4.1. Ust kisimda metile alt kisimda unmetile primerleriyle calisilan 6rnekler yer almaktadir. Ornek sirasi alt sira iginde gegerlidir




16 UC WG 15 16 UC WC MC MC UC WC

Sekil 4.2. MC-15-16 numarali 6rnekler metile primer ile UC-WC-15-16 numarali 6rnekler unmetile primer ile UC-WC-MC kontrol DNA
kontrol primer setleri ile son 3 sirada yer alan MC-UC-WC bisiilfit DNA’lar kontrol primer setleri ile ¢alisildi.
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Sekil 4.3. ik grup metile diger grup unmetile primerleri ile ¢alisildi.




Sekil 4.4. Unmetile kontrol DNA ve 12 numarali 6rnekler Klotho M ve U primerlerine ait jel goriintiisii.




Tablo 4.1. Diyet yag %, diyet karbonhidrat %, BMI ve kolestrol ile metilasyon %
arasindaki korelasyon degerleri.

Yag % Karbonhidrat % BMI Kolestrol mg
Metil
ehasyon Pearson 765 778 712 556
% Correlation
P .005 .004 .01 0,04
N 10 10 10 10
Tablo 4.2. BMI ile metilasyon % arasindaki korelasyon degerleri.
BMI
Pearson Correlation -.635
Metilasyon
P .024
%
N 10
grup: karbonhidrat
e Mean = 38 32
Std. Dev. = 15.567
M=10
2—-
=
o
c
@
=]
o
2
w

N

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

Metilasyon_%

G0.00

T0.00

Sekil 4.5. Karbonhidrat beslenenlerde vakalardaki % metilasyon dagilima.
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grup: protein

25 Mean = 32 .89
Std. Dewv. = 9.424
M=10

2.0

1.5

Frequency

1.0 /

/ i

T
10.00 20.00 30.00 40.00 S0.00

0.0

Metilasyon_%

Sekil 4.6. Protein beslenenlerde vakalardaki % metilasyon dagilimu.

grup: karbonhidrat

37 Mean = 9.86
Std. Dev. =1 672
N=10
2—-
=
[+
=
a
=
o
[ 1]
| .
L
1 /
o
7.00 5.00 .00 10.00 11.00 12.00 13.00
Klotho dCt

Sekil 4.7. Karbonhidrat beslenenlerde Klotho ACt dagilima.



grup: protein
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Sekil 4.8. Protein beslenenlerde Klotho ACt dagilima.

70.00

60.007

50.00

4000

Metilasyon_%

30.00

20.007]

10.007

T T
karbonhidrat protein

grup

Sekil 4.9. Karbohidrat ve Protein grubunun metilasyon % degerleri grafigi. Gruplar
arasinda fark P=0.004 bulundu.
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Karbonhidrat grubunda,

Yag % ile metilasyon % arasinda ¢ok kuvvetli anlamli ve ters bir korelasyon

saptandi (r= -0.765, p= 0.05).

Karbonhidrat % ile metilasyon arasinda ¢ok kuvvetli ayn1 yonli korelasyon

saptandi (r= 0.778, p= 0.004).

BMI ile metilasyon % arasinda kuvvetli ayn1 yonlii anlamli bir korelasyon

saptandi (r=0.712, p=0.01).

Kolestrol % ile metilasyon % arasinda kuvvetli ters yonlii anlamli bir

korelasyon saptandi (1= -0. 556, p= 0.04).
Protein grubunda;

BMI ile metilasyon arasinda kuvvetli anlamli ters korelasyon vardir (r= -

0.635 p=0.024).

Klotho geni ACT her iki grupta da anlamli korelasyon yoktur.

13.00=

12.00

11.00

10.00—

Klotho dCt

9.00—=

5.00=

¥.00—

T T
karbonhidrat protein

grup

Sekil 4.10. Karbohidrat ve Protein grubunun Klotho ACt degerleri grafigi. Gruplar
arasinda fark P>0.05 bulundu.
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5. TARTISMA

Bir¢ok c¢alisma sonucu, Klotho (KL) geninin memelilerde yaslanma
siireclerinde ve yaslanmayla ilgili hastaliklarda 6nemli bir fonksiyonu oldugu tespit
edilmistir. Klotho protein seviyesinin azalmasiyla yasliliga benzer fenotipler ortaya
¢ikmaktadir (Kuro-o ve ark. 1997). Ilging olami ise, Klotho geninin az miktardaki
dokularda sentezlenmesine karsin, Klotho geninin hasarlari, tiim dokularda ve
organlarda pekcok yasliliga benzer fenotiplerin goriilmesini saglamaktadir (Kuro-o

ve ark 1997).

KL geni fazla eksprese edilmesi ile dmiir uzunlugu yilizde yirmi ila otuz
oraninda yiikselmektedir (Kurosu ve ark. 2005). Klotho proteininin ¢ok miktarda
sentezlenmesi, anlamli olarak oksitatif strese diren¢ kazandirarak yaslanma siirecini

yavaglatmakta ve 6mrii uzatmaktadir (Kuro-o 2008).

Anormal DNA metilasyon yapilari, genomik kararsizlik ve artan mutasyon
oranlarina baglh olarak, 6zellikle kanser olmak {izere bircok hastaligin 6zellikleriyle

iliskilidir (Lengauer ve ark. 1997; Chen ve ark. 1998).

Rat beyninde ve kalbinde yapilan onemli ¢alismalar ile, yaslanma esnasinda
DNA metilasyonunda genel olarak bir diisiis oldugu gosterilmis (Vanyushin ve ark.
1973) ve bu daha sonradan rat, fare ve ineklerden alman farkli dokularda (Romanov
ve Vanyushin 1981), Kkiiltirde yetistirilen fare, hamster ve insan primer
fibrobalstlarinda (Wilson ve Jones 1983), insan lenfositlerinde (Drinkwater ve ark.
1989) ve periferal kan hiicrelerinde (Fuke ve ark. 2004; Bjornsson ve ark. 2008) de
dogrulanmistir. Celigkili olarak, yaslanma sirasinda c¢esitli spesifik lokuslar normal
dokularda hipermetile hale gelmektedir (Fraga ve Esteller 2007). Bunun tersine, yeni
doganlardan yashlara kadar farkli yas gruplarina ait bireylerden alman T-
lenfositlerini  kullanan bir ¢alisma, artan yasla birlikte lokuslarin %1 inin
hipermetilasyonunu gdstermistir. Baska dokularda da bu lokuslarin DNA

metilasyonunda kiyaslanabilen degisimler goriilmiistiir (Tra ve ark. 2002).

Benzer sekilde, insan serebral korteksinde DNA metilasyonundaki
degisimleri inceleyen bir calismada, incelenen 50 lokusun 8’inde sitozin
metilasyonunda belirgin bir artis oldugunu gdstermistir (Siegmund ve ark. 2007).

Yaslanma aninda hipermetile olan spesifik gen ornekleri; Ostrojen reseptorii (ER)
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(Issa ve ark. 1994), insiilin benzeri biiylime faktori-11 (IGF-11) (Issa ve ark. 1996),
p14”*F (Shen ve ark. 2003), P16™** (So ve ark. 2006), E-cadherin (Bornman ve ark
2001), c-fos (Choi ve ark. 1996) ve kolajen al’i (Takatsu ve ark. 1999)
kapsamaktadir. {lging bir sekilde, bu promoterlerin pek ¢cogu, tiimdrogenez esnasmda
hipermetile olmuslardir ve bu durumun yasla birlikte kansere yatkinlikta olan artista
bir rolii oldugunu gostermektedir (Gonzalo 2010). Bu durum genomun global
hipometilasyonu, spesifik gen promoterlerin artmis metilasyonuyla birlikte yaslanma
siirecine eslik ettigini gostermektedir (Esteller 2008; Calvanese ve ark. 2009).
Yaglanma siirecinde DNA metilasyon yapilarinda meydana gelen bu degisikliklerin
arkasindaki molekiiler mekanizmalar belirsiz durmaktadir. DNA metiltransferazlari
(DNMTs) transkripsiyonel kontroliiniin, yash ve donistiiriilmiis insan
fibroblastlarinda degisiklige ugradigi gozlemlenmistir (Casillas ve ark. 2003). DNA
metilasyonunda genel capta diisiislin, yaslanma esnasinda heterokromatik alanlarda
DNMT1 aktivitesinin etkinligi diizenli azalmadan kaynakli olabilece§i One
stiriilmiistiir (Casillas ve ark. 2003; Fraga ve Esteller 2007). Fakat bunun aksine,
spesifik promoter CpG adaciklarinin hipermetilasyonu, denovo DNMTs’lerin
overekspresyonundan da kaynaklanmis olabilmektedir. DNMT3b’nin upregiilasyonu,
ozellikle, kiiltlir edilen fibroblastlarda gézlemlenmistir (Casillas ve ark. 2003; Fraga

ve Esteller 2007).

Fakat cesitli calismalar (Ten Eleven Translokasyon) TET enzimlerinin; 5-
metilsitozinin, 5-formil sitozine ve 5-karboksil sitozine doniisiimiinii katalize ederek
hem global hem de lokusa 6zgii DNA demetilasyonunda yer aldigini gostermektedir.
Bu modifiye olmus sitozinler, daha sonra timin-DNA glikosilaz tarafindan baglatilan
DNA baz eksizyon tamiri ile tamamen ¢ikarilmaktadir (He ve ark. 2011; Ito ve ark.
2011; Nabel ve Kohli 2011). Genom geneli DNA metilasyonu dinamikleri, DNMT]1,
DNMT3a ve DNMT3b gibi DNA metiltransferazlar1 (DMNTs) tarafindan regiile
edilmektedir (Wilson ve ark. 1987; Singhal ve ark. 1987; Wilson ve Jones 1983).
Eksizyon Tamir Mekanizmalarinda DNA’daki hasarli bazlarm bulundugu
oligoniikleotid parcasi ¢ikarilarak bu bdlgelerin dogru bazlar ile doldurulmasi ve
meydana gelen boslugun ligasyonlarla kapatilmasi temel prensipdir (Sancar ve ark.
2004; Sancar ve Reardon 2004). Tamir basamaklar1 tiim tiirlerde ayni olup, tamirde
islev goren proteinler ve sayilari tiirlere gore cesitlilik gostermektedir (Huang ve ark.

1992; Sancar ve Rupp 1983; Ogriing ve ark. 1998).
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Bizim ¢alismamizin analiz sonucunda ise; protein beslenen bireylerin Klotho
geni metilasyon yiizdesinin, karbonhidrat beslenen bireylerin Klotho geni metilasyon
yiizdesinden daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli
korelasyon bulunmustur ve Sekil: 4.9 da grafik olarak belirtilmistir. Bu durum bizi
protein tiiketim orani arttik¢a Klotho geni metilasyon diizeyinin azaldigi sonucuna

ulastirmaktadir.

Yasla birlikte DNA metilasyonu degisikligindeki artis, ilk olarak monozigotik
ikizlerde fark edilmistir (Fraga ve ark. 2005; Martin 2005; Poulsen ve ark. 2007;
Kaminsky ve ark. 2009; Martino ve ark. 2011). Bu ¢alismalar, ayn1 zamanda, DNA
metilasyonunun 6miir boyu devamlilikta azalan bir tutarlilik gosterdigi ve bu ylizden
DNA metilasyonunda genel bir azalmayla birlikte bireyler aras1 degiskenlikte bir
artiga sebep oldugu fikrini desteklemislerdir (Meaghan ve ark. 2015). Yeni dogan
kanindaki DNA metilasyon seviyeleri, hayat boyunca gozlenen diger cogu
bolgelerden daha azdir (Martino ve ark. 2011; Wang ve ark. 2012). Hem kan hem de
bukkal epitelyal hiicrelerde, monozigotik ikizler arasindaki DNA metilasyonunun
yasamin ilk senesinde daha degisken oldugu gosterilmistir (Martino ve ark. 2011,
2013). Bu olgu, paylasilan prenatal ¢evrenin, ¢ocuklar arasinda yiiksek derecede
epigenetik benzerlik sagladigini gdstermektedir, oysaki postnatal cevrede izlenen
degisiklikler dogumdan sonra epigenetik farklilik ile sonuglanir (Martino ve ark.

2011).

Hollanda’da pospartum donem beslenmenin bebeklerde daha sonra goriilen
rahatsizliklara etkisi, 1944 yilinda “Dutch Hunger Winter (Hollanda Ag¢lik Kis1)”
olarak bilinen kitlik vakasinda ortaya ¢ikmistir. Goriilen vakada anne adaylar1 birinci
trimesterda kitlik sebebiyle besin bulamamis ve bu kitliktan yeni dogan c¢ocuklarin
kilolar1 etkilenmemistir. Ancak yetiskinlik doneminde kithik gérmeyenlere gore
yiiksek diizeyde sismanlik ve kardiyovaskiiler hastaliklarin goriilme olasiliklari
artmigtir. Halbuki kithga maruz kalan ikinci ve tglincli trimesterdaki anne
adaylarinin yeni dogan bebekleri kilo olarak zayif diinyaya gelmislerdir ve bu
kisilerde insulin direnci ve yliksek tansiyon goriilme olasiliklarida artmistir (Painter
ve ark. 2005). Insulin direnci, yiiksek tansiyon gibi riskler yalnizca annenin

pospartum doneminde besin kitlig1 maruziyeti sonucu fenotipik degisimler olmayip
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asir1 beslenmeyle baglantili, metabolik rahatsizliklarin gelisme riskinide arttwrmustir

(Swriken ve ark. 2018).

Son yillarda yapilan bagka bir calismada ise, beslenme iizerine hayvanlar
iizerinde arastirmalar gerceklestirilmistir. Gebeliklerinde yada erken pospartum
doneminde enerji bakimmdan esit kalori degerine sahip proteinden fakir beslenen,
global beslenme kisitlanmasi yada yag orani fazla beslenmeyle rat ve fare lizerinde
arastirmalar gercgeklestirilmistir. Ayr1 beslenme aliskanligina sahip annelerin
yavrular1 sismanlik, insulin direnci, yliksek tansiyon, yiiksek serum kolestrol
seviyeleri dahil kardiyometabolik rahatsizliklarinin farkli 6zellikleri goriilmiistiir.
Ornek verecek olursak; gebeliklerinde proteinden fakir besin tiiketen ratlarin
bozulmus glikoz metabolizmas1 (Burns ve ark. 1997), dolasim sistemi problemleri
(Torrens ve ark. 2002; Siriken ve ark. 2018), immun sistemi problemleri (Siriken ve
ark. 2018), serbest radikal (Langley-Evans ve Sculley 2005), yiiksek yag deposu ve
nutrisyon kiiltiiriinde farkliliklar goriildii. Annelerin beslenme tarzi ile dmiirlerinin
ilk yillarinda fizyolojik degisimlere ugrayan c¢ocuklarin fizyolojisindeki geri
donilistimii olmayan degisim, metabolik yolak aktivitelerindeki homostazis denge
siirecinde gen ekspresyonundaki uzun stireli degisiklikleri baslattigini1 ve bu yiizden
ifade ettigimiz istenmeyen degisimlerin meydana geldigi goriilmektedir (Lilycrop ve

Burdge 2012).

Ileri ¢ocukluk ¢ag1 ve addlesan donemi boyunca DNA metilasyonundaki
degisikliklerle ilgili az sayida ¢alisma bulunmakla birlikte, yasamin ilk birkag¢ yili
genis oranda incelenmistir. Insan gelisiminin bu dénemini inceleyen ¢alismalar,
DNA metilasyon seviyelerinin hizla yiikseldigini ve daha sonrasinda bu seviyenin,
hem beyinde hem de kanda yetiskinlige girmeyle birlikte sabit konuma geldigini
gostermektedir (Alisch ve ark. 2012; Lister ve ark. 2013). Yetiskinlikten ileri yasa
dogru, kandaki genel DNA metilasyonu seviyeleri stabil kalmakta iken, bireyler arasi
degiskenlik bu zaman i¢inde artmaktadir (Talens ve ark. 2012; Weidner ve ark.

2014).

Yetiskinlik sonrasi pek ¢ok calismada, kan DNA metilasyonunda artan yasla
birlikte ciddi bir azalma tespit etmistir (Bjornsson ve ark. 2004; Boks ve ark. 2009;
Heyn ve ark. 2012; Horvath ve ark. 2012; Hannum ve ark. 2013; Johansson ve ark.
2013; Florath ve ark. 2014; Weidner ve ark. 2014). Yasla birlikte DNA metilasyonu
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kazanan bolgeler; CpG adalar1 acisindan daha zengin durumdayken, CpG adacigi
olmayan alanlar yagsla birlikte DNA metilasyonu kaybma ugramaya yatkindir
(Rakyan ve ark. 2010; Heyn ve ark. 2012; Horvath ve ark. 2012; Florath ve ark.
2014; Weidner ve ark. 2014). Bu bulgular ilging bir yap1 sergilemektedir; promoter
iligkili CpG adaciklar1 gibi genel olarak diisiik DNA metilasyonu gosteren bolgelerin,
yasla birlikte metilasyonu yiikseltme egilimi varken; Intergenik adacik igermeyen
CpGs’ler gibi DNA metilasyonu yiiksek bolgeler, yasla birlikte metilasyon kaybi1
yasamaya yatkindir. Cogu CpGs’ler, CpG adaciklar1 disinda bulundugu ve yiiksek
Olgtide metile olduklar1 i¢in, bu durum, daha sonraki yasam i¢inde genel bir DNA
metilasyon kaybina ve bunun yani sira DNA metilasyon seviyelerinde yasla birlikte
bir kayma egilimine neden olmaktadir (Saxonov ve ark. 2006; Weber ve ark. 2007;
[llingworth ve Bird 2009; Hannum ve ark. 2013; Teschendorff ve ark. 2013; Weidner
ve ark. 2014).

Genel olarak, bircok doku, hayatin erken evrelerinde ortalama DNA
metilasyonundaki artis yapisiyla ve hayatin sonraki evrelerindeki asamali diisiisle
uyumludur (Grdnniger ve ark. 2010; Ong ve Holbrook 2014). Ornegin; ¢ogu ¢alisma,
beyin bolgelerinin, hayatin erken evrelerinde DNA metilasyonunda hizli degisimler
gostererek ve sonrasinda hayat boyunca gitgide yavasladigini gostererek bu yapiyi
takip ettigini gostermektedir (Horvath ve ark. 2012; Numata ve ark. 2012; Lister ve
ark. 2013).

DNA metilasyonunun dikkate deger bir 6zelligi de, dis faktorler tarafindan
modifiye edilebilir ve bazi durumlarda ortaya c¢ikan belirtiler hiicre bdliinmeleri
yoluyla aktarilabilir. Kalitsallik ve uyaranlara kars1 bu tepki dengesi, 6miir boyunca
biriken ¢evresel faktorlerin kalici izlerini tagiyan essiz bir mekanizma olusmas ile

sonuclanir (Cortessis ve ark. 2012; Feil ve Fraga 2012).

Yaptigimiz ¢alismada Klotho geni metilasyon diizeyi ile beslenme aligkanlig1
arasindaki iligkinin arastirilmasi kapsaminda karbonhidrat beslenenler %33 ve daha
fazlasi, protein beslenenler %17 ve daha fazlasi seklinde olusturulan orneklem
grubumuzun analiz sonuglarinda: Karbonhidrat grubunda; diyette yag ve kolestrol
yiizde miktar1 arttikca Klotho geni metilasyon diizeyi azalmistir, karbonhidrat ylizde
miktari arttikga Klotho geni metilasyon diizeyi artmistir ve beden kitle indeksi (BMI)

arttikca Klotho geninde metilasyon diizeyi artti§i bilgisine ulagilmistir. Protein
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grubunda ise; beden kitle indeksi arttikca Klotho geninde metilasyon seviyesinin

azaldigi bilgisine ulagilmistir.

Baska bir calismada ise; kalic1 bir iz biraktigir gosterilen spesifik bir maruz
kalma 6rnegi olarak sigara dumani, hem i¢enlerde hem de icen kisilerin ¢ocuklarinda
AHRR lokusundaki DNA metilasyonunda degisikliklere sebep olmaktadir (Saxonov
ve ark. 2006; Monick ve ark. 2012; Joubert ve ark. 2012; Shenker ve ark. 2013; Sun
ve ark. 2013; Elliott ve ark. 2014; Shah ve ark. 2014; Lee ve ark. 2015). Sigara
icmeyle iligkili DNA metilasyon degisiklikleri, ayn1 zamanda, kalp hastaligi ve felg
gibi yasla ilgili hastaliklar riski tasimakta, 6nemli adaylar olan inflamatuar aglarda
bulunan genlerde de tespit edilmistir (Breitling ve ark. 2012; Dogan ve ark. 2014).
Sigara kullananlarda akciger kanserlerine neden olan benzo(a)piren guaninin neden
oldugu DNA hasari, polisiklik karsinojenler, hepatik kanserlerine sebep oldugu
goriilen asetilaminofluoren guaninin meydana getirdi§i DNA hasari, Niikleotid
Eksizyon Onarim (NER) mekanizmasiyla tamir edilmektedir (de Baer ve
Hoeiymakers 2000; Friedberg ve ark. 1995; Sancar 1996; Petit ve Sancar 1999;
Sancar ve Reardon 2004). Eksizyon onarimi mekanizmalarinin ayni zamanda
oksitleyici ve alkillestiren ajanlar ile olusan kiigiik baz lezyonlarin onariminda, baz
eksizyon tamir mekanizmasinin yeterli olmadigi durumlarda da etkisinin bulundugu
saptanmistir(Sancar 1996; Reardon ve ark. 1997; Petit ve Sancar 1999; Sancar ve

Reardon 2004).

KL proteininin fonksiyonlarmi tespit etmek maksadiyla pek cok arastirma
yapilmistir. Yapilan arastirmalar neticesinde, KL proteininin hiicrelerde ¢ok farkli
gorevlerde yer aldigi goriilmiistiir. Membran KL proteinleri, fibroblast biiyiime
faktorii reseptorleriyle tetramerik kompleks gerceklestirir ve FGF-23 i¢in koreseptor
fonksiyonu bulunmaktadir (Kurosu ve ark. 2006; Urakawa ve ark.2006; Goetz ve
ark. 2010). KL proteinleri, kalsiyum-fosfat regiilasyonlarinda islevi olan hormonlarla
(paratiroit hormon, fibroblast biliylime faktorii-23 ve 1,25 —(OH)2 vitamin D3)
beraber viicut mineral homeostazisinde gorev almaktadwr (Hu ve ark. 2073). KL
proteini noksanligi kronik bobrek rahatsizligi, kemik erimesi ve kardiovaskiiler
komplikasyonlar seklinde insan viicudunda hastaliklara neden olmaktadir (Ogata ve

ark. 2002; Arking ve ark 2003; John ve ark. 2011).
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Lee ve ark.(2010) yaptiklar1 arastirmada insanlarin Klotho geni upstreaminde
CpG dizilerinin fazla oldugunu gérmiislerdir. Elde edilen bu sonu¢ Klotho (KL) gen
anlatim1 kontrollerinde epigenetigin etkin oldugunu diisiindiirtmektedir. Ote yandan,
kanserlesmelerde DNA metilasyonu etkisini belirten arastirmalar bulunmaktadir
(Enokida ve Nakagawa 2008; Chin ve ark. 2011; Catalano ve ark. 2012; Dubuc ve
ark. 2012; Gigek ve ark. 2012; Khare ve Verma 2012). Giincel arastirmalarda Klotho
Geni’nin, IGF 1 yolunun inhibasyonuyla kanserlesmeye etki edebilecegi goriilmiistiir
(Wolf ve ark. 2008). Mide kanserli bireylerle gergeklestirilen arastirmada, kanserli
bireylerin yiizde kirkaltisinda Klotho (KL) gen promoterlerinde metilasyon
gortiliirken, kansersiz bireylerde saglikli mide dokularinda metilasyon goriilmemistir
(Wang ve ark. 2011). Sonug olarak mide kanserlerinde Klotho geni, inaktive olmus
yeni epigenetik timor baskilayict gen oldugu bilgisine ulagilmistir (Caglayan ve

Turan 2014).

Gergeklestirilen diger arastirmalarda, mide mukozasi ve kolondaki saglikli
hiicrelerde Klotho geni promoter metilasyonu normalken malingniteye doniisiimiinde
metilasyon miktariin yiikseldigi bilgisi edinilmistir (Lee ve ark. 2010; Pan ve ark.
2011; Wang ve ark. 2011; Rubinek ve ark. 2012). Sun ve ekibi (2012) tliremik
hastalarla gerceklestirdikleri arastirmada, iiremik toksidite birikimine bagli DNA
metiltransferaz (DNMT) enzimleri miktarmin ¢ogaldigin1 ve Klotho geni CpG
adalarindaki metilasyon miktarindaki yiikseligle beraber Klotho protein sentezinin
diistiigi  bilinmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda tiimor baskilayict genlerin DNA
metiltransferaz (DNMT) enzimleriyle epigenetik anlatim seviyelerinin azaltilmasi
veya inaktive olmasi kanserlerin gelismesinde mithim bir rolii oldugu goriilmektedir
(Kulis ve Esteller 2010). Farkli kanser tipleriyle baglantilili oldugu diisiiniilen ve
noksanliginda yaslanma benzeri degisikliklerin meydana gelme sebebi Klotho
protein  sentezlerinin  regiilasyonu  bazi  hastaliklar1  1yilestirebilecegini

diistindiirmektedir (Zhang ve ark. 2008; Moreno ve ark. 2011; King ve ark. 2012).

Calismamizda karbonhidrat beslenen bireyler ile protein beslenen bireylerin
Klotho gen ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda her iki grupta anlamli korelasyon
bulunmamistir ve gruplar arasindaki fark karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamistir (anlamlilik degeri p>0.05). Sekil: 4.10 ‘daki
grafikte goriildiigl iizere; protein beslenen bireylerin Klotho gen ekspresyon seviyesi

ile karbonhidrat beslenen bireylerin Klotho gen eksperesyon seviyesi
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karsilastirildiginda az miktarda bir artis goriilmektedir fakat bu artis miktari istatistiki
olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonucun farkli nedenlerden kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak bu farkin azligma ragmen, ¢alismamizin analiz sonucunda;
karbonhidrat beslenen bireylerin Klotho (KL) geni metilasyon yiizdesi protein
beslenen bireylerin Klotho (KL) geni metilasyon yiizdesinden daha yiiksek bulundu
ve bu durum bizi karbonhidrat tiiketimi arttikca Klotho (KL) geni metilasyon
diizeyinin arttig1 sonucuna ulastirdi. Beslenme aliskanligi Klotho (KL) geni
metilasyon seviyesini etkilemistir bununla birlikte konunun aydinlatilabilmesi i¢in

kapsamli aragtirmalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir
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6. SONUC ve ONERILER

Insan metabolizmasinin sistematik ¢alismas1t DNA’ nin korunmasina baghdir.
Yaptigimiz calisma sonucu karbonhidrat grubunda; diyette yag ve kolestrol yiizde
miktar1 arttikga Klotho geni metilasyon diizeyi azalmistir, beden kitle indeksi(BMI)
arttikca Klotho geni metilasyon diizeyi artmistir ve diyette karbonhidrat yilizde
miktar1 arttikca Klotho geni metilasyon diizeyi arttigi bilgisine ulagilmistir. Protein
grubunda ise; beden kitle indeksi (BMI) arttikga Klotho geninde metilasyon

diizeyinin azaldig1 bilgisine ulagilmistur.

Protenin beslenen bireylerin Klotho geni metilasyon yiizdesinin, karbonhidrat
beslenen bireylerin, Klotho geni metilasyon yilizdesinden daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Istatistiksel olarak anlaml1 korelasyon bulunmustur. Bu durum bizi protein
tiketim oran1 arttikca Klotho geni metilasyon diizeyinin azaldig1 sonucuna

ulastirmaktadir.

(Caligmamizda karbonhidrat beslenen bireyler ile protein beslenen bireylerin
Klotho gen ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda her iki gruptada anlamli
korelasyon bulunmamistir ve gruplar arasindaki fark karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik bulunmamistir. Protein beslenen bireylerin Klotho gen
ekspresyon seviyesi ile karbonhidrat beslenen bireylerin Klotho gen eksperesyon
seviyesi karsilastirildiginda az miktarda bir artis goriilmektedir fakat bu artis miktari
istatistiki olarak anlamli bulunmamistir, konunun aydinlatilabilmesi i¢in kapsamli

arastirmalarm yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Yaslanma siirecinin anlasilmasinda Onemli bir role sahip olan metilasyon
diizeyi, karbonhidrat beslenme ile metilasyon arasinda ¢ok kuvvetli aynit yonlii
korelasyon  saptanmistir.  Bdylelikle  karbonhidrat  oranmmin  beslenmede
azaltilmasimnin saglik ve wuzun yasamda Onemli bir role sahip oldugunu

disiinmekteyiz.

Bireylere yeterli ve dengeli beslenme aligkanliginin kazandirilmasiyla
kardiyovaskiiler rahatsizliklar, seker hastaligi, kanser ve obezite basta olmak iizere,
epigenetik degisim sonucu gelisen hastaliklarin goriilme sikliginin diisiiriilebilecegi,

yaslanmaya neden olan epigenetik degisimlerin giderilebilecegi kanaatindeyiz.

90



7. KAYNAKLAR

Adams ER, Nolan VG, Andersen SL, et al. Centenarian Offspring: start healthier.] AM Geriatr
Soc 2008;56:2089-2092.

Agherbi H, Gaussmann-Wenger A, Verthuy C, Chasson L, Serrano M, Djabali M. Polycomb
mediated epigenetic silencing and replication timing at the INK4a/ARF locus during
senescence. PLoS One 4: 5622, 2009.

Agrelo R, Cheng WH, Setien F, et al. Epigenetic inactivation of the premature aging Werner
syndrome gene in human cancer. Proc Natl Acad Sci U S A 2006; 103:8822-8827.

Akbarian S, Beeri MS, Haroutunian V. Epigenetic determinants of healthy and diseased brain
aging and cognition. JAMA Neurol. 2013 Jun;70:711-8.

Alcedo J., Kenyon, C. Regulation of C. elegans Longevity by Specific Gustatory and
Olfactory Neurons, Neuron, 41 (2004); 45-55.

Alisch RS, Barwick BG, Chopra P, Myrick LK, Satten GA, Conneely KN, Warren ST (2012)
Age- associated DNA methylation in pediatric populations. Genome Res. 22, 623—-632.

Alpatov WW and Pearl R. Experimental studies on the duration of life. X1l. Influence of temperature
during the larval period of adult life of Drosophila melanogaster. Am Nat 1929; 63:37-67.

Alves G, Tatro A, Fanning T (1996) Differential methylation of human LINE-1 retrotransposons in
malignant cells. Gene 176, 39-44.

Anstee QM, Goldin RD. Mouse models in non-alcoholic fatty liver disease and steatohepatitis
research. Int. J. Exp. Pathol. 2006; 87:1-16. [PubMed: 16436109]

Aravin AA, Sachidanandam R, Girard A, Fejes-Toth K, Hannon GJ. Developmentally
regulated piRNA clusters implicate MILI in transposon control. Science 316: 744-747, 2007.

Arking DE, Becker DM, Yanek LR, Fallin D, Judge DP, Moy TF, Becker LC, Dietz HC.
KLOTHO allele status and the risk of early-onset occult coronary artery disease. Am J Hum
Genet. 2003;72:1154-1161.

Arking DE, Krebsova A, Macek M, Macek, M, Arking A, Mian IS, Fried L, Hamosh A, Dey
S, MclIntosh I, Dietz HC. Association of human aging with a functional variant of klotho. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2002;99:856-861.

Arking, D. E, Becker D. M, Yanek L. R, Fallin D, Judge D. P, Moy T. F, Becker L. C, and Dietz
H. C. (2003) KLOTHO allele status and the risk of early-onset occult coronary artery disease.
Am J Hum Genet.;72:1154-1161.

Atly, K., Bozcuk, A.N. Telomer ve Hiicresel Yaglanma, Geriatri, 5(2002); 111-114.

Aslan A; Can MI, 2014 Yaslanmanm molekiiler temelleri. Erciyes {iniversitesi fen bilimleri
enstitlisii dergisi, 30(2):107-112

Badman MK, et al. Hepatic fibroblast growth factor 21 is regulated by PPAR-a and is a key
mediator of hepatic lipid metabolism in ketotic states. Cell. Metab. 2007; 5:426-347. [PubMed:
17550778]

Bagul PK, Banerjee SK. Insulin Resistance, Oxidative Stress And Cardiovascular Complications:
Role Of Sirtuins. Curr Pharm Des, 2013, 19:5663-5677.

91



Ballestar E, Esteller M. Methyl-CpG-binding proteins in cancer: blaming the DNA methylation
messenger. Biochem Cell Biol 83: 374-384, 2005.

Bartel DP. MicroRNAs: target recognition and regulatory functions. Cell 136: 215-233, 2009.

Bayram A, Igci M, Sirtuin genleri ve islevleri. Gaziantep iiniversitesi tip fakiiltesi firat tip dergisi, firat
med J 2013; 18(3): 136-140

Becker, L. C., and Dietz, H. C. (2003) KLOTHO allele status and the risk of earlyonset occult
coronary artery disease, Am J Hum Genet 72, 1154-1161.

Benetti R, Gonzalo S, Jaco I, Schotta G, Klatt P, Jenuwein T, Blasco MA. Suv4-20h
deficiency results in telomere elongation and derepression of telomere recombination. J Cell
Biol 178: 925— 936, 2007.

Berdasco M, Esteller M, Hot topics in epigenetic mechanism of aging: 2011. Aging Cell (2012) 11,
pp 181-186

Berger J, Moller DE. The mechanism of action of PPARs. Annu. Rev. Med. 2002; 53:409-
435. [PubMed: 11818483]

Berger SL. The complex language of chromatin regulation during transcription. Nature 447: 407-412,
2007.

Berndt T, Kumar R. Novel mechanisms in the regulation of phosphorus homeostasis.
Physiology (Bethesda). 2009; 24:17-25. [PubMed: 19196648]

Bird A (2007) Perceptions of epigenetics. Nature 447, 396-398.
Bird A. DNA methylation patterns and epigenetic memory. Genes Dev 16: 6-21, 2002.

Birney E, et. al. Identification and analysis of functional elements in 1% of the human genome by the
ENCODE pilot project. Nature 447: 799816, 2007.

Bishop, N. A., Guarente, L. Genetic Links Between Diet And Lifespan: Shared Mechanism From
Yeast to Humans, Nature, 8 (2007); 835-844.

Bjornsson HT, Fallin MD, Feinberg AP (2004) An integrated epigenetic and genetic approach to
common human disease. Trends Genet. 20, 350-358.

Bjornsson HT, Sigurdsson MI, Fallin MD, Irizarry RA, Aspelund T, Cui H, Yu W, Rongione MA,
Ekstrom TJ, Harris TB, Launer LJ, Eiriksdottir G, Leppert MF, Sapienza C, Gudnason V,
Feinberg AP. Intra-individual change over time in DNA methylation with familial
clustering. JAMA 299: 2877-2883,2008.

Blackburn EH. Telomerases. Annu. Rev. Biochem 1992; 61:113-29.

Bocklandt S, Lin W, Sehl ME, Sanchez FJ, Sinsheimer JS, Horvath S, Vilain E (2011) Epigenetic
predictor of age. PLoS ONE 6, ¢14821.

Boehm M, Slack F. A developmental timing microRNA and its target regulate life span in C. elegans.
Science 310: 1954-1957, 2005.

Bohannon NJ. Large phosphate shifts with treatment for hyperglycemia. Arch. Intern. Med. 1989;
149:1423-1425. [PubMed: 2730261]

Boks MP, Derks EM, Weisenberger DJ, Strengman E, Janson E, Sommer IE, Kahn RS, Ophoff

RA (2009) The relationship of DNA methylation with age, gender and genotype in twins and
healthy controls. PLoS ONE 4, e6767.

92



Bond DM, Finnegan EJ. Passing the message on: inheritance of epigenetic traits. Trends Plant Sci
2007;12(5):211-216.

Bornman DM, Mathew S, Alsruhe J, Herman JG, Gabrielson E. Methylation of the E-cadherin gene
in bladder neoplasia and in normal urothelial epithelium from elderly individuals. Am J Pathol
159: 831-835,2001.

Breitling LP, Salzmann K, Rothenbacher D, Burwinkel B, Brenner H (2012) Smoking, F2RL3
methylation, and prognosis in stable coronary heart disease. Eur. Heart J. 33, 2841-2848.

Brian C.-S Liu, Kevin R. Loughlin. Telomerase in human bladder cancer. Urologic Clinics of North
America 2000; 27(1):115-23.

Brown WT. Progeria: a human-disease model of accelerated aging. Am J Clin Nutr 1992; 55 (6
Suppl): 1222-1224.

Burns CM, Chu H, Rueter SM, Hutchinson LK, Canton H, Sanders-Bush E, Emeson RB, 1997:
Regulation of serotonin-2C receptor G-protein coupling by RNA editing. Nature, 387(6630),
303-8.

Butcher SE, Brow DA. Towards understanding the catalytic core structure of the spliceosome.
Biochem Soc Trans. 2005; 33:447-449

Byun H-M, Siegmund KD, Pan F, Weisenberger DJ, Kanel G, Laird PW, Yang AS (2009)
Epigenetic profiling of somatic tissues from human autopsy specimens identifies tissue-
and individual- specific DNA methylation patterns. Hum. Mol. Genet. 18, 4808—4817.

Callinan PA, Feinberg AP. The emerging science of epigenomics. Hum Mol Genet 15, Spec No
1: R95-R101, 2006.

Calvanese V, Lara E, Kahn A, Fraga MF. The role of epigenetics in aging and age-related diseases.
Ageing Res Rev 8: 268-276, 2009.

Casillas MA Jr, Lopatina N, Andrews LG, Tollefsbol TO. Transcriptional control of the DNA
methyltransferases is altered in aging and neoplastically-transformed human fibroblasts. Mol
Cell Biochem 252:33-43,2003.

Catalano MG, Fortunati N, Boccuzzi G. Epigenetics modifications and therapeutic prospects in human
thyroid cancer. Front Endocrinol (Lausanne) 2012; 3: 40.

Cawthon, R.M., Smith, K.R., O’Brien, E., Sivatchenko, A., Kerber, R.A. Association Between
Telomere Length in Blood and Mortality in People Aged 60 Years or Older, Research Letters,
361 (2003);393-395.

Chen CD, Podvin S, Gillespie E, Leeman SE, Abraham CR. Insulin stimulates the cleavage and
release of the extracellular domain of Klotho by ADAM10 and ADAM17. Proc Natl Acad Sci U
S A.2007;104:19796-19801.

Chen RZ, Pettersson U, Beard C, Jackson-Grusby L, Jaenisch R. DNA hypomethylation leads
to elevated mutation rates. Nature 395: 89-93, 1998.

Chen YR, Lai YL, Lin SD, Li XT, Fu YC, Xu WC. Sirtl Interacts With Metabolic Transcriptional
Factors In The Pancreas Of Insulin-Resistant And Calorie-Restricted Rats. Mol Biol Rep, 2013,
40:3373-3380.

Cheng CY, Kuro-o M, Razzaque MS. Molecular regulation of phosphate metabolism by fibroblast
growth factor-23—Klotho system. Adv. Chronic Kidney Dis. 2011; 18:91-97. [PubMed:
21406293]

93



Chihara Y, et al. Klotho protein promotes adipocyte differentiation. Endocrinology. 2006; 147:3835—
3842. [PubMed: 16709611]

Chin SP, Dickinson JL, Holloway AF. Epigenetic regulation of prostate cancer. Clin Epigenetics.
2011;2:151-169.

Choi EK, Uyeno S, Nishida N, Okumoto T, Fujimura S, Aoki Y, Nata M, Sagisaka K, Fukuda
Y, Nakao K, Yoshimoto T, Kim YS, Ono T. Alterations of c-fos gene methylation in the
processes of aging and tumorigenesis in human liver. Mutat Res 354: 123-128, 1996.

Conti B.Considerations on temperature, longevity and aging. Cell Moll Life Sci 2008; 65:1626-1630.

Cortessis VK, Thomas DC, Levine AJ, Breton CV, Mack TM, Siegmund KD, Haile RW, Laird
PW (2012) Environmental epigenetics: prospects for studying epigenetic mediation of exposure-
response relationships. Hum. Genet. 131, 1565-1589.

Crosby ME, Kulshreshtha R, Ivan M, Glazer PM. MicroRNA regulation of DNA repair gene
expression in hypoxic stress. Cancer Res 69: 1221-1229, 2009.

Cummings MR. ve Klug, WS. Genetik, 6. baski, Palme Yayin, Ankara, 816. 2002.

Caglayan E, Turan K, Klotho geni, yaglanma ve DNA metilasyonu. Marmara {niversitesi saglik
bilimleri enstitiisii dergisi, C.4, S.3,2014

Caglayan E, Biyokimya Anabilim Dali, DNA Metil Transferanz Enzimlerinin yaglanma ile ilgili
insan Klotho geni anlatimi iizerine etkilerinin arastirilmasi, T.C. Marmara f{niversitesi saglik
bilimleri enstitiisii, 2014

Davies MN, Volta M, Pidsley R, Lunnon K, Dixit A, Lovestone S, Coarfa C, Harris RA,
Milosavljevic A, Troakes C, Al-Sarraj S, Dobson R, Schalkwyk LC, Mill J (2012) Functional
annotation of the human brain methylome identifies tissue-specific epigenetic variation across
brain and blood. Genome Biol. 13, R43.

de Baer J, Hoeijmakers JHJ. [2000]Nucleotide excision repair and human syndromes.
Carcinogenesis. 21 [3]: 453-460.

Dhalluin C, Carlson JE, Zeng L, He C, Aggarwal AK, Zhou MM. Structure and ligand of a
histone acetyltransferase bromodomain. Nature 399: 491-496, 1999.

Dillon N, Festenstein R. Unravelling heterochromatin: competition between positive and negative
factors regulates accessibility. Trends Genet 18: 252-258, 2002.

Dogan MV, Shields B, Cutrona C, Gao L, Gibbons FX, Simons R, Monick M, Brody GH, Tan
K, Beach SRH, Philibert RA (2014) The effect of smoking on DNA methylation of peripheral
blood mononuclear cells from African American women. BMC Genom. 15, 151.

Dong El, Chen Y, Gavin DP, Grayson DR, Guidotti A. Valproate induces DNA demethylation
in nuclear extracts from adult mouse brain. Epigenetics. 2010 Nov- Dec;5:730-5.

Drinkwater RD, Blake TJ, Morley AA, Turner DR (1989) Human lymphocytes aged in vivo have reduced
levels of methylation in transcriptionally active and inactive DNA. Mutat. Res. 219, 29-37.

Dubuc AM, Mack S, Unterberger A, Northcott PA, Taylor MD. The epigenetics of brain tumors.
Methods Mol Biol. 2012;863:139-153.

Elliott HR, Tillin T, McArdle WL, Ho K, Duggirala A, Frayling TM, Davey Smith G, Hughes AD,

Chaturvedi N, Relton CL (2014) Differences in smoking associated DNA methylation patterns
in South Asians and Europeans. Clin. Epigenetics 6, 4.

94



Enokida H, Nakagawa M. Epigenetics in bladder cancer. Int J Clin Oncol. 2008;13:298-307.

Esteller M. Epigenetics in cancer. N Engl J Med 358: 1148-1159, 2008.
Erbas, F, Akin A. (2008). “Yaslilik, Saglik ve Kadin, ” Saglik ve Toplum Dergisi Yil: 18, Say1: 3-4.

Fabbri M, Garzon R, Cimmino A, Liu Z, Zanesi N, Callegari E, Liu S, Alder H, Costinean S, Fernandez-
Cymering C, Volinia S, Guler G, Morrison CD, Chan KK, Marcucci G, Calin GA, Huebner K,
Croce CM. MicroRNA-29 family reverst abberant methylation in lung cancer by targeting DNA
methyltransferases 3A and 3B. Proc Natl. Acad Sci USA 104: 15805-15810, 2007.

Feil R, Fraga MF (2012) Epigenetics and the environment: emerging patterns and implications. Nat.
Rev. Genet. 13, 97-109.

Feng J, Zhou Y, Campbell SL, Le T, Li E, Sweatt JD, Silva AJ, Fan G. Dnmtl and Dnmt3a
maintain DNA methylation and regulate synaptic function in adult forebrain neurons. Nat
Neurosci. 2010 Apr;13:423-30.

Fischer A, Sananbenesi F, Mungenast A, Tsai LH. Targeting the correct HDAC(s) to treat cognitive
disorders. Trends Pharmacol Sci. 2010 Dec;31:605-17.

Fleming JE, Miquel J, Cottrell SF, Yengoyan LS, Economos AC. Is cell aging caused by respiration-
dependent injury to the mitochondrial genome? Gerontology 1982;28:44-53.

Florath I, Butterbach K, M€uller H, Bewerunge-Hudler M, Brenner H (2014) Crosssectional and
longitudinal changes in DNA methylation with age: an epigenomewide analysis revealing over
60 novel age-associated CpG sites. Hum. Mol. Genet. 23, 1186—1201.

Ford J, Ahmed S, Allison S, Jiang M, Milner J. INK2-dependent regulation of SIRT1 protein Gerhart-
Hines Z, Rodgers JT, Bare O, Lerin C, Kim SH, Mostoslavsky R, Alt FW, Wu Z, Puigserver
P. Metabolic control of muscle mitochondrial function and fatty acid oxidation through
SIRT1/PGC- 1lalpha. EMBO J 2007;26(7):1913-1923.

Forster RE, et al. Vitamin D receptor controls expression of the anti-aging Klotho gene in Mouse and
human renal cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2011; 414:557-562. [PubMed: 21982773]

Fraga MF, Ballestar E, Paz MF, Ropero S, Setien F, Ballestart ML, Heine-Suner D, Cigudosa
JC, Urioste M, Benitez J, Boix-Chornet M, Sanchez-Aguilera A, Ling C, Carlsson E, Poulsen P,
Vaag A, Stephan Z, Spector TD, Wu YZ, Plass C, Esteller M (2005) Epigenetic differences
arise during the lifetime of monozygotic twins. Proc. Natl Acad. Sci. USA 102, 10604—10609.

Fraga MF, Ballestar E, Villar-Garea A, Boix-Chornet M, Espada J, Schotta G, Bonaldi T, Haydon C,
Ropero S, Petriec K, Iyer NG, Perez-Rosado A, Calvo E, Lopez JA, Cano A, Calasanz
MJ, Colomer D, Piris MA, Ahn N, Imhof A, Caldas C, Jenuwein T, Esteller M. Loss of
acetylation at Lysl6 and trimethylation at Lys20 of histone H4 is a common hallmark of
human cancer. Nat Genet 37: 391-400, 2005.

Fraga MF, Esteller M. Epigenetics and aging: the targets and the marks. Trends Genet 23: 413-418,
2007.

Francis GA, et al. Peroxisomal proliferator activated receptor-y deficiency in a Canadian kindred with
familial partial lipodystrophy type 3 (FPLD3). BMC Med. Genet. 2006; 7:3. [PubMed:
16412238]

Friedberg EC, Walker GC, Siede W. [1995]DNA Repair and Mutagenesis. s: 24-25, ASM press,
Washington DC.

Friedman JM, Liang G, Liu CC, Wolff EM, Tsai YC, Ye W, Zhou X, Jones PA. The putative

tumor suppressor microRNA-101 modulates the cancer epigenome by repressing the
polycomb group protein EZH2. Cancer Res 69: 2623-2629, 2009.

95



Friedman RC, Farh KK, Burge CB, Bartel DP. Most mammalian mRNAs are conserved targets
of microRNAs. Genome Res 19: 92—-105, 2009.

Fuke C, Shimabukuro M, Petronis A, Sugimoto J, Oda T, Miura K, Miyazaki T, Ogura C, Okazaki Y,
Jinno Y (2004) Age related changes in S5-methylcytosine content in human peripheral
leukocytes and placentas: an HPLC-based study. Ann. Hum. Genet. 68, 196-204.

Garg A. Acquired and inherited lipodystrophies. N. Engl. J. Med. 2004; 350:1220-1234.
[PubMed: 15028826]

Gentilini D, Mari D, Castaldi D, Remondini D, Ogliari G, Ostan R, Bucci L, Sirchia SM, Tabano
S, Cavagnini F, Monti D, Franceschi C, Di Blasio AM, Vitale G (2013) Role of epigenetics in
human aging and longevity: genome-wide DNA methylation profile in centenarians and
centenarians’ offspring. Age 35, 1961— 1973.

Gigek CO, Chen ES, Calcagno DQ, Wisnieski F, Burbano RR, Smith MA. Epigenetic mechanisms in
gastric cancer. Epigenomics. 2012;4:279- 294,

Gilbert N, Boyle S, Fiegler H, Woodfine K, Carter NP, Bickmore WA. Chromatin architecture of the
human genome: gene-rich domains are enriched in open chromatin fibers. Cell 118: 555—
566, 2004.

Goetz R, et al. Isolated C-terminal tail of FGF23 alleviates hypophosphatemia by inhibiting FGF23-
FGFR—Klotho complex formation. Proc. Natl Acad. Sci. USA. 2010; 107:407-412.
[PubMed: 19966287]

Goetz R, et al. Molecular insights into the Klotho-dependent, endocrine mode of action of fibroblast
growth factor 19 subfamily members. Mol. Cell Biol. 2007; 27:3417-3428. [PubMed: 17339340]

Goetz, R., Nakada, Y., Hu, M. C., Kurosu, H., Wang, L., Nakatani, T., Shi, M., Eliseenkova, A. V.,
Razzaque, M. S., Moe, O. W., Kuro-o, M., and Mohammadi, M. (2010) Isolated C-terminal tail
of FGF23 alleviates hypophosphatemia by inhibiting FGF23-FGFR-Klotho complex formation,
Proc Natl Acad Sci US A 107, 407-412.

Gonzalo S, Blasco MA. Role of Rb family in the epigenetic definition of chromatin. Cell Cycle 4:
752-755, 2005.

Gonzalo S, Garcia-Cao M, Fraga MF, Schotta G, Peters AH, Cotter SE, Eguia R, Dean DC,
Esteller M, Jenuwein T, Blasco MA. Role of the RB1 family in stabilizing histone methylation
at constitutive heterochromatin. Nat Cell Biol 7: 420-428, 2005.

Gonzalo S, Highlighter Topic / Epigenetic in health and disease, epigenetic alterations in aging. J
Appl Physiol 109: 586-597,2010 [PubMed: 20448029]

Gorham H, Yoshida K, Sugino T, et al. Telomerase activity in human gynaecological malignancies.
J Clin. Pathol. 1997; 50:501-4.

Greider CW. Telomere length regulation. Annu Rev Biochem 1996; 65:337-65.

Greonniger E, Weber B, Heil O, Peters N, St€ab F, Wenck H, Korn B, Winnefeld M, Lyko F (2010)
Aging and chronic sun exposure cause distinct epigenetic changes in human skin. PLoS Genet.
6, ¢1000971.

Grewal SI, Jia S. Heterochromatin revisited. Nat Rev Genet 8: 35-46, 2007.

Grillari J, Grillari-Voglauer R. Novel modulators of senescence, aging, and longevity: small non-
coding RNAs enter the stage. Exp Gerontol 45F: 302311, 2010.

96



Gronniger E, Weber B, Heil O, Peters N, Sta'b F, Wenck H, Korn B, Winnefeld M, Lyko F
(2010) Aging and chronic sun exposure cause distinct epigenetic changes in human skin. PLoS
Genet. 6, ¢1000971.

Grunstein M. Histone acetylation in chromatin structure and transcription. Nature 389: 349-352,
1997.

Guarente, L., Kenyon, C., 2000. Genetic Phatways That Regulate Ageing in Model Organisms,
Nature. 408 (2000); 255-262.

Gupta S, Kim SY, Artis S, Molfese DL, Schumacher A, Sweatt JD, Paylor RE, Lubin FD. Histone
methylation regulates memory formation. J Neurosci. 2010 Mar 10;30(10):3589-99.

Gutierrez Arcelus M, Lappalainen T, Montgomery SB, Buil A, Ongen H, Yurovsky A, Bryois
J, Giger T, Romano L, Planchon A, Falconnet E, Bielser D, Gagnebin M, Padioleau I,
Borel C, Letourneau A, Makrythanasis P, Guipponi M, Gehrig C, Antonarakis SE, Dermitzakis
ET (2013) Passive and active DNA methylation and the interplay with genetic variation in
gene regulation. Elife 2, e00523.

Giiler, C, Akin L. (2006). “Halk Saghg: Hakkinda Temel Bilgiler” Hacettepe Universitesi Yayinlari,
s. 1020-1031.

Haggarty SJ and Tsai LH. Probing the role of HDACs and mechanisms of chromatin-
mediated neuroplasticity. Neurobiol Learn Mem 96: 41-52.

Haigis MC, Mostoslavsky R, Haigis KM, Fahie K, Christodoulou DC, Murphy AJ, Valenzuela DM,
Yancogoulos GD, Karow M, Blander G, Wolbrger C, Prolla TA, Weindruch R, Alt FW,
Guarente L. SIRT4 Inhibits Glutamate Dehydrogenase And Opposes The Effects Of Calorie
Restriction In Pancreatic Beta Cells. Cell, 2006, 126(5):941-954.

Hall JE, et al. Obesity-associated hypertension and kidney disease. Curr. Opin. Nephrol. Hypertens.
2003; 12:195-200. [PubMed: 12589181]

Haluzik M, et al. Genetic background (C57BL/6J versus FVB/N) strongly influences the severity of
diabetes and insulin resistance in ob/ob mice. Endocrinology. 2004; 145:3258-3264.
[PubMed: 15059949]

Hannum G, Guinney J, Zhao L, Zhang L, Hughes G, Sadda S, Klotzle B, Bibikova M, Fan J-B, Gao Y,
Deconde R, Chen M, Rajapakse I, Friend S, Ideker T, Zhang K(2013) Genome-wide
Methylation Profiles Reveal Quantitative Views of HumanAging Rates. Mol. Cell 49, 359-367.

Harman D. Aging: a theory based on free radical and radiation chemistry. J Gerontol 1956;11:298-
300.

Hassan AH, Prochasson P, Neely KE, Galasinski SC, Chandy M, Carrozza MJ, Workman JL.
Function and selectivity of bromodomains in anchoring chromatin-modifying complexes to
promoter nucleosomes. Cell 111: 369379, 2002.

He L, Hannon GJ. MicroRNAs: small RNAs with a big role in gene regulation. Nat Rev Genet 5:
522— 531,2004.

He L, He X, Lowe SW, Hannon GJ. microRNAs join the p53 network— another piece in the
tumour- suppression puzzle. Nat Rev Cancer 7: 819—822, 2007.

He XJ, Chen T, Zhu JK. Regulation and function of DNA methylation in plants and animals. Cell Res.
2011 Mar;21:442-65.

He YF, Li BZ, Li Z, Liu P, Wang Y, Tang Q, Ding J, Jia Y, Chen Z, Li L, Sun Y, Li X, Dai Q,

Song CX, Zhang K, He C, Xu GL. Tet-mediated formation of 5-carboxylcytosine and its
excision by TDG in mammalian DNA. Science. 2011 Sep 2;333:1303-7.

97



Hegele RA, Cao H, Frankowski C, Mathews ST, Leff T. PPARy F388L, a transactivation-deficient
mutant, in familial partial lipodystrophy. Diabetes. 2002; 51:3586-3590. [PubMed: 12453919]

Heilbronn LK, Ravussin E. Calorie restricition and aging: review of the literature and implications for
studies in humans. Am J Clin Nutr 2003; 78:361-369.

Hennekam RC. Hutchinson-Gilford progeria syndrome: review of the phenotype. Am J Med Genet
A 2006; 140: 2603-2624.

Herbstman JB, Wang S, Perera FP, Lederman SA, Vishnevetsky J, Rundle AG, Hoepner LA, Qu
L, Tang D (2013) Predictors and consequences of global DNA methylation in cord blood and at
three years. PLoS ONE 8, €72824.

Hershko A, Ciechanover A. The ubiquitin system. Annu Rev Biochem 1998; 67:425-479.

Herskind AM, McGue M, Holm NV, Sorensen TI, Harvald B, Vaupel J W. The heritability of
human longevity: a population-based study of 2872 Danish twin pairs born 1870-1900.
Hum Genet. 1996;97:319-323.

Heyn H, Li N, Ferreira HJ, Moran S, Pisano DG, Gomez A, Diez J, Sanchez-Mut JV, Setien F,
Javier Carmona F, Puca AA, Sayols S, Pujana MA, Serra-Musach J, Iglesias-Platas I,
Formiga F, Fernandez AF, Fraga MF, Heath SC, Valencia A, Gut IG, Wang J, Esteller M
(2012) Distinct DNA methylomes of newborns and centenarians. Proc. Natl Acad. Sci. USA
109, 10522-10527.

Holliday R. Epigenetics: a historical overview. Epigenetics 2006; 1(2):76-80.

Holloszy JO and Smith EK. Longevity of coldexposed rats: a reevaluation of the “rate-of-
living theory”. J Appl Physiol 1986; 61:1656-1660.

Holt SE, Wright WE, Shay JW. Multiple pathways for the regulation of telomerase activity. Eur J
Cancer 1997; 33(5):761-6.

Horvath S (2013) DNA methylation age of human tissues and cell types. GenomeBiol. 14, R115.
Horvath S, Erhart W, Brosch M, Ammerpohl O, von Sch€onfels W, Ahrens M, Heits N, Bell JT,
Tsai

Horvath S, Zhang Y, Langfelder P, Kahn RS, Boks MP, van Eijk K, van den Berg LH, Ophoff
RA (2012) Aging effects on DNA methylation modules in human brainand blood tissue. Genome
Biol. 13, R97.

Hovarth ve ark. 2014; Obesity accelerates epigenetic aging of human liver proc. Natl. Acad Sci.
USA 111, 15538-15543

Hristova M, Birse D, Hong Y, Ambros V. The Caenorhabditis elegans heterochronic regulator LIN-
14 is a novel transcription factor that controls the developmental timing of transcription
from the insulin/insulinlike growth factor gene ins-33 by direct DNA binding. Mol Cell Biol
25: 11059- 11072, 2005.

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:1SZD.png.

http://humanandsciencel.blogspot.com.tr/2015/05/yaslanma-engellenebilir-mi.html.

http://progeriafamilycir cle.blogspot.com.tr/p/symptoms.html.

Hu MC, Kuro-o M, Moe OW. Klotho and kidney disease. J. Nephrol. 2010; 23(Suppl.
16):S136— S144. [PubMed: 21170871]

98



Hu MC, Shi M, Zhang J, Pastor J, Nakatani T, Lanske B, Razzaque MS, Rosenblatt KP, Baum
MG, Kuro-o M, Moe OW. Klotho: a novel phosphaturic substance acting as an autocrine
enzyme in the renal proximal tubule. FASEB J. 2010;24:3438-3450.

Hu, M. C., Kuro-o, M., and Moe, O. W. (2013) Renal and extrarenal actions of Klotho, Semin
Nephrol 33, 118-129.

Huang JC, Svobada DL, Reardon JT, Sancar A. [1992]Human nucleotide excision nuclease removes
thymine dimers from DNA by incising the 22nd phoshodiester bond 5" and the 6th
phosphodiester bond 3’ to the photodimer. Proc Natl Acad Sci USA. 89: 3664-3668.

Humpherys D, Eggan K, Akutsu H, Hochedlinger K, Rideout WM, Biniszkiewicz D, Yanagimachi
R, Jaenisch R (2001) Epigenetic instability in ES cells and cloned mice. Science 293, 95-97.

[llingworth RS, Bird AP (2009) CpG islands—"a rough guide’. FEBS Lett. 583, 1713-1720.

Imura A, Iwano A, Tohyama O, Tsuji Y, Nozaki K, Hashimoto N, Fujimori T, Nabeshima
Y. Secreted Klotho protein in sera and CSF: implication for post-translational cleavage in
release of Klotho protein from cell membrane. FEBS Lett. 2004;565:143-147.

Inagaki T, et al. Fibroblast growth factor 15 functions as an enterohepatic signal to regulate bile acid
homeostasis. Cell. Metab. 2005; 2:217-225. [PubMed: 16213224]

Issa JP, Ottaviano YL, Celano P, Hamilton SR, Davidson NE, Baylin SB. Methylation of the
oestrogen receptor CpG island links ageing and neoplasia in human colon. Nat Genet 7: 536—
540, 1994.

Issa JP, Vertino PM, Boehm CD, Newsham IF, Baylin SB. Switch from monoallelic to biallelic
human IGF2 promoter methylation during aging and carcinogenesis. Proc Natl Acad Sci U S A
93:11757-11762,1996.

Ito S, et al. Molecular cloning and expression analyses of mouse B-Klotho, which encodes a novel
Klotho family protein. Mech. Dev. 2000; 98:115-119. [PubMed: 11044614]

Ito S, Fujimori T, Furuya A, Satoh J, Nabeshima Y. Impaired negative feedback suppression of
bile acid synthesis in mice lacking B-Klotho. J. Clin. Invest. 2005; 115:2202-2208. [PubMed:
16075061]

Ito S, Shen L, Dai Q, Wu SC, Collins LB, Swenberg JA, He C, Zhang Y. Tet proteins can convert
5- methylcytosine to 5-formylcytosine and 5-carboxylcytosine. Science. 2011 Sep 2;333:1300-3.

Izbeki F, et al. Loss of Kitlow progenitors, reduced stem cell factor and high oxidative stres underlie
gastric dysfunction in progeric mice. J. Physiol. 2010; 588:3101-3117. [PubMed: 20581042]

Izmirli M, Epigenetik mekanizmalar ve kanser tedavisinde epigenetik yaklasimlar. Van tip dergisi:
20(1): 48-51,2013

Jacobson RH, Ladurner AG, King DS, Tjian R. Structure and function of a human TAFII250
double bromodomain module. Science 288: 1422-1425, 2000.

Jenuwein T, Allis CD. Translating the histone code. Science 293: 1074-1080, 2001.

Jiang R, Jones MJ, Chen E, Neumann SM, Fraser HB, Miller GE, Kobor MS (2015) Discordance
of DNA methylation variance between two accessible human tissues. Sci. Rep. 5, 8257

Jin C, Li J, Green CD, Yu X, Tang X, Han D, Xian B, Wang D, Huang X, Cao X, Yan Z, Hou L,
Liu J, Shukeir N, Khaitovich P, Chen CD, Zhang H, Jenuwein T, Han JD (2011) Histone
demethylase UTX-1 regulates C. elegans life span by targeting the insulin / IGF-1 signaling
pathway. Cell Metab. 14, 161-172.

99



Johansson A, Enroth S, Gyllensten U (2013) Continuous Aging of the Human DNA
Methylome Throughout the Human Lifespan. PLoS ONE 8, e67378.

John, G. B., Cheng, C. Y., and Kuro-o, M. (2011) Role of Klotho in aging, phosphate metabolism,
and CKD, Am J Kidney Dis 58, 127-134.

Jones MJ, Goodman SJ, Kobor MS, DNA methylation and healthy human aging. Aging Cell
(2015) 14, pp 924-932

Jones PA (2012) Functions of DNA methylation: islands, start sites, gene bodies anbeyond. Nat. Rev.
Genet. 13, 484-492.

Joubert BR, Hnaberg SE, Nilsen RM, Wang X, Vollset SE, Murphy SK, Huang Z, Hoyo C,
Midttun @, Cupul-Uicab LA, Ueland PM, Wu MC, Nystad W, Bell DA, Peddada SD, London
SJ (2012) 450K epigenome-wide scan identifies differential DNA methylation in newborns
related to maternal smoking during pregnancy. Environ. Health Perspect. 120, 1425-1431.

Kaas GA, Zhong C, Eason DE, Ross DL, Vachhani RV, Ming GL, King JR, Song H, Sweatt
JD.TET1 controls CNS S5-methylcytosine hydroxylation, active DNA demethylation, gene
transcription, and memory formation. Neuron. 2013 Sep 18;79:1086-93.

Kamemori M, Ohyama Y, Kurabayashi M, Takahashi K, Nagai R, Furuya N. Expression of
Klotho protein in the inner ear. Hear Res. 2002;171:103-110.

Kaminsky ZA, Tang T, Wang S-C, Ptak C, Oh GHT, Wong AHC, Feldcamp LA, Virtanen
C, Halfvarson J, Tysk C, McRae AF, Visscher PM, Montgomery GW, Gottesman II, Martin
NG, Petronis A (2009) DNA methylation profiles in monozygotic and dizygotic twins. Nat.
Genet. 41, 240-245.

Karan MA, Tufan F, Yaglanma mekanizmalari. ege tip dergisi / ege journal of medicine 49(3),
Ek/Supplement: 11-17,2010

Kawai m, Rosen CJ. PPAR: a circadian transcription factor in adipogenesis and osteogenesis. Nat.
Rev. Endocrinol. 2010; 6:629-636. (Pubmed: 20820194)

Kennedy BK, Austriaco NR Jr, Zhang J, Guarente L. Mutation in the silencing gene SIR4 can
delay aging in S. cerevisiae. Cell 80: 485-496, 1995.

Kennedy BK, Gotta M, Sinclair DA, Mills K, McNabb DS, Murthy M, Pak SM, Laroche T,
Gasser SM, Guarente L. Redistribution of silencing proteins from telomeres to the nucleolus is
associated with extension of life span in S. cerevisiae. Cell 89: 381-391, 1997.

Khare S, Verma M. Epigenetics of colon cancer. Methods Mol Biol. 2012;863:177-185.

Kharitonenkov A, et al. FGF-21 as a novel metabolic regulator. J. Clin. Invest. 2005; 115:1627— 1635.
[PubMed: 15902306]

Kharitonenkov A, Shanafelt AB. Fibroblast growth factor-21 as a therapeutic agent for metabolic
diseases. BioDrugs. 2008; 22:37—44. [PubMed: 18215089]

Kharitonenkov A. FGFs and metabolism. Curr. Opin. Pharmacol. 2009; 9:805-810. [PubMed:
19683963

Khatib, H. 2012. Livestock Epigenetics. Wiley-Blackwell, Oxford.
King GD, Chen C, Huang MM, Zeldich E, Brazee PL, Schuman ER, Robin M, Cuny GD,

Glicksman MA, Abraham CR. Identification of novel small molecules that elevate Klotho
expression. BiochemJ. 2012;441:453-461.

100



Kirkwood TBL. Tallis RC, Fillit HM. Evolution theory and the mechanisms of aging. eds. Geriatric
Medicine and Gerontology. 6th edition. Spain: Churchill Livingstone. 2003: 31-35.

Kissebah AH, Freedman DS, Peiris AN. Health risks of obesity. Med. Clin. North Am. 1989;
73:111— 138. [PubMed: 2643000]

Klein CJ, Botuyan MV, Wu Y, et al. Mutations in DNMT1 cause hereditary sensory neuropathy
with dementia and hearing loss. Nat Genet 2011, 43:595-600.

Klose RJ, Bird AP. Genomic DNA methylation: the mark and its mediators. Trends Biochem Sci
31: 89-97,2006.

Kochanek S, Renz D, Doerfler W (1993) DNA methylation in the Alu sequences of diploid
and haploid primary human cells. EMBO J. 12, 1141-1151.

Kouzarides T. Histone methylation in transcriptional control. Curr Opin Genet Dev 12: 198—
209, 2002.

Koprii B, Balikesir tiniversitesi saglik bilimleri enstitiisii tibbi biyokimya anabilim dali obstriiktif
uyku apne sendromunda galektin-3, sirt-1, tiyoredoksin, nitrik oksit diizeylerinin
degerlendirilmesi, yiiksek lisans tezi

Kulis M, Esteller M. DNA methylation and cancer. Adv Genet. 2010;70:27-56.

Kulshreshtha R, Ferracin M, Wojcik SE, Garzon R, Alder H, Agosto-Perez FJ, Davuluri R, Liu
CG, Croce CM, Negrini M, Calin GA, Ivan M. A microRNA signature of hypoxia. Mol Cell
Biol 27: 1859-1867,2007.

Kuo MH, Allis CD. Roles of histone acetyltransferases and deacetylases in gene regulation. Bioessays
20: 615-626, 1998.

Kuro-o M, et al. Mutation of the mouse Klotho gene leads to a syndrome resembling ageing. Nature.
1997;390:45-51. [PubMed: 9363890]

Kuro-o M. A potential link between phosphate and aging—Iessons from Klotho-deficient mice.
Mech Ageing Dev. 2010;131:270-275.

Kuro-o M. Endocrine FGFs and Klothos: emerging concepts. Trends Endocrinol. Metab. 2008;
19:239-245. [PubMed: 18692401]

Kuro-o, M. Klotho as a regulator of oxidative stress and senescence. Biol Chem. 2008;389:233-241.

Kurosu H, et al. Regulation of fibroblast growth factor-23 signaling by Klotho. J. Biol. Chem. 2006;
281:6120-6123. [PubMed: 16436388]

Kuro-o, M., Matsumura, Y., Aizawa, H., Kawaguchi, H., Suga, T., Utsugi, T., Ohyama, Y.,
Kurabayashi, M., Kaname, T., Kume, E., Iwasaki, H., Iida, A., Shiraki- Iida, T., Nishikawa, S.,
Nagai, R., and Nabeshima, Y. 1. (1997) Mutation of the mouse klotho gene leads to a syndrome
resembling ageing, Nature 390, 45-51.

Kurosu H, et al. Suppression of aging in mice by the hormone Klotho. Science. 2005;
309:1829— 1833. [PubMed: 16123266]

Kurosu H, et al. Tissue-specific expression of B-Klotho and fibroblast growth factor (FGF) receptor
isoforms determines metabolic activity of FGF19 and FGF21. J. Biol. Chem. 2007
282:26687— 26695. [PubMed: 17623664]

Kurosu, H., Ogawa, Y., Miyoshi, M., Yamamoto, M., Nandi, A., Rosenblatt, K. P., Baum, M. G.,

Schiavi, S., Hu, M. C., Moe, O. W., and Kuro-o, M. (2006) Regulation of fibroblast growth
factor-23 signaling by klotho, J Biol Chem 281, 6120-6123.

101



Kwabi-Addo B, Chung W, Shen L, Ittmann M, Wheeler T, Jelinek J, Issa JP (2007) Age-related
DNA methylation changes in normal human prostate tissues. Clin. Cancer Res. 13, 3796-3802.

Lachner M, Jenuwein T. The many faces of histone lysine methylation. Curr Opin Cell Biol 14:
286— 298,2002.

Lachner M, O’Sullivan RJ, Jenuwein T. An epigenetic road map for histone lysine methylation. J Cell
Sci 116:2117-2124, 2003.

Lam LL, Emberly E, Fraser HB, Neumann SM, Chen E, Miller GE, Kobor MS (2012)
Factors underlying variable DNA methylation in a human community cohort. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 109(Suppl 2), 17253-17260.

Langley-Evana SC, Sculley DV, 2005: Programming of hepatic antioxidant capacity and oxidative
injury in the ageing rat. Mech Ageing Dev, 126 (6-7), 804- 812.

Lara E, Mai A, Calvanese V, Altucci L, Lopez-Nieva P, Martinez- Chantar ML, Varela-Rey M, Rotili
D, Nebbioso A, Ropero S, Montoya G, Oyarzabal J, Velasco S, Serrano M, Witt M, Villar-
Garea A, Imhof A, Mato JM, Esteller M, Fraga MF. Salermide, a Sirtuin inhibitor with a strong
cancer- specific proapoptotic effect. Oncogene 28: 781-791, 2009.

Larsen PL, Clarke CF. Extension of life-span in Caenorhabditis elegans by a diet lacking coenzyme
Q. Science 2002;295:120-3.

Lee CG, et al. Mortality risk in older men associated with changes in weight, lean mass, and fat mass.
J. Am. Geriatr. Soc. 2011; 59:233-240. [PubMed: 21288234]

Lee J, Jeong DJ, Kim J, Lee S, Park JH, Chang B, Jung SI, Yi L, Han Y, Yang Y, Kim KI, Lim
JS, Yang I, Jeon S, Bae DH, Kim CJ, Lee MS. The anti-aging gene KLOTHO is a novel
target for epigenetic silencing in human cervical carcinoma. Mol Cancer. 2010;9:109.

Lee KWK, Richmond R, Hu P, French L, Shin J, Bourdon C, Reischl E, Waldenberger M, Zeilinger
S, Gaunt T, McArdle W, Ring S, Woodward G, Bouchard L, Gaudet D, Davey Smith G, Relton
C, Paus T, Pausova Z (2015) Prenatal exposure to maternal cigarette smoking and DNA
methylation:  epigenome-wide association in a discovery sample of adolescents and
replication in an independent cohort at birth through 17 years of age. Environ. Health Perspect.
123, 193-199.

Lee RC, Feinbaum RL, Ambros V. The C. elegans heterochronic gene lin-4 encodes small RNAs
with antisense complementarity to lin-14. Cell 75: 843—854, 1993

Lengauer C, Kinzler KW, Vogelstein B. DNA methylation and genetic instability in colorectal cancer
cells. Proc Natl Acad Sci U S A 94: 2545-2550, 1997.

Li SA, Watanabe M, Yamada H, Nagai A, Kinuta M, Takei K. Immunohistochemical localization of
Klotho protein in brain, kidney, and reproductive organs of mice. Cell Struct Funct.

2004;29:91- 99.

Liang R, Bates DJ, Wang E. Epigenetic control of MicroRNA expression and aging. Curr
Genomics 10: 184-193, 2009.

Lillycrop KA, Burdge GC, 2012: Epigenetic mechanisms linking early nutrition to long term health.
Best Pract Res Clin Endocr Metab, 26, 667-676.

Lin WY, et al. Body mass index and all-cause mortality in a large Chinese cohort. CMAJ. 2011;
183:E329-E336. [PubMed: 21398246]

Linnane AW, Zhang C, Baumer A, Nagley P. Mitochondrial DNA mutation and the ageing
process: bioenergy and pharmacological intervention. Mutat Res 1992;275:195-208.

102



Lister R, Mukamel EA, Nery JR, Urich M, Puddifoot CA, Johnson ND, Lucero J, Huang Y,
Dwork AlJ, Schultz MD, Yu M, Tonti-Filippini J, Heyn H, Hu S, Wu JC, Rao A, Esteller
M, He C, Haghighi FG, Sejnowski TJ, Behrens MM, Ecker JR (2013) Global epigenomic
reconfiguration during mammalian brain development. Science 341, 1237905.

Lister R, Pelizzola M, Dowen RH, Hawkins RD, Hon G, Tonti-Filippini J, Nery JR, Lee L, Ye Z,
Ngo Q-M, Edsall L, Antosiewicz-Bourget J, Stewart R, Ruotti V, Millar AH, Thomson JA,
Ren B, Ecker JR (2009) Human DNA methylomes at base resolution show widespread
epigenomic differences. Nature 462, 315-322.

Liu RK and Walford RL. The effect of lowered body temperature on lifespan and immune and
non- immune processes. Gerontologia 1972; 18:363-388.

Liu S, et al. Pathogenic role of Fgf23 in Hyp mice. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab.
2006; 291:E38-E49. [PubMed: 16449303

Liu S, Quarles LD. How fibroblast growth factor 23 works. J] Am Soc Nephrol. 2007;18:1637-1647.
Long YC, Kharitonenkov A. Hormone-like fibroblast growth factors and metabolic regulation.
Biochim. Biophys. Acta. 2011; 1812:791-795. [PubMed: 21504790]

Luger K, Mader AW, Richmond RK, Sargent DF, Richmond TJ. Crystal structure of the
nucleosome core particle at 2.8. A resolution. Nature 389: 251-260, 1997.

Lundblad V, Wright WE. Telomeres and telomerase: a simple picture becomes complex. Cell 1996;
87(1):369-75.

Luo J, Nikolaev AY, Imai S, Chen D, Su F, Shiloh A, Guarente L, Gu W. Negative control of p53
by Sir2alpha promotes cell survival under stress. Cell 107: 137—148, 2001.

Maes OC, An J, Sarojini H, Wang E. Murine microRNAs implicated in liver functions and aging
process. Mech Ageing Dev 129: 534541, 2008.

Maison C, Bailly D, Peters AH, Quivy JP, Roche D, Taddei A, Lachner M, Jenuwein T, Almouzni
G. Higher-order structure in pericentric heterochromatin involves a distinct pattern of histone
modification and an RNA component. Nat Genet 30: 329-334, 2002.

Maloney WJ. Hutchinson-Gilford Progeria syndrome: its presentation in F. Scott Fitzgerald's short
story 'The Curious Case of Benjamin Button' and its oral manifestations. J Dent Res 2009; 88:
873-876.

Marioni RE, Shah S, McRae AF, Chen BH, Colicino E, Harris SE, Gibson J, Henders AK, Redmond
P, Cox SR, Pattie A, Corley J, Murphy L, Martin NG, Montgomery GW, Feinberg AP, Fallin
M, Multhaup ML, Jaffe AE, Joehanes R, Schwartz J, Just AC, Lunetta KL, Murabito JM, Starr
JM, Horvath S, Baccarelli AA, Levy D, Visscher PM, Wray NR, Deary 1J (2015) DNA
methylation age of blood predicts all-cause mortality in later life. Genome Biol. 16, 25.

Martin C, Zhang Y. Mechanisms of epigenetic inheritance. Curr Opin Cell Biol 2007; 19(3):266-272.

Martin C, Zhang Y. The diverse functions of histone lysine methylation. Nat Rev Mol Cell Biol 6:
838-849, 2005.

Martin GM (2005) Epigenetic drift in aging identical twins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102, 10413—
10414.

Martin GM. Genetics and the pathobiology aof ageing. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 1997,
352:1773-1780

103



Martino D, Loke YJ, Gordon L, Ollikainen M, Cruickshank MN, Saffery R, Craig JM (2013)
Longitudinal, genome-scale analysis of DNA methylation in twins from birth to 18 months of
age reveals rapid epigenetic change in early life and pairspecific effects of discordance.
Genome Biol. 14, R42.

Martino DJ, Tulic MK, Gordon L, Hodder M, Richman TR, Metcalfe J, Prescott SL, Saffery R
(2011) Evidence for age-related and individual-specific changes in DNA methylation profile
of mononuclear cells during early immune development in humans. Epigenetics 6, 1085-1094.

Matsumura Y, Aizawa H, Shiraki-lida T, Nagai R, Kuro-o M, Nabeshima Y. Identification of the
human klotho gene and its two transcripts encoding membrane and secreted klotho protein.
Biochem Biophys Res Commun. 1998;242:626-630.

Matera AG, Terns RM, Terns MP. Non-coding RNAs: Iessons from the small nuclear and small
nucleolar RNAs. Nature reviews Molecular Cell Biology. 2007; 8(3):209-220

Maures TJ, Greer EL, Hauswirth AG, Brunet A (2011) H3K27 demethylase UTX-1 regulates
C. eclegans lifespan in a germline-independent, insulin-dependent, manner. Aging Cell 10, 980—
990. doi:10.1111/§.1474-9726.2011.00738.x.

Mayerson M. Role of telomerase in normal and cancer cells. Journal of Clinical Oncology 2000;
18(13):2626-34.

McClay JL, Aberg KA, Clark SL, Nerella S, Kumar G, Xie LY, Hudson AD, Harada A, Hultman
CM, Magnusson PKE, Sullivan PF, van den Oord EJCG (2014) A methylome-wide study
of aging using massively parallel sequencing of the methyl-CpG-enriched genomic fraction
from blood in over 700 subjects. Hum. Mol. Genet. 23, 1175-1185.

Meaghan J. Jones, Sarah J. Goodman and Michael S. Kobor, DNA methylation and healthy human
Aging Cell (2015) 14,pp924-932 [PubMed: 25913071

Mercer TR, Dinger ME, Mattick JS . Long non-coding RNAs: insights into functions. Nat Reviews
Genetics. 2009; 10(3):155-159

Meaney MJ (2010) Epigenetics and the biological definition of gene x environment interactions. Child
Dev. 81, 41-79.

Medici D, et al. FGF-23—Klotho signaling stimulates proliferation and prevents vitamin Dinduced
apoptosis. J. Cell Biol. 2008; 182:459—465. [PubMed: 18678710]

Mello CC, Conte D Jr. Revealing the world of RNA interference. Nature 431: 338-342, 2004.
Mikkelsen TS, Ku M, Jaffe DB, Issac B, Lieberman E, Giannoukos G, Alvarez P, Brockman W,
Kim

Meyerson M. Telomerase enzym activation and human cell immortalization. Toxicology Letters
1998; 102- 103:41-5.

Min D, et al. Sustained thymopoiesis and improvement in functional immunity induced by exogenous
KGF administration in murine models of aging. Blood. 2007; 109:2529-2537. [PubMed:
17138819]

Mikkelsen ve ark. Genome-wide maps of chromatin state in pluripotent and lineage-committed celss.
Nature 448:553-560, 2007

Mokdad AH, Marks JD, Stroup DF, Gerberding JL. Actual causes of death in the United States.
JAMA. 2004; 29:1238-1245. [PubMed: 15010446]

Monick MM, Beach SRH, Plume J, Sears R, Gerrard M, Brody GH, Philibert RA (2012)

Coordinated changes in AHRR methylation in lymphoblasts and pulmonary macrophages from
smokers. Am. J. Med. Genet. B Neuropsychiatr. Genet. 159B, 141-151.

104



Moreno JA, Izquierdo MC, Sanchez-Nino MD, Suarez-Alvarez B, Lopez- Larrea C, Jakubowski A,
Blanco J, Ramirez R, Selgas R, Ruiz-Ortega M, Egido J, Ortiz A, Sanz AB. The
inflammatory cytokines TWEAK and TNFalpha reduce renal klotho expression through
NFkappaB. J Am Soc Nephrol.2011;22:1315-1325.

Morgan TE, Wong AM, Finch CE. Anti-inflammatory mechanisms of dietary restriction in slowing
aging processes. Interdiscip Top Gerontol 2007; 35:83-97.

Mori K, et al. Disruption of Klotho gene causes an abnormal energy homeostasis in mice. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 2000; 278:665—670. [PubMed: 11095966]

Mostoslavsky R, Chua KF, Lombard DB, Pang WW, Fischer MR, Gellon L, Liu P, Mostoslavsky
G, Franco S, Murphy MM, Mills KD, Patel P, Hsu JT, Hong AL, Ford E, Cheng HL,
Kennedy C, Nunez N, Bronson R, Frendewey D, Auerbach W, Valenzuela D, Karow M,
Hottiger MO, Hursting S, Barrett JC, Guarente L, Mulligan R, Demple B, Yancopoulos GD,
Alt FW. Genomic instability and aginglike phenotype in the absence of mammalian SIRT6.
Cell 124: 315-329, 2006.

Muftuoglu M, Oshima J, von Kobbe C, et al. The clinical characteristics of Werner syndrome:
molecular and biochemical diagnosis. Hum Genet 2008;124:369-77.

Nabel CS, Kohli RM. Molecular biology. Demystifying DNA demethylation. Science. 2011 Sep
2;333:1229-30.

Nakatani T, et al. In vivo genetic evidence for Klotho-dependent, fibroblast growth factor 23 (Fgf23)-
mediated regulation of systemic phosphate homeostasis. FASEB J. 2009; 23:433-441.
[PubMed: 18835926]

Nakatani T, Ohnishi M, Razzaque MS. Inactivation of Klotho function induces hyperphosphatemia
even in presence of high serum fibroblast growth factor 23 levels in a genetically
engineered hypophosphatemic (Hyp) mouse model. FASEB J. 2009; 23:3702-3711. [PubMed:
19584304]

Nalbant S, Yaslanmanin biyolojisi (The biology of aging). XXXVI. Gelencksel ¢ubuke¢u giinleri
konusmasi. GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi, I¢ hastaliklar1 servisi, Ocak 2006, Istanbul

North BJ, Marshall BL, Borra MT, Denu JM, Verdin E. The Human Sir2 Ortholog, SIRT2, Is An
NAD+-Dependent Tubulin Deacetylase. Mol Cell, 2003, 11:437-444.

Nott A, Watson PM, Robinson JD, Crepaldi L, Riccio A. S-Nitrosylation of histone deacetylase
2 induces chromatin remodelling in neurons. Nature 2008; 455(7211):411-415.

Numata S, Ye T, Hyde TM, Guitart-Navarro X, Tao R, Wininger M, Colantuoni C, Weinberger DR,
Kleinman JE, Lipska BK (2012) DNA methylation signatures in development and aging of
the human prefrontal cortex. Am. J. Hum. Genet. 90, 260-272.

O’Hagan HM, Mohammad HP, Baylin SB. Double strand breaks can initiate gene silencing and
SIRT1-dependent onset of DNA methylation in an exogenous promoter CpG island. PLoS
Genet 4:¢1000155,2008.

Oberdoerffer P, Michan S, McVay M, Mostoslavsky R, Vann J, Park SK, Hartlerode A, Stegmuller
J, Hafner A, Loerch P, Wright SM, Mills KD, Bonni A, Yankner BA, Scully R, Prolla TA, Alt
FW, Sinclair DA. SIRT]1 redistribution on chromatin promotes genomic stability but alters gene
expression during aging. Cell 135: 907-918, 2008.

Oberdoerffer P, Sinclair DA. The role of nuclear architecture in genomic instability and ageing. Nat
Rev Mol Cell Biol 8: 692-702, 2007.

105



Ogata, N., Matsumura, Y., Shiraki, M., Kawano, K., Koshizuka, Y., Hosoi, T., Nakamura, K., Kuro,
0. M., and Kawaguchi, H. (2002) Association of klotho gene polymorphism with bone density
and spondylosis of the lumbar spine in postmenopausal women, Bone 31, 37-42.

Ogawa Y, et al. B-Klotho is required for metabolic activity of fibroblast growth factor 21. Proc. Natl
Acad. Sci. USA. 2007; 104:7432—7437. [PubMed: 17452648]

Ohnishi M, Kato S, Razzaque MS. Genetic induction of phosphate toxicity significantly reduces the
survival of hypercholesterolemic obese mice. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2011;
415:434— 438.[PubMed: 22037453]

Ohnishi M, Kato S, Akiyoshi J, Atfi A, Razzaque MS. Dietary and genetic evidence for enhancing
glucose metabolism and reducing obesity by inhibiting Klotho functions. FASEB J. 2011;
25:2031-2039. [PubMed: 21382979]

Ohnishi M, Nakatani T, Lanske B, Razzaque MS. Reversal of mineral ion homeostasis and softtissue
calcification of Klotho knockout mice by deletion of vitamin D la-hydroxylase. Kidney Int.
2009; 75:1166—-1172. [PubMed: 19225558]

Ohnishi M, Nakatani T, Lanske B, Razzaque MS. In vivo genetic evidence for suppressing vascular
and soft-tissue calcification through the reduction of serum phosohate levels, even in the
presence of high serum calcium and 1,25- dihydroxyvitamin D levels. Circ. Cardiovasc. Genet.
2009; 2: 583-590. (Pubmed: 20031638).

Ohnishi M, Razzaque MS. Dietary and genetic evidence for phosphate toxicity accelerating
mammalian aging. FASEB J. 2010; 24:3562-3571. [PubMed: 20418498]

Ohyama Y, Kurabayashi M, Masuda H, Nakamura T, Aihara Y, Kaname T, Suga T, Arai M, Aizawa
H, Matsumura Y, Kuro-o M, Nabeshima Y, Nagail, R. Molecular cloning of rat klotho
cDNA: markedly decreased expression of klotho by acute inflammatory stress. Biochem
Biophys Res Commun. 1998;251:920-925.

Oliveira AM, Hemstedt TJ, Bading H. Rescue of agingassociated decline in Dnmt3a2 expression
restores cognitive abilities. Nat Neurosci. 2012 Jul 1;15:1111-3.

Ong M-L, Holbrook JD (2014) Novel region discovery method for Infinium 450K DNA
methylation data reveals changes associated with aging in muscle and neuronal pathways. Aging
Cell 13, 142— 155.

Orcan S, Epigenetik ve epigenomik. Hacettepe {iniversitesi, 2006

Osuka S, Razzaque MS. Can features of phosphate toxicity appear in normophosphatemia? J. Bone
Miner. Metab. 2012; 30:10-18. [PubMed: 22219005]

Ozawa T. Genetic and functional changes in mitochondria associated with aging. Physiol Rev
1997;77:425-64.

Ogriing M, Becker DF, Ragsdale SW, Sancar A. [1998]Nucleotide excision repair: from E. Coli to
man. Biochimie. 81: 15-25.

Ozer N. 2017; Konya Bolgesinde Yasayan Annelerin Biyolojik Sivilarinda Besin Kaynakli miRNA
Varliginin Arastirilmasi Necmettin Erbakan tiniversitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi biyokimya
Anabilim Dali Uzmanlik Tezi

Painter RC, Roseboom TJ, Bleker OP, 2005: Prenatal exposure to the Dutch famine and disease in
later life: an overview. Repro Toxicol, 20, 345-352.

Pan J, Zhong J, Gan LH, Chen SJ, Jin HC, Wang X, Wang LJ. Klotho, an anti-senescence

related gene, is frequently inactivated through promoter hypermethylation in colorectal cancer.
Tumour Biol.2011;32:729-735.

106



Pan JJ, et al. Prevalence of metabolic syndrome and risks of abnormal serum alanine aminotransferase
in Hispanics: a population-based study. PLoS ONE. 2011; 6:e21515. [PubMed: 21720553]

Park SY, Lee JH, Ha M, Nam JW, Kim VN. miR-29 miRNAs activate p53 by targeting p85 alpha
and CDC42. Nat Struct Mol Biol 16: 23-29, 20009.

Peris TT. The different paths to 100. Am J Clin Nutr 2006; 83:484S-487S.
Petit C, Sancar A. [1999]Nucleotide excision repair: From E. Coli to man. Biochimie. 81: 15-25.

Picard F, Kurtev M, Chung N, Topark-Ngarm A, Senawong T, Machado De Oliveira R, Leid
M, McBurney MW, Guarente L. Sirtl promotes fat mobilization in white adipocytes by
repressing  PPARgamma. Nature 429: 771-776, 2004.

Poulsen P, Esteller M, Vaag A, Fraga MF (2007) The epigenetic basis of twin discordance in age-
related diseases. Pediatr. Res. 61, 38R—42R.

Pruitt K, Zinn RL, Ohm JE, McGarvey KM, Kang SH, Watkins DN, Herman JG, Baylin
SB. Inhibition of SIRT1 reactivates silenced cancer genes without loss of promoter DNA
hypermethylation. PLoS Genet 2: €40, 2006.

Pucci B, Villanova L, Sansone L, Pellegrini L, Tafani M, Carpi A, Fini M, Russo MA. Sirtuins: The
Molecular Basis Of Beneficial Effects Of Physical Activity. Intern Emerg Med, 2013, 8(Suppl
1):S23-S25.

Pulkkinen K, Malm T, Turunen M, Koistinaho J, Yla-Herttuala S. Hypoxia induces microRNA miR-
210 in vitro and in vivo ephrin-A3 and neuronal pentraxin 1 are potentially regulated by miR-
210. FEBS Lett 582:2397-2401, 2008.

Qian H, Xu X. Reduction in DNA methyltransferases and alteration of DNA methylation pattern
associate with mouse skin ageing. Exp Dermatol. 2014 May;23:357-9.

Quarles LD. Endocrine functions of bone in mineral metabolism regulation. J. Clin. Invest. 2008;
118:3820-3828. [PubMed: 19033649]

Rakyan VK, Down TA, Maslau S, Andrew T, Yang T-P, Beyan H, Whittaker P, McCann OT, Finer
S, Valdes AM, Leslie RD, Deloukas P, Spector TD (2010) Human aging-associated DNA
hypermethylation occurs preferentially at bivalent chromatin domains. Genome Res. 20, 434-439.

Ramirez CL, Cadifianos J, Varela | Freije JM, Lopez-Otin C. Human Progeroid syndromes, aging and
cancer: new genetic and epigenetic insighits into old questions. Cell Moll Life Sci
2007;64:155- 170.

Razzaque MS, Lanske B. Hypervitaminosis D and premature aging: lessons learned from Fgf23 and
Klotho mutant mice. Trends Mol. Med. 2006; 12:298-305. [PubMed: 16731043]

Razzaque MS, The role of klotho in energy metabolism. Nat rev endocrinol, 2012 october; 8(10);
579- 587, doi: 10.1038/nrendo0.2012.75

Razzaque MS. Does FGF23 toxicity influence the outcome of chronic kidney disease? Nephrol. Dial.
Transplant. 2009; 24:4—7. [PubMed: 18996835]

Razzaque MS. Osteo-renal regulation of systemic phosphate metabolism. [UBMB Life. 2011;
63:240-247. [PubMed: 21438115]

Razzaque MS. The FGF23—Klotho axis: endocrine regulation of phosphate homeostasis. Nat. Rev.
Endocrinol. 2009; 5:611-619. [PubMed: 19844248]

Razzaque MS. Therapeutic potential of Klotho-FGF23 fusion polypeptides: W02009095372. Expert
Opin. Ther. Pat. 2010; 20:981-985. [PubMed: 20459364]

107



Razzaque MS. Phosphate toxicity: new insights into an old problem. Clin. Sci. (Lond.). 2011; 120:
91-97. (Pubmed: 20958267).

Razzaque MS. FGF23- mediated regulation of systemic phosphate homeostasis: is Klotho an
essential player? Am. J. Physiol. Renal Physiol. 2009; 296: F470-F479. (Pubmed: 19019915).

Reardon JT, Bessho T, Kung HC, Balton PH, Sancar A. [1997]In vitro repair of oxidative DNA
damage by human nucleotide excision repair system:possible explanation for neurodegeneration
in xeroderma pigmentosum patients Proc Nat Acad Sci USA. 94: 9463-9468.

Rhee EJ, et al. The differential effects of age on the association of Klotho gene polymorphisms
with coronary artery disease. Metabolism. 2006; 55:1344—1351. [PubMed: 16979405]

Rhyu MS. Telomeres, telomerase, and immortalitiy. Journal of The National Cancer Institute 1995;
87(12):884-94.

Robertson, K.D. 2005. DNA methylation and human diseas. Nat. Rev. Genet. 6: 597-610.

Romanov GA, Vanyushin BF. Methylation of reiterated sequences in mammalian DNAs. Effects of
the tissue type, age, malignancy and hormonal induction. Biochim Biophys Acta 653: 204—
218, 1981.

Rubinek T, Shulman M, Israeli S, Bose S, Avraham A, Zundelevich A, Evron E, Gal-Yam
EN, Kaufman B, Wolf I. Epigenetic silencing of the tumor suppressor klotho in human breast
cancer. Breast Cancer Res Treat. 2012;133:649-657.

Saito Y, Jones PA. Epigenetic activation of tumor suppressor microRNAs in human cancer cells.
Cell Cycle 5:2220-2222,2006.

Sancar A, Lindsey-Boltz LA, Unsal-Kagmaz K, Linn S. Molecular mechanisms of Mammalian DNA
repair and the DNA damage checkpoints. [2004]Annu Rev Biochem. 73: 39-85.

Sancar A, Reardon JT. [2004]Nucleotide excision repair in E.Coli and Man. Advances in Protein
Chemistry. 69: 43-71.

Sancar A, Reardon JT. [2004]Nucleotide excision repair in E.Coli and Man. Advances in Protein
Chemistry. 69: 43-71.

Sancar A, Rupp WD. [1983]A novel repair enzyme: Uvr ABC excision nuclease of Esherishia Coli
cuts a DNA strand on both sides of the damaged region Cell. 33: 249-260.

Sancar A. [1996]DNA excision repair. Annu Rev Biochem. 65: 43-81.

Santos-Rosa H, Schneider R, Bannister AJ, Sherriff J, Bernstein BE, Emre NC, Schreiber SL, Mellor
J, Kouzarides T. Active genes are tri-methylated at K4 of histone H3. Nature 419: 407411, 2002.

Sarafidis PA. Obesity, insulin resistance and kidney disease risk: insights into the relationship. Curr.
Opin. Nephrol. Hypertens. 2008; 17:450—456. [PubMed: 18695384]

Sarg B, Koutzamani E, Helliger W, Rundquist I, Lindner HH. Postsynthetic trimethylation of histone
H4 at lysine 20 in mammalian tissues is associated with aging. J Biol Chem 277. 39195—
39201, 2002.

Saxonov S, Berg P, Brutlag DL (2006) A genome-wide analysis of CpG dinucleotides in the human
genome distinguishes two distinct classes of promoters. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103,

1412— 1417.

Saygil, S. (2011). “Yaslhlik Psikolojisi,” Tiirdav Yayin Grubu, 1. Baski, Istanbul, s. 152.

108



Segre CV, Chiocca S. Regulating the regulators: The Post-Translational Code of Class I HDACI1 and
HDAC?2. J Biomed Biotech 2011;doi: 10.1155/2011/690848

Shah S, McRae AF, Marioni RE, Harris SE, Gibson J, Henders AK, Redmond P, Cox SR, Pattie
A, Corley J, Murphy L, Martin NG, Montgomery GW, Starr JM, Wray NR, Deary 1J,
Visscher PM (2014) Genetic and environmental exposures constrain epigenetic drift over the
human life course. Genome Res. 24, 1725-1733.

Shen L, Kondo Y, Hamilton SR, Rashid A, Issa JP. P14 methylationin human colon cancer
is associated with microsatellite instability and wild-type p53. Gastroenterology 124: 626—
633, 2003.

Shenker NS, Polidoro S, van Veldhoven K, Sacerdote C, Ricceri F, Birrell MA, Belvisi MG,
Brown R, Vineis P, Flanagan JM (2013) Epigenome-wide association study in the European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC-Turin) identifies novel genetic loci
associated with smoking. Hum. Mol. Genet. 22, 843-851.

Shi T, Wang F, Stieren E, Tong Q. SIRT3, A Mitochondrial Sirtuin Deacetylase, Regulates
Mitochondrial Function And Thermogenesis In Brown Adipocytes. J Biol Chem, 2005,
280:13560-13567.

Shi Y, Lan F, Matson C, Mulligan P, Whetstine JR, Cole PA, Casero RA, Shi Y. Histone
demethylation mediated by the nuclearamine oxidase homolog LSD1. Cell 119: 941-953, 2004.

Shilatifard A. Chromatin modifications by methylation and ubiquitination: implications in the
regulation of gene expression. Annu Rev Biochem 75: 243-269, 2006.

Shiraki-lida T, Aizawa H, Matsumura Y, Sekine S, lida A, Anazawa H, Nagai R, Kuro-o M,
Nabeshima Y. Structure of the mouse klotho gene and its two transcripts encoding membrane
and secreted protein. FEBS Lett. 1998;424:6-10.

Siriken Belgin, Siriken Fatih, Unsal Cengiz, Ciftci Giilay Beslenme ve Epigenetik Harran Univ Vet
Fak Derg, 2018; UGAP2018

Siegmund KD, Connor CM, Campan M, Long TI, Weisenberger DJ, Biniszkiewicz D, Jaenisch
R, Laird PW, Akbarian S. DNA methylation in the human cerebral cortex is dynamically
regulated throughout the life span and involves differentiated neurons. PLoS One 2: €895, 2007.

Siegmund KD, Connor CM, Campan M, Long TI, Weisenberger DJ, Biniszkiewicz D, Jaenisch
R, Laird PW, Akbarian S. DNA methylation in the human cerebral cortex is dynamically
regulated throughout the life span and involves differentiated neurons. PLoS One. 2007;2:e895.

Sims RJ 3rd, Nishioka K, Reinberg D. Histone lysine methylation: a signature for chromatin function.
Trends Genet 19: 629-639, 2003.

Singhal RP, Mays-Hoopes LL, Eichhorn GL. DNA methylation in aging of mice. Mech Ageing Dev.
1987 Dec;41:199-210.

Sitara D, et al. Homozygous ablation of fibroblast growth factor-23 results in hyperphosphatemia and
impaired skeletogenesis, and reverses hypophosphatemia in Phex-deficient mice. Matrix

Biol. 2004;23:421-432. [PubMed: 15579309]

Slijepcevic P. DNA damage response, telomere maintenance and ageing in light of the integrative
model. Mech Ageing Dev 2008;129(1-2):11-16.

Slijepcevic P. Telomere length regulation-A view from the individual chromosome perspective.
Experimental Cell Research 1998; 244:268-74.

Smith BW, Adams LA. Nonalcoholic fatty liver disease and diabetes mellitus: pathogenesis and
treatment. Nat. Rev. Endocrinol. 2011; 7:456-465. [PubMed: 21556019]

109



So K, Tamura G, Honda T, Homma N, Waki T, Togawa N, Nishizuka S, Motoyama T
(2006) Multiple tumor suppressor genes are increasingly methylated with age in non-
neoplastic gastric epithelia. Cancer Sci. 97, 1155-1158.

So K, Tamura G, Honda T, Homma N, Waki T, Togawa N, Nishizuka S, Motoyama T.
Multiple tumor suppressor genes are increasingly methylated with age in non-neoplastic
gastric epithelia. Cancer Sci 97: 1155-1158, 2006.

Su SC, Tsai LH. DNA methylation in cognition comes of age. Nat Neurosci. 2012 Jul 26;15:1061-2.

Sun CY, Chang SC, Wu MS. Suppression of Klotho expression by protein-bound uremic toxins
is associated with increased DNA methyltransferase expression and DNA hypermethylation.
Kidney Int.2012;81:640-650.

Sun D, Lopez-Guajardo CC, Quada J, et al. Regulation of catalytic activity and processivity of
human telomerase. Biochemistry 1999; 38:4037-44.

Sun YV, Smith AK, Conneely KN, Chang Q, Li W, Lazarus A, Smith JA, Almli LM, Binder
EB, Klengel T, Cross D, Turner ST, Ressler KJ, Kardia SLR (2013) Epigenomic association
analysis identifies smoking-related DNA methylation sites in African Americans. Hum. Genet.
132, 1027— 1037.

Suzuki M, et al. B-Klotho is required for fibroblast growth factor (FGF) 21 signaling through FGF
receptor (FGFR) 1c and FGFR3c¢. Mol. Endocrinol. 2008; 22:1006—1014. [PubMed: 18187602]

Sekeroglu, Z.A. Oksidatif Mitokondrial Hasar ve Yaslanmadaki Onemi, Tiirk Bilimsel Derlemeler
Dergisi, 2 (2009); 69-74.

Taguchi A, Yanagisawa K, Tanaka M, Cao K, Matsuyama Y, Goto H, Takahashi T. Identification of
hypoxia-inducible factor-1 alpha as a novel target for miR-17-92 microRNA cluster. Cancer
Res 68:5540— 5545, 2008.

Takatsu M, Uyeno S, Komura J, Watanabe M, Ono T. Age-dependent alterations in mRNA level and
promoter methylation of collagen alphal(I) gene in human periodontal ligament. Mech
Ageing Dev 110: 37-48, 1999.

Talens RP, Christensen K, Putter H, Willemsen G, Christiansen L, Kremer D, Suchiman HED,
Slagboom PE, Boomsma DI, Heijmans BT (2012) Epigenetic variation during the adult
lifespan: cross-sectional and longitudinal data on monozygotic twin pairs. Aging Cell 11, 694—
703.

Telomeraz Ve Kanser Telomerase And Cancer Ginnur Dikmen, Pakize Dogan Uz.Dr., Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Ad, ProfDr., Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya Ad, Ankara T Klinik Tip Bilimleri 2003, 23:334-341.

Teschendorff AE, Jones A, Fiegl H, Sargent A, Zhuang JJ, Kitchener HC, Widschwendter M (2012)
Epigenetic variability in cells of normal cytology is associated with the risk of future
morphological transformation. Genome Med. 4, 24.

Teschendorff AE, West J, Beck S (2013) Age-associated epigenetic drift: implications, and a case of
epigenetic thrift? Hum. Mol. Genet. 22, 7-15.

Thakur MK, Kanungo MS. Methylation of chromosomal proteins and DNA of rat brain and
its modulation by estradiol and calcium during aging. Exp Gerontol 16: 331-336, 1981.

Tohyama O, Imura A, Iwano A, Freund JN, Henrissat B, Fujimori T, Nabeshima Y. Klotho is a novel

beta-glucuronidase capable of hydrolyzing steroid beta-glucuronides. J Biol Chem.
2004;279:9777-9784.

110



Tomiyama K, et al. Relevant use of Klotho in FGF19 subfamily signaling system in vivo. Proc. Natl
Acad. Sci. USA. 2010; 107:1666—1671. [PubMed: 20080590]

Torrens C, Brawley L, Dance CS, Itoh S, Poston L, Hanson MA, 2002: First evidence for
transgenerational vascular programming in the rat protein restriction model. J Physiol, 543, 41-42.

Tra J, Kondo T, Lu Q, Kuick R, Hanash S, Richardson B. Infrequent occurrence of age-dependent
changes in CpG island methylation as detected by restriction landmark genome scanning.
Mech Ageing Dev 123: 1487-1503, 2002.

Tsujikawa H, Kurotaki Y, Fujimori T, Fukuda K, Nabeshima Y. Klotho, a gene related to a
syndrome resembling human premature aging, functions in a negative regulatory circuit of
vitamin D endocrine system. Mol. Endocrinol. 2003; 17:2393-2403. [PubMed: 14528024]

Tsukada Y, Fang J, Erdjument-Bromage H, Warren ME, Borchers CH, Tempst P, Zhang Y.
Histone demethylation by a family of JmjC domain-containing proteins. Nature 439: 811-816,
2006.

Turan K, Ata P. Effects of intra- and extracellular factors on anti-aging klotho gene expression. Genet
Mol Res. 2011;10:2009-2023.

Urakawa I, et al. Klotho converts canonical FGF receptor into a specific receptor for FGF23. Nature.
2006; 444:770-774. [PubMed: 17086194]

Urakawa, 1., Yamazaki, Y., Shimada, T., lijima, K., Hasegawa, H., Okawa, K., Fujita, T., Fukumoto,
S., and Yamashita, T. (2006) Klotho converts canonical FGF receptor into a specific receptor for
FGF23, Nature 444, 770-774.

Utsugi T, et al. Decreased insulin production and increased insulin sensitivity in the Klotho mutant
mouse, a novel animal model for human aging. Metabolism. 2000; 49:1118-1123.
[PubMed: 11016890]

Van Eijk KR, de Jong S, Boks MPM, Langeveld T, Colas F, Veldink JH, de Kovel CGF, Janson
E, Strengman E, Langfelder P, Kahn RS, van den Berg LH, Horvath S, Ophoff RA (2012)
Genetic analysis of DNA methylation and gene expression levels in whole blood of
healthy human subjects. BMC Genom. 13, 636.

Vanyushin BF, Nemirovsky LE, Klimenko VV, Vasiliev VK, Belozersky AN. The 5-
methylcytosine in DNA of rats. Tissue and age specificity and the changes induced by
hydrocortisone and other agents. Gerontologia 19: 138—152, 1973.

Vaquero A, Scher M, Erdjument-Bromage H, Tempst P, Serrano L, Reinberg D. SIRT1 regulates
the histone methyl-transferase SUV39H1 during heterochromatin formation. Nature 450:
440-444, 2007.

Vaquero A, Scher M, Lee D, Erdjument-Bromage H, Tempst P, Reinberg D. Human SirT1
interacts with histone H1 and promotes formation of facultative heterochromatin. Mol Cell

16: 93-105, 2004.

Vaziri H, Dessain SK, Ng Eaton E, Imai SI, Frye RA, Pandita TK, Guarente L, Weinberg
RA. hSIR2(SIRT1) functions as an NADdependent p53 deacetylase. Cell 107: 149-159, 2001.

Venter JC, et. al. The sequence of the human genome. Science 291: 1304-1351, 2001.
Wagner JR, Busche S, Ge B, Kwan T, Pastinen T, Blanchette M (2014) The relationship
between DNA methylation, genetic and expression inter-individual variation in

untransformed human fibroblasts. Genome Biol. 15, R37.

Wallace DC. Mitochondrial genetics: a paradigm for aging and degenerative diseases? Science
1992;256:628-32.

111



Wang CM, Tsai SN, Yew TW, Kwan YW, Ngai SM. Identification of histone methylation
multiplicities patterns in the brain of senescenceaccelerated prone mouse 8. Biogerontology
11: 87-102,2010.

Wang L, Wang X, Wang X, Jie P, Lu H, Zhang S, Lin X, Lam EK, Cui Y, Yu J, Jin H. Klotho
is silenced through promoter hypermethylation in gastric cancer. Am J Cancer Res. 2011;1:111-
119.

Wang T, Pan Q, Lin L, Szulwach KE, Song C-X, He C, Wu H, Warren ST, Jin P, Duan R, Li
X (2012) Genome-wide DNA hydroxymethylation changes are associated with
neurodevelopmental genes in the developing human cerebellum. Hum. Mol. Genet. 21, 5500—
5510.

Wang Y, Sun Z. Current understanding of Klotho. Ageing Res. Rev. 2009; 8:43-51. [PubMed:
19022406]

Wang YX. PPARs: diverse regulators in energy metabolism and metabolic diseases. Cell. Res. 2010;
20:124-137.(Pubmed: 20101262).

Waterland RA, Michels KB. Epigenetic epidemiology of the developmental origins hypothesis. Annu
Rev Nutr 2007; 27:363-388.

Walter P, Blobel G. Signal recognition particle contains a 7S RNA essential for protein translocation
across the endoplasmic reticulum. Nature. 1982; 299:691-698

Weber M, Hellmann I, Stadler MB, Ramos L, P€a€abo S, Rebhan M, Sch€ubeler D (2007)
Distribution, silencing potential and evolutionary impact of promoter DNA methylation in
the human genome. Nat. Genet. 39, 457—466.

Weidner CI, Lin Q, Koch CM, Eisele L, Beier F, Ziegler P, Bauerschlag DO, JE€ockel KH, Erbel
R, Me€uhleisen TW, Zenke M, Br€ummendorf TH, Wagner W (2014) Aging of blood can be
tracked by DNA methylation changes at just three CpG sites. Genome Biol. 15, R24.

Weindruch RH, Kristie JA, Cheney KE et al. Influence of controlled dietary restriction on
immunologic function and aging. Fed Proc 1979; 38:2007-2016.

Wellinger RJ, Sen D. The DNA structures at the ends of eukaryotic chromosomes. Eur J Cancer
1997; 33(5):735- 49.

Whetstine JR, Nottke A, Lan F, Huarte M, Smolikov S, Chen Z, Spooner E, Li E, Zhang G,
Colaiacovo M, Shi Y. Reversal of histone lysine trimethylation by the JMID2 family of
histone demethylases. Cell 125: 467481, 2006.

Wilson VL, Jones PA. DNA methylation decreases in aging but not in immortal cells. Science Jun
3;220: 1055-1057,1983.

Wilson VL, Smith RA, Ma S, Cutler RG (1987) Genomic 5-methyldeoxycytidine decreases with age.
J. Biol. Chem. 262, 9948-9951.

Wolf I, Levanon-Cohen S, Bose S, Ligumsky H, Sredni B, Kanety H, Kuro-o M, Karlan B, Kaufman
B, Koeffler HP, Rubinek T. Klotho: a tumor suppressor and a modulator of the IGF-1 and
FGF pathways in human breast cancer. Oncogene. 2008; 27:7094-7105.

Workman JL, Kingston RE. Alteration of nucleosome structure as a mechanism of transcriptional
regulation. Annu Rev Biochem 67: 545— 579, 1998.

Wree A, Kahraman A, Gerken G, Canbay A. Obesity affects the liver—the link between
adipocytes and hepatocytes. Digestion. 2011; 83: 124-133. [PubMed: 21042023]

112



Wu SC, Zhang Y. Active DNA demethylation: Many roads lead to Rome. Nat Rev Mol Cell
Biol. 2010; Sep; 11:607-20.

Xu X, DNA methylation and cognitive aging, Oncotarget, 2015 Vol. 6, No. 16, www.impactjour
nals.com/oncotarget/

Yamagishi T, et al. Troglitazone improves endothelial function and augments renal Klotho mRNA
expression in Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) rats with multiple atherogenic
risk factors. Hypertens. Res. 2001; 24:705—709. [PubMed: 11768731]

Yamamoto K, Imakiire A, Miyagawa N, Kasahara T. A report of two cases of Werner’s syndrome
and review of the literature. J Orthop Surg 2003;11: 224-33.

Yahyaoglu Recai, Yaslanma ve Zaman Algis1 Yiiksek Lisans tezi 2013 T.C.Istanbul Arel
Universitesi Sosyal Bilimler Enstitiisii Psikoloji Ana Bilim Dali

Yamane K, Toumazou C, Tsukada Y, Erdjument-Bromage H, Tempst P, Wong J, Zhang Y.
JHDM2A, a JmjC-containing H3K9 demethylase, facilitates transcription activation by
androgen receptor. Cell 125: 483-495, 2006.

Yamaza T, et al. Mesenchymal stem cell-mediated ectopic hematopoiesis alleviates aging-related
phenotype in immunocompromised mice. Blood. 2009; 113:2595-2604. [PubMed: 19074727]

Yang Y, Fu W, Chen J, Olashaw N, Zhang X, Nicosia SV, et al. SIRT1 sumoylation regulates
its deacetylase activity and cellular response to genotoxic stress. Nat Cell Biol 2007
9(11):1253- 1262.

Yilmaz, Drosophila melanogaster’de Anasal Yasmn Yavru D8l Omiir Uzunlugu Uzerine
Etkileri, Yiiksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi, (2006) Ankara.

Yoon YS, Park HS, Yun KE, Kim SB. Obesity and metabolic syndrome-related chronic
kidney disease in nondiabetic, nonhypertensive adults. Metabolism. 2009; 58:1737-1742.
[PubMed: 19615700]

Yoshida K, Sugino T, Tahara H, et al. Telomerase activity in bladder carcinoma and its implication
for noninvasive diagnosis by detection of exfoliated cancer cells in urine. Cancer 1997; 79:362-
9.

Zainal TA, Oberley TD, Allison DB, Szweda LI, Weindruch R. Caloric restriction of rhesus monkeys
lowers oxidative damage in skeletal muscle. FASEB J 2000;14:1825-36.

Zhang H, et al. Klotho is a target gene of PPAR-y. Kidney Int. 2008; 74:732-739. [PubMed:
18547997]

Zhang H, Li Y, Fan Y, Wu J, Zhao B, Guan Y, Chien S, Wang N. Klotho is a target gene of
PPAR- gamma. Kidney Int. 2008;74:732-739.

Zhang R, Zheng F. PPAR-y and aging: one link through Klotho? Kidney Int. 2008; 74:702—704.
[PubMed: 18756295]

Zhang Y, Reinberg D. Transcription regulation by histone methylation: interplay between different
covalent modifications of the core histone tails. Genes Dev 15: 2343-2360, 2001.

Zheng P-S, Iwasaka T, Yamasaki F, et al. Telomerase activity in gynecologic tumors. Gynecologic
Oncology 1997; 64:171-5.

Ziller MJ, Gu H, M€uller F, Donaghey J, Tsai LTY, Kohlbacher O, De Jager PL, Rosen ED,

Bennett DA, Bernstein BE, Gnirke A, Meissner A (2013) Charting a dynamic DNA methylation
landscape of the human genome. Nature 500, 477-481.

113



8. EKLER
Ek A. Etik Kurul Karar

T.C.
_ NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI MERAM TIP FAKULTESI
ILAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Toplant: Sayis1:65 Toplant: Tarihi: 16.03.2018

Karar Savisi:2018/1279:Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Béliimii Tibbi Bivokimya Anabilim Dalr
Ogretim tiyesi Prof. Dr. Mehmet GURBILEK in “Klotho Geninin Metilasyon Diizeyi {le Beslenme
Algkanhg Arasmdaki Iliskisinin Arastinlmas” bashkli yiiksek lisans tez calismasi ile ilgili
14.03.2018 tarihli diizeltme dilekgesi ve ekleri gérisildi, Esta KARATAS yiksek lisans tez
caligmasinin Fakiiltemiz Temel Tlp Bilimleri Bélimii Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim iiyesi
Prof. Dr. Mehmet GURBILEK” in sorumlulugunda biitge desteginin saglandigina dair belgenin Ilag ve
Tibbi Cihaz Dist Arastirmalar Etik Kuruluna sunulduktan sonra ¢alismanin baglamasmim uygun olduguna
oybirligi ile karar verilmistir,

Not: Caligma ile ilgili gerekli izin ve yasal sorumluluk arastirmacilara aittir.
Sorumlu Aragtirmaci: Prof. Dr. Mehmet GURBILEK
Yardimer Arastirmact: Esra KARATAS

ASLI GIBIDIR
16.03.2018 .

Prof. Dr. Saim AQIKGOZOGLUL‘
Ila¢ ve T1bbi Cihaz Dis1 Arwgtlrmalar Etlk Kurul Baskani

114



Ek B. Goniillii Onam Formu

GONULLU ONAM FORMU

Yaglanma, zaman igerisinde canlinin cevre ile olan iliskilerinde dengelerinin ¢evre lehine
sonuclandig bir siirectir. Yaslanma olay1 ortalama belirli bir siirec icerisinde ilerlese de, cevresel ve kalitsal
faktérlere bagh olarak kimi bireyler daha hizli, kimi bireyler ise daha ge¢ yaslanir. Insanlar icin yaslanma
siirecini etkileyen cevresel faktdrlerin basinda beslenme aligkanhgi gelmektedir. Genetik fakitérler ise
oldukga karmasiktir. Genetik faktdrler insan omriinii yaklasik %25 oraninda etkileyebilmektedir. Bu da 60
vil olan minimal yagsam limitinin 75 yila ¢ikmasi anlamina gelmektedir. Aragtirma sonuglari Klotho geninin,
memelilerde yashlik siirecinde ve yaslanma ile ilgili hastahklarda énemli rol oynadigini géstermistir. Klotho
proteini seviyesi azalmasi ile yaslilik benzeri fenotipler ortaya ¢ikar. Klotho geninin fazla eksprese edilmesi
ile yasam siireci %20-30 oranmna artmaktadir. Klotho proteininin fazla miktarda sentez edilmesi anlamli
olarak oksitatif strese diren¢ kazandirarak yaglanma siirecini yavaslatmakta ve yasam siiresini uzatmaktadir.
Biz bu galismamizda yasam siiresinin uzamasinda etkili olan Klotho genini calisacagiz. Biz de bu amagla
“Klotho geninin metilasyon diizeyi ile beslenme aliskanhgi arasindaki iligkisinin arastirilmasi™ isimli
¢alismay1 planladik. Bizde bu amagla sizden arastirmaya katilmanizi istiyoruz. Bu ¢alismaya, karbonhidrat
agirlikl beslenen bireyler ve protein agirlikli beslenen bireylerin dahil edilmesi disiiniilmiistiir. Siz de
caligmamiz igin uygun bir hastasimz ve izniniz dahilinde ¢alismamiza katilmamzi rica ediyoruz.
Calismamizda, tam aninda biyokimyasal tahliller, besin tiketim sikhigi saptama formu verilerek size anket
uygulanacaktir ve antropometrik Olgiimlerinizden boy, kilo, bel, basen ¢evresi élgiimleriniz alinacaktir,
Kaliper ile koldan yag kitleniz tespit edilecektir. Bu islemler girisimsel bir islem degildir.

Calismadan ¢ikacak sonuglarin beslenme aligkanliklarma bagli olarak Klotho geninin
yaslanmayla iliskisi agisindan faydali bilgiler verecegini ummaklayiz.

Bu arastirmaya katihp katilmama kararini vermeden Once, arastirmamin nigin yapildigini, nasil
vapilacagini ve bu arasgtirmanin goniillii katilimeilara getirecegi olasi faydalari bilmeniz gerekmektedir, Bu
nedenle bu formun okunup anlasilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin
zaman ayiriniz. Eger anlayamadidimiz ve sizin igin agik clmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi
isterseniz bize sorunuz.

* Yapilacak ¢aligmanin size getirecegi ek risk yoktur,

* Yapilacak muayene ve alinacak rutin kan icin sizden herhangi bir masraf istenmeyecek, size bir
tdeme yapilmayacaktir.

* Bu calismadan elde edilen bilgiler tamamen aragtirma amaci ile kullanilacak ve kimlik bilgileriniz
kesinlikle gizli tutulacakr.

Aragtirmaya katilmak tamamen goniilliilik esasina dayanmaktadir. Caligmaya katilmama veya
herhangi bir anda ¢aligmadan ¢ikma hakkima sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya hakkiniz olan
vararlarin kaybi kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

BN, e . [goniillimiin adi,soyad) Kendi el yazisi
ile)] vukaridaki metni okudum ve katilmam istenen calismanin kapsamint ve amacmni, goniillii olarak
tizerime diisen sorumluluklari tamamen anladim. Calisma hakkinda soru sorma ve tartisma imkani buldum
ve tatmin edici yanitlar aldim. Bana, ¢alismanin muhtemel riskleri ve faydalari sozlii olarak da anlatildi.

Bu kosullarda soz konusu Klinik Arastrmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmay1 kabul ediyorum.

HASTA Onam alimina sahitlik eden kisi Arastirma Klinik Sorumlusu
Ad-Soyad: Ad-Soyad: Ad-Soyad:
Taribieal v Tavibi.. /ibfios Tartilizeladias
imza: imza: imza:
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Ek C. Besin Tiiketim Stkligi Saptama Formu
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SUT VE URUNLERI

Sit

Tam siit (Dayanikli-UHT)

Tam siit (Pastorize)

Tam siit (Sokak siitii)

Yarim yagl (%2 yagl)

Yagsiz siit (Light-% 1 yagli)

Ozel siitler (zenginlestirilmis)

Aromali siitler

Kefir

Ayran

Dondurma

Yogurt

Tam yagh

Yarim yagh

Yagsiz (light)

Prebiyotik / probiyotik

Peynir

Tam yagh

Yarim yagh

Yagsiz (light)

Kasar

Krem peynir

Tulum

COKelek (cvvovvrrerrennnn )*

ET,YUMURTA, K.BAKLAGIL

Kirmiz1 et

Sigir

Koyun

Kegi

Et Uriinleri (..........coeeevne... )*

Sakatatlar (...................s )*

Tavuk

Hindi

Diger kiimes hayvanlari

At etleri

Balik

Yumurta

Kurbaklagiller

Yagli tohumlar
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BESINLER

Her 6giin
Haftada 5-6
Haftada 3-4
Haftada 1-2

15 giinde 1/1-3

Her giin
Ayda bir
Seyrek

Hi¢

Miktar g/cc

TAZE SEBZE-MEYVE

Yesil yaprakli sebzeler

Patates

Kuru sogan

Domates

Diger sebzeler

Turunggiller

Kavun, karpuz

Diger meyveler

Kuru meyveler

EKMEK-TAHILLAR

Beyaz ekmek ve tiirleri

Kepekli ekmek ve tiirleri

Bazlama

Yufka

Piring

Bulgur

Makarna, eriste vb.

Bugday unu

Borek

Kurabiye

Kahvaltilik tahil {irtinleri
(cornflakes vb.)

Cips vb.

ICECEKLER

Hazir meyve sulari

Kolal1 igecekler

Normal

Light gazozlar

Maden sulari

Kahve

Cay

Bitki ¢aylart (..................

Bira

Sarap

Raki

Viski, cin vb.
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BESINLER

Her 6giin

Her giin

Haftada 5-6

Haftada 3-4

Haftada 1-2

15 giinde 1/1-3

Ayda bir

Seyrek

Hi¢

Miktar g/cc

YAG, SEKER, TATLI

Zeytin yagi

Diger s1v1 yag (-.ooeeevereeenene

Margarin

Yumusak margarin(kase)

Tereyag

Seker

Sekerleme, Lokum

Cikolata

Bal

Recel

Pekmez

Hazir Besinler

Hazir Corba

DiGERLERI

Hazir sebze yemegi

Hazir kofte

Hazir borek

Hazir sarma

Hazir salata

Hazir meze

Hazir pasta

Dondurulmus besin

Pide, lahmacun

Hamur isi tatlilar

Siitli tatlilar

Ol (AT ) En ¢ok ve en sik tiiketilen besin ¢esidi ve tiirli yazilmalidir.

118




9. 0ZGECMIS

Konya’nin Selguklu ilgesinde dogdum. Selguk Universitesi Fen
Fakiiltesi Kimya Boliimii egitimimi 2009-2013 tarihinde tamamladim. Selguk
Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliim’iinde egitimime devam ederken
Selcuk Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Cevre Miihendisligi Béliimii
Cevre Teknolojisi Anabilim Dali’nda yandal egitimimi 2012-2014 tarihinde
tamamladim. Eskisehir Anadolu Universitesi Egitim Fakiiltesinde Pedagojik
Formasyon egitimimi 2014 tarihinde tamamladim. 2014 yilinda Necmettin
Erbakan Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim

Dalr’inda yiiksek lisans egitimime bagladim ve halen devam etmekteyim.
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