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OZET

KAINIK ASIT ILE EKSITOTOKSISITE OLUSTURULMUS NOROBLASTOMA
HUCRELERINDE GLT-1 (GLUTAMAT TRANSPORTER 1) YIKIM YOLAGININ,
SIRT4 (SIRTUIN 4) iLE DUZENLENMESININ ARASTIRILMASI

Akdogan Y. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Calismada; SIRT4’tin, noroblastoma hiicrelerinde, GLT-1'in ekspresyonunu ve
degradasyonunu nasil diizenledigi ve GLT-1 promotorundaki transkripsiyon faktorleri
tizerine etkisinin aydinlatilmas1 amaclandi. Bunun yaninda 6zellikle kainik asit kaynakli

eksitotoksisite durumunda bu diizenlemenin nasil degistiginin gézlemlenmesi hedeflendi.

Gereg¢ ve Yontem: SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hattinda, SIRT4 genini susturmak
icin SIRT4 shRNA igeren lentiviral partikiiller kullanild1 ve SIRT4 geni susturulmus kararli
SH-SY5Y hiicre hatt1 elde edildi. SIRT4’iin susturuldugunu gostermek Western Blot
yontemi kullanildi. Uygun sartlar1 saglayan tek bir hiicre hatt1 secilerek diger deneylerde
kullanilmak tizere ¢ogaltilmaya devam edildi. Kontrol SH-SY5Y hiicreleri ve SIRT4 geni
susturulmus SH-SY5Y hiicreleri kainik asit (ImM) ile muamele edilerek eksitotoksisite
modeli olusturuldu. Toplam dort deney grubu meydana getirildi. Bunlar; kontrolgrubu,
kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus grup, SIRT4 susturulmus grup ve kainik
asit ile eksitotoksisite modeli olusturulan ve SIRT4 susturulmus gruptur. Dort deney
grubundaki GLT-1 ifadeleri Western Blot yontemi kullanilarak analiz edildi. Dort deney
grubundaki GLT-1 mRNA seviyeleri qPCR yo6ntemi kullanilarak belirlendi. GLT-1
promotoru ve transkripsiyon faktorlerinin (CREB ve REST) etkilesimi CHIP (Kromatin

Immiinopresipitasyon) metodu ile dért deney grubunda gosterildi.

Bulgular: Kontrol grubu, Kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus grup, SIRT4
susturulmus grup ve Kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulan ve SIRT4 susturulmus
gruplarindaki GLT-1 ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in her gruptan protein izolasyonu

yapilarak Western Blot yontemi uygulandi. Elde edilen sonuglarda GLT-1’in néroblastoma
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hiicrelerinde oligomerik yapilar olusturdugu goriildii. SIRT4 geni susturulmus iki grup
arasinda eksitotoksisite olusturmak toplam GLT-1 ifadesini istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldig1 gozlemlendi. Bunun yaninda eksitotoksisite olusturulmus iki grup arasinda
SIRT4 genini susturmanin yine toplam GLT-1 ifadesini istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalttig1 bulundu. Ardindan doért deney grubunda GLT-1 mRNA seviyeleri, gPCR y6ntemi
kullanilarak belirlendi. Elde edilen sonuglara gére dort deney grubu arasinda, GLT-1 mRNA

seviyesinin, istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi gozlemlendi.

Sonug¢: Elde edilen sonuglar, noroblastoma hiicrelerinde SIRT4’iin susturulmasinin ve
eksitotoksisite durumunun GLT-1 ifadesini, mMRNA diizeyinden ziyade protein diizeyinde

etkiledigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: GLT-1, eksitotoksisite, SIRT4, kainik asit
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE REGULATION OF THE GLT-1 (GLUTAMATE
TRANSPORTER 1) DEGRADATION PATHWAY BY SIRT4 (SIRTUIN 4) IN
EXCITOTOXIC NEUROBLASTOMA CELLS INDUCED BY KAINIC ACID

Akdogan Y. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Medical
Biology Program, Master Thesis, Aydin, 2024.

Objective: In this study, we aimed to investigate how SIRT4 regulates the expression and
degradation of GLT-1 in neuroblastoma cells and to clarify its effect on transcription factors
in the GLT-1 promoter. In addition, it was aimed to observe how this regulation changes

especially in the case of kainic acid-induced excitotoxicity.

Material and Methods: In SH-SY5Y human neuroblastoma cell line, lentiviral particles
containing SIRT4 shRNA were used to silence the SIRT4 gene and a stable SH-SY5Y cell
line with silenced SIRT4 gene was obtained. Western blotting was used to demonstrate
SIRT4 silencing. A single cell line that met the appropriate conditions was selected and
continued to be propagated for further experiments. Control SH-SY5Y cells and SIRT4
gene silenced SH-SY5Y cells were treated with kainic acid (1 mM) and excitotoxicity
model was established. A total of four experimental groups were formed. These are; control
group, kainic acid-induced excitotoxicity model, SIRT4 silenced group and kainic acid-
induced excitotoxicity model and SIRT4 silenced group. GLT-1 expressions in the four
groups were analyzed using Western Blot method. GLT-1 mRNA levels in the four groups
were determined using gqPCR method. The interaction of GLT-1 promoter and transcription
factors (CREB and REST) was demonstrated by CHIP (Chromatin Immunoprecipitation)

method in four groups.

Results: In order to determine the GLT-1 expression level in the control group, Kainic acid-
excitotoxicity induced group, SIRT4 silenced group and Kainic acid-excitotoxicity induced
and SIRT4 silenced groups, protein isolation was performed from each group and Western
Blot method was applied. The results showed that GLT-1 formed oligomeric structures in
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neuroblastoma cells. A statistically significant decrease in total GLT-1 expression was
observed between the two SIRT4 gene silenced groups to induce excitotoxicity. In addition,
silencing the SIRT4 gene between the two excitotoxicity-induced groups was found to
statistically significantly reduce total GLT-1 expression. GLT-1 mRNA levels in the four
experimental groups were then determined using gPCR method. According to the results
obtained, it was observed that GLT-1 mRNA levels did not show a statistically significant

difference between the four groups.

Conclusion: Our results suggest that SIRT4 silencing and excitotoxicity in neuroblastoma
cells affect GLT-1 expression at the protein level rather than the mRNA level.

Keywords: GLT-1, excitotoxicity, SIRT4, kainic acid
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1. GIRIS

Glutamat hem hiicresel metabolizmada hem de merkezi sinir sisteminde baslica
norotransmitter olarak islev gormektedir (lovino ve ark, 2020). Bir sinir hiicresinden
salinarak baska hiicrelerdeki ilgili reseptorii uyarir ve bu sekilde sinaptik iletim gerceklesir.
Asiri glutamat salinimina bagl olarak sinaptik yarik i¢indeki glutamat konsantrasyonundaki
artig, eksitotoksisiteye neden olur. Eksitotoksisitenin, Alzheimer, Parkinson, Huntington
gibi  norodejeneratif hastaliklarin  patogenezinde ortak molekiiler yolak oldugu
bilinmektedir. GLT-1 (Glutamat Tasiyict 1), merkezi sinir sisteminde ifade edilen ana
glutamat tasityicidir. Hiicre dist glutamatin  uzaklastirilmasinda ve norotransmitter

homeostazinin korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Bhardwaj ve ark. 2018).

Sirtuinler, proteinleri deasetilasyon veya ADP-ribosilasyon yoluyla posttranslasyonel
modifikasyonlar ile diizenleyen enzimlerdir. Bu enzimlerin yedi adet alt grubu bulunur ve
hiicre icerisinde ¢ekirdek, mitokondri veya sitoplazmada ifade edilirler. Sirtuin 4 (SIRT4),

beyinde eksprese edilen mitokondriyal bir sirtuin ailesi proteinidir (Bai ve ark. 2021).

Daha once yapilan bir ¢calismada, SIRT4 nakavt farede, bir eksitotoksik ajan olan
kainik asidin etkileri daha siddetli olarak goriilmiistiir ve ayrica beyindeki GLT-1
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Shih ve ark, 2014). Yapilan diger bir ¢caligmada ise
SIRT4’iin, hiicre hattinda, glutamat metabolizmasin1 diizenleyerek, eksitotoksisiteyi

onledigi gosterilmistir (Oh ve ark, 2012).

PKC araciligiyla NEDDA4-2 fosforilasyonu saglandigi ve fosforile olmus NEDDA4-
2’nin GLT-1"in ubikitinasyonuna yol actig1 gosterilmistir (Sheldon ve ark, 2008; Tardon ve
ark, 2012). Ayrica A172 glioblastoma hiicrelerinde SIRT4’tin overexpresyonunun GLT-1
protein ifadesini arttirdigi da bulunmustur (Yal¢in ve Colak, 2020). Ek olarak GLT-1’in,
glia ve glioblastoma hiicrelerinde, SIRT4 susturulmasindan sonra farkli sekilde
diizenlendigi gosterilmistir. SIRT4 susturulmas: glia hiicrelerinde GLT-1 oligomer
olusumunu etkilemezken glioblastoma hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide etkiledigi bulunmustur.
(Yesiloren ve Yalgin, 2023).

Yapilan bu ¢aligmalar, SIRT4’{in glia ve glioblastoma hiicrelerinde GLT-1 ifadesini

nasil diizenledigini gostermistir. Bu ¢alismada, ndroblastoma hiicrelerinde, SIRT4’tin GLT-



1 yikim yolagmi ve ifadesini nasil diizenledigini arastirmak amaglandi. Ayrica bu
diizenlenmenin, 6zellikle kainik asitle indiiklenmis eksitotoksisite durumunda nasil
degistigini arastirmak hedeflendi. SH-SY5Y insan noroblastoma hiicre hattinda SIRT4’d
susturmak icin dizayn edilmis olan SIRT4’e karsi tasarlanmis ShRNA genini igeren
lentiviral partikiiller kullanilarak SIRT4 geni susturulmus kararli SH-SY5Y hiicre hatt1 elde
edildi. SIRT4’tin susturuldugunu gostermek icin SIRT4 protein ifadesi Western Blot
yontemi kullanilarak incelendi. Kontrol SH-SY5Y hiicreleri ve SIRT4 geni susturulmus
kararli SH-SY5Y hiicreleri kainik asit ile muamele edilerek eksitotoksisite modeli
olusturuldu. Bu sekilde dort deney grubu olusturuldu. Bunlar; kontrol SH-SY5Y, SIRT4
susturulmus SH-SY5Y, kainik asit ile muamele edilmis SH-SY5Y ve hem kainik asit ile
muamele edilmis hem de SIRT4 susturulmus gruptur. Dort deney grubundaki GLT-1
ifadelerine Western Blot yontemi kullanilarak bakildi. Dort deney grubundaki GLT-1
MRNA seviyeleri gPCR yontemi kullanilarak belirlendi. GLT-1 promotoruna baglanan
CREB ve REST transkripsiyon faktorlerinin  etkilesimi CHIP  (Kromatin

Immiinopresipitasyon) metodu ile dért deney grubunda gosterildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glutamat

Sekil 1’de kimyasal yapisi verilen glutamat, glutaminden sentezlenen esansiyel
olmayan bir amino asittir. Memeli merkezi sinir sistemindeki (CNS) ana uyarici
ndrotransmitter olarak gdrev yapar ve sinir hiicreleri arasindaki iletisimi saglar. Ogrenme,
hafiza, hiicresel gog, hiicresel farklilagma, gibi biligsel fonksiyonlarda kritik bir rol oynar
(Danbolt, 2001; Rueda ve ark, 2016; Magi ve ark, 2019). Glutamat, hiicre dis1 sivida 3-4
uM beyin omurilik sivisinda (BOS) ise 10 uM miktarlarinda ve presinaptik noéron
terminallerinde bulunur. Kan-beyin bariyerini gegebilir (Danbolt, 2001). Presinaptik noéron,
glutamini glutamata doniistirmek i¢in glutaminaz enzimini kullanir. Vesikiiler glutamat
tastyict ailesi (VGLUTL), iiretilen glutamati alir ve vezikiillerdeki sinaptik bosluga tasir.
Glutamat iceren kesecikler, presinaptik membranin yiizeyine baglandiklarinda sinaptik
bosluga salinir (Sheldon ve Robinson, 2007).

Glutamat reseptorleri (GIUR), glutamatin bir norotransmitter olarak fonksiyonunun
diizenlenmesinde rol oynar. Glutamat reseptorleri iyonotropik ve metabotropik olmak {izere
iki gruba ayrilir. Iyonotropik reseptérler dogrudan membran iyon kanallarina baglanirken,
metabotropik reseptorler G proteini gibi araci bilesiklere baglanir ve inositol-1,4,5-trisfosfat
(IP3), kalsiyum ve siklik niikleotidler gibi hiicre i¢i ikinci habercileri modiile eder.
Iyonotropik reseptorler NMDA (N-metil-D-aspartat), AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-
4-izoksazolpropiyonat) ve kainat olmak iizere alt gruplara ayrilir (Kew ve Kemp 2005).
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Sekil 1. Glutamatin kimyasal yapisi (PubChem).

2.1.1. Glutamat Metabolizmasi

Glutamat uyarici bir nérotransmitter olmasinin yani sira iire dongiisiiniin ilk enzimi
olan karbamoilsentetaz 1'in allosterik aktivatérii olan metabolik diizenleyici N-
asetilglutamatin (NAG) da onciistidiir (Sekil 2) (Wu ve ark, 2015). Viicuttaki endojen
mekanizmalar glutamatin sentezinden sorumludur. Glutamat dehidrojenaz (GDH) veya
diger aminotransferazlar, bu yollardan birinde onu alfa-ketoglutarattan, digerinde ise
glutamin, histidin, arginin ve prolinden iiretir. Glutamaterjik néronlarda bulunan glutamin
sentetaz (GS) enzimi, glutamat ailesinin bir iiyesi olan glutamin amino asidini glutamata
doniistiiriir ve glutamat sentezi metabolizmasi sirasinda hiicreden salinir. Zaten mevcut olan
glutamat, burada bildirilen glutamat konsantrasyon oranina bagli olarak astrositlerin yiizey
glutamat tasiyicilart tarafindan alinir. Bu islemin gergeklestigi iki farkli yontem vardir.
Bunlardan biri, GDH enziminin glutamat1 alfa-ketoglutarata doniistiirmesi ve daha sonra
ATP iiretmek igin kullanilmasidir. Diger yol, glutamati glutamine doniistiiren glutamin
sentetaz (GS) enzimini igerir. Bu sekilde iiretilen glutamin, yeniden glutamat sentezi igin

glutamerjik néronlara geri tasinmaktadir (Brosnan ve Brosnan, 2013; Karaca ve ark, 2011).
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Sekil 2. Genel glutamat metabolizmas1 (Wu ve ark, 2015).

2.1.2. Glutamat Reseptorleri

Glutamatin norotransmisyonu, glutamat reseptorleri (GluR) tarafindan diizenlenir.
Glutamat reseptorleri fizyolojik ve molekiiler yapilarina gore ayrilarak iki ana tiirden olusur.
Bunlar metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR) ve iyonotropik reseptorleridir (iGluR).
iGluR’lar katyon gegirgen ligand kapili iyon kanallaridir ve mGluR’lar G proteinine baglidir
(Mayer ve Armstrong, 2004; Reiner ve Levitz, 2018).
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Sekil 3. Glutamat reseptorlerinin siniflandirilmasi (Garcia-Gaytan ve ark, 2022).



2.1.2.1. iyonotropik Reseptorler

Iyonotropik reseptdrler postsinaptik membran iizerinde bulunur ve merkezi sinir
sisteminde hizli uyarici iletimden sorumludur. AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropiyonik asit)/Kainat ve  NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorleri olarak
smiflandirilir. Ca*™ ve Na* iyonlarinin hiicre ici ve hiicre dis1 sivilar arasinda hareket
etmesine izin vererek glutamat taginmasini kolaylastirirlar (Mayer ve Armstrong, 2004;
Reiner ve Levitz, 2018; Zhang ve ark, 2019).

2.1.2.1.1. AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit)/Kainat

Reseptorleri

AMPA  (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik  asit) ve  kainat
reseptorleri, Ca*? ve Na' iyonlarinin hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilar arasinda gegisi yoluyla
glutamat tasinmasinda gorev alan reseptorlerdir (Sekil 4). AMPA reseptorleri hafiza,
eksitotoksisite ve 6grenme ile iliskili sinaptik plastisite siireglerini destekler ve uyarici yaniti
baglatir (Kew ve Kemp 2005). AMPA reseptorlerinin agir1 aktivasyonu sinir sistemine zarar
verebilir, potansiyel olarak gegici ndropatiye ve ndronlarin 6liimiine neden olabilir. Kainat
reseptorleri, dengeyi dogru bir sekilde degistirerek noronal uyarimi ve inhibisyonu diizenler
(Reiner ve Levitz, 2018; Gasparini ve ark, 2013).

Sekil 4. AMPA reseptorii yapisi (Kazemi ve ark, 2022).



2.1.2.1.2. NMDA (N-metil-D-aspartat) Reseptorleri

NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorleri uyarict bir fonksiyona sahiptir ve Ca*> Na*
ve K*ya kars1 gecirgendir (Sekil 5). Farkli fizyolojik ve farmakolojik ozelliklere sahip
tetramerik ve heteromerik formlar1 vardir. NMDA reseptorleri, glutamat tasiyici
aktivasyonu ve glutamatin sinaptik bosluktan uzaklastirilmasi i¢in 6nemli iyonotropik
reseptorlerdir. Bu, beyin ve omurilikteki néronlarda meydana gelen depolarizasyona ve
ardindan sinaptik iletimin baslatilmasina neden olur (Kew ve Kemp, 2005; Reiner ve Levitz,
2018).
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Sekil 5. NMDA reseptorii yapist (Li ve ark, 2011).

2.1.2.2. Metabotropik Reseptorler

Metabotropik reseptorler, hiicre yiizeyinde bulunan ve hiicre aktivitesini diizenlemek
icin bir dizi metabolik adimi1 baglatan G proteinine bagl reseptorlerdir. Bu reseptorler,
norotransmitterler veya hormonlar gibi dis uyaranlarla etkilesime girer ve bu etkilesim

sonucunda hiicre i¢i yanitlart baglatirlar. Bir nérotransmitter baglandiginda, bagli G-proteini



aktive eder. Aktive olan G-protein, adenil siklaz veya fosfolipaz C gibi efektor enzimleri
harekete gegirir ve bu da hiicre i¢i ikinci mesajcilarin tiretimini tetikler. Metabotropik
reseptorler genellikle daha yavas ve daha uzun siireli etki ederler. mGluR'ler, 8 alt tipte
smiflandirilirlar (MGIUR1 - mGIuR8) ve sinyal iletim mekanizmalarina gore ti¢ gruba
ayrilirlar (Hermans ve Challiss, 2001; Niswender ve Conn, 2010; Lau ve ark, 2010).
mGIuR'ler, 8 alt tipte smiflandirthirlar (MGIUR1 - mGIuR8) ve sinyal iletim

mekanizmalarina gore ti¢ gruba ayrilirlar (Sekil 6).

Sekil 6. Metabotropik reseptorlerin siniflandirilmasi (Blackshaw ve ark, 2011).

2.1.3. Glutamat Tasiyicilar:

Glutamat tastyicilari, glutamati sinir sisteminin = sinaptik yari@indan tasiyan
proteinlerdir. Yiiksek seviyelerde glutamat, sinir hiicrelerine zarar verebilir ve
norotoksisiteye yol acabilir. Bu nedenle glutamat diizeylerinin diizenlenmesi biiyiik 6nem
tasimaktadir ve bu diizenlemede glutamat tasiyicilar1 kritik bir rol oynamaktadir. Birincisi,
glutamatin sinaptik yariktan postsinaptik néronlar ve glia hiicreleri tarafindan geri alinmasi,
bdylece sinaptik iletimin durdurulmasi ve norotoksik etkilerin dnlenmesidir. Bir digeri ise
hiicrelerdeki glutamati, tekrar kullanilabilecek sekilde glutamin gibi 6ncli molekiillere
doniistiirmek, yani glutamatin geri doniistimiinii saglamaktir (Danbolt, 2001; Seal ve Amara,
1999). Glutamat tastyicilari, glutamat seviyelerini diizenleyerek sinir hiicrelerinin saglikli

islev gbérmesini saglar ve norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar.



Bu tastyicilarin islev bozuklugu, cesitli ndrolojik hastaliklara, 6rnegin ALS (Amyotrofik
Lateral Skleroz), epilepsi ve iskemik beyin hasar1 gibi ¢esitli ndrolojik hastaliklara yol
acabilir (Rothstein ve ark,1995; Sheldon ve Robinson, 2007).
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Sekil 7. Noronlarda ve astrositlerde EAAT'lerin ifadesi ve aktiviteleri. (Malik ve Willnow,
2019).

Noronlar ve astroglialar, yiiksek afiniteli ve sodyuma bagimli glutamat tasima
kapasitesine sahiptir. Yiiksek afiniteli glutamat tasiyicilar1 "Eksitator Aminoasit Tasiyicisi
(EAAT)" olarak adlandirilir ve bes ana alt tipe ayrilir. Bunlar eksitatér amino asit tasiyicisi
1 (EAATI1 [GLAST]), eksitard amino asit tasiyicis1 2 (EAAT2 [GLT-1]), eksitatér amino
asit tastyicist 3 (EAAT3), eksitator amino asit tastyicist 4 (EAAT4) ve eksitator amino asit
tastyicist 5 (EAATS) olusmaktadir (Tablo 1) (Danbolt, 2001; Peterson ve Binder, 2019).



Tablo 1. Memeli glutamat tasiyicilarinin ve bunlarin insan homologlarinin dagilimi (Sattler

ve Rothstein, 2006’ dan modifiye edilmistir).

Glutazz:tﬁ’i‘;mwu insan Homologu I_;ui;e Anatomik yeri
GLAST EAATI Astrosit | Beyincik, korteks, omurilik,
GLT-1 EAAT2 Astrosit | Beyin ve omurilik boyunca
EAACI EAAT3 Noron | Hipokampus, beyincik, bazal ganglia
EAAT4 EAAT4 Noron | Beyincik
EAATS EAATS Noron | Retina

2.1.3.1. EAAT1-GLAST (Glutamat-Aspartat Tasiyicisi)

Insanlarda EAAT1 veya GLAST (Glutamat-Aspartat tasiyic1), 5pll-p12
kromozomunda yer alan SLC1A3 (Solute carrier ailesi 1 iiye 3) geni tarafindan kodlanir.
GLAST'lar ozellikle MSS gelisimi boyunca aktiftir. Anatomik olarak beyincik, korteks ve
omurilik bolgelerindeki ana glutamat tastyicisidir. EAAT1'In ¢alismasi sodyum iyonlarina
dayanir. Glutamatin hiicreye tasginmasi, sodyum iyonlarinin elektrokimyasal gradyani ile
desteklenir. Glutamat tasinirken, sodyum ve protonlar ayni anda hiicre tarafindan emilir ve

hiicreden potasyum salinir (Rothstein ve ark, 1996; Danbolt, 2001; Pajarillo ve ark, 2019).

2.1.3.2. EAAT2-GLT-1 (Glutamat Tasiyicisi-1)

GLT-1 olarak da bilinen EAAT2 beyinde glutamat alimindan sorumlu bir EAAT
tagiyicisidir.  Sinapslardaki glutamat seviyelerini dilizenleyerek, cesitli norodejeneratif
bozukluklarda eksitotoksik ndronal hasari azaltmaya yardimci olur. EAAT2 proteini 11.
kromozomun kisa kolunda bulunan SLC1A2 geni tarafindan kodlanir. Noronlarda EAAT2
ekspresyonu oOncelikle presinaptik olarak akson terminallerinde goriiliir (Robinson ve
Jackson, 2016; O’Donovan Ve ark, 2017). EAAT2, ozellikle astrositlerde yiiksek yogunlukta
bulunur. Beynin kortikal bdlgelerinde yogun sekilde ifade edilirken daha az yogunlukta da
olsa bazi ndronlar tarafindan da ifade edilebilir. EAAT2 fonksiyonunun bozulmasi
glutamatin geri alinmasin1 engeller. Bu durumda olusan asir1 glutamat birikimi, ALS
(Amyotrofik Lateral Skleroz), epilepsi, Alzheimer ve Huntington hastaligi gibi

norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli bir faktordiir (Rothstein ve ark, 1995;
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Tanaka ve ark, 1997; Kim ve ark, 2011; Wilkie ve ark, 2021; Rimmele ve Rosenberg, 2021;
Bhatnagar ve ark, 2023).

Glutamat, presinaptik noérondan vezikiiller araciligiyla sinaptik bosluga salinir.
Sinaptik boslukta artan glutamat konsantrasyonu, postsinaptik noron tizerindeki glutamat
reseptorlerini uyararak glutamatin néron igerisine alinmasini saglar. Artan glutamatin fazlasi
ise sinaptik bosluktan GLT-1 tarafindan astrositlere taginir ve burada tekrar glutamat-
glutamin dongiistine katilir. Glutamatin taginmasi sirasinda Na* (sodyum) ve H' (hidrojen)
iyonlar1 glutamat ile birlikte hiicre i¢ine, K™ (potasyum) iyonlar1 ise hiicre disina

taginmaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. Glutamat Tasiyici-1 ve glutamat tagimimi (Soni ve ark, 2014’den modifiye

edilmistir).

GLT-1, dinamik bir diizenleme mekanizmasina sahiptir. Glutamat taginimi sirasinda,
GLT-1 Protein Kinaz C (PKC) aktivasyonu sonucu ubikuitinlenir ve degrade olur. PKC,
fosforilasyon yoluyla aktive edilir. Translasyon sonras1 modifikasyonlar, hiicrelerdeki PKC
proteinlerinin seviyesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Aktif PKC, E3 ligaz olan

NEDDA4-2’yi fosforile ederek aktif hale getirir. Aktif NEDD4-2, GLT-1’e ubikuitin ekler ve
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GLT-1'in proteozomlar tarafindan yikilmasini saglar. Bu silire¢ sonucunda, GLT-1 seviyesi
azalir. Sinaptik yariktaki artan glutamat seviyeleri, hiicre ylizeyindeki GLT-1 seviyelerini
artirtr. Sinaptik yariktaki glutamat seviyeleri diistiiglinde ise hiicre yiizeyindeki GLT-1
ubikuitinlenerek parcalanir (Sheldon ve ark, 2008; Tardon ve ark, 2012; Wang ve ark, 2016;
Dagdelen ve ark, 2021).

2.1.3.3. EAAT3 (Eksitator Aminoasit Tasiyici 3)

EAAT3 ayrica EAACI olarak da bilinir. 9p24.2 kromozomunda bulunan SLC1A1
(Solute tastyict aile 1 iiye 1) geni tarafindan kodlanan bir proteindir (Nieoullon ve ark,
2006). EAAT3, c¢ogunlukla noéronlarda bulunur ve anatomik olarak beyincik ve
hipokampusa yerlesmistir (Sattler ve Rothstein, 2006). EAAT3 eksikligi GDH homeostazisi
disfonksiyonu ve norodejeneratif hastaliklarla baglantilidir (Holmseth ve ark, 2012;
Casteneda ve ark, 2017).

2.1.3.4. EAAT4 (Eksitator Aminoasit Tasiyici 4)

EAAT4, Insanlarda 19. kromozomun {izerine lokalize olan SLC1A6 (Solute carrier
ailesi 1 liye 6) geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Hipokampus ve neokorteksin yaninda
cogunlukla beyincikteki Purkinje hiicrelerinde eksprese edilir (Fairman ve ark, 1995; Kim
ve ark, 2011).

2.1.3.5. EAATS (Eksitator Aminoasit Tasiyici 5)

EAATS, 1. Kromozomun {izerinde bulunan SLC1A7 geninden tliretilen retinaya 6zgii
bir glutamat tasiyicisidir. EAATS, retinal fotoreseptdrler ve bipolar hiicreler tarafindan ifade
edilir ve burada diisiikk hizli bir tasiyici ve inhibitor bir glutamat reseptdrii olarak goérev
yapar. Bir diger rolii kloriir iletkenligini saglamasidir. EAATS"in disfonksiyonu, retinanin
islevselligini etkileyebilir ve gérme bozukluklarina yol acabilir (Lee ve ark, 2013; Schneider

ve ark, 2014).
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2.2. Eksitotoksisite

Eksitotoksisite, sinir hiicrelerinin, asir1 derecede eksitatdr amino asitlerin uyarilmasi
sonucu hasar gormesi veya 6lmesi durumudur (Dong ve ark, 2009). Glutamat ve glutamat
gibi uyaric1 norotransmiterler sinaptik yarikta birikerek eksitotoksisiteye neden olur, bu
ylizden bu norotransmitterlere eksitotoksinler veya ndrotoksinler denir (Danbolt ve ark,
2016). Eksitotoksisite siireci, beyin ve omurilik dahil olmak {iizere merkezi sinir
sistemindeki bir¢ok norolojik hastalikta ve hasarda 6nemli bir rol oynar (Dong ve ark, 2009;

Olloquequi ve ark, 2018).

Asint glutamat ve aspartata maruz kalmanin bir sonucu olarak hiicre oliimiiniin
gerceklestigi bir ¢aligma sonrasinda, ilk kez 1969 yilinda Olney tarafindan ‘Eksitotoksisite’
terimi ortaya atilmistir (Olney, 1969).

Eksitotoksisite, Alzheimer hastaligi, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS), Parkinson
hastaligi, iskemik inme gibi ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde énemli

bir rol oynar (Soni ve ark, 2014; Iovino ve ark, 2020).

Astrositler tarafindan iiretilen glutamin, glutaminaz enzimi tarafindan deamine edilir
ve glutamik asite doniistiiriiliir. a-ketoglutarat, Krebs dongiisiinde bir ara madde olarak
glutamata aminlenir. Glutamat, presinaptik noronlarda vezikiiller i¢inde depolanir ve
sinaptik uyar1 ile sinaptik yariga salmir. Daha sonra postsinaptik noéronlarda bulunan
NMDA, AMPA ve kainat reseptorlerine baglanarak sinaptik iletimi baglatir ve noronal
uyarimi saglar. Sinaptik iletimi durdurmak i¢in glutamat, EAAT2 (GLT-1) gibi tasiyicilar
araciligiyla sinaptik yariktan glial hiicrelere geri alinir. Ardindan glial hiicrelerde glutamin
sentetaz (GS) enzimi tarafindan glutamat glutamine doniistiiriiliir ve yeniden ndronlara
taginarak dongii tamamlanir. Patolojik durumlarda, glutamatin asir1 salinimi veya glutamat
tastyicilarinin islev bozuklugu sonucu sinaptik boslukta glutamat birikimi artar. Yiiksek
glutamat seviyeleri, postsinaptik noronlarda bulunan NMDA ve AMPA reseptorlerinin asiri
uyarilmasima neden olur. NMDA reseptorlerinin aktivasyonu, hiicrelere asir1 kalsiyum
(Ca**) girisine neden olur. Yiksek kalsiyum seviyeleri, hiicre i¢i proteazlar, lipazlar ve
endoniikleazlar gibi enzimleri aktive eder. Kalsiyum birikimi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimini artirarak oksidatif strese ve mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol acgar.

Hiicre i¢i hasar, apoptotik veya nekrotik yollar ile hiicre Sliimiine yol acar (Sekil 9)
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(Sontheimer, 2008; Hardingham ve Bading, 2010; Karaca ve ark, 2011; Soni ve ark, 2014;
Lewerenz ve Maher, 2015).
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Sekil 9. Glutamat metabolizmas1 ve eksitotoksisite semasi1 (Karaca ve ark, 2011’den adapte

edilmistir).

2.3. Sirtuinler

Sirtuinler, NAD* bagimli protein deasetilaz enzimleridir ve gesitli hiicresel islevlerin
diizenlenmesinde etkilidirler. Simif [l histon deasetilazlar (HDAC) siifinda
bulunmaktadirlar (Hamaidi ve Kim, 2022). Sirtuinler, histon proteinlerini, transkripsiyon
faktorlerini ve diger proteinleri deasetile ederek, gen ifadesini ve metabolizmay1
diizenlerler. Ayrica, hiicresel stres yanitlarini, oksidatif stresi, DNA onarimini, hiicresel
yaslanma siireglerini yonetirler, genomik stabiliteyi korurlar ve yasa bagl hastaliklar
iizerinde etki gosterirler (Donmez ve ark, 2010; Houtkooper ve ark, 2012; Iimai ve Guarente,
2014).
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Memelilerde sirtuin ailesi, doku ozgiilliigii, hiicre i¢i lokalizasyonu ve enzimatik
aktivitesi agisindan farklilik gosteren yedi proteinden (SIRT1-SIRT7) olusur (Sekil 10).
SIRT1 tizerinde en ¢ok ¢aligilan memeli sirtuinidir ve hiicre ¢ekirdeginde lokalizedir. Bunun
yaninda belirli kosullar altinda SIRT1 sitoplazmaya tasinabilir. SIRT2, mitoz sirasinda
cekirdege goc edebilen, agirlikli olarak sitozolik bir sirtuin'dir. SIRT6 sadece ¢ekirdekte
lokalize olurken, SIRT7 niikleolusta lokalize olur. SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 mitokondride
lokalizedir. SIRT5 disindaki tiim sirtuinler mono-ADP-ribozil transferaz aktivitesine
sahipken, SIRT5 protein hedeflerinden siiksinil, malonil ve glutaril gruplarinin

uzaklastirilmasini Katalize eder (Houtkooper ve ark, 2012; Hamaidi ve Kim, 2022).
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bile acid homeostasis

= Cell cycle regulation
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Nucleolus « Glucose metabolism
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= Fatty acid metabolism
* Amino acid metabolism

Mitochondria

SIRTS SIRT4
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* Ribosome biogenesis
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Sekil 10. Memeli sirtuinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonu ve ana fonksiyonlar1 (Hamaidi ve
Kim, 2022).
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2.3.1. SIRT4

Mitokondriyal protein SIRT4, sirtuin ailesinin metabolizmada islev gdren bir tiyesidir
ve memelilerde mitokondriyal matrikste lokalize olur (Sekil 11). ADP-ribozilasyon
aktivitesine sahiptir ve SIRT4'{in deasetilaz aktivitesi heniiz tanimlanmamustir (Haigis ve
Sinclair, 2010). SIRT4, SIRT3’den farkli olarak NAD"'ya bagimli deasetilaz aktivitesinden
yoksundur ancak SIRT4'tin NAD™ya bagimli ADP-riboziltransferaz aktivitesi icerdigi
gosterilmistir.  SIRT4, glutamat dehidrojenazi (GDH) ADP-ribozilleyerek enzimatik
aktivitesini baskilar, bu da ATP iiretmek i¢in glutaminin glutamata metabolizmasini sinirlar
(Haigis ve Sinclair, 2010; Houtkooper ve ark, 2012; Hamaidi ve Kim, 2022). GDH'nin
aktivitesinin inhibisyonu amino asit kaynakli insiilin salgilanmasini engeller. Yapilan bir
calisma sonucunda, SIRT4" fareleri hem beslenmis hem de a¢ durumda ve glutamin ile
uyarildiginda plazma insiilin seviyelerinde artisa sahip oldugu goriilmiistiir (Houtkooper ve
ark, 2012).

NG

ADP"'bOSYh“OV"\ e | Long-chain deacylation ‘ Delupoylatlon. \\\ ‘ Deacetylation ~
GDH IDE ANT2/3 CTPL
PPAR
MGc ECHA
- z JZA o MCD
Insulin secretion 8 F— coaA, | ©UELE2ES MTPa
t “ HMG PDH
| T TCon | ANT2

Leucine catabolism
{ ATP level Glycolysis Lipid catabolism

Sekil 11. Hiicresel metabolizmada SIRT4 6zellikleri (Wang ve ark, 2020).

Bagka bir calismada, insiilinoma hiicrelerinde SIRT4’iin asir1 ekspresyonu insiilin
sekresyonunu baskiladigi bulunmusgtur. SIRT4'lin ayrica insiilin par¢alayan enzim ve adenin

niikleotid translokatorii ile etkilesime girdigi de gosterilmistir (Ahuja ve ark, 2007).
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SIRT4'lin karacigerdeki yag oksidasyonunu baskilayarak metabolik siireglerde 6nemli bir
rol oynadigi gosterilmistir. SIRT4'in PPARa aktivitesini baskilamasi sonucu, karacigerde
yag asidi oksidasyonu baskilamig ve bu durum sonucunda, karacigerin enerji tiretimindeki

yag asitlerinin kullanimi azalmistir (Laurent ve ark, 2013).

Ayrica, SIRT4'lin eksitotoksik etkilerle miicadelede indiiklendigi ve koruyucu bir rol
oynadig1 tespit edilmistir. SIRT4'lin devre dis1 birakildigi farelerin oncesine gore daha
siddetli nobet belirtileri gosterdigi ve glutamat tasiyicilariin  hiicre  yiizeyindeki
ekspresyonlarinda ve ATP seviyelerinde belirgin bir azalma yasandigi gozlemlenmistir.
Yabani tip farelerde, toplam glutamat aliminda bir artisin eslik ettigi  Kkainik
diizenlemesinden sonra SIRT4 ekspresyonu yukari dogru diizenlenir ve SIRT4 nakavt
farelerinde, glutamat alim fonksiyonundaki azalma, glutamat tasiyicilarin hiicre yiizeyi
ekspresyonundaki azalma ile iliskili oldugu bulunmustur. Bu nedenle SIRT4'{in beyinde
glutamat taginmasini tesvik ederek eksitotoksisiteye karsi koruma sagladigi ve SIRT4
kaybinin eksitotoksik etkilere kars1 duyarliligi artirdigi gozlemlenmistir (Shih ve ark, 2014).
Baska bir c¢alismada, GLT-1'in SIRT4 tarafindan dinamik ifadesi ve diizenlenmesi glia
(6liimstizlestirilmis insan astrositleri) ve glioblastoma hiicrelerinde analiz edilmistir ve
glioblastoma hiicrelerinde SIRT4 sustrurulmasindan sonra GLT-1 protein ekspresyonunun
arttig1 gorilmistiir. Bu calisma sonucunda GLT-1 ekspresyonunun glia ve glioblastoma
hiicrelerinde  farkli  sekilde diizenlendigi bulunmustur. SIRT4  aktivatorlerinin,
glioblastomalarda eksitotoksisiteyi 6nlemek igin kullanilabildigi goériilmiistiir (Yesiloren ve
Yalgin, 2023).

2.4. Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri (TF’ler), DNA'ya baglanarak gen ekspresyonunu diizenleyen
proteinlerdir. Genomu dogrudan yorumlayarak DNA dizisinin kodunun ¢oziilmesinde ilk
adimu gerceklestirirler. Genomdaki spesifik DNA dizilerini tanir ve RNA polimerazin belirli
genleri transkribe etmesini tesvik eder veya engellerler. Bu proteinler, hiicrelerin genetik
bilgisini kullanarak islev gérmesini ve farkli uyarilara yamit vermesini saglar (Latchman,
1997; Lambert ve ark, 2018).
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2.4.1. CREB (The cyclic AMP response element (CRE) — binding protein (CREB))

Bir transkripsiyon faktorii olan CREB, DNA {izerindeki spesifik bir dizi olan ve
cAMP Response Element (CRE) adi verilen diziyi tanir ve baglanir. Bu baglanma, hedef
genlerin transkripsiyonunu baslatir veya artirir. Cesitli protein kinazlar araciligiyla hiicre i¢i
Ca™ akigma yanit verir ve hiicresel sinyalizasyon yolaklari tarafindan fosforilasyon yoluyla

aktive edilir (Mayr ve Montminy, 2001; Shaywitz ve Greenberg, 1999).

2.4.2. REST (The Repressor Element-1 Silencing Transcription Factor)

REST, “Neural Restrictive Silencer” (NRS) olarak da bilinen nérolojik gen
ekspresyonunu negatif diizenleyen bir transkripsiyon faktoridir (Mori, 2002). REST,
norojenik genlerin baskilanmasinda gorev alir. Hiicresel gelisim, farklilagma ve norolojik
fonksiyonlarin  diizenlenmesinde etkilidir. REST'in anormal ekspresyonu ve islev
bozukluklari, ¢esitli nérolojik hastaliklarin ve kanserlerin patogenezinde, ayrica noronal
genlerin ifade edilmedigi durumlarda bu genlerin susturulmasinda 6nemli bir rol oynar
(Mampay ve Sheridan, 2019). REST, 21 bp uzunlugunda bir cis-regiilator bolgeye (-663. ve
-131.sekans) baglanmaktadir (Bruce ve ark, 2009; Pajarillo ve ark, 2021).

2.5. Kainik Asit

Kainik asit bazi1 deniz yosunlarinda dogal olarak bulunan bir asittir. Bu asit, merkezi
sinir sistemindeki baslica uyarici norotransmitter olan glutamat igin reseptorleri aktive
ederek etki eden giiclii bir néro-uyarici amino asit agonisti olarak gorev yapar (Hung ve ark,
2006; Chekan ve ark, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

e Santriflij (Niive)

e Mini santrifiij (Niive)

e Hiicre Kabini (Niive)

e Su banyosu (Mipro)

¢ VVorteks (Velb Sciencifica)

e Sheaker (Miu)

e Is1 Blogu (Dizge)

e Manyetik karistirict (Weightlab)
e pH olger (AZ)

e Isik mikroskobu (Olympus)

e Inkiibator (Nuaire)

e -80°C buzdolab1 (WiseCryo)

e Spektrofotometre (BioTek)

e Western goriintiileme cihazi (Syngene GBox)
e Floresan Mikroskobu (Zeiss)

¢ Nanodrop (Nabi)

e \Western Blot sistemi (Biorad)

¢ Rotator (Biosan)
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e Magnet (invitrogen)

e -20 ve +4°C dolaplar (Vestel, Samsung, Ugur)
¢ Hassas terazi (Shimadzu)

¢ Otoklav (Hirayama)

e Distile su cihazi (Niive)

e Hiicre kiiltiirti kabini (Niive)

e Buz cihazi (Ugur buzal.60)

¢ Real-Time PCR (Bio-Rad)

e Pipet seti (10 ul, 100 ul, 1000 ul, Eppendorf)

e Sonikator (Bandaline Elektronik)

3.1.2. Kullamilan Laboratuvar Malzemeleri ve Kimyasal Maddeler

e DMEM high glucose (Capricorn, Serox)

e Fetal sigir serumu (FBS, 500 ml, Gibco)

e L-glutamin soliisyonu (200 mM, 100 mL, Capricorn)
e Penisilin/Streptomisin (100 mL, Capricorn)

e 10 cm’lik petri kab1 (Biofil)

e Tek kullanimlik serolojik pipet (5 mL, 10 mL, 25 mL, Nest)
e Pastor pipeti (Isolab)

e Sodyum piruvat (Gibco)

e Tripsin-EDTA (%0.05, Capricorn)

e Dulbecco’s PBS (1x, Serox)

e 6 well plate (Nest)

e 10 mL siringa (Risus)
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e 15 mL’lik falkon (Isolab, Nest)

¢ 50 mLlik steril falkon (Isolab, Nest)
¢ Cryotube (Biosharp)

e Enjektor filtresi (Isolab)

e Dimetil Siilfoksit (DMSO, Merck)

e Ethanol (Isolab)

¢ RNase icermeyen su (ABT)

¢ RIPA lizis tamponu (ABT)

e 1 mL’lik steril enjektor (Beybi)

e Protein kuantifikasyon kiti (Bradford testi, Sigma)

e Proteaz ve fosfataz inhibitori (100x, MCE)
e Tripan mavisi (AgriCulture)

e Tris Hidroklorid (Sigma)

e Sodyum Kloriir (Merck)

e Tris Base (Nzytech)

e Glisin (Tekkim)

e Yagsiz siit tozu (Enka)

e B-Merkaptoetanol (Merck)

e Metanol (Isolab)

e SDS-Page yiikleme boyas1 (5x, ABT)

e SDS-PAGE jeli (Biroad, Criterion midi)

e Whatman kagidi (Filtre kagidi, Whatman)
e SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (Carlo Erba)
e PVDF membran (Poli-viniliden floriir) (Biorad)

e Tween 20 (Sigma)
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e Protein marker (Genedirex)

e ECL (Biorad)

¢ JPCR mastermix (SYBR) (SUGENOMICS)
e Tubulin antikoru (Elabscience)

e GLT-1 antikoru (Finetest)

e sShRNA lentiviral partikiilii (OriGene)

3.1.3. Kullanilan Tampon Cézeltiler

e TBS (Tris-Buffered Salline / 1 Litre); 6,05 gr Tris-HCI (0.038 M) + 8.76 gr NaCl
(0.15 M) + 1 It distile su (pH: 7,6)

e Yikama Tamponu; 100 ml TBS (pH: 7,6) + 100 ul %0,1 Tween20

e Transfer Tamponu; 3.03 gr Tris-Base (0.025 M) + 14,4 gr glisin (0.192 M) + 200 ml
metanol + 2 ml %10 SDS + 1 It distile su

e 10X Yiiritme Tamponu; 30,3 gr Tris-Base (0.25 M) + 144 gr glisin (1.92 M) +10 gr
SDS (0.04 M) %1 It distile su

¢ Bloklama Soliisyonu; %5 Yagsiz Siit Tozu + TBS (pH: 7.6)

e Strip Tamponu (stok); 200 ml %10 SDS + 62,5 ml 1 M Tris (pH:6,7) + 737,5 ml

distile su
e Strip Tamponu; 50 ml stok strip tamponu + 350 ul B-merkaptoetanol
e DNA Kolon Baglama Tamponu: 30 ul DNA kolon baglama soliisyonu + 120 pl pH
e Indikatorii

e DNA Kolon Yikama Tamponu: 6 ml DNA Kolon Yikama Soliisyonu + 24 ml (%96-
100) ethanol

e Membran Ekstraksiyon Tamponu: 200 ul tampon + 2 pl halt coctail

e MNase Digestion Tampon Calisma Soliisyonu: 210 ul MNase Digestion Buffer +
0,21 ul IMDTT

22



e 1X IP Dilution Buffer: 395ul Nuclease Free Water + 100 ul IP Dilution Buffer (5X) +
5 ul halt coctail

e IP Yikama Tamponu 1: 600 pl IP Dilution Buffer/Wash Buffer (5X) + 2,4 ml

nuclease free water

e |IP Yikama Tamponu 2: 200 ul IP Dilution Buffer/Wash Buffer (5X) + 70 ul NaCl

(5M) + 730 ul nuclease free water

e 1X IP Eliisyon Tamponu: 75 ul IP Eliisyon Tamponu + 75 ul nuclease free water

3.1.4. Kainik Asit Hazirlanmasi

Kainik asit ana stok hazirlamak i¢in 6nce 5 ml suda ¢éziinecek miktar hesaplandi.
Molekiil kiitlesi 213,23 g/mol ve kiitlesi 50 mg olan kainik asitten 0,0002344 mol gerektigi
bulundu (n=m/MW). Ana stok konsantrasyonu 46 mM olarak hesaplandi (M=n/V). 5ml ana
stok hazirlandiktan sonra deneylerde kullanilmak iizere 1 ml ependorflara 10 mM’lik ara
stoklar hazirlandi. Ara stok hazirlanéisinda ana stoktan 217 ul kainik asit 783 ul su ile
karistirildi. Deneylerde 6-well plate’deki hiicrelere Kainik asit muamelesi yapilirken, her bir

kuyucukta son hacmin 1 mM olmasi i¢in 200 pl kainik asit, 1800 pl taze besiyeri kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalari

3.2.1.1. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

Insan néroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SY5Y hiicrelerinin, %10 (v/v) (50ml) FBS,
%1 (v/v) (5ml) sodyum piriivat, %1 (v/v) (5ml) penisilin/streptomisin, 15 ml L-glutamin ve
yiiksek glikoz igerikli DMEM besiyeri ortaminda 37°C sicaklik ve %5 COz2 igeren inkiibator
ortaminda biiyiimesi ve ¢ogalmasi saglandi. Baslangicta hiicreler 10 cm? *lik petrilere ekildi

ve petri yiizeyine tutunabilmeleri i¢in 24 saat 37°C sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatorde
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inkiibe edildi. Hiicrelerin kiiltiir ortami ortalama 1-2 giinde bir degistirildi ve hiicre

yogunlugu %70-80’e ulastiginda pasajlama (alt kiiltiirleme) islemi yapildi.

3.2.1.2. Hiicre Pasajlamasi

%70-%80 yogunluga ulasan SH-SYSY hiicrelerinin pasajlanmasi igin Oncelikle
besiyeri uzaklastirilarak 5ml 1X PBS ile yikandi. Sonrasinda 1 ml Tripsin-EDTA eklenerek
37°C’de 3 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde tripsini inaktive etmek igin 4 ml
besiyeri eklenerek pipetaj islemi ile hiicreler petri yiizeyinden toplandi ve hiicreler
homojenize edildi. Ardindan petrilere esit miktarda paylastirildi. Daha sonra iistiine taze

besiyeri eklendi ve hiicreler, 37°C sicaklik ve % 5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.

3.2.1.3. Hiicre Dondurulmasi

Yeterli yogunluga ulasinca dondurularak saklanmasina karar verilen SH-SY5Y hiicre
petrilerinin her biri igin 2 ml dondurma besiyeri hazirlandi. Besiyeri hazirlama asamasinda
%20 FBS, %10 DMSO ve %70 serumsuz besiyeri falkon tiip igerisinde birlestirildi.
Hazirlanan besiyeri filtreden gecirilerek yeni bir tiip igerisine alindi. Hiicrelerin bulundugu
petrilerdeki besiyeri ortamdan uzaklastirildiktan sonra iizerlerine 1 ml tripsin-EDTA eklendi
ve 37°C inkiibatorde 3 dakika bekletildi. Petrilerin tizerine 7 ml besiyeri eklendikten sonra
hiicreler toplanarak 15°lik falkon igerisine alindi. Falkonlar, 1200 rpm ve +4°C’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra tiipteki stipernatant atildi. Hazirlanmis olan dondurma besiyeri
pellet tizerine eklenerek ¢ozdiiriildii ve cryotiip igerisine alindi. Sonrasinda Cryotiipler -
20°C’de 20 dakika bekletildi ve en sonunda -80°C’de sakland.

3.2.1.4. Hiicre Saymm ve Ekilmesi

Kurulacak olan deneylerin her biri i¢in 6-well plate kullanildi ve her bir kuyucuk igin
100.000 adet hiicre ekilmesi kararlastirildi. SH-SY5Y hiicrelerinin tizerine 1 ml tripsin-
EDTA eklendikten sonra 37°C inkiibatorde 3 dakika bekletildi. Sonrasinda petrilerin
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icerisine 7 ml besiyeri eklendi ve hiicreler falkon tiip igerisine toplandi. Falkonlar,1200 rpm
ve +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiipteki siipernatant atildi ve pellet,
pipetaj yardimiyla 10 ml taze besiyeri igerisinde ¢ozdiiriildii. Falkon i¢inden ependorf tiipe
¢ozdiiriilen karisimdan 1 ml eklendi ve daha sonra yeni bir ependorf tiip igerisine 10 pl
alindi. 10 pl hiicre bulunan ependorf tiipine 10 upl tripan mavisi eklendi ve pipetaj
yardimiyla homojenize edildi. Hiicre sayim lami iizerindeki bolgelere 10’ar pl hazirlanan
1:1 (hiicre:tripan mavi) karisimindan eklendi. Hiicre sayimi tamamlandiktan sonra gerekli
hesaplamalarla, kuyucuklar 100.000 hiicre igerecek sekilde ekim yapildi. Sonrasinda
kuyucuklar toplamda 2 ml besiyeri igerecek sekilde tizerlerine gerekli miktarda taze besiyeri

eklendi.

3.2.1.5. shRNA Iceren Lentiviral Partikiil ile Susmus SIRT4 Kararh Hiicre Hatti

Olusturulmasi

SH-SY5Y hiicre hattinda SIRT4 susturulmus kararli bir hiicre hatti olusturmak igin
OriGene shRNA Lentiviral Partikiilleri kullanildi. Hiicrelerdeki SIRT4 genini susturmak
icin kullanilacak viral partikiil miktart MOI (Multiplicity of Infection) birimi ile hesaplandi.
Susturulacak olan hiicrelere yetecek MOI miktar1 5 MOI olarak belirlendi. Hesab1 asagida

gosterildigi gibi gergeklestirildi.

Origene’den alinan SIRT4 viriisiiniin konsantrasyonu 2,37x10"°dir. Kullanilacak olan
hiicre miktar1 100.000 hiicredir.

100.000 hiicre x 5 MOI = 500.000

Elde edilen konsantrasyon miktari, viriis konsantrasyonuna boliindii;

500.000 / 2,37x10" = 21,1 pl viriis kullanilacag: hesaplandi. Bu hesaba gore 6-well
plate’de her bir kuyu igerisine 21,1 ul SIRT4 viriis, 8 ul polybrene ve toplamda 2000 ul’ye

tamamlanmasi i¢in 1970,9 pl besiyeri eklendi.

5 kuyucuga viriis verildikten 24 saat sonra her 6 kuyucukta puromisin (0,5 pug/ml)
iceren besiyeri ile besiyeri degisiklikligi yapildi. Hiicreler yeterli biiyiikliige ulasana kadar
puromisin igceren besiyeri degisikligi devam etti. Bir siire sonra viriis igermeyen konrtol
grubunun tamaminda 6liim yasandi. Plazmidli hiicreler puromisin igeren besiyeri degisikligi

ile biiyiimeye devam etti. Hiicreler yeterli biiyiikliige ulastiktan sonra 6 well plate’ten 25
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cm’lik flasklara alindi. Puromisin igeren besiyeri degisikligi uygulanmaya devam etti.
Hiicreler yeterli biiyiikliige ulagtiktan sonra 25 cm’lik flasklardan 10cm’lik petrilere alindi
ve boylece 5 ayri hiicre hatti elde edildi. Hiicre hatlarindan hangilerinin efektif olarak
sustugu western blot yontemleri ile tespit edildi. Hiicreler 37°C inkiibatore konuldu ve 48

saat beklemenin ardindan hiicreler protein izolasyonuna hazir hale geldi.

3.2.1.6. Hiicreden Protein izolasyonu

Ekimden 24 saat sonra protein izolasyonu yapilacak olan hiicrelerde, kainik asitli
deney gruplarmin olusturulmasi i¢in kontrol SH-SY5Y ve SIRT4 susturulmus SH-SY5Y
gruplarmin birer kuyucuguna, kainik asit muamelesi yapildi. Muamele edilen kuyucuklara
200 pl kainik asit ve 1.8 ml taze besiyeri verildi. Diger kuyuculara 2 ml taze besiyeri
verilerek besiyeri degistirilmesi gerceklestirildi ve plate inkiibator igerisine konularak 24
saat bekletildi. Siire tamamlandiktan sonra, 6-well plate tizerindeki besiyeri ¢ekilerek her bir
kuyu tizerine 250 pl tripsin-EDTA eklendi ve 37°C inkiibatorde 3 dakika bekletildi. Tekrar
kabin igerisine alinan plate’de bulunan her bir kuyuya 750 ul PBS konularak gruplara gore
toplanip 15 ml’lik falkon igerisine alindi. Falkonlar 2000 rpm ve +4°C’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant atildi. Pellet iizerine 1 ml PBS eklendi, hiicreler pipetaj
yardimiyla ¢ozdiiriildiikten sonra ependorf tiip icerisine alindi. Ependorf tiipler 2000 rpm ve
+4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu sirada tiip basina 200 ul olacak sekilde %1 fosfataz ve
%1 proteaz igeren RIPA hazirlandi ve buz distiinde bekletildi. Santrifiij sonunda
ependorflardan siipernatant kismi atildi ve geriye kalan pellet iizerine, hazirlanan RIPA’dan
200’er ul eklenerek pipetaj yapildi. Ardindan her bir tiipiin i¢indeki pellet-RIPA karigimi
10-15 kez igneden gegirildikten sonra -80°C’de 20 dakika bekletildi. Her 20 dakikanin
sonunda ¢ozdiiriiliip pipetaj yapildi ve bu islem 4 kez tekrarlandi. En sonunda 14.000 rpm
ve +4°C’de 25 dakika santrifiij islemi yapildi ve elde edilmis protein olan siipernatant, yeni

ependorf tiipe alinarak -20°C’de saklandi.
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3.2.2. Bradford Assay

Bradford Assay yapmak i¢in deneyde kullanilacak olan tiim gruplardan izole edilen
proteinler distile su ile yeni ependorf tiip icerisinde 1:5 oraninda seyreltildi. Bu orana gore
seyreltme islemi igin 5 pl protein ve 20 ul distile su kullanildi. Bradford 6l¢iimii sonucunda
protein konsantrasyonun hesaplanmasi i¢in BSA’nin farkli konsantrasyonlara ait standartlari
kullanildi. 96 well plate icerisinde 200 ul Bradford soliisyonu eklendi. Her bir kuyucuga
sirastyla 2 tekrar halinde hazirlanan standartlar ve seyreltilmis protein gruplart 5 pl
miktarinda konuldu. 30 saniye hafif bir sekilde galkalanan 96-well plate 1siktan korunacak
sekilde 5 dakika inkiibe edildi. Olciime hazir olan plate spektrofotometre igerisine
yerlestirildikten sonra 595 nm’de oSlgiildii. Elde edilen 6l¢im degerleri ile ¢izilen grafik
egrisinden elde edilen denklem yardimiyla her bir gruba ait protein miktar1 pg/ml olarak

hesaplandi.

3.2.3. Western Blot

Bradford Assay sonrasinda belirlenen konsantrasyonlara gore, yeni ependorf tiipler
igerisine protein 6rneklerinden koyuldu ve tizerlerine 6 pl Loading Dye eklendi. Hazirlanan
tiipler 2000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra 6rnekler 96°C’de 5 dakika denatiire
edildi. Daha sonra tekrar 2000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi ve ornekler yiiklemeye
hazir hale getirildi. Yiiriitmenin yapilacagi tank igerisine 6nceden hazirlanmis olan yiiriitme
tamponu koyuldu. Yapilan yiikleme plant dogrultusunda jelde bulunan kuyucuklara, en basa
marker gelecek sekilde ornekler yiiklendi. Yiikleme tamamlandiktan sonra tank gii¢
kaynagina baglandi ve 90V’de yiiriitme islemi baslatildi. Yiiritmenin ilk 30 dakikasindan
100V’ye alinarak 6rnekler yiirlimeye devam etti.

Yiritmenin sonunda transfer igin jel tanktan cikartildi. Kullanilacak olan PVDF
membranin aktiflestirilmesi igin membran metanol igerisinde 5 dakika bekletildi ve transfer
icin gerekli sandvi¢ sistemi kuruldu. Sandvi¢ sistemine koyulan tim ekipmanlar
koyulmadan o6nce transfer tamponuyla islatildi. Sandvi¢ asagidan yukariya siyah kaset,
stinger, whatman kagitlari, jel, membran, whatman kagitlari, siinger, kirmiz1 kaset olarak
siralandi. Sandvigin iist kapagi kapatilmadan dnce siinger iizerinden roller araciligiyla roll-

on islemi gergeklestirildi ve hava kabarciklarinin kalmasi engellendi. Sonrasinda kapak
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kapatildi ve sandvig sistemi transfer tankina konuldu. Tank igerisine buz akiileri ve transfer

tamponu eklendi. Transfer islemi +4°C’de 70V da 2 saat yiiriitillerek gergeklesti.

Transfer igslemi sonrasinda sistemden alinan membran plastik kap igerisine konuldu ve
tizerine 5ml bloklama soliisyonu eklendi. Membran 1 saat oda sicakliginda shaker iizerinde
bloke edildikten sonra taze siit ile 1:1000 (antikor: skim milk) oraninda antikor konuldu ve

+4°C’de bir gece shaker iizerinde inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin membran 3 defa 5’er dakika yikama tamponu ile yikandi. Uzerine 1:5000
(antikor: skim milk) oraninda sekonder antikor konuldu ve oda sicakliginda shaker iizerinde
2 saat inkiibe edildi. Daha sonra membran yikama tamponu ile 10’ar dakika 3 kez yikandi

ve membran goriintiiye hazir hale getirildi.

Membran asetat {izerine alind1 ve 500 ul ECL soliisyonu konulduktan sonra western
goriintiileme cihazi icerisine alinarak karanlikta 5 dakika bekletildi ve sonrasinda goriintii
alindi. Goriintilleme islemi sonrasinda membran tekrar kap igerisine alinarak {izerine Strip
tamponu konuldu ve 40 dakika oda sicakliginda shaker iizerinde inkiibe edildi. Iinkiibasyon
sonunda 3 tekrar halinde 5'er dakika yikama tamponuyla yapilan yikama islemi sonrasinda
membran tekrar bloke edilmek i¢in taze siit eklendi. Sonrasinda ayni agamalarin tekrari
yapilarak housekeeping protein goriintiilenmesine hazir hale getirildi. Hedef antikordan
farkli olarak kontrol antikoru (GAPDH) 1:5000 oraninda eklendi ve housekeeping protein

goriintiilemesi yapildi.

3.2.4. Hiicrelerden RNA izolasyonu ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

RNA izolasyonu yapilacak olan hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra 6-well plate
igerisine ekildi. EKim sonras1 bir giin 37°C’de inkiibatorde bekletildi. Kainik asitli deney
gruplarinin olusturulmas: i¢in kontrol SH-SY5Y ve SIRT4 susturulmus SH-SY5Y
gruplarmin birer kuyucuguna, kainik asit muamelesi yapildi. Muamele edilen kuyucuklara
200 ul kainik asit ve 1.8 ml taze besiyeri verildi. Diger kuyuculara 2 ml taze besiyeri
verilerek besiyeri degistirilmesi gerceklestirildi ve plate inkiibator igerisine konularak 24
saat bekletildi. 24 saat sonra hiicrelerin tizerindeki besiyeri ortamdan uzaklastirild1 ve taze
besiyeri eklenerek 48 saat 37°C inkiibatorde bekletildi. 48 saat sonunda kabin igerisine
alan plate de bulunan besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Her bir kuyucuk igerisine 250 pl
trizol konuldu ve 5 dakika bekletildi. Kuyucuklarin igerisi hiicre kaziyici ile kazindi ve
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kuyucuklarin igerigi ependorf tiip igerisine aktarildi. 12.000 rcf ve +4°C’de 10 dakika
santrifiij yapildi. Tiip igerisindeki slipernatant yeni bir ependorf tiipe alindi ve {izerine 200
ul kloroform koyuldu. 15 saniye vortekslendi ve 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
12.000 rcf ve +4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi. Tiip icerisinde olusan 3 fazdan en tstteki
faz kismu yeni ependorf tiipe alindi. Her ependorf tiip igerisine 500 ul izopropanol eklendi

ve pipetaj yapildi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

12.000 rcf ve +4°C’de 10 dakika santrifiij isleminden sonra tiip icerisindeki
stipernatant atildi. Pellet {izerine 1 ml %75 etanol konuldu ve -20°C’de 20 dakika bekletildi.
7.500 rcf ve +4°C’de 5 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant kismi atildi. Tiip igerisindeki
etanol tamamen ugurulduktan sonra tiip igerisine 50 ul RNase igermeyen su eklendi ve
56°C’de 15 dakika tutuldu. Elde edilen RNA 6rneklerinin her birinde 1 pl alinarak nanodrop
cihazindan olgiimii yapildi. Elde edilen sonuglarda A260:A280 ve A260:A230 dalga
boylarindaki Slgtimler ile RNA’nin saflik ve kalitesi belirlendi ve konsantrasyon miktari

belirlendi.

3.2.5. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Belirlenen RNA konsantrasyonlarina gore 100 ng/ul olacak sekilde miktarlar
belirlendi. Her bir grubun cDNA sentezi i¢in 10 pl master mix hazirlandi. Master mix
igerisinde 10X reaksiyon tamponu, 20X dNTP karisimi, random hekzamer primer, revers
transkriptaz, RNAaz inhibitoérii ve RNAaz free su bulunmalidir. Hazirlanan master mix
mikrosantrifiij tiip igerisine alinarak tizerlerine 10 ul RNA o&rnekleri eklendi. Hava
kabarcigimin engellenmesi igin santrifiij yapildi. Tiipler buz {izerine alind1 ve islemler buz
tistiinde devam etti. cDNA sentez reaksiyonu termal cycle cihazi ile sirasiyla 25°C (10
dakika), 37°C (85 dakika), 85°C (5 dakika) adimlar1 ile gergeklesti ve Reaksiyon igin
BioRad T100 Thermal Cycler cihazi kullanildi. Reaksiyon sonunda elde edilen cDNA
ornekleri -20°C’de saklandi.
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3.2.6. Real Time PCR (RT-PCR)

Reaksiyon, SUGENOMICS gPCR kiti kullanilarak gergeklestirildi. Kit i¢inde bulunan
syber master mix ve RNaz i¢cermeyen su oda sicakliginda ¢oziilerek santrifiij edildi ve buz
tizerinde bekletildi. Deneyde kullanilacak olan primerler niikleaz icermeyen su ile
cozdiriilerek 100 puM konsantrasyona sahip olacak sekilde stoklar hazirlandi. PCR

reaksiyonunda kullanilacak olan primerlerin baz dizileri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2. gPCR’da kullanilan primer baz dizileri.

Gen Forward (5°-3) Reverse (5°-37)
GLT-1 AACAATATGCCCAAGCAGGT CTCCCAGGATGACACCAAAC
B-tubulin | AACTGGGACGACATGGAGAA GAAGGTCTCAAACATGATCTGG

20 pl reaksiyon hazirlamak i¢in 96’lik gPCR plate’lerinde sirasiyla; gQPCR SYBR
master mix (1 6rnek igin: 10 ul), 10 uM forward primer (1 6rnek igin: 1 pl), 10 uM reverse
primer (1 6rnek igin: 1 pl), RNaz igermeyen su (1 6rnek igin: 3 pl) ve cDNA (1 6rnek igin: 5
ul) reaktifleri hazirlandi. Daha sonra yavasca pipetaj yapilarak karistirildi. Pipetajin
ardindan hizli bir sekilde santrifiij gerceklestirildi. Santrifiijden sonra gPCR plate’i RT-PCR
cihazina yerlestirildi. JPCR dongiileri asagidaki gibi ayarlanarak reaksiyon baslatildi.

Tablo 3. qPCR reaksiyon basamaklari.

Sicaklik Zaman Dongii
95°C 5 dakika 1
90°C 20 saniye 50
58°C 20 saniye 50
72°C 30 saniye 50
4°C 00

MRNA ifadeleri, p-aktin mMRNA seviyelerine oranlanarak hesaplanmistir.
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3.2.7. Kromatin immiinopresipitasyon (CHIP)

CREB ve REST proteinlerinin, GLT-1 promotorundaki konsensus dizilerine baglanip
baglanmadigin1 belirlemek icin gergeklestirilen kromatin immiinopresipitasyon (CHIP)
teknigi Thermofischer Scientific’ten Pierce™ Magnetic ChIP (Catalog no: 26157) Kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney basamaklar1 Kkitte bulunan protokole gore
uygulanmistir. Kisaca, %16 Formaldehit ile DNA-protein komplekslerini olusturmak igin
kabin igerisinde krosslinking yaptiktan sonra, Kitte bulunan soliisyonlar ile hiicreler
pargaland1 ve kroslink olmus olan DNA-protein kompleksleri, solubilize edildi. Daha sonra,
kompleksler CREB ve REST antikorlari ile inkiibe edildi ve Pierce CHIP-grade Protein A/G
Magnetic Beads (Manyetik Boncuklar) ile izole edildi. Kitteki protokole gore, krosslink
tersine cevrildikten ve protein-DNA kompleksleri mikro tip sonikator ile pargalandiktan
sonra, DNA fragmanlari elde edildi. Son olarak DNA bdlgeleri CREB ve REST bolgeleri
primerleri kullanilarak qPCR ile tespit edildi. Bu analizlere gére, GLT-1 promotorunda

bulunan transkripsiyon faktorlerinin primer dizileri asagida gosterilmistir.

Tablo 4. CHIP tekniginde kullanilacak olan genlerin Forward primer baz dizileri.

Gen Forward (5°-3’)
CREB GCG GCG GTT AAA GGA GTT
REST 1. Bolge GAG CTG AAG CGG GTG CTC
REST 2. Bolge TGA TGT CAG CTC TCG ACG AA

Tablo 5. CHIP tekniginde kullanilacak olan genlerin Reverse primer baz dizileri.

Gen Reverse (5°-3°)
CREB GGC TAA ACC TTG CAA TCC CT
REST 1. Bolge AAT TAG CCA AAT AAG AAA AGA GG
REST 2. Bolge AGA GAG TGG TGG CAG AGG AC

3.2.8. istatistiksel Analiz

Istatistik yazilim programlar1 kullamlarak gerceklestirildi. Iki 6rnek grubun
ortalamalar1 arasindaki fark ig¢in “Unpaired two tailed Student’s t-test” kullanilacaktir.
p<0.05 degerini tasiyanlar anlamli farklilik olarak gortildii. Hata ¢ubuklari (error bar) SEM’i
temsil etmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. SIRT4 Susturulmus Kararh Hiicre Hatt1 Belirlenmesi

SH-SY5Y hiicre hattina SIRT4 shRNA geni igeren lentiviral partikiil muamelesi
yapilarak SIRT4 susturulmus kararli SH-SY5Y hiicre hatti olusturuldu. Bu uygulama
sirasinda bes farkli SIRT4 geni susturulmus SH-SY5Y hiicre hatt1 elde edildi. Elde edilen
tim hiicre hatlar biyiitiiliip ¢ogaltildi. Deneylerde kullanilacak SIRT4 geni susmus deney
grubunu belirlemek icin elde edilen hiicre hatlarinda SIRT4 ekspresyon seviyelerine
Western Blot yontemi ile bakildu.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda hiicre hatlarinin hepsinde SIRT4 protein seviyeleri
kontrol hiicre grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi. Dolayisiyla, SIRT4
ShRNA igeren lentiviral partikiiller ile yapilan susturma islemi sonucu, SIRT4’iin tiim hiicre
hatlarinda basarili bir sekilde sustugu gosterildi. Istatistiksel hesaplamalar ve hiicrelerin
¢ogalma hizi gbz oniinde bulunduruldugunda deneylerde kullanilmak iizere hiicre hatt1 3’iin

(Line 3) en uygun SIRT4 susturulmus kararli hiicre hatt1 olduguna karar verildi (Sekil 12).
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Sekil 12. SH-SY5Y hiicrelerinde SIRT4 geni susturulmus kararli hiicre hattt olusturulmasi. a) SH-SY5Y
hiicrelerinde SIRT4 protein seviyeleri Western Blot ile gosterilmistir. GAPDH yiikleme kontrolii olarak
kullanilmustir. C: kontrol, Linel, Line2, Line3, Line4, Line5: SIRT4 susturulmus Hiicre Hatt1 1, Hiicre
Hatt1 2, Hiicre Hatt1 3, Hiicre Hatt1 4, Hiicre Hatt1 5. b) SH-SY5Y hiicrelerinde SIRT4 protein
seviyeleri Western Blot ile gosterilmistir. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. C: kontrol,
Linel, Line2, Line3, Line5: SIRT4 susturulmus Hiicre Hatt1 1, Hiicre Hatt1 2, Hiicre Hatt1 3, Hiicre
Hatt1 5. ¢) SH-SY5Y hiicrelerinde SIRT4 protein seviyeleri Western Blot ile gosterilmisti. GAPDH
yiikleme kontrolii olarak kullamilmistir. C: kontrol, Linel, Line2, Line3, Line5: SIRT4 susturulmus
Hiicre Hatt1 1, Hiicre Hatt1 2, Hiicre Hatt1 3, Hiicre Hatt1 5. d) Tim hiicre hatlar1 kontrol ile
kiyaslanmustir. P degerinin 0,05’ten kiiciik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Ortalamanin standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir.

(ns p>0.05, *p<0.05,**p<0.01, ***p <0.001, #p <0.0001)
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4.2. GLT-1 Protein ifade Seviyesinin Belirlenmesi

SH-SY5Y hiicrelerinde kontrol grubu, kainik asit ile eksitotoksisite modeli
olusturulmus grup, SIRT4 susturulmus grup ve kainik asit ile eksitotoksisite modeli
olusturulan SIRT4 susturulmus gruplarindaki GLT-1 protein ifadesi diizeyinin belirlenmesi
Western Blot yontemi ile yapilmistir. Elde edilen Western Blot sonuglarinda GLT-1

molekiiliiniin oligomerik yapilarina ait bantlar olusturuldugu gézlemlenmistir (Sekil 13).

Kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus SH-SY5Y hiicrelerinde monomer
GLT-1 ifadesinde, kontrol hiicrelerine gore artis gozlenmistir. Monomer GLT-1 ifadesi
kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulan SIRT4 susturulmus gruplarinda, SIRT4
susturulmug gruba gore istatstiksel olarak anlaml olarak azalmistir. Kainik asit ile muamele
edilen gruplarda SIRT4 geninin susturulmus olmas1 monomer GLT-1 ifadesinde istatistiksel

olarak anlamli bir azalmaya yol agmustir (Sekil 13g).

Dimer GLT-1 ekspresyonu, kainik asit ile muamele edilmis gruplarda kontrol grubuna
gore azalmistir. Eksitotoksisite modeli olusturulan SIRT4 susturulmus gruplarinda, SIRT4

susturulmus gruba gore istatstiksel olarak anlamli bir azalma gozlemlenmistir (Sekil 13h).

Eksitotoksisite modeli olusturulmus gruplara gore eksitotoksisite modeli olusturulan
SIRT4 susturulmus gruplarinda toplam GLT-1 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli
bicimde azalmustir. Benzer sekilde eksitotoksisite modeli olusturulan SIRT4 susturulmus
gruplarinda toplam GLT-1 ifadesi, sadece SIRT4 geni susmus gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gortilmistiir (Sekil 13i).

GLT-1’in dimer bantlarinin istlerinde yiiksek molekiiler agirlikta yiirtiyen bantlar
gozlemlenmis ve bu bantlarin GLT-1’in farkli post translasyonel modifikasyonlarina

(glikozilasyon gibi) ait bantlar oldugu diistiniilmiistiir.
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Sekil 13. SH-SY5Y hiicrelerinde GLT-1 ekspresyon seviyeleri. a) Western Blot yontemi ile SH-SY5Y

hiicrelerinde GLT-1 monomerleri ve dimerleri protein seviyeleri gosterilmistir. GAPDH yiikleme
kontrolii olarak kullamilmigtir. C: kontrol, KA: kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus
hiicreler, SIRT4 shRNA: SIRT4 susturulmus hiicreler, SIRT4 shRNA+KA: SIRT4 susturulmus ve
kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler. b) Monomer GLT-1/GAPDH orani. c)
Dimer GLT-1/GAPDH orani. d) Western Blot yontemi ile SH-SY5Y hiicrelerinde GLT-1 monomerleri
ve dimerleri protein seviyeleri, GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. C: kontrol, KA: kainik
asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler, SIRT4 shRNA: SIRT4 susturulmus hiicreler,
SIRT4 shRNA+KA: SIRT4 susturulmus ve kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler.
e) Monomer GLT-1/GAPDH orani. f) Dimer GLT-1/GAPDH orani. g) Ortalama monomer GLT-
1/GAPDH orani. Ortalamanin standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir. h) Ortalama dimer
GLT-1/GAPDH orani. Ortalamanin standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir. i) Toplam GLT-
1/GAPDH orani. Ortalamanin standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir.

(nsp >0.05, *p <0.05, ** p<0.01, ***p < 0.001, #p < 0.0001)
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Sekil 13. SH-SY5Y hiicrelerinde GLT-1 ekspresyon seviyeleri. a) Western Blot yontemi ile SH-SY5Y
hiicrelerinde GLT-1 monomerleri ve dimerleri protein seviyeleri gosterilmisgti. GAPDH yiikleme
kontrolii olarak kullanmilmustir. C: kontrol, KA: kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus
hiicreler, SIRT4 shRNA: SIRT4 susturulmus hiicreler, SIRT4 shRNA+KA: SIRT4 susturulmus ve
kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler. b) Monomer GLT-1/GAPDH orani. ¢)
Dimer GLT-1/GAPDH orani. d) Western Blot yontemi ile SH-SY5Y hiicrelerinde GLT-1 monomerleri
ve dimerleri protein seviyeleri, GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. C: kontrol, KA: kainik
asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler, SIRT4 shRNA: SIRT4 susturulmus hiicreler,
SIRT4 shRNA+KA: SIRT4 susturulmus ve kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler.
e) Monomer GLT-1/GAPDH orani. f) Dimer GLT-1/GAPDH orant. g) Ortalama monomer GLT-
1/GAPDH orani. Ortalamanin standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gésterilmistir. h) Ortalama dimer
GLT-1/GAPDH orani. Ortalamanin standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir. i) Toplam GLT-
1/GAPDH orani. Ortalamanin standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir.

(nsp>0.05 *p<0.05,**p<0.01, ***p <0.001, #p < 0.0001) (devamu)
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4.3. GLT-1 mRNA seviyesinin belirlenmesi

SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulmus dort deney grubunda GLT-1’in  mRNA
diizeyinin belirlenmesi i¢in qPCR yontemi kullanildi. Elde edilen sonuglara gore, kontrol
grubu, kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus grup, SIRT4 susturulmus grup ve
kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulan SIRT4 susturulmus gruplar arasinda GLT-1

mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gozlemlenmedi (Sekil 14).
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Sekil 14. SH-SY5Y hiicrelerinde GLT-1 mRNA ifadesinin seviyeleri. C: kontrol, KA: kainik asit ile
eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler, SIRT4 shRNA: SIRT4 susturulmus hiicreler, SIRT4
ShRNA+KA: SIRT4 susturulmus ve Kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler. P
degerlerinin 0,05’ten biiyiik olmas: istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir. Ortalamanin standart

sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir.

(nsp>0.05 *p<0.05 **p<0.01, ***p <0.001, #p < 0.0001)

4.4. GLT-1 promotoru ve CREB ve REST transkripsiyon faktorlerinin etkilesiminin

CHIP metodu ile gosterilmesi

SH-SY5Y hiicrelerinde kontrol grubu, kainik asit ile eksitotoksisite modeli
olusturulmus grup, SIRT4 susturulmus grup ve kainik asit ile eksitotoksisite modeli
olusturulan SIRT4 susturulmus gruplarindaki, GLT-1 promotoruna baglanan CREB ve
REST transkripsiyon faktorlerinin degisimini gostermek i¢in Kromatin immiinopresipitasyon
(CHIP) yontemi kullanildi. Bu yontemde deney gruplarindan CHIP yolu ile elde edilen
DNA-protein kompleksleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda GLT-1 promotoruna
baglanabilen transkripsiyon faktérii CREB’in analizinde, kontrol ve kainik asit verilerek

eksitotoksisite modeli olusturulmus SH-SY5Y hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
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bir degisim gozlemlenmistir. Kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus gruplarda
kontrol ve SIRT4 susmus SH-SY5Y hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gorilmiistiir (Sekil 15a). Bu sonug, CREB’in GLT-1 promotoruna baglanmasinin
KA ile eksitotoksisite olusturuldugu durumda arttigin1 géstermektedir (Sekil 15a).

REST transkripsiyon faktoriiniin 1. bolgesi i¢in bakilan sonuglarda kontrol ve kainik
asit verilerek eksitotoksisite modeli olusturulmus gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. SIRT4’lin susturulmasit kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli degisimlere yol agmustir. SIRT4 susturulmus grup ve SIRT4
susturulmus Kainik asitli grupta istatistiksel olarak anlamli degisimler gozlemlenmistir.
Eksitotoksisite olusturulmus gruplar karsilastirildiginda, SIRT4’iin susturulmasi istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklige sebep olmustur. (Sekil 15b). SIRT4’lin susturulmasi ile
REST’in GLT-1 promotorunda baglandigi 1. bolgeye baglanmasi kontrole gore istatiksel
olarak anlamli bir sekilde artmistir (Kontrol ile KA). SIRT4 susturulmus hiicrelerde, KA
verildiginde ise REST’in 1. bolgeye baglanmasi istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmistir (SIRT4 shRNA ile SIRT4 shRNA +KA). Eksitotoksisite olusturulmus hiicreler
karsilastirildiginda ise SIRT4’iin susturulmasi yine baglanmay istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azaltmistir (KA ile AIRT4 shRNA + KA). Bu sonuglar Sekil 15b’de gosterilmistir.

REST transkripsiyon faktoriiniin 2. bdlgesi igin gozlemlenen gPCR sonucunda
SIRT4’iin susturulmasi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisimlere yol agmustir.
Eksitotoksisite modeli olusturulmus gruplarda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
degisimler gozlemlenmistir (Sekil 15¢). KA verilerek eksitotoksisite olusturulan hiicrelerde,
REST’in GLT-1 bolgesinde baglandig1 2. bolgeye baglanmasi istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmistir (Kontrol ile KA). SIRT4’in susturulmas: ile REST’in GLT-1
promotorunda baglandigi 2. bolgeye baglanmasi kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmistir (Kontrol ile SIRT4 shRNA). SIRT4 susturulmus hiicrelerde, KA
verildiginde ise REST’in 2. bdlgeye baglanmasi istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmistir (SIRT4 shRNA ile SIRT4 shRNA+KA). Eksitotoksisite olusturulmus hiicreler
karsilastirildiginda ise SIRT4’in susturulmasi baglanmay: istatiksel olarak anlamli bir
sekilde arttirmigtir (KA ile SIRT4 shRNA + KA). SIRT4’iin susuturuldugu hiicrelerde, KA
verildiginde baglanma istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir. Bu sonuglar Sekil

15¢c’de gosterilmistir.
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Sekil 15. SH-SY5Y hiicrelerinde gPCR ile yapilan CHIP Enrichment Test sonuglari. a) CREB/input orani.
Ortalamanin standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir. b) REST 1. bolge/input orani. Ortalamanin
standart sapmasi hata ¢ubuklariyla gosterilmistir. ¢) REST 2. bolge/input orani. Ortalamanin standart sapmasi
hata ¢ubuklariyla gosterilmistir. C: kontrol, KA: kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler,
SIRT4 shRNA: SIRT4 susturulmus hiicreler, SIRT4 shRNA+KA: SIRT4 susturulmus ve kainik asit ile

eksitotoksisite modeli olusturulmus hiicreler.
(ns p>0.05, *p<0.05,** p<0.01, ***p <0.001, #p < 0.0001)
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5. TARTISMA

Bu calismada SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinde GLT-1 ekspresyonu,
degredasyonu ve GLT-1 promotorundaki transkripsiyon faktorleri (CREB ve REST)
tizerinde SIRT4’iin etkisinin nasil oldugunun aydinlatilmas: amaglandi. Ayn1 zamanda bu
etkinin eksitotoksisite durumunda degisimi gozlemlenmeye c¢alisildi. SH-SY5Y hiicre
hattinda, SIRT4’#i susturmak i¢in dizayn edilmis olan SshRNA genini iceren lentiviral
partikiiller kullanilarak SIRT4 geni susturulmus kararli SH-SY5Y hiicre hatt1 elde edildi.
SIRT4 geninin susturuldugunu gostermek i¢in Western Blot yontemi ile SIRT4 protein
ifadeleri belirlendi. Bu uygulama sonucunda en basarili sekilde susmus hiicre hatti ile
devam edildi. Kontrol SH-SY5Y hiicreleri ve SIRT4 geni susturulmus kararli SH-SY5Y
hiicreleri kainik asit ile muamele edilerek eksitotoksisite modeli olusturuldu. Bu sekilde
kontrol SH-SY5Y, SIRT4 susturulmus SH-SY5Y, kainik asit ile muamele edilmis SH-
SY5Y ve hem kainik asit ile muamele edilmis hem de SIRT4 susturulmus grup olmak {izere

dort deney grubu olusturuldu.

Dort deney grubundaki GLT-1 ifadelerine Western Blot yontemi kullanilarak bakildi.
Sonrasinda dort deney grubundaki GLT-1 mRNA seviyeleri gPCR yontemi kullanilarak
belirlendi. GLT-1 promotoruna baglanan transkripsiyon faktorlerinin (CREB ve REST)
etkilesimi CHIP (Kromatin Immiinopresipitasyon) metodu ile dort deney grubunda

gosterildi.

SIRT4’1 susturmak shRNA genini igeren lentiviral partikiiller kullanilan SIRT4 geni
susturulmus kararli SH-SY5Y hiicre hatt1 elde edilmesi protokolii sonucunda toplam bes
farkli SIRT4 geni susturulmus SH-SY5Y hiicre hatt1 elde edildi. Bu hiicre hatlarinda basarili
susturma yapildigini gostermek ve deneylere devam edilecek hiicre hattini belirlemek
amaciyla Western Blot yontemi uygulanarak SIRT4 protein seviyeleri kontrol grubuyla
kiyaslandi. Yapilan ilk deney sonrasinda Line 4 hiicre hatti ¢ogalamadi ve hiicre hatti
sonland1 (Sekil 12a). Geriye kalan tiim hiicre hatlarinin basarili bir sekilde sustugu
gozlemlendi ve protein seviyelerindeki disiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi
(Sekil 12d). Deneyler icin gerekli olan saglikli ¢ogalma ve g¢ogalma hizi yiiksek olma
kosullarin1 karsilayan Line 3’iin deneylerde kullanilmasina karar verildi. SIRT4 geni

susturulmus diger SH-SY5Y hiicre hatlar1 ¢ok sayida ¢ogaltilip dondurularak saklandi.
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GLT-1, EAAT2 olarak da bilinen, noronal hiicrelerde astroglial lokalizasyona sahip,
yiksek afiniteli, Na"™-bagimli bir glutamat tasiyicisidir. Merkezi sinir sistemi sinapslarinda
salian glutamatin biiylik kisminin temizlenmesinden sorumludur. Bu sebeple glutamaterjik
norotransmisyonun sekillendirilmesinde ve eksitotoksisitenin sinirlandirilmasinda 6nemli
bir rolii vardir (Boston-Howes ve ark, 2006). Sirtuinler, NAD* -bagiml deasilazlar ve ADP-
riboziltransferazlardir.  Birgok  biyolojik siirecte yer alan kritik metabolizma
diizenleyicileridir. SIRT4 beyinde eksprese edilen mitokondriyal sirtuin olup insiilin
salgilanmasi ve glukoz homeostazinin siirdiiriilmesinde kritik bir rol oynar (Hong ve ark,
2018). SIRT4 kaybinin beyinde GLT-1 ekspresyonunu azalttigi ve eksitotoksik bir madde
olan kainik aside karsi siddetli bir reaksiyona yol a¢tigi daha oOnceki calismalardan
bilinmektedir. Bu bilgi dogrultusunda yapilan bir ¢alismada, SIRT4 asir1 ekspresyonunun
kainik asit tedavisinden sonra hiicre canliligini artirdigini gézlemlenmistir (Yalgin ve Colak,
2020). Haugeto ve arkadaslar1 (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismanin sonucunda sigan
beyni glutamat tasiyici proteinlerinden GLT-1’in hiicre iginde monomer, dimer ve trimer
gibi homomultimerler olusturdugu bilinmektedir (Haugeto ve ark,1996). Yakin bir zamanda
yapilan bir calismada, glioblastoma ve glial hiicre hatlarinda GLT-1 protein ifadelerine
bakilmistir ve glioblastoma hiicrelerinin glia hiicrelerine oranla GLT-1 monomer ifadesinin
arttig1 gosterilmistir (Dagdelen ve ark, 2021). Yapilan baska bir ¢alismada GLT-1’in, glia ve
glioblastoma hiicrelerinde multimerik yapilar olusturdugu gosterilmistir. Glia hiicrelerinin
SIRT4 susturulmus ve kontrol gruplarinda GLT-1 monomer yapilarinda bir degisiklik
goriilmemistir. Bunun yaninda glioblastoma hiicrelerinde ise GLT-1 monomer yapilarinin
ifadesi SIRT4 susturulmasi ile degismezken, GLT-1 dimer ve trimer bantlarinin istiinde

yiiksek molekiiler agirlikli bantlar gézlenmistir (Yesiloren ve Yalgin, 2023).

Bu sonuglardan yola c¢ikarak, noroblastoma hiicrelerinde, GLT-1 ifadesinin ve
oligomerizasyon yapisinin; SIRT4 yoklugundan ve KA ile indiiklenmis eksitotoksisite
kosullarinda nasil degistigini arastirmay1 amagladik. Tasarladigimiz deneyler ile SIRT4’{in
glioblastoma hiicrelerinde oldugu gibi noroblastoma hiicrelerinde de GLT-1 ifadesini ve
oligomerizasyonunu kontrolii aydinlatildi. KA ile indiiklenmis eksitotoksisite varliginda,
SHSY-5Y hiicrelerinde GLT-1 ifadesinin ve oligomer yapilarimin degisimi gozlendi.
Oncelikle, sonuglarimizda SH-SY5Y hiicrelerinde GLT-1 monomer ve dimer yapilarinim
varhigmi gosterildi. GLT-1 monomerlerinin ifadesinin eksitotoksiste durumunda kontrol
hiicrelerine gore arttig1 goriilmektedir. SIRT4 susturulmus SH-SY5Y hiicrelerinde GLT-1

monomer ifadesi, kainik asit ile muamele edilmis SIRT4 susturulmus SH-SY5Y
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hiicrelerindeki GLT-1 monomer ifadesinden daha fazladir. Monomer GLT-1 ifadesi kainik
asit ile eksitotoksisite  modeli olusturulan SIRT4 susturulmus gruplarinda, SIRT4
susturulmus gruba gore istatiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir. Diger yandan
kainik asit ile muamele edilen gruplarda SIRT4 geninin susturulmus olmasi monomer GLT-

1 ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol agmistir (Sekil 13g).

GLT-1 dimer ifadesi ise eksitotoksiste durumunda, kontrol hiicrelerine gore
azalmistir. Ancak SIRT4 susturulmus hiicrelerde GLT-1 dimer ifadesi kontrol hiicrelerine
ve kainik asit ile muamele edilmis SIRT4 susturulmus hiicreler gore daha fazladir (Sekil
13h). Dimer yapilarin iist kisimlarinda daha yiiksek molekiiler agirliga sahip bantlarin post
translasyonel modifikasyona ugramis ve glikolize olmus GLT-1’i gosteren protein bantlari
oldugu disiiniilmistiir. Bu diisiincenin temeli glikolizasyonun yiiksek molekiiler agirliga

sahip yapilar olusmasinda etkili oldugunun bilinmesidir.

Eksitotoksisite modeli olusturulmus gruba gore eksitotoksisite modeli olusturulan
SIRT4 susturulmus grubunda toplam GLT-1 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli
bicimde azalmustir. Benzer sekilde eksitotoksisite modeli olusturulan SIRT4 susturulmus
gruplarinda toplam GLT-1 ifadesi, sadece SIRT4 geni susmus gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gortilmistiir (Sekil 13i).

GLT-1 mRNA ifadesi seviyesini belirlemek i¢in qPCR yontemi uyguladik. Elde
ettigimiz sonuglarda, kontrol grubu, kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus grup,
SIRT4 susturulmus grup ve kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulan SIRT4
susturulmus gruplar arasinda GLT-1 mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik olmadig1 gdzlemlenmistir. Bu sonu¢ SIRT4’iin SH-SY5Y hiicrelerinde GLT-1
MRNA ifadesini diizenlemedigini dolayisiyla protein ifadesi diizeyinde etkin olabilecegini
gostermektedir (Sekil 14).

Transkripsiyon faktorleri, DNA'ya baglanarak belirli genlerin transkripsiyonunu
artirabilir veya azaltabilirler. Bu siiregte, RNA polimerazin belirli bir gene erisimini ve 0
genin mRNA'ya cevrilmesini kontrol ederler. Transkripsiyon faktorlerinin islevleri, hiicresel
geligim, farklilagma, hiicre dongiisii ve cevap mekanizmalari gibi ¢esitli biyolojik siireglerde
hayati éneme sahiptir. Transkripsiyon faktorleri, DNA'min belirli dizilerine baglanir. Bu
dizilere "transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri" denir (Latchman,1997). Calismamizda,
Kromatin Immiinopresipitasyon (CHIP) yontemi kullanarak GLT-1 promotoruna baglanan
CREB ve REST transkripsiyon faktorlerinin etkinligini gosterdik. Olusturdugumuz deney
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gruplarinda (Kontrol SH-SY5Y hiicreleri, kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus
SH-SY5Y  hiicreleri, SIRT4 susturulmus SH-SY5Y hiicreleri ve Kkainik asit ile
eksitotoksisite modeli olusturulan SIRT4 susturulmus SH-SY5Y hiicreleri) arasinda

kromatin immiinopresipitasyon sonrasit qQPCR deneyleri gerceklestirilmistir.

CREB (CAMP Response Element-Binding protein), hiicre i¢i sinyalleme yolaklari
tarafindan aktive edilen ve gen ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir.
CREB, noronlarda sinaptik baglantilarin gii¢lendirilmesi ve uzun siireli hafiza olusumu igin
kritik bir role sahiptir. Ozellikle, CREB'in aktivasyonu, yeni protein sentezini tesvik ederek
noral devrelerin yeniden diizenlenmesini destekler (Lonze ve Ginty, 2002). Calismamiz
sonucunda CREB’in GLT-1 promotoruna baglandigim1  gosterdik ve SIRT4’iin
susturulmasinin CREB’in GLT-1 promotoruna baglanmasina etkisi olmadigimi bulduk.
Analizde kontrol ve kainik asit verilerek eksitotoksisite modeli olusturulmus SH-SY5Y
hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlemledik. Bu sonug¢, CREB’in
GLT-1 promotoruna baglanmasiin KA ile eksitotoksisite olusturuldugu durumda arttigini

gostermektedir.

REST (RE1-Silencing Transcription factor), noéronal genlerin ekspresyonunu
baskilayan bir transkripsiyon faktoriidiir. REST, 6zellikle noronal olmayan hiicrelerde
noronal genlerin ifadesini baskilayarak hiicre tipi spesifik gen ekspresyonunu diizenler.
REST, noéronal olmayan hiicrelerde aktif olup néronal genlerin ifadesini baskilar, boylece bu
hiicrelerin néronal olmayan fenotiplerini korumasina yardimci olur. Noronal hiicrelerde ise
REST'in ekspresyonu diisiiktiir veya islevsel degildir, bu da noronal genlerin ekspresyonuna
izin verir (Mozzi ve ark, 2017, Ballas ve ark, 2005). Gergeklestirdigimiz CHIP deneyinde,
REST transkripsiyon faktoriiniin 1. bdlgesi i¢in bakilan sonuglarda kontrol ve kainik asit
verilerek eksitotoksisite modeli olusturulmus gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gozlemleyemedik. SIRT4’iin susturulmasi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degisimlere yol agtigin1 gordiik. SIRT4 susturulmus grup ve SIRT4 susturulmus
kainik asitli grupta istatistiksel olarak anlamli degisimler gozlemledik. Eksitotoksisite
olusturulmus gruplar karsilagtirildiginda, SIRT4’{in susturulmas: istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklige sebep oldugunu bulduk. (Sekil 15b). SIRT4’iin susturulmasi ile REST’in
GLT-1 promotorunda baglandigi 1. bolgeye baglanmasi kontrole gore istatiksel olarak
anlamli bir sekilde artmustir (Kontrol ile KA). SIRT4 susturulmus hiicrelerde, KA
verildiginde ise REST’in 1. bélgeye baglanmasi istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmistir (SIRT4 shRNA ile SIRT4 shRNA +KA). Eksitotoksisite olusturulmus hiicreler
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karsilastirildiginda ise SIRT4’{in susturulmasi yine baglanmay istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azaltmistir (KA ile AIRT4 shRNA + KA). Bu sonuglar Sekil 15b’de gosterilmistir.

REST transkripsiyon faktoriiniin 2. bolgesi i¢in gozlemlenen gPCR sonucunda
SIRT4’lin susturulmasi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisimlere yol agtigini
gordiik. Eksitotoksisite modeli olusturulmus gruplarda kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli degisimler gozlemledik (Sekil 15c). KA verilerek eksitotoksisite olusturulan
hiicrelerde, REST’in GLT-1 bdlgesinde baglandig1 2. bolgeye baglanmas: istatiksel olarak
anlaml bir sekilde azalmistir (Kontrol ile KA). SIRT4’iin susturulmasi ile REST’in GLT-1
promotorunda baglandigi 2. bolgeye baglanmasi kontrole gore istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmistir (Kontrol ile SIRT4 shRNA). SIRT4 susturulmus hiicrelerde, KA
verildiginde ise REST’in 2. bdlgeye baglanmasi istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmistir (SIRT4 shRNA ile SIRT4 shRNA+KA). Eksitotoksisite olusturulmus hiicreler
karsilastirildiginda ise SIRT4’in susturulmasi baglanmay: istatiksel olarak anlamli bir
sekilde arttirmistir (KA ile SIRT4 shRNA + KA). SIRT4’{in susuturuldugu hiicrelerde, KA
verildiginde baglanma istatiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir. Bu sonuglar Sekil

15¢c’de gosterilmistir.

Ancak GLT-1 mRNA seviyelerinde gruplar arasinda bir degisiklik gbzlenmemis
olmasi, CREB ve REST transkripsiyon faktorlerinde gordiigiimiiz baglanma farkliliklarinin,
SHSY-5Y hiicrelerinde, mMRNA transkripsiyon sonucunu etkilemedigini gostermektedir. Bu

kosullarda farkl transkripsiyon faktorlerinin etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada SIRT4’iin, insan néroblastoma hiicrelerinde (SH-SY5Y) birgok beyin
hastaliginda rol oynayan eksitotoksisitenin olusmasinda etken molekiil olan GLT-1’in
ekspresyonunu ve degradasyonunu nasil diizenledigi ve GLT-1 promotorundaki
transkripsiyon faktorleri tizerine etkisinin aydinlatilmasi amaglanmistir. Ayrica, 6zellikle
kainik asit kaynakli eksitotoksisite durumunda bu diizenlemelerin nasil degistiginin

gbzlemlenmesi amaglanmustir.

SH-SY5Y  hiicrelerinde SIRT4 ShRNA igeren lentiviral partikiiller aracigiyla
SIRT4’tin susturulmasi hedeflendi ve bu ¢alisma sonucunda SIRT4 geni susturulmus bes
farkli kararli hiicre hatti elde edilmistir. Kontrol SH-SY5Y ve olusturulan SIRT4 geni
susturulmus bes farkli kararli hiicre hattt gruplarindan izole edilen proteinler ile
gergeklestirilen Western Blot sonucunda SIRT4 geninin tim hiicre hatlarinda basarili bir
sekilde susturuldugu gosterilmistir. Uygun sartlar1 saglayan tek bir hiicre hatt1 secilerek

diger deneylerde kullanilmak {izere ¢cogaltilmaya devam etmistir.

Daha sonra SH-SY5Y kontrol hiicrelerinde ve SIRT4 geni susturulmus SH-SY5Y
hiicrelerinde 24 saatlik kainik asit muamelesi yardimiyla eksitotoksisite modeli
olusturulmustur. Bunun sonucunda toplam dort deney grubu elde edilmistir. SH-SY5Y
hiicrelerinde kontrol grubu, kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulmus grup, SIRT4
susturulmus grup ve kainik asit ile eksitotoksisite modeli olusturulan SIRT4 susturulmus
gruplarindaki GLT-1 ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in her gruptan protein izolasyonu
yapilarak Western Blot yontemi uygulanmustir. Elde edilen sonuglarda GLT-1’in
noroblastoma hiicrelerinde oligomerik yapilar olusturdugu gozlemlenmistir. GLT-1
monomer olusumunda, eksitotoksisite modeli olusturmanin, kontrol hiicrelerine gore
anlamli bir degisiklik olusturmadig1 goriilmiistir. Ancak SIRT4 geni susturulmus grupta
eksitotoksisite olusturmanin, SIRT4 geni susturulmus kontrol grubun arasinda anlamli bir
azalma gosterdigi bulunmustur. Bunun yani sira eksitotoksisite olusturulmus gruplarda
SIRT4 geninin  susturulmasinin  GLT-1 monomer olusumunu azaltmakta oldugu
gosterilmistir. GLT-1 dimer olusumunda sadece, SIRT4 geni susturulmus iki grup arasinda
eksitotoksisite olusturmanin, GLT-1 dimer olusumunu istatistiksel olarak anlamli sekilde

azalttig1 goriilmistiir. Toplam GLT-1 ifadesi ise monomer GLT-1 ekspresyonu ile benzerlik
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gostermektedir. SIRT4 geni susturulmus iki grup arasinda eksitotoksisite olusturmak toplam
GLT-1 ifadesini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmaktadir. Bunun yaninda
eksitotoksisite olusturulmus iki grup arasinda SIRT4 geninini susturmak yine toplam GLT-1
ifadesini istatistiksel olarak anlamli sekilde azaltmaktadir.

Ardindan dort deney grubunda GLT-1 mRNA seviyeleri, gPCR yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore dort deney grubu arasinda, GLT-1 mRNA

seviyesinin, istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi gozlemlenmistir.

Son olarak, GLT-1 promotorunda yer alan CREB ve REST transkripsiyon
faktorlerinin, GLT-1 promotoruna baglanip baglanmadigi yapilan CHIP (Kromatin
Immiinopresipitasyon) deneyleri ile gosterilmisti. CHIP analizinde, transkripsiyon
faktorlerinin baglandigi DNA bolgeleri qPCR ile cogaltilmistir. Gergeklestirilen qPCR
deneylerinin sonucunda CREB ve REST transkripsiyon faktorlerinin GLT-1 promotoruna
baglandiklar1  dogrulanmistir. Ancak transkripsiyon faktorlerinin  baglanmasinda
gozlemlenen farkliik GLT-1 mRNA ifadesine sirayet etmemistir. Bu sonug, SH-SY5Y
hiicrelerinde bu kosullarda farkli transkripsiyon faktorlerinin  etkili olabilecegini
gdstermistir. Ileriki ¢alismalarda, GLT-1 promotoruna +32. sekansta baglanan YY1 (Yin-

Yang 1) transkripsiyon faktoriiniin denenebilecegini diisiinmekteyiz.
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