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OZET

GLT-1 (GLUTAMAT TASIYICI 1) PROMOTORUNUN, SIRT4 (SIRTUIN 4)
SUSTURULMUS GLiA HUCRELERINDE DUZENLENMESI

Usluer E. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji
Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2023.

Amagc: Glutamat Tasiyict 1 (GLT-1), sinaptik boslukta bulunan fazla glutamati toplayan
eksitator amino asit tasiyict (EAAT) protein ailesinin bir iiyesidir. SIRT4 (Sirtuin 4),
beyindeki glia hiicrelerinde eksprese olan ve gesitli proteinleri deasetile ya da ADP-ribozile
edebilen mitokondriyal bir sirtuindir. SIRT4, GLT-1 protein ekspresyonunu diizenleyerek
eksitotoksisiteye karsi koruma saglar. Bu nedenle ¢alismada SIRT4’iin GLT-1 geninin

transkripsiyonel regiilasyonunda etkili olup olmadigini arastirmak amaglandi.

Gereg ve Yontem: 11k olarak IHA (Immortalized Human Astrocytes) hiicre hattinda SIRT4’ii
susturmak icin dizayn edilmis olan shRNA genini igeren lentiviral partikiiller kullanilarak
SIRT4 geni susturulmus olan IHA hiicreleri elde edildi. Kontrol ve SIRT4-susturulmus IHA
hiicrelerindeki GLT-1 mRNA seviyeleri qPCR yontemi kullanilarak belirlendi. SIRT4’iin
susturuldugunu gostermek i¢in SIRT4 protein ifadesine Western Blot yontemi kullanilarak
bakildi. GLT-1 promotoru ve transkripsiyon faktorlerinin (CREB, REST ve YY1) etkilesimi
CHIP (Kromatin Immiinopresipitasyon) metodu ile kontrol ve SIRT4-susturulmus IHA

hiicrelerinde gosterildi.

Bulgular: SIRT4, SIRT4’1 susturmak igin dizayn edilmis olan ShRNA genini igeren lentiviral
partikiiller ile IHA hiicrelerinde susturulduktan sonra IHA kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA
hiicreleri olarak iki deney grubu elde edilmistir. Kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA
hiicrelerinden protein izole edilerek, SIRT4 protein seviyeleri western blot ile incelenmis ve
SIRT4 geninin susturma isleminin basarili bir sekilde gerceklestirildigi gosterilmistir. Daha
sonrasinda, her iki hiicre grubundan total RNA izole edilmis, cDNA yapilmis ve GLT-1
MRNA seviyesini belirlemek i¢cin qPCR analizi yapilmistir. Analiz sonucunda, her iki
gruptaki GLT-1 mRNA seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmedigi

ortaya ¢ikmistir. CREB, REST ve YY1 transkripsiyon faktorlerinin, GLT-1 promotorunda

Xi



yer aldigi yapilan CHIP deneyleri ile gosterilmistir. CHIP analizinde, transkripsiyon
faktorlerinin baglandigi DNA bolgeleri qPCR ile gogaltilmaktadir. SIRT4 susturulmus hiicre
grubunda da CREB, REST ve YY1 transkripsiyon faktorleri GLT-1 promotoruna

baglanmistir. SIRT4’{in susturulmasi, CHIP analizinde anlaml1 bir fark yaratmamustir.

Sonug¢: Bu ¢alismada, SIRT4’{in GLT-1"1 trankripsiyonel diizeyde regiile ettigi diisiiniilerek
aragtirmalar yapilmig ve gesitli sonucglar elde edilmistir. IHA hiicrelerinde, SIRT4 geninin
susturulmasi, GLT-1 mRNA seviyesini degistirmemistir. SIRT4 geninin susturulmasinin,
CREB, REST ve YY1 transkripisyon faktorlerinin, GLT-1 promotoruna baglanmasina etkisi

olmamustir.

Anahtar Kelimeler: CREB, GLT-1, REST, SIRT4, YY1.
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ABSTRACT

REGULATION OF THE GLUTAMATE TRANSPORTER 1 (GLT-1) PROMOTER
IN SIRTUIN 4 (SIRT4) SILENCED GLIAL CELLS

Usluer E. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Medical Biology
Program, Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: Glutamate Transporter 1 (GLT-1) is a member of the excitatory amino acid
transporter (EAAT) protein family that collects excess glutamate present in the synaptic cleft.
SIRT4 (Sirtuin 4) is a mitochondrial sirtuin expressed in glial cells in the brain and can
deacetylate or ADP-ribosylate various proteins. SIRT4 protects against excitotoxicity by
regulating GLT-1 protein expression. Therefore, the study aimed to determine whether SIRT4

is effective in the transcriptional regulation of the GLT-1 gene.

Material and Methods: First, IHA cells with the SIRT4 gene silenced were obtained by
using lentiviral particles containing the sShRNA gene designed to silence SIRT4 in the IHA
(Immortalized Human Astrocytes) cell line. GLT-1 mRNA levels were determined using the
gPCR method. To show that SIRT4 was silenced, SIRT4 protein expression was measured
using the Western Blot method. The interaction of GLT-1 promoter and transcription factors
(CREB, REST and YY1) was demonstrated in both experimental groups by the CHIP

(Chromatin Immunoprecipitation) method.

Results: After SIRT4 was silenced in IHA cells with lentiviral particles containing the
shRNA gene designed to silence SIRT4, two experimental groups were obtained: IHA control
and SIRT4 silenced IHA cells. By isolating protein from control and SIRT4 silenced IHA
cells, SIRT4 protein levels were examined by western blot and it was shown that the silencing
of the SIRT4 gene was successfully carried out. Subsequently, total RNA was isolated from
both cell groups, cDNA was made and gPCR analysis was performed to determine the GLT-
1 mRNA level. As a result of the analysis, it was revealed that there was no statistically
significant difference between GLT-1 mRNA levels in both groups. CHIP experiments have
shown that CREB, REST and YY1 transcription factors are located in the GLT-1 promoter.
In CHIP analysis, DNA regions to which transcription factors bind are amplified by gPCR.
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In the SIRT4 silenced cell group, CREB, REST and YY1 transcription factors bound to the
GLT-1 promoter. Silencing SIRT4 did not make a significant difference in the CHIP analysis.

Conclusion: In this study, research was conducted considering that SIRT4 regulates GLT-1
at the transcriptional level and various results were obtained. In IHA cells, silencing the
SIRT4 gene did not alter the GLT-1 mRNA level. Silencing the SIRT4 gene had no effect on
the binding of CREB, REST and YY1 transcription factors to the GLT-1 promoter.

Keywords: CREB, GLT-1, REST, SIRT4, YY1.
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1. GIRIS

Norotransmiterler, sinir sistemi boyunca bilgi aktariminda énemli bir role sahip olan,
hiicrelerdeki sinyalleri ileten, giiglendiren ve doniistiiren molekiillerdir. Gegtigimiz yiizyilda
bu tiir yiizlerce kimyasal kesfedilmistir. Bunlarin beyin hastaliklar1 tizerindeki etkileri
belirlenmeye ve incelenmeye devam etmektedir (Teleanu, Raluca loana ve ark, 2022).
Glutamat insan beyninde bulunan énemli bir uyarici nérotransmiterdir. Beyinde 6grenme,
hafiza ve néronal gelisim gibi bir¢ok siirecte 6nemli bir rol oynamaktadir (Nisar ve ark, 2022).
Eksitotoksisite sinaptik yariktaki asir1 glutamat birikimi ile indiiklenen ve nérodejenerasyon,
epilepsi, travma gibi biitiin beyin rahatsizliklarinin altinda yatan temel molekiiler yolaklardan
bir tanesidir (Sar1 ve ark, 2020).

Sinir hiicreleri arasinda bulunan sinaptik yariktaki glutamat konsantrasyonunun
dengede kalmasi glutamat tasiyicilart ile saglanmaktadir. Glutamat Tasiyicis1 1 (GLT-1),
“SLC1A2” geni tarafindan kodlanan eksitator amino asit tasiyict (EAAT) protein ailesinin bir
tiyesidir (Simonin ve ark, 2015). Asir1 glutamat birikimine dayali eksitotoksisite durumunda
GLT-1 sinaptik yarikta bulunan glutamatin %90’m1 toplayarak eksitotoksisiteye karsi
koruyucu bir etki olusturur (Karace ve ark, 2011).

Sirtuinler, post-translasyonel modifikasyonlar igin hiicre igerisindeki ¢esitli proteinleri
hedef alan, ¢ekirdekte, sitozolde ya da hiicrenin mitokondrisinde bulunan bir protein ailesidir.
Sirtuin protein ailesinin 7 homologu bulunmaktadir. Hiicre i¢erisinde farkli kompartmanlarda
lokalize olabilen sirtuin ailesinin bir tiyesi de Sirtuin 4 (SIRT4) proteinidir. Sirtuin 4 (SIRT4),
biiyiik 6l¢iide beyindeki glia hiicrelerinde eksprese olan mitokodriyal bir sirtuindir (Shih ve
ark, 2014). Daha once gergeklestirilen ¢alismalarda SIRT4’tin dogrudan eksitotoksisiteye
kars1 koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir (Donmez Yalgin ve Colak, 2020).

Sekans spesifik transkripsiyon faktorleri, transkripsiyonel diizenleyici bolgelere
baglanarak fonksiyon gosteren biyolojik siireclerin anahtar diizenleyicileridir (Inukai ve ark,
2017). Baz1 transkripsiyon faktorleri transkripsiyon baslangi¢ bdlgesinin yakininda bulunan
promotor bolgeye baglanarak transkripsiyon baslangic kompleksinin olusmasina yardimei
olurken bazilar1 gii¢lendirici diziler gibi transkripsiyon baslangi¢ noktasina daha uzak dizilere
baglanarak transkripsiyonu giiglendirebilir ya da baskilayabilir (Gilbert, 2000).

CREB (The cyclic AMP response element (CRE) — binding protein (CREB)) aktivator

ailesi, hiicresel metabolizmanin kontrolii ve biiyiime faktorlerine bagli hiicresel hayatta kalma



gibi gesitli fizyolojik siireglerde gorev alan ve gesitli protein kinazlar vasitasiyla hiicre igi Ca*?
akigina yanit veren bir transkripsiyon faktoriidiir (Mayr ve ark, 2001). “Neuron-Restrictive
Silencer Factor (NRSF)” olarak da bilinen, REST (The Repressor Element-1 Silencing
Transcription Factor), iyon kanallar1, nérotransmiter reseptorler, sinaptik vezikiil proteinleri
ve adhezyon molekiilleri ile iliskili ¢esitli genleri diizenleyen ¢inko-parmak transkripsiyon
faktor ailesinin bir iyesidir (Pajarillo ve ark, 2022). YY1 (Yin-Yang 1), mevcut kofaktorler
ile etkilesimine bagli olarak gen transkripsiyonunu aktive edip, durdurabilecegi gibi
embriyogenez, farklilasma, replikasyon ve proliferasyon sirasinda merkezi sinir sisteminde

rol alan 6nemli bir transkripsiyon faktoriidir (Karki ve ark, 2014).

Bu ¢alismada SIRT4 proteininin GLT-1 geninin transkripsiyonel regiilasyonunda etkili
olup olmadigini arastirmak amaglandi. SIRT4, SIRT4’{i susturmak i¢in dizayn edilmis olan
SshRNA genini igeren lentiviral partikiiller ile IHA hiicrelerinde susturulduktan sonra IHA
kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA hiicreleri olarak iki deney grubu elde edilmistir. Kontrol
ve SIRT4 susturulmus IHA hiicrelerinden protein izole edilerek, SIRT4 protein seviyeleri
western blot ile incelenmis ve SIRT4 geninin susturma isleminin basarili bir sekilde
gerceklestirildigi gosterilmistir. Daha sonrasinda, her iki hiicre grubundan total RNA izole
edilmis, cDNA yapilmis ve GLT-1 mRNA seviyesini belirlemek i¢cin qPCR analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda, her iki gruptaki GLT-1 mRNA seviyeleri arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedigi ortaya ¢ikmistir. CREB, REST ve YY1 transkripsiyon
faktorlerinin, GLT-1  promotorunda yer aldigi  yapilan CHIP  (Kromatin
Immunopresipitasyon) deneyleri ile gosterilmistir. CHIP analizinde, transkripsiyon
faktorlerinin baglandigi DNA bolgeleri qPCR ile ¢ogaltilmaktadir. SIRT4 susturulmus hiicre
grubunda da CREB, REST ve YY1 transkripsiyon faktorleri GLT-1 promotoruna

baglanmistir. SIRT4’{in susturulmasi, CHIP analizinde anlaml1 bir fark yaratmamustir.

Sonug olarak; IHA hiicrelerinde, SIRT4 geninin susturulmasi, GLT-1 mRNA seviyesini
degistirmemistir. SIRT4 geninin susturulmasimnin, CREB, REST ve YY1 transkripisyon

faktorlerinin, GLT-1 promotoruna baglanmasina etkisi olmamustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glutamat

Glutamat, memeli merkezi sinir sistemindeki (CNS) birincil uyarici nérotransmiterdir.
Beyinde glutamat; hafiza, 6grenme, sinir sistemi gelisimi, hiicresel gog, hiicresel farklilagsma
ve noron oliimii gibi ¢ok sayida fizyolojik fonksiyonda rol oynar (Magi ve ark, 2019). Beyin
de ¢ok biiytik miktarlarda glutamat bulunur. Fakat bu glutamatin sadece kiigiik bir kismi
hiicrelerin disinda veya arasinda yer alir. Hiicre dis1 sividaki ve beyin omurilik sivisindaki
(BOS) konsantrasyonlar normalde sirasiyla 3-4 uM ve 10 uM civarindadir (Danbolt, 2001).

Glutamat, hiicre yiizeyindeki reseptorler ile etkilesime girebilir. Glutamat igin iki ana
reseptor sinifi tammmlanmistir ve glutamat bu reseptorler araciligiyla etkisini gosterir. Bu
reseptor siniflarmin ilki glutamat ile uyarilma sonucu akimlar iireten ligand kapili iyon
kanallar1 olan iyonotropik glutamat reseptorleri ve G protein sinyal yollar ile hiicresel
stiregleri kontrol eden G proteinine bagli metabotropik glutamat reseptorleridir (Magi ve ark,
2019).

2.1.1. Glutamat Metabolizmasi

Norotransmiter glutamatin hiicresel homeostazisi normal beyin fonksiyonu igin
gereklidir. Glutamat sadece beynin ana uyarici nérotransmiteri degildir. Glutamat, glikoz ve
amino asit metabolizmasini birbirine baglayan bir metabolik merkezi temsil eder. Bu 6nemli
norotransmiter molekiil, glutamat-glutamin dongiisii olarak bilinen bir siirecte néronlar ve

astrositler arasinda kapsamli bir sekilde geri doniistiiriiliir (Andersen ve ark, 2021).

Sinaptik iletim sirasinda, glutamat esas olarak ekzositoz yoluyla salinir; burada tek bir
vezikiiliin salinmasi, sinaptik yarikta glutamatin hizli bir sekilde yiikselmesine neden olur.
Cesitli enzimatik reaksiyonlar glutamati hiicresel metabolizmaya ve glutamaterjik sinapstaki
norotransmitter geri donisiimiine baglar (Atwell ve Laughlin, 2001). Glutamatin karbon
iskeleti, ti¢ aminotransferaz reaksiyonuyla; aspartat aminotransferaz (AAT), alanin

aminotransferaz (ALAT) ve dallanmig zincirli amino asit aminotransferaz (BCAT) yoluyla



TCA siklusunun ara maddesi olan a-ketoglutarata (a-KG) dondstiiriiliir. Glutamat ayrica hem
noronlarda hem de astrositlerde anaplerotik bir yol gorevi goéren glutamat dehidrojenaz
(GDH) enzimi yoluyla a-ketoglutarata oksidatif deaminasyona ugrayabilir (Andersen ve ark,
2021).
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Sekil 1. Glutamat Metabolizmasi (Andersen ve ark, 2021)

Astrositlerde glutamat, yalnizca astrositlerde eksprese edilen bir enzim olan glutamin
sentetaz (GS) enzimi araciligiyla glutamine doniistiiriiliir. Glial glutamin, Na*’ya bagimli
glutamin alim sistemleri yoluyla presinaptik nérona alinir ve burada glutaminaz tarafindan

glutamata dontistiriliir (Kritis ve ark, 2015).
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Sekil 2. Glutamat Dongiisii (Kritis ve ark, 2015)

2.1.2. Glutamat Reseptorleri

Glutamat, G proteinine bagl reseptorler olan metabotropik glutamat reseptorlerine
(mGIuR) ve katyon gegirgen ligand kapili iyon kanallari olan iyonotropik glutamat
reseptorlerine (IGIUR) baglanarak memeli merkezi sinir sistemindeki (CNS) ¢ogu uyarici
ndrotransmisyona aracilik eder. Metabotropik glutamat reseptorlerinin ve iyonotropik
glutamat reseptorlerinin aktivasyonu, ¢ok farkli zaman 6lgeklerinde farkli hiicresel tepkiler

tiretir (Hansen ve ark, 2021).

2.1.2.1. Iyonotropik Reseptorler

Iyonotropik glutamat reseptérleri multimerik iyon kanallaridir ve memeli merkezi sinir

sisteminde hizli uyarici iletimden sorumludur. Presinaptik olarak salinan glutamati



iyonotropik glutamat reseptorleri baglayarak, sinyalleri milisaniyelik bir zaman 6lgeginde
postsinaptik noronlarin uyarilmasina doniistiiriir. Bu siireg, beyin fonksiyonu igin hayati
oneme sahip bir sinaptik akim {tretir. Aynm1 zamanda 6grenmeyi ve hafizayr diizenler.
Iyonotropik glutamat reseptdrleri ayrica N-metil-d-aspartat (NMDA) reseptéorleri, a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropiyonik asit (AMPA) reseptorleri ve kainat reseptorleri
olarak smiflandirilabilir (Zhang Z. ve ark, 2019).

2.1.2.2. Metabotropik Reseptorler

Metabotropik glutamat reseptorleri (mGIuR), hiicre ig¢i G-proteinine bagli, tek peptitli
transmembran zar proteinleridir. G-protein reseptorleri ailesinin tiyeleri olan mGluR’ler,
sinaptik aktivitede uzun siireli degisikliklere katkida bulunan yavas glutamat yanitlarina
aracilik eder. mGIuR ailesi ayrica sekiz reseptor alt tipine boliinebilir. Bu alt tipler sekans
homolojilerine, sinyal iletim mekanizmalarina ve farmakolojik profillerine gore {i¢ alt tipe
ayrilir (Lau ve ark, 2010).
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Sekil 3. Glutamat reseptorlerinin siniflandirilmasi (Zhang Z. ve ark, 2019)

2.1.3. Glutamat Tasiyicilari

Glutamat baskin uyarict ndrotransmiter oldugundan, ¢ogu beyin fonksiyonunda ve

ayrica birgok norolojik bozuklukta yer alir. Ayn1 zamanda glutamat konsantrasyonlarinin



diizenlenmesi oldukga zordur. Glutamat tastyicilari, dinamik sinaptik sinyallesme siireglerini
stirdiirmek i¢in hiicre dis1 glutamat konsantrasyonlarini diizenlemede 6nemli bir rol oynar
(Vandenberg ve ark, 2013). Hem noronlar hem de astroglialar yiiksek afiniteli, sodyuma
bagimli glutamat tasima kapasitesine sahiptir. Bugiine kadar memeli ve insan dokusundan 5
adet yiiksek afiniteli, sodyuma bagimli glutamat tasiyict klonlanmistir: Astrosit-spesifik
glutamat tasiyicist (GLAST [eksitator amino asit tasiyicist 1]), glutamat tasiyicist 1 (GLT-1
[eksitar6 amino asit tasiyicis1 2 (EAAT2)]), eksitator amino asit tasiyicis1 3 (EAAT3),
eksitator amino asit tasiyicis1 4 (EAAT4) ve cksitatér amino asit tasiyicis1 5 (EAATDS)
(Maragakis ve ark, 2001).

Tablo 1. Memeli glutamat tasiyicilarinin ve bunlarin insan homologlarmin dagilimi

(Maragakis ve ark, 2001’den modifiye edilmistir).

High expression of cerebellum; less in brain

GLAST EAAT1 Astrocytes .

and spinal cord
GLT-1 EAAT2 Astrocytes Widespread throughout brain and spinal cord
EAAC1L EAAT3 Neurons Hippocampus, cerebellum, basal ganglia
EAAT4 EAAT4 Neurons Purkinje cells of cerebellum
EAATS EAATS Neurons Retina

2.1.3.1. EAAT1-GLAST (Glutamat-Aspartat Tasiyicisi)

EAATT!’i kodlayan SLC1A3 geni, kromozom 5 (5p13.2) iizerinde yer alir ve 81980 baz
ciftinden olusur. SLC1A3’iin 16 varyant1 tanimlanmis olup bunlardan bazilar1 epilepsi ve
sizofreni gibi norolojik bozukluklarla iliskilidir. Translasyondan sonra, EAAT1
glikozilasyona ugrayarak 64 kDa ve 70 kDa glikoprotein tiretir. GLAST (EAAT1) 6ncelikle
beyincik ve serebral neokortekste eksprese edilir (Pajarillo E. ve ark, 2019).

2.1.3.2 EAAT2-GLT-1 (Glutamat Tastyicisi-1)

EAAT2, “SLC1A2” geni tarafindan kodlanir. Astrositlerin presinaptik tarafinda yer
alan SLC1A2 (GLT-1, EAAT1), memeli merkezi sinir sistemindeki glutamat aliminin %90’

mdan sorumludur. Yiiksek hiicre dis1 glutamat konsantrasyonu eksitotoksisiteye neden



oldugundan, SLC1A2 disfonksiyonu amyotrofik lateral skleroz, epilepsi veya Alzheimer
hastalig1 gibi ¢ok sayida ndrolojik hastalikla iligkilidir (Simonin ve ark, 2015). Ayrica tam
uzunluktaki EAAT2’e ek olarak iki fonksiyonel ekleme varyanti, EAAT2b ve EAAT2cC
tamimlanmistir. Tam uzunluktaki EAAT2 insan beyninde baskin olsa da her iki ekleme
varyanti da islevi heniliz anlagilamayan benzersiz C-terminal alanlari igerir (Pajarillo E. ve
ark, 2019).

GLT-1 yetiskin beynindeki sinaptik glutamat gradyaninin Kritik bir aracisidir. EAAT2,
normal kosullar altinda agirlikli olarak astrositlerde eksprese edilir, ancak ayn1 zamanda
oligodendrositler ve néronlarda da tespit edilir. EAATZ2, beyin ve omurilikte yiiksek diizeyde
eksprese edilir (Kim K. ve ark, 2011).

Perisinaptik astrositik siiregler (PAP), yiiksek diizeyde GLT-1 eksprese eder ve toplam
GLT-1 protein ekspresyonunun yaklasik %80’i astrositlerde bulunur. Noéronal GLT-1
ekspresyonu toplam GLT-1 protein ekspresyonunun yalnizca %5-10 unu olusturur. Ayrica
GLT-1 protein ekspresyonundaki in vivo ve in vitro farkliliklar, hastalik modellerinde GLT-
1 diizensizligini kesfetmeden Once dikkate alinmasi gereken, glutamat tasiyict

diizenlemesinin bir yoniidiir (Peterson A.R. ve Binder D.K., 2019).
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Sekil 4. Glutamat Tasiyicis1 1 (Karaca ve ark, 2011’den modifiye edilmistir.)

Beynin normal isleyisini siirdiirmedeki 6nemli roliine dayanarak, ¢ok sayida ¢alisma
insan EAAT2 nin ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalar1 ele almistir. Insan EAAT2
geninin promotor bdlgesini tanimlamaya yonelik ilk girisimler, ekson 1’1 ekson 2’den ayiran
¢ok biiyiik bir intronun (~100kb) varligi nedeniyle basarisiz olmustur (Kim K. ve ark, 2011).

2.1.3.3. EAAT3 (Eksitator Amino Asit Tasiyicisi 3)

EAAT3, “SLCI1A1” geni tarafindan kodlanir ve diger EAAT alt tipleriyle
karsilastirildiginda Kkorteksin erken gelisimi sirasinda yiliksek diizeyde eksprese edilir.
Yetiskin beyninde, EAAT3’{in glutamat temizlenmesine 6nemli 6l¢iide katkida bulundugu
goriilmemektedir. Ancak bir sistein tasiyicisit olarak goérev yaptigi gosterilmistir. EAAT3
oncelikle noronlarda, ozellikle de sinaptik sonrasi terminallerde bulunur ve beyinin her

yerinde eksprese edilebilir (Pajarillo E. ve ark, 2019).



2.1.3.4. EAAT4 (Eksitator Amino Asit Tasiyicisi 4)

EAAT4 ekspresyonu beyincikteki Purkinje hiicrelerinde zengindir ancak beyindeki
diger hiicrelerde de daha diisiik seviyelerde bulunur. EAAT4 oldukga biiyiik CI™ akimlarina
gecit verir. EAAT4’iin glutamat kapili kloriir kanallarinin 6zelliklerine sahip olmasi ve biiyiik
CI" akimlar1 géz oOniine alindiginda glutamati temizleme mekanizmalar1 yerine inhibitor
reseptorler olarak islev goriir (Rodriguez-Campuzano ve ark, 2021; Robinson MB ve Jackson
JG, 2016).

2.1.3.5. EAATS5 (Eksitator Amino Asit Tasiyicisi 5)

EAATS fotoreseptorlerde, bipolar ve amakrin hiicrelerde eksprese edilir. Diisiik
glutamat tasima hizlar1 ve biiyiikk anyon iletkenlikleri sergiledigi bilinmektedir. Bu nedenle
esas olarak retinal néronlarin uyarilabilirligini kontrol etmek icin EAAT4 gibi glutamatla

aktiflestirilen kloriir kanali olarak gérev yapar (Shneider ve ark, 2014).

2.2. Eksitotoksisite

Eksitotoksisite terimi ilk kez 1969 yilinda Olney tarafindan yapilan bir ¢alismada ortaya
atilmis ve burada glutamat ve aspartata maruz kalmanin bir sonucu olarak hiicre 6liimiiniin
gerceklestigi ilk kez gozlemlenmistir (Olney, 1969). Glutamaterjik diizensizligin 6nemli bir
yonii olan bu fenomen, uyarici nérotransmiterlerin, 6zellikle de glutamatin néron Sliimiine
yol agan toksik etkilerini agiklar. Glutamat dogrudan noronlari 6ldiirmese de glutamat
reseptorlerinin - siddetli ve uzun siireli aktivasyonu, katyonik akisi, mitokondriyal
disfonksiyonu, enerjik ve oksidatif stresi ve reaktif oksijen tiirlerinin asir1 {iretimini i¢eren bir

norotoksisite ¢aglayanini baslatir (Armada-Moreira ve ark, 2020).

Glutamatin asir1 birikimine bagli olan eksitotoksisite bircok beyin hastaliginin altinda
yatan temel mekanizmalardan birisidir. Bu hastaliklar; Huntington hastaligi, Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi, inme, Epilepsi, Multipl Skleroz, Amyotrofik Lateral Skleroz
(ALS) (Sar1 ve ark, 2020).
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Sekil 5. Amyotrofik lateral sklerozda (ALS) eksitotoksisite durumunun sematik gosterimi

(Armada-Moreira ve ark, 2020)

Akson terminallerinden asir1 glutamat salinimina baglh olan eksitotoksisitenin dnceden
belirlenmis sinyal yolaklar1 disinda hiicre igerisindeki artan Ca*? akigi ve birikimi,
eksitotoksisiteye neden olan temel faktorlerden birisidir. Ca*? da glutamaterjik sinaptik
iletimin neden oldugu artis Oncelikle sunlara atfedilebilir:  NMDA reseptorlerinin
aktivasyonu; AMPA reseptorlerinin aktivasyonuyla indiiklenen membran depolarizasyonunu
takiben voltaja bagli Ca*? kanallariin aktivasyonu ve metabotropik glutamat reseptorlerinin
aktivasyonu ile hiicre i¢i depolardan Ca*? saliniminin kolaylastirilmas: (Guo C. ve Ma YY.,
2021).

2.3. Sirtuinler

Sirtuinler gesitli proteinleri deasetile edebilen ya da ADP-ribolize edebilen enzimlerdir.
Ik olarak Saccharomyces cerevisiae’de tanimlanmis ve sinif 111 histon deasetilazlar (HDAC)

olarak gruplandirtlmislardir. Sirtuinler, hem histonlarda hem de histon olmayan proteinlerde
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hidroliz yoluyla asetil gruplarini lizinlerden uzaklastirir ve bu nedenle daha genel olarak lizin
deasetilazlar (KDAC) olarak bilinirler. Bir protein substratindan ¢ikardiklar1 her asetil grubu
veya aktardiklar1 her ADP-ribosil grubu i¢in bir (NAD") tiikketirler (Donmez G., 2012;
Vaquero ve Presgue, 2014).

Sirtuinler, metabolik kontrol ve epigenetik modifikasyon gibi c¢esitli hiicresel
diizenleyici islemlerde yer alan bir protein ailesi olarak bilinir. Ozellikle sirtuinler yasam
stiresinin uzatilmasinda da Kkritik rol oynar. Dolayisiyla metabolizma ile yaslanma arasinda
giiclii bir baglant1 gorevi gortirler. Sirtuin ailesi 7 tiyeden olusur: SIRT1, SIRT2, SIRT3,
SIRT4, SIRTS5, SIRT6, SIRT7. Bunlardan SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 agirlikli olarak hiicre
icindeki enerji metabolizmasi i¢in gerekli organel olan mitokondride lokalize olur. Bu nedenle
SIRT3, SIRT4 ve SIRT5’e genel olarak mitokondriyal sirtuinler denir ve yaslanma ile

metabolizma arasinda bir baglant: olarak islev goriirler (Ji ve ark, 2022).
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Sekil 6. Memeli Sirtuinlerin katalitik kapasitesi ve hiicre i¢gi lokalizasyonu (Ji ve ark, 2022)
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2.3.1. SIRT4

Mitokondriyal sirtuinler metabolik diizenlemede ve antioksidan savunmasinda rol
alirlar. SIRT4, mitokondride hiicresel metabolizma ve DNA hasari tepkileri igin Kritik bir

oneme sahiptir. SIRT4 yapisinda lokalizasyonunu mitokondriye yonlendiren bir N-terminal
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mitokondriyal sinyal dizisi igerir. SIRT4, deagilaz reaksiyonlarina katilabilmek i¢in gerekli
olan amino asitlere, yani homolog bir sirtuin deasetilaz alanina, korunmus bir katalitik histidin
ve bir Rossman fold/NAD" baglanma motifine sahiptir (Min ve ark, 2019).

SIRT4’tiin ¢ogu mitokondriyal matriste bulunur ve az miktarda SIRT4 sitozol ve
cekirdekte gozlenir. Deasetilaz aktivitesine ragmen, SIRT4 oncelikle NAD ye bagimli bir
ADP-riboziltransferaz olarak islev goriir. Dikkat c¢ekici sekilde, SIRT4, glutamin
katabolizmasi, yag asidi oksidasyonu ve amino asit katabolizmasi dahil olmak tizere birgok
metabolik yolu diizenleyen SIRT3 ve SIRTS5’in tersi yonde hareket eder (Ji ve ark, 2022).

Daha once gergeklestirilen galigsmalar Sirtuinleri dort sinifa ayirmistir. SIRT4, sinif |1
insan sirtuinleri sinifina aittir. SIRT4 mRNA ve SIRT4 proteini insan kasinda, bobreklerinde,
testislerinde ve karaciger hiicrelerinde tespit edilmistir. Bu ekspresyon modeli SIRT4’iin

islevleri ile tutarlidir (Min ve ark, 2019).

Tablo 2. Sirtuinlerin Siniflandirilmasi (Min ve ark, 2019)

Class| SIRT1/SIRT2/SIRT3
Classll SIRT4

Class lll  SIRTS

Class IV SIRT6/SIRT7

Yakin zamanda gergeklestirilen bir ¢alismada, SIRT4’lin glutamat metabolizmasinda
rol alan GLT-1, GDH (Glutamat Dehidrojenaz) ve GS (Glutamin Sentetaz) proteinlerinin
ekspresyonlarinin diizenlenmesi yoluyla eksitotoksisiteye karsi koruma sagladigi ve GLT-
1’in protein seviyesini arttirdigi gézlemlenmistir (Donmez Yalgin ve Colak, 2020). Ayn
zamanda daha oncesinde gergeklestirilen bir bagka ¢alismada SIRT4’iin yoklugunda GLT-1
proteininin hiicre yiizeyindeki ekspresyonunun azaldigi ve buna bagl olarak beyindeki
glutamat aliminin azaldig1 gosterilmistir (Shih J. ve ark, 2014).
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2.4. Transkripsiyon Faktorleri

Sekans spesifik transkripsiyon faktorleri, transkripsiyonel diizenleyici bolgelere
baglanarak fonksiyon gosteren biyolojik siireclerin anahtar diizenleyicileridir. Her
transkripsiyon faktorii tipik olarak, position weight matrices (PWM) gibi modeller
kullanilarak baglanma bolgesi motifleri olarak temsil edilebilen benzer DNA dizilerinin bir
koleksiyonunu tanir (Inukai ve ark, 2017). Bazi transkripsiyon faktorleri transkripsiyon
baslangi¢ bolgesinin yakininda bulunan promotor boélgeye baglanarak transkripsiyon
baglangic kompleksinin olusmasma yardimci olurken bazilar1 giiclendirici diziler gibi
transkripsiyon baglangic noktasina daha uzak dizilere baglanarak transkripsiyonu
giiclendirebilir ya da baskilayabilir (Gilbert S.F., 2000).

Tarihsel olarak, transkripsiyon faktorii terimi, transkripsiyonda yer alan veya gen
ekspresyon diizeylerini degistirebilen herhangi bir proteini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu
terim zamanla, DNA’y1 diziye o6zgii bir sekilde baglayabilen ve transkripsiyonu
diizenleyebilen proteinler i¢in kullanilmistir. Transkripsiyon faktorleri, diger dizilere gore
spesifik baglanma dizileri i¢in 1000 kat veya daha fazla tercihe sahip olabilir. Transkripsiyon
faktorleri diger proteinlerin DNA Baglanma boélgelerini tikayarak etki gosterebildiginden,
spesifik DNA dizilerine tek basina baglanma yetenegi genellikle transkripsiyonu diizenleme

yeteneginin bir gostergesi olarak bilinir (Lambert ve ark, 2018).

Transkripsiyon faktorleri genomu dogrudan yorumlayarak DNA dizisinin kodunun
¢oziilmesinde ilk adim1 gergeklestirir. Bircogu “ana diizenleyiciler” ve “segici genler” olarak
islev gortr. Hiicre tiplerini ve gelisimsel modeli belirleyen siiregler tizerinde kontrol uygular
ve bagisiklik tepkileri gibi spesifik yollar1 kontrol ederler. Genomdaki deneysel olarak
belirlenen baglanma bolgeleri ile motifle eslesen diziler arasinda tipik olarak yalnizca kismi
bir ortiisme vardir; dahasi, deneysel olarak belirlenen baglanma bélgeleri bile Transkripsiyon
Faktorlerinin gergekte diizenledigi genlerin nispeten zayif belirleyicileridir (Lambert ve ark,
2018). Motif eslesmeleri genellikle ChIP-seq (kromatin immiinopresipitasyon dizilimi) veri
kiimesindeki en zengin diziler arasindadir. Bu durum in vivo transkripsiyon faktorii
baglanmasi i¢in igsel DNA baglanma spesifikliginin 6nemli oldugunu gosterir. Ancak bir
transkripsiyon faktorii farkli hiicrelerde bulunan birbirinden farkli birden fazla geni
diizenleyebilir (Lambert ve ark, 2018; (Inukai ve ark, 2017).
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2.4.1. CREB (The cyclic AMP response element (CRE) — binding protein (CREB))

CREB (The cyclic AMP response element (CRE) — binding protein (CREB)) aktivator
ailesi, hiicresel metabolizmanin kontrolii ve biiyiime faktorlerine bagli hiicresel hayatta kalma
gibi ¢esitli fizyolojik siireclerde gorev alan ve ¢esitli protein kinazlar araciligiyla hiicre igi

Ca* akisina yanit veren bir transkripsiyon faktortidiir (Mayr B. ve Montminy M., 2001).

Daha once astrositler iizerinde gergeklestirilen c¢alismalarda CREB’in GLT-1
promotoruna  baglanip  baglanmadigini  gostermek  i¢in  CHIP  (Kromatin
Immiinopresipitasyon) gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu GLT-1 promotorunun
bir adet CRE konsensiis bolgesi (-308.sekans) igerdigi bulunmustur (Lee E. ve ark. 2012;
Karki P. ve ark. 2013). Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda CREB’in PKA ile aktive
oldugunu ve CRE konsensiis dizisinde meydana getirilen mutasyonlarin GLT-1 promotor
aktivitesini azalttigin1 goéstermistir. Bu sonuglar ile birlikte asir1 eksprese olan CREB’in GLT-
1 promotor aktivitesini 6nemli 6lgiide arttirdigi da gozlemlenmistir (Karki P. ve ark. 2013).

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

“Neuron-Restrictive Silencer Factor (NRSF)” olarak da bilinen, REST (The Repressor
Element-1 Silencing Transcription Factor), iyon kanallari, ndrotransmiter reseptorler, sinaptik
vezikiil proteinleri ve adhezyon molekiilleri ile iligkili gesitli genleri diizenleyen ¢inko-
parmak transkripsiyon faktor ailesinin bir tiyesidir (Pajarillo ve ark, 2022). REST 2000 den
fazla hedef geni diizenlemek igin “repressor element 1/neuron-restrictive silencer element
(RE1/NRSE)” olarak bilinen 21 bp uzunlugunda bir cis-regiilatér bolgeye (-663. ve -
131.sekans) baglanmaktadir (Bruce ve ark, 2019; Pajarillo ve ark, 2021).

REST’in ayrica astrositlerde dogrudan GLT-1 promotoruna baglanarak GLT-1 protein
ekspresyon seviyesini arttirdigi gézlemlenmistir. GLT-1"in ekspresyon seviyesindeki artisa
istinaden astrositlerde artan glutamat alim fonksiyonu gozlemlenmistir (Pajarillo ve ark,
2022; Pajarillo ve ark, 2021).
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2.4.3. YY1 (Yin-Yang 1)

YY1l (Yin-Yang 1), mevcut kofaktorler ile etkilesimine bagli olarak gen
transkripsiyonunu aktive edip, durdurabilecegi gibi embriyogenez farklilasma, replikasyon ve
proliferasyon sirasinda merkezi sinir sisteminde rol alan 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir
(Karki ve ark, 2014).

Onceki calismalarda astrosit yiikseltilmis gen-1 (AEG-1), GLT-1"i bastirmak igin bir
DNA baglama kompleksi olusturmak tizere YY1’i indiikledigi ve YY1’in GLT-1’in gen
ekspresyonunu diizenledigi rapor edilmistir (Lee ve ark, 2011). Calismalar manganin
astrositlerde GLT-1 ve GLAST promotorlarindaki YY1 konsensiis bolgelerini (GLT-1
promotorunda +32.sekans) baglayarak GLAST ve GLT-1’i baskilamak igin epigenetik
degistirici HDAC (Histon deasetilaz) lerin alinmasiyla YY1 ekspresyonunu arttirdigi ve
GLT-1 promotor aktivitesini baskiladig1 gosterilmistir (Pajarillo ve ark, 2021; Pajarillo ve
ark, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

o Santrifiij (Niive)

e Mini santrifiij (Niive)

e Hiicre Kabini (Niive)

e Su banyosu (Mipro)

¢ Vorteks (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)

o Spektrofotometre (BioTek)

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

¢ Nanodrop (Nabi)

o Western Blot sistemi (Biorad)

¢ Rotator (Biosan)

e Magnet (invitrogen)

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

¢ Otoklav (Hirayama)

o Distile su cihaz1 (Niive)

e Hiicre kiiltiirti kabini (Niive)
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e Buz cihaz1 (Ugur buzal.60)
¢ Real-Time PCR (Bio-Rad)
e Pipet seti (10 pl, 100 ul, 1000 ul, Eppendorf)

¢ 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)

o 6 well plate (Nest)

e 10 mL siringa (Risus)

¢ 15 mL’lik falkon (Isolab, Nest)

e 50 mL’lik steril falkon (Isolab, Nest)

e Cryotube (Biosharp)

e Enjektor filtresi (Isolab)

e Dimetil Siilfoksit (DMSO, Merck)

¢ Ethanol (Isolab)

¢ RNase icermeyen su (ABT)

¢ RIPA lizis tamponu (ABT)

e 1 mL’lik steril enjektor (Beybi)

¢ Protein kuantifikasyon kiti (Bradford testi, Sigma)
e Proteaz ve fosfataz inhibitorii (100x, MCE)

e Tripan mavisi (AgriCulture)

e Tris Hidroklorid (Sigma)

18



e Sodyum Klortir (Merck)

e Tris Base (Nzytech)

e Glisin (Tekkim)

e Yagsiz siit tozu (Enka)

¢ B-Merkaptoetanol (Merck)

¢ Metanol (Isolab)

e SDS-Page yiikleme boyasi (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)

e Protein marker (Genedirex)

e ECL (Biorad)

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

¢ shRNA lentiviral partikiilii (OriGene)

3.1.3. Kullamlan Tampon Cozeltiler

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)

¢ 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 Yiriitme 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 pl f-merkaptoetanol

e DNA Kolon Baglama Tamponu: 30 ul DNA kolon baglama solisyonu + 120 ul pH

indikatorii

19



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 1
MDTT

o 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 pl IP Eliisyon Tamponu + 75 pl nuclease free water

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Uygulamalar

3.2.1.1. Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

Immortalized Human Astrocyte (IHA) hiicrelerinin, %10 (v/v) FBS, %1 (v/v)
penisilin/streptomisin, %1 (v/v) sodyum piriivat, 15 ml L-glutamin ve yiiksek glikoz igerikli
DMEM besiyeri ortaminda 37°C sicaklik ve %5 COz igeren inkiibator ortaminda gelisimi ve
cogalmasi saglanmistir. Hiicreler ilk olarak 10cm? ’lik petrilere ekilmis, petri yiizeyine
tutunabilmeleri igin 24 saat inkiibe edilmisir. Hiicrelerin kiiltiir ortam1 ortalama 1-2 giinde bir

degistirilmis ve hiicre yogunlugu %70-80’¢ ulastiginda alt kiiltiirleme yapilmustir.

3.2.1.2. Hiicre Pasajlama

Belirli bir yogunluga ulasan IHA hiicrelerinin alt kiiltiirlenmesi i¢in 6ncelikle ortamdan

hiicre besiyeri uzaklastirilmistir. Sonrasinda 1X PBS ile yikanmistir ve 1 ml Tripsin-EDTA
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eklenerek 37°C’de 3 dakika inkiibasyonu saglanmistir. Inkiibasyon bitiminde tripsin
inaktivasyonu i¢in 5 ml besiyeri eklenerek hiicreler petri yiizeyinden toplanarak 1200 rpm’de
5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet iizerinde taze besiyeri eklenmis, pipetaj islemi
yapilarak hiicre homojenize edilmis ve petrilere esit miktarda paylastirilmistir. Daha sonra

hiicreler, 37°C sicaklik ve %5 CO’li ortamda inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.3. Hiicre Dondurulmasi

Yeterli yogunluga ulasan IHA hiicrelerinin her biri i¢in 2 ml dondurma besiyeri
hazirlanmistir. Besiyeri i¢in %20 FBS, %10 DMSO ve 1,2 ml serumsuz besiyeri falkon tiip
icerisine alindi. Hazirlanan besiyeri filtreden gegirilerek yeni bir tiip igerisine alindi.
Hiicrelerin bulundugu petrilerdeki besiyeri ortamdan uzaklastirildiktan sonra tizerlerine 1 ml
tripsin-EDTA eklendi ve 37°C inkiibatorde 3 dakika bekletildi. Petrilerin {izerine 7 ml
besiyeri eklendikten sonra hiicreler toplanarak tiip igerisine alindi. Daha sonra 1200 rpm ve
+4°C’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra tiipteki siipernatant atildi. Hazirlanmis olan
dondurma besiyeri pelet {izerine eklenerek ¢ozdiiriilmesi saglandi ve cryotiip igerisine alindi.
Cryotiipler ilk 6nce -20°C’de 20 dakika bekletildi, sonrasinda -80°C’de saklandi.

3.2.1.4. Hiicre Sayim ve EKilmesi

Kurulacak olan deneyler i¢in 6-well plate kullanilmstir ve her bir kuyucuk igin 300.000
adet hiicre ekilmesi kararlagtirillmistir. IHA hiicrelerinin tizerine 1 ml tripsin-EDTA
eklendikten sonra 37°C inkiibatorde 3 dakika bekletilmistir. Sonrasinda petrilerin igerisine 7
ml besiyeri eklenmis Ve hiicreler tiip igerisine toplanmistir. Toplanan IHA hiicreleri 1200 rpm
ve +4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Uzerindeki siipernatant atildiktan sonra 10 ml taze
besiyeri igerisinde ¢6zdiiriilmiistiir. Tiipten 1 ml alinarak ependorf tiip igerisine konmus ve
daha sonra yeni bir ependorf tiip igerisine 10 ul alinmistir. Elimizde 10 ul hiicre bulunan
ependorf tiiptine 10 pl tripan mavisi eklenmistir. Hiicre sayim lami tizerindeki bolgelere 10’ar
ul hazirlanan 1:1 (hiicre:tripan mavi) karisimindan eklendi. Hiicre sayimi1 tamamlandiktan
sonra 300.000 hiicre icerecek sekilde kuyucuklara ekim yapild: ve toplamda 2 ml besiyeri
olacak sekilde taze besiyeri eklendi.
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3.2.1.5. SIRT4’iin sShRNA iceren Lentiviral Partikiil ile Susturulmasi

IHA hiicre hattinda SIRT4 susturulmus bir grup olusturmak i¢in OriGene shRNA
Lentiviral Partikiilleri kullanildi. Hiicrelerdeki SIRT4 genini susturmak i¢in 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"7’dir. Kullanilacak olan
hiicre miktar1 300.000 hiicredir.

300.000 hiicre x 5 MOI = 1.500.000
Elde edilen konsantrasyon miktari, viriis konsantrasyonuna boliindii;

1.500.000 / 2,37x10"7 = 63 ul viriis kullanilacagi hesaplandi. Bu hesaba gore her bir
kuyu igerisine 63 ul SIRT4 viriis, 16 ul polybren ve toplamda 2000 pl’ye tamamlanmasi i¢in
1921 ml besiyeri eklenmistir.

Transfeksiyon isleminden 24 saat sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri ortamdan
uzaklastirild1 ve {izerlerine 2 ml taze besiyeri eklenerek 37°C inkiibatére konuldu. 48 saat

beklemenin ardindan hiicreler protein izolasyonuna hazir hale geldi.

3.2.1.6. Hiicreden Protein izolasyonu

37°C su banyosunda 1sitilan PBS ve tripsin-EDTA %70 etil alkol ile sterilize edildikten
sonra kabin igerisine alindi. 6-well plate {izerindeki besiyeri ¢ekildikten sonra her bir kuyu
tizerine 250 pl tripsin-EDTA eklendi ve 37°C inkiibatorde 3 dakika bekletildi. Kabin icerisine
alinan plate de bulunan her bir kuyuya 750 ul PBS konularak gruplara gore toplandi ve 15
ml’lik tip igerisine alindi. 2000 rpm ve +4°C’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
slipernatant atildi. Pelet {izerine 1 ml PBS eklendi ve hiicreler pipetajla ¢6zdiirtildiikten sonra
ependorf tiip igerisine alind1. Bu sirada tiip basina 200 ul olacak sekilde %1 fosfataz ve %1
proteaz iceren RIPA hazirland1 ve buz tistiinde tutuldu. Ependorf tiipler 2000 rpm ve +4°C’de
5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi atilarak geriye kalan pelet iizerine

hazirlanan RIPA’dan 200 pul eklenerek pipetaj yapildi ve 10-15 kez igneden gegirildikten
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sonra -80C’de 20 dakika bekletildi. Her 20 dakikanin sonunda pipetaj yapildi ve bu islem 4
kez tekrarlandi. Daha sonra 14.000 rpm ve +4°C’de 25 dakika santrifiij isleminin ardindan
tiip i¢erisindeki siipernatant etiketlenmis olan yeni ependorf tiipe alinarak -20°C’de muhafaza
edildi.

3.2.2. Bradford Assay

Hiicrelerden izole edilen total protein distile su ile yeni ependorf tiip igerisinde 1:5
oraninda seyreltilir. Bu orana gore seyreltme islemi i¢in 20 ul distile su ve 5 ul protein
kullanildi. Bradford 6l¢iimii sonucunda protein konsantrasyonun hesaplanmasi i¢in BSA’nin
farkli konsantrasyonlara ait standartlar1 kullanildi. 96 well plate icerisinde 200 ul Bradford
soliisyonu eklendi. Her bir kuyucuga sirasiyla 2 tekrar halinde hazirlanan standartlar ve
seyreltilmig protein gruplar1 5 pl miktarinda konuldu. 30 saniye hafif bir sekilde ¢alkalanan
96-well plate 1s1ktan korunacak sekilde 5 dakika inkiibe edildi.

Olgiime hazir olan plate spektrofotometre igerisine yerlestirildikten sonra 595 nm’de
Olgiildii. Elde edilen 6l¢tim degerleri ile ¢izilen grafik egrisinden elde edilen denklem

araciligryla her bir gruba ait protein miktar: pg/ml olarak hesaplandi.

3.2.3. Western Blot

Bradford Assay sonrasinda belirlenen konsantrasyonlara gére ependorf tiipler igerisine
orneklerden konuldu ve iizerlerine 6 pul Loading Dye eklendi. Hazirlanan tiipler 2000 rpm’de
1 dakika santrifiij edildikten sonra 96°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 2000 rpm’de
1 dakika santrifiij yapildiktan sonra ornekler yiikklemeye hazir hale getirildi. Yiiritmenin
yapilacagl tank igerisine yiiriitme tamponu konulduktan sonra yapilan plana gore jelde
bulunan kuyucuklara 6rnekler ve marker yiiklendi. Tank gii¢ kaynagina baglandi ve 90V’da
yiirtitme islemi baglatildi. Yiirtitmenin ilk 30 dakikasindan sonra 6rnekler 100V da yiiriimeye

devam etti.

Yiiriitmenin sonunda transfer icin jel tanktan ¢ikartildi. Kullanilacak olan PVDF
membranin aktiflestirilmesi i¢in membran metanol igerisinde 5 dakika bekletildi ve transfer

icin gerekli sandvi¢ sistemi kuruldu. Sandvigin st kapagi kapatilmadan Once siinger
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tizerinden roller araciligiyla roll-on islemi gergeklestirildi ve hava kabarciklarinin kalmasi
engellendi. Sonrasinda kapak kapatildi ve sandvig sistemi transfer tankina konuldu. Tank
igerisine buz akiisii ve transfer tamponu eklendi. Transfer islemi +4°C’de 70V’da 2 saat

siireyle gerceklestirildi.

Transfer islemi sonrasinda sistemden alinan membran plastik kap icerisine konuldu ve
tizerine bloklama soliisyonu eklendi. Membran 1 saat oda sicakliginda sheaker iizerinde
inkiibasyona birakildiktan sonra taze siit ile 1:1000 (antikor:skim milk) oraninda antikor
konuldu ve +4°C’de bir gece sheaker iizerinde inkiibasyona birakildi. Stire sonunda membran
5’er dakika yikama tamponu ile 3 kez yikandi. Uzerine 1:5000(antikor:skim milk) oraninda
sekonder antikor konuldu ve oda sicakliginda sheaker {izerinde 2 saat inkiibe edildi. Daha
sonra membran yikama tamponu ile 10’ar dakika 3 kez yikandi ve membran goriintiiye hazir

hale getirildi.

Membran asetat tizerine alind1 ve 500 ul ECL soliisyonu konulduktan sonra western
goriintiileme cihazi igerisine alinarak karanlikta 5 dakika bekletildi ve sonrasinda goriintii
alindi. Goriintilleme islemi sonrasinda membran tekrar kap icerisine alinarak iizerine strip
tamponu konuldu ve 40 dakika oda sicakliginda sheaker iizerinde inkiibe edildi. 3 tekrar
halinde 5'er dakika yikama tamponuyla yapilan yikama islemi sonrasinda membran tekrar
blok edilmek iizere hazir hale getirildi ve 6nceki asamalarin tekrar1 saglanarak housekeeping
protein goriintiilenmesi saglandi. Hedef antikordan farkli olarak kontrol antikoru (Tubulin)
1:5000 oraninda eklendi.

3.2.4. Hiicrelerden RNA izolasyonu ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

RNA izolasyonu yapilacak olan hiicrelerin sayimi yapildiktan sonra 6-well plate
icerisine ekildi. Ekim sonrasi bir giin 37°C’de inkiibatorde bekletilen hiicrelerin tizerine hiicre
sayisina oranla SIRT4 viriis transfeksiyonu yapildi ve plate inkiibator igerisine konuldu. 24
saat sonra hiicrelerin tizerindeki besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve taze besiyeri eklenerek 48
saat 37°C inkiibatorde bekletildi. 48 saat sonra kabin igerisine alinan 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 kuyucuklarin igerigi ependorf tiip igerisine
aktarildi. 12.000 rcf ve +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi. Tiip i¢erisindeki siipernatant yeni

bir ependorf tiipe alindi ve iizerine 200 pl kloroform koyuldu. 15 saniye vortekslendi ve 2
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dakika oda sicakliginda bekletildi. 12.000 rcf ve +4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi. Tiip
icerisinde olusan 3 fazdan en tistteki faz kismi 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 igerisindeki siipernatant atildi.
Pelet tizerine 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. Tip igerisindeki etanol tamamen
ucurulduktan sonra tiip icerisine 50 pul RNase igermeyen su eklendi ve 56°C’de 15 dakika
tutuldu.

Elde edilen RNA 6rneklerinin her birinde 1 pl alinarak nanodrop cihazindan 6lgiimii
yapildi. Elde edilen sonuglarda A260:A280 ve A260:A230 dalga boylarindaki dlgtimler ile

RNA’nin saflik ve Kalitesi belirlendi ve konsantrasyon miktar1 belirlendi.

3.2.5. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Belirlenen RNA konsantrasyonlarina gore 100 ng/pl olacak sekilde miktarlar
belirlenmistir. Her bir grubun cDNA sentezi i¢in 10 pl master mix hazirlanmistir. Master mix
icerisinde 10X reaksiyon tamponu, 20X dNTP karisimi, random hekzamer primer, revers
transkriptaz, RNAaz inhibitorii ve RNAaz free su bulunmaktadir. Hazirlanan master mix
mikrosantrifiij tiip icerisine alinarak iizerlerine 10 ul RNA ornekleri eklenmistir. Tiim bu
islemler buz istiinde yapilmistir. cCDNA sentez reaksiyonu termal cycle cihazi ile sirasiyla
25°C (10 dakika), 37°C (85 dakika), 85°C (5 dakika) adimlari ile gerceklestirilmis ve elde
edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklanmustir.

3.2.6. Real Time PCR (RT-PCR)

RT-PCR reaksiyonu SUGENOMICS gPCR Kkiti ile gerceklestirilmistir. Kit igerisinde
bulunan syber master mix ve RNaz i¢ermeyen su oda sicakliginda ¢6ziilmiis, santrifiij edilmis

ve buz {izerine konulmustur.

Reaksiyonda kullanilacak olan primerler iiretici firma tarafindan belirtilen hacimlerde
niikleaz igermeyen su ile ¢ozdiiriilerek 100 uM konsantrasyona sahip stoklar hazirlanmstir.

PCR reaksiyonunda kullanilacak olan primerlerin baz dizileri asagida verilmistir.
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Tablo 3. Deneyde kullanilan primer baz dizileri

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

20 pl reaksiyon hazirlamak i¢in 96’lik qPCR 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 icin: 1 pl), RNaz igermeyen su (1 6rnek igin: 3 ul) ve cDNA (1 6rnek igin: 5
ul) reaktifleri hazirlanir. Reaktifler hazirlandiktan sonra yavasca pipetaj yapilarak karistirtlir.
Daha sonra hizli bir sekilde santrifiij gergeklestirilir. Santrifiijden sonra 96’lik gPCR plate’i
RT-PCR cihazina konulmustur ve qPCR dongiileri asagidaki gibi ayarlanarak reaksiyon
baslatilmistir.

Tablo 4. gPCR reaksiyon sartlar1

Sicaklik Zaman Dongii
95°C 10 dakika 1
90 °C 20 saniye 50
58 °C 20 saniye 50
72 °C 30 saniye 50
4°C ©

MRNA ifadeleri, B-aktin mMRNA seviyelerine oranlanarak hesaplanmistir.

3.2.7. Kromatin immiinopresipitasyon

CREB, REST ve YY1 proteinlerinin, GLT-1 promotorundaki konsensus dizilerine
baglanip baglanmadigimi belirlemek igin gerceklestirilen kromatin immiinopresipitasyon
(CHIP) teknigi Thermofischer Scientific’ten Pierce™ Magnetic ChIP (Catalog no: 26157)
kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney basamaklar1 Kitte bulunan protokole gore
uygulanmistir. Kisaca, %16 Formaldehit ile DNA-protein komplekslerini olusturmak igin
kabin igerisinde krosslinking yaptiktan sonra, Kitte bulunan soliisyonlar ile hiicreler
parcaland1 ve kroslink olmus olan DNA-protein kompleksleri, solubilize edildi. Daha sonra,
kompleksler CREB, REST ve YY1 antikorlar1 ile inkiibe edildi ve Pierce CHIP-grade Protein
AJ/G Magnetic Beads (Manyetik Boncuklar) ile izole edildi. Kitteki protokole gore, krosslink
tersine c¢evrildikten ve protein-DNA kompleksleri mikro tip sonikator ile pargalandiktan
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sonra, DNA fragmanlar1 qPCR ile tespit edildi. GLT-1 promotorundaki transkripsiyon
faktorlerinin dizileri, daha 6nceki yayinlarda in siliko analiz ve CHIP teknigi ile belirlenmisti.
Bu analizlere gore, GLT-1 promotorunda bulunan transkripsiyon faktorlerinin primer dizileri

asagida gosterilmistir.

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

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

YY1 CTC CTG CAG CCC TGG GCG CAT

Tablo 6. CHIP tekniginde kullanilacak olan genlerin Reverse primer baz dizileri

CREB GGC TAAACCTTG CAATCCCT
REST 1. Bolge AAT TAG CCA AAT AAG AAA AGA GG
REST 2. Bolge AGA GAG TGG TGG CAG AGG AC

YY1 GAG GCG CTAAAGGGCTTACC

3.2.8. istatistiksel Analiz

[statistik, yazilim programlari kullanilarak gergeklestirildi. Iki &rnek grubun
ortalamalar1 arasindaki fark i¢in “Unpaired, two-tailed, Student’s test” kullanildi. p < 0.05
degerini tastyanlar anlamli farklilik olarak degerlendirildi. Hata ¢ubuklart (error bar) SEM’i

temsil etmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerdeki SIRT4 Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

IHA hiicre hattinda SIRT4-shRNA geni igeren lentiviral partikiil muamelesi ile SIRT4
geni susturuldu. Bu uygulama sonucunda IHA kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA hiicreleri
olmak tizere iki adet deney grubu olusturuldu. Bu 2 deney grubunda SIRT4 shRNA lentiviral
partikiil uygulamasi sonrasinda SIRT4’lin susturuldugunu gostermek igin Western Blot
yontemi kullanildi. Elde edilen sonuglara gére IHA hiicre hattinda, SIRT4-shRNA igeren
lentiviral partikiiller ile yapilan susturma isleminin basarili bir sekilde gerceklestirildigi
gosterildi. SIRT4 susturulmus IHA hiicrelerinde, SIRT4 protein seviyesinin kontrol
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma gostermektedir (Sekil 7).

SIRT4/Tubulin
IHA
C  SIRT4 shRNA F
- 15
£
e, (— (= *
SIRT4 E 1
(5]
05
Tubulin | — — =
g 0
C SIRT4
shRNA

Sekil 7. IHA hiicrelerinde SIRT4 geninin susturulmasi. IHA hiicrelerinde SIRT4 protein
seviyeleri Western Blot yontemi ile gosterilmistir. Tubulin yiikleme kontrolii olarak
kullanilmistir. C: Kontrol, SIRT4 shRNA: SIRT4 susturulmus IHA hiicreleri. P degerinin
0,05’ten diisiikk olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Ortalamanin Standart

sapmasi hata gubuklariyla gosterilmistir. *p: 0.0452
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4.2. GLT-1 mRNA seviyesinin belirlenmesi

IHA hiicrelerinde, GLT-1’in mRNA diizeyinin belirlenmesi i¢in qPCR yontemi
kullanildi. Elde edilen sonuglara gore, kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA hiicreleri arasinda,

GLT-1 mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gézlemlenmedi (Sekil 8).

GLT-1 mRNA ifadesi

=

c SIRT4
shRNA

Sekil 8. Kontrol (C) ve SIRT4 susturulmus IHA hiicrelerinde (SIRT4 shRNA) gPCR yo6ntemi
ile belirlenen GLT-1 mRNA ifadesinin seviyeleri gosterilmistir. C: Kontrol IHA hiicreleri,
SIRT4 shRNA: SIRT4 ile susturulmus IHA hiicreleri. P degerinin 0,05’ten diisiik olmasi
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Ortalamanin Standart sapmasi hata ¢ubuklariyla

gosterilmistir. *p: 0.412

4.3. GLT-1 promotoru ve transkripsiyon faktorlerinin (CREB, REST ve YY1)

etkilesiminin CHIP metodu ile gosterilmesi

SIRT4 susturulmus olan IHA hiicrelerinde, GLT-1 promotoruna baglanan
transkripsiyon faktorlerinin degisimini gostermek i¢in Kromatin immiinopresipitasyon
yontemi kullanilmistir. Bu yontemde kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA hiicrelerinden CHIP

yolu ile elde edilen DNA-protein kompleksleri kullanilmistir.
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GLT-1 promoter

-663 -308 -131 +1 +32

Sekil 9. GLT-1 promotoru iizerinde bulunan transkripsiyon faktorleri

CREB, REST ve YY1 antikorlari ile inkiibe edilen DNA-protein kompleksleri Pierce
CHIP-grade Protein A/G Magnetic Beads (Manyetik Boncuklar) ile izole edildi. Kitte
(Thermofischer Scientific’ten Pierce™ Magnetic ChlP (Catalog no: 26157)) yazilan protokole
uygun sekilde olusturulan krosslink tersine ¢evrildikten ve protein-DNA kompleksleri mikro
tip sonikator ile pargalandiktan sonra transkripsiyon faktorlerinin baglandigi DNA bolgeleri
elde edildi. Daha sonrasinda bu DNA bolgeleri uygun primerler kullanilarak gPCR ile analiz
edildi.

Elde edilen sonuglara gore GLT-1 promotoruna baglanabilen transkripsiyon
faktorlerinin (CREB, REST, YY1) CHIP analizinde, kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA
hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim goézlemlenmemistir (Sekil 10).
CREB, REST ve YY1 transkripsiyon faktorlerinin, GLT-1 promotorunda yer aldigi yapilan
CHIP (Kromatin Immunopresipitasyon) deneyleri ile gosterilmistir. CHIP analizinde,
transkripsiyon faktorlerinin baglandigt DNA bolgeleri gPCR ile ¢ogaltilmaktadir. SIRT4
susturulmus hiicre grubunda da CREB, REST ve YY1 transkripsiyon faktorleri GLT-1
promotoruna baglanmistir. SIRT4’iin susturulmasi, CHIP analizinde anlamli bir fark

yaratmamigtir.

REST transkripsiyon faktori i¢in gergeklestirilen deneyler sonrasinda REST 1.bolge t-
test sonucu 0,3952 olarak belirlenmistir. REST’in 2.bolgesi igin gergeklestirilen t-test analiz
sonucu 0,20739 olarak belirlenmistir. Bu degerler 0,05’in altinda yer almadiklarindan dolay1
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilememistir (Sekil 10 A-B). YY1 igin
gerceklestirilen deneyler sonrasinda gergeklestirilen t-test analiz sonucu 0,5387 olarak
belirlenmistir. Bu deger 0,05’ten biiyiik oldugu igin anlamli bir sonug elde edilememistir

(Sekil 10 C). CREB transkripsiyon faktorii i¢in gergeklestirilen deneyler sonucunda yapilan
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istatistiksel analiz dogrultusunda t-test degeri 0.9481 olarak tespit edilmistir. Bu sonug
istatistiksel olarak bir anlam ifade etmemektedir (Sekil 10 D).

REST 1. bélge (CHIP) REST 2. bélge (CHIP)
- =
A) 215 B) 2 °
£ £
8 ~§ 1,5
£ 1 2
E E
g, &
Z 05 =
3 $ 0,5
£ E 7
= =
s 0 =2
= c SIRT4 c 0
& ShRNA w C SIRT4
shRNA
_ YY1 (CHIP) CREB (CHIP)
3 2 5 1,5
c 2 D) =
Q
<15 =
2 |
K =
- 1 -~
& &
'E‘ -
g 0,5 c 0,5
E
S S
£ 0 E o
i C SIRTA i} c SIRT4
shRNA ShRNA

Sekil 10. gPCR ile yapilan CHIP Enrichment Test sonuglarmin degerlendirilmesi. A-B)
gPCR, GLT-1 promotoru iizerinde bulunan 1. REST ve 2. REST baglanma bdlgeleri i¢in
kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA hiicrelerinde gergeklestirilmistir. C) gPCR, GLT-1
promotoru tizerinde bulunan YY1 baglanma bolgesi i¢in kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA
hiicrelerinde gergeklestirilmistir. D) gPCR, GLT-1 promotoru iizerinde bulunan CREB
baglanma bolgesi i¢in kontrol ve SIRT4 susturulmus IHA hiicrelerinde gergeklestirilmistir.
CREB - p: 0.9481, YY1 - p: 0.5387, REST 1.bolge - p: 0,3952, REST 2.bolge - p: 0,20739.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada IHA (Immortalized Human Astrocytes) hiicre hattinda SIRT4’iin GLT-1
geninin transkripsiyonel regiilasyonunda etkili olup olmadigi aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Bu
amag¢ dogrultusunda GLT-1 promotoruna baglandig1 bilinen Transkripsiyon Faktorlerinin
(CREB, REST ve YY1) SIRT4 tarafindan diizenlenip diizenlenmedigi belirlenmek
istenmistir. IHA hiicre hattinda SIRT4 shRNA lentiviral partikiilleri araciligryla SIRT4 geni
susturulmustur. SIRT4 susturulmus IHA hiicreleri ve kontrol IHA hiicreleri olmak tizere iki
hiicre grubu elde edilmistir.

Bu iki deney grubu arasinda SIRT4 geninin basarili bir sekilde susturuldugunu
gostermek icin Western Blot yontemi uygulanarak SIRT4 protein ifadesi incelenmistir.
Sonrasinda iki hiicre grubu icinde GLT-1 mRNA ifadesi gPCR yontemi ile belirlenmistir.

EAAT?2 olarak da isimlendirilen GLT-1 beyinde sinaptik boslukta bulunan glutamati
toplayan major tasiyicidir ve astrosit hiicrelerinde diger beyin hiicrelerine kiyasla daha fazla
eksprese olmaktadir (Robinson ve Jackson, 2016). SIRT4, biiytik ol¢iide beyindeki glia
hiicrelerinde eksprese olan mitokondriyal bir sirtuindir. SIRT4’tin yoklugunda GLT-1
proteininin hiicre yiizeyindeki ekspresyonunun azaldigi ve buna bagli olarak beyindeki
glutamat aliminin azaldig1 daha 6nce gosterilmistir (Shih ve ark, 2014). Bir diger ¢alismada
GLT-1 mRNA ekspresyonunun, saglikli beyin dokulari ile karsilagtirildiklarinda tiim primer
beyin tiimorlerinde onemli Olgiide azaldigi gosterilmistir (Donmez ve ark, 2020). Ayni
zamanda yakin zamanda gergeklestirilen bir ¢alismada, SIRT4’tin  glutamat
metabolizmasinda rol alan GLT-1, GDH (Glutamat Dehidrojenaz) ve GS (Glutamin Sentetaz)
proteinlerinin ekspresyonlarinin diizenlenmesi yoluyla eksitotoksisiteye karsi koruma
sagladigi ve GLT-1"in protein seviyesini artirdig1 gosterilmistir (Dénmez ve Colak, 2020).
Sonuglarimiz dogrultusunda IHA hiicrelerinin SIRT4 susturulmus ve kontrol gruplari
arasinda GLT-1 mRNA ifadesi seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig:
gozlemlenmistir. Bu sonu¢ SIRT4’tin IHA hiicrelerinde GLT-1 mRNA ifadesini
diizenlemedigini gostermektedir.

Transkripsiyon faktorleri, gen ifadesini diizenleyen karmagik bir agin anahtar
diizenleyicileridir (Inukai ve ark, 2017). Transkripsiyon faktorleri, gen ifadesini diizenleyen
iki 6nemli bolge olan promotor ve enhancer bolgelerine baglanirlar (Gilbert S.F., 2000).
CREB (cAMP Response Element-Binding Protein) bir transkripsiyon faktoriidiir ve hiicresel

sinyal iletiminin genetik regiilasyonunu diizenleyen 6nemli bir faktérdir (Mayr B. ve
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Montminy M., 2001). Daha 6nceki ¢alismalarda CREB’in bir transkripsiyon faktorii olarak
GLT-1 promotoruna baglandig1 ve asir1 ekspresyonu sonucu GLT-1 promotor aktivitesini
onemli Olgiide arttirdign gozlemlenmistir (Karki P. ve ark. 2013). Calismamizda CHIP
(Kromatin Immiinopresipitasyon) yoéntemi kullanarak CREB’in GLT-1 promotoruna
baglandigini gosterdik. Olusturdugumuz iki deney grubu (SIRT4 susturulmus IHA hiicreleri
ve kontrol IHA hiicreleri) arasinda kromatin immiinopresipitasyon sonrasi qPCR deneyleri
gerceklestirilmistir. Bu deneyler sonucunda bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir sonug¢ elde edilmemistir. Bu sonuglar bize SIRT4’iin GLT-1 ekspresyonunu CREB
transkripsiyon faktorii araciligiyla etkilemedigini gostermektedir. SIRT4’{in susturulmasinin
CREB’in GLT-1 promotoruna baglanmasina etkisi yoktur.

REST (RE-1 Silencing Transkripsiyon Faktorii) transkripsiyon faktord, sinir sistemi
gelisimi ve isleyisi acisindan 6nemli rol oynayan genetik bir transkripsiyon faktoridiir
(Pajarillo ve ark, 2022). Daha 6nceki ¢alismalar, REST’in astrositlerde GLT-1 promotoruna
baglanarak GLT-1 protein ekspresyon seviyesini arttirdigini gostermektedir (Pajarillo ve ark,
2021). Calismalarimizda REST’in GLT-1 promotoruna baglandigini CHIP (Kromatin
Immiinopresipitasyon) methodu kullanarak gésterdik. CHIP yontemi sonrasi iki deney
grubunda (Kontrol IHA hiicreleri ve SIRT4 susturulmus IHA hiicreleri) gergeklestirilen
gPCR sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edilemedi. Bu sonuglar
SIRT4’tin  GLT-1’in transkripsiyonel regiilasyonunda REST transkripsiyon faktori
araciligiyla etki etmedigini gostermektedir. SIRT4’{in susuturulmasinin REST’in GLT-1
promotoruna baglanmasina etkisi yoktur.

YY1 (Yin Yang 1), hiicresel gen ifadesini diizenleyen, immiinoloji, néroloji, kanser
biyolojisi ve embriyoloji gibi bir¢ok farkli alanin arastirmasinda rol alan, genetik ifadeyi hem
aktive edebilen (artirabilen) hem de baskilayabilen (azaltabilen) bir transkripsiyon faktoriidiir
(Karki ve ark, 2014). Daha onceki galismalarda YY1 ekspresyonunun artmasi sonucu GLT-1
promotor aktivitesinin baskilandig1 gosterilmistir (Pajarillo ve ark, 2021; Pajarillo ve ark,
2020). YY1l’'in GLT-1 promotoruna baglandigini  gostermek igin  Kromatin
Immiinopresipitasyon (CHIP) yontemini kullandik. Bu yontem ile her iki hiicre grubunda
(Kontrol IHA hiicreleri ve SIRT4 susturulmus IHA hiicreleri) YY1’in GLT-1 promotorunda
bir konsensiis baglanma sekansi bulundugunu gosterdik. Kromatin immiinopresipitasyon
sonrast ger¢eklestirdigimiz qPCR analizinde ise her iki hiicre grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir degisim yasanmadigini gézlemledik. Bu sonuglar bize SIRT4’tin GLT-1’in
transkripsiyonel regiilasyonunda YY1 ile herhangi bir iliskisi bulunmadigin1 géstermektedir.
SIRT4’iin susuturulmasinin YY 1’in GLT-1 promotoruna baglanmasina etkisi yoktur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, IHA hiicreleri kullanilarak, birgok beyin rahatsizliginin altinda yatan
temel molekiiler yolaklardan birisi olan eksitotoksitenin giderilmesinde etkili GLT-1
proteininin  SIRT4 molekiilii araciligr ile transkripsiyonel seviyede diizenlenmesi
aydinlatilmaya calisilmistir.

IHA hiicrelerinde SIRT4 geninin susturulmasi hedeflenmis ve bu ¢alisma sonucunda
iki deney grubu (IHA kontrol ve IHA SIRT4 shRNA) elde edilmistir. Iki deney grubundan
izole edilen proteinler ile gergeklestirilen Western Blot ¢alismalar1 sonucu SIRT4 geninin
basarili bir sekilde susturuldugu gosterilmistir. Daha sonra iki deney grubunda GLT-1 mRNA
seviyeleri gPCR yontemi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore her iki deney
grubu arasinda, GLT-1 mRNA seviyesinin, istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi
gbzlemlenmistir.

Belirlenen transkripsiyon faktorlerinin (CREB, REST ve YY1) GLT-1 promotoruna
baglanip baglanmadigini gostermek ve SIRT4’lin susturulmasinin bu durum tizerindeki
etkisini  degerlendirmek amaciyla CHIP (Kromatin immiinopresipitasyon) deneyi
gerceklestirilmistir. Iki deney grubundan elde edilen DNA-protein kompleksleri CREB,
REST ve YY1 antikorlar1 ile izole edilmis ve sonrasinda olusturulan krosslink yapisi tersine
cevrilerek hedeflenen DNA bolgeleri elde edilmistir. Elde edilen DNA bolgeleri ile
gerceklestirilen gPCR deneylerinin sonucunda s6z konusu transkripsiyon faktorlerinin GLT-
1 promotoruna baglandiklart dogrulanmistir. Ancak her iki deney grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. Genel bir degerlendirme sonrasinda SIRT4’lin
GLT-1"1 belirtilen transkripsiyon faktorleri tizerinden transkripsiyonel diizeyde etkilemedigi
ve GLT-1 promotoru iizerinde belirlenen transkripsiyon faktorleri ile etkilesiminin
bulunmadigini diislinmekteyiz.

Elde edilen sonuglar, IHA hiicrelerinde SIRT4’{in GLT-1 tizerindeki etkisinin farkli bir
yoldan gergeklestirdigini diistindiirmiistiir. Bu etkilesimin arastirilmasi, néronal aktivitenin

diizenlenmesi ve nérotransmitter dengesinin saglanmasi agisindan énemlidir.
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