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OZET

GLIOBLASTOMA PRIMER BEYIN TUMORLERINDE SIRT4’UN GLUTAMAT
METABOLIZMASI iLE ILiSKiSININ INCELENMESI VE POTANSIYEL TUMOR
BASKILAYICI OZELLiGININ ARASTIRILMASI

Akkulak A. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amac: Eksitotoksisite; glutamatin, fazla salinim veya bozulmus geri alim nedeniyle
noronlar arasi1 boslukta birikme durumudur. Eksitotoksisite bir¢ok beyin hastaliginda rol
oynar. Noronlar aras1 bosluga salinan glutamati, astrositlerde bulunan GLT-1 (Glutamat
Transporter 1) toplar. Glutamatin bir kismi, astrositlerde glutamat dehidrogenaz (GDH)
tarafindan o-ketoglutarata cevrilir ve TCA siklusuna girer. Ikinci bir yol olarak; glutamat,
astrositlerde glutamin sentetaz (GS) tarafindan glutamine cevrilir. Glutamin, tekrar

glutamaterjik ndrona gecerek bu dongiiyii stirdiiriir.

Gere¢ ve Yontem: Glioblastoma Multiform (GBM), tiim birincil beyin ve merkezi sinir
sistemi neoplazilerinin %16'sin1 olusturan, en yaygin birincil kétii huylu beyin tiimdriidiir.
Glioblastomada, ndronlarin, eksitotoksisite yolu ile o6ldiigii bilinmektedir. Glutamat
alinimindan ¢ogunlukla Glutamat Transporter 1 (GLT-1) diger adiyla Eksitatér Amino Asit
Tastyicist 2 (EAAT2) sorumludur. EAAT2’nin aktivitesinin azalmasi, glutamat birikimine
yol agar. Bu birikim, hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunda yiikselme ve hiicresel ATP
seviyelerinde azalma yolunu takip ederek glutamat eksitotoksisitesine ve noronlarin olasi

nekrozuna sebep olur.

Bulgular: Sirtuinler, proteinleri deasetilasyon veya ADP-ribosilasyon yoluyla
posttranslasyonel olarak modifiye eden; ¢ekirdek, mitokondri veya sitoplazmada ifade
edilen enzimlerdir. Sirtuin 4 (SIRT4), beyinde de ifade edilen bir mitokondriyal sirtuindir.
Daha once, SIRT4’iin farede delesyonunun, bir eksitotoksik ajan olan kainik aside kars1

hassasiyeti arttirdigi ve GLT-1’e bagli glutamat alimin1 azalttig1 gosterilmistir. Yapilan
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diger caligmalarda ise SIRT4’iin, hiicre dizilerinde, glutamate metabolizmasini modiile

ederek, eksitotoksisiteyi engelledigi gosterilmistir.

Glutamat metabolizmas1t modiilatorlerinin ~ glioblastoma tiimorlerindeki  ifadesinin
belirlenmesi; hastaligin tespiti, prognozu, mekanizmasi ve ilerleyisini anlamak ic¢in yol

gosterici olacaktir.

Sonuc: Bu calismada 84 adet primer tiimorlii beyin dokusu (parafinli kesit), 12 adet kontrol
beyin dokusu (parafinli kesit) alinmistir. Parafinli doku kesitlerinden, RNA izolasyon kiti
kullanilarak ve protokole wuyarak total RNA c¢ikarilmigtir. Nanodrop ile RNA
konsantrasyonlar1 ve kalitesi Olciildiikten sonra ¢cDNA sentez kiti kullanilarak ve verilen
protokole uyularak ¢cDNA elde edilmistir. Elde edilen cDNA, glutamat dehidrojenaza
(GDH), glutamin sentetaz (GS) ve Sirtuin4 (SIRT4)’e 6zgi primerler kullanilarak ve qPCR
(quantitative PCR-kuantitatif polimer zincir reaksiyonu) kit protokoliine uyularak mRNA
elde etme islemine tabi tutulmustur. Elde edilen GDH, GS ve SIRT4 mRNA’lari, beta aktin
mRNA’sina oranlanarak normallestirilmistir. Daha sonra istatiksel analizde iki o6rnek
grubunun ortalamalar1 arasindaki fark i¢in Two-Tailed Unpaired, Student’s t-test
kullanilmistir. Grup sayisi {i¢ ve lizerinde olan durumlar i¢in ise OneWay ANOVA testi

kullanilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Glutamat Dehidrojenaz, Glutamin Sentetaz, Glioblastoma, SIRT4,
Eksitotoksisite

xii



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN SIRT4 AND THE
GLUTAMATE METABOLISM AND ITS TUMOR SUPPRESSING POTANTIAL IN
GLIOBLASTOMA PRIMARY TUMOR TISSUES

Akkulak A. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Medical
Biology Program, Master’s Thesis, Aydin, 2022.

Objective: Accumulation of excess glutamate in the space between nerve cells is called
excitotoxicity. Excitotoxicity plays a role in many brain diseases. Glutamate released into
the interneuronal space is collected by GLT-1 (Glutamate Transporter 1) found in
astrocytes. Some of the glutamate is converted to o-ketoglutarate by glutamate
dehydrogenase (GDH) in astrocytes and enters the TCA cycle. As a second pathway,
glutamate is converted to glutamine by glutamine synthetase (GS) in astrocytes. Glutamine

completes this cycle by entering into the glutamatergic neuron.

Material and Metedos: Glioblastoma Multiform (GBM) is the most common primary
malignant brain tumor, accounting for 16% of all primary brain and central nervous system
neoplasms. In glioblastoma, neurons are known to die by excitotoxicity. Glutamate
Transporter 1 (GLT-1), also known as Excitatory Amino Acid Transporter 2 (EAAT2), is
mostly responsible for glutamate uptake. Decreased activity of EAAT2 leads to
accumulation of glutamate. This accumulation leads to glutamate excitotoxicity and possible
necrosis of neurons, due to a large increase in intracellular Ca*? and a decrease in cellular

ATP levels.

Results: Sirtuins are enzymes that posttranslationally modify proteins by deacetylation or
ADP-ribosylation and are expressed in the nucleus, mitochondria, or cytoplasm. Sirtuin 4
(SIRT4) is a mitochondrial sirtuin that is also expressed in the brain. It has previously been
shown that SIRT4 deletion in the mouse increases susceptibility to the excitotoxic agent,
kainic acid, and reduces GLT-1-dependent glutamate uptake. In other studies, it has been

shown that SIRT4 prevents excitotoxicity by modulating glutamate metabolism in cell lines.
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The expression of glutamate metabolism modulators in glioblastoma tumors will be a guide

to understand the detection, prognosis, mechanism and progression of the disease.

Conclusion: In this study, 84 primary tumor brain tissues (paraffinic sections) and 12
control brain tissues (paraffinic sections) were used. Total RNA was extracted from paraffin
tissue sections using the RNA isolation kit by following the protocol provided. The RNA
concentration and the quality were measured using the Nanodrop. Then, cDNAs were
obtained using the cDNA synthesis kit by following the given protocol. The mRNA was
transcribed from the obtained ¢cDNA using primers specific to glutamate dehydrogenase
(GDH), glutamine synthetase (GS) and Sirtuin 4 (SIRT4) by following the qPCR
(quantitative PCR-quantitative polymer chain reaction) kit protocol. The GDH, GS and
SIRT4 mRNA obtained was normalized to the beta actin mRNA. Then, Two-Tailed
Unpaired, Student's t-test was used for the difference between the means of the two sample
groups for the statistical analysis, One Way ANOVA test was used for cases with three or

more groups.

Keywords: Glutamate Dehydrogenase, Glutamine Synthetase, Glioblastoma, SIRT4,

Excitotoxicite
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1. GIRIS

Sinir hiicrelerinin diger bagka hiicrelere sinyal olarak gonderdigi kimyasallara
norotransmitter denir. (Meldrum BS. 2000). Glutamat beyinde O0grenme ve hafiza gibi
biligsel islevlerde gorev yapan ve seviyesi kritik 6neme sahip olan bir ndrotransmitterdir.
(Meldrum BS. 2000). Eksitotoksisite; glutamatin, fazla salinim veya bozulmus geri alim
nedeniyle noronlar arasi boslukta birikme durumudur (Karaca M, ve ark. 2011).
Eksitotoksisite, epilepsi, felg ve ndrodejeneratif hastaliklar (Alzheimer Hastaligi (AH),
Parkinson Hastalig1 (PH), Huntington Hastali§i (HH), Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS))
gibi beyin hastaliklarin ile glioblastoma gibi beyin tiimdrlerinde goriiliir (Sontheimer, 2008).
Glioblastoma multiforme, WHO simiflandirmasina gore 4. evre histolojik malignitenin bir
merkezi sinir sistemi tiimoriidiir. Yasa gore ortalama insidans oran1 100.000 niifus basina
3,2'dir (Davis M.E. 2016). Glioblastoma Multiforme yalnizca beyinde meydana gelmesine
ragmen, beyin sapi, beyincik ve omurilikte de goriiliibilir. Baglangicta, GBM'lerin yalnizca
glial hiicrelerden olustugu disiiniiliiyordu; ancak kanitlar bunlarin noronal kok hiicre
benzeri 6zelliklere sahip ¢ok sayida hiicre tipinden tiireyebilecegini gostermektedir (Davis

M.E. 2016).

Birgok calisma, glioma hiicrelerinin eksitotoksik seviyede glutamat salgiladigi ve
glutamat reseptorlerini de ifade edebilecegi fikrini desteklemektedir (Michael C, ve ark.
2012).

Eksitotoksik hiicre dliimiindeki rolii dikkate alindiginda, glutamat, glioblastomadaki
nekroz zincirinde anahtar bir faktér gibi goriinmektedir. Ciinkii glioblastomada noéronlar
eksitotoksisite yoluyla nekroza ugrayarak Olmektedir (Noch E, ve ark. 2015).
Glioblastomada glutamat aracili nekrozun mekanizmasi belirsizligini korumaktadir, ancak
glutamat alim yolunun birka¢ anahtar bileseni, nekrotik hiicre Sliimiiniin belirli fizyolojik

yonlerinde rol oynamistir (Noch E, ve ark. 2015).

Glutamat eksitotoksisitesinin bir sonucu olarak hiicre 6liimiine neden olan iki yol
vardir. Birinci yol, iyonotropik glutamat reseptorlerinin aktivasyonunu, ardindan kalsiyum
homeostazindaki degisiklikleri ve reaktif oksijen tiirli hasarindan kaynakli nihai hiicre
oliimiinii igerir. Bu yolun nekroza yol actig1 6ne siiriilmiistiir (Noch E, ve ark. 2015). Ikinci

yol, yetersiz hiicre i¢i sistin ile sonuclanan, xc sisteminin (Sistein/Glutamat Antiporter



Sistemi) glutamat aracili inhibisyonunu igerir. Bu eksiklik, sistinin hiicre i¢inde sisteine
indirgenmesini Onler ve sonugta glutatyon iiretiminde bozulma olur. Etkilenen hiicreler,
notrlestirilemeyen reaktif oksijen radikalleri biriktirir. Bu radikaller, endoplazmik retikulum
gibi hiicre igi depolardan Ca?" salimmini arttirir ve biiylik oranda ATP tiikenmesine,

membran oksidasyonuna ve nekroza neden olur (Noch E, ve ark. 2015).

Nekroz, glioblastoma durumunda 6nemli bir belirleyici etkendir. Elektron tagima
zincirinin ¢dkmesi ve ardindan oksidatif fosforilasyonun azalmasi sonucunda aniden
hiicresel ATP’nin tiilkenmesi glioblastomadaki nekroz yolunu baslatir (Noch E, ve ark.
2015). Bu ATP eksikligi, Na™ akisindan biiylik bir hiicre hacmi artis1 baslatan ATP'ye bagh
iyon kanallarinin ve pompalarinin basarisizligina yol agar. Hiicre i¢i Na™ konsantrasyonu
artar ve hiicresel ATP’yi tiikketen Na* -K* -ATPaz'in aktivasyonu ile sonuglanir (Noch E, ve
ark. 2015). Bu tiikkenme, segici olmayan Ca?" kanallarinin agilmasina yol agarak, hiicre ici
Ca?" seviyelerinin yiikselmesine neden olur ve sonucunda mitokondriyal depolarizasyon ile
Ca*"-ATPaz'in aktivasyonuna yol agar. Ek olarak, ATP tiikenmesi ile birlikte, K" akis1
iyonik homeostaz1 korumaz, bu da hiicresel bozulmay1 hizlandirir, bunun sonucunda daha
fazla Na* ve su akisi meydana gelir. Hiicre zar1 yirtilir, hiicrenin igerigi hiicre dist bosluga

salinir (Noch E, ve ark. 2015).

Glutamat eksitotoksisitesi durumunda, apoptotik yolak aktivasyonunun islevsel
glutamat aliminda bozulmaya yol agabilecegi ve bu yollarin herhangi biri yoluyla nekrotik
hiicre 6limiinii hizlandirabilecegi de gosterilmistir. Bununla birlikte, hastaligin ilerleyisini
etkileyen, sadece molekiiler yol degil, nekrozla ilgili morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler

olabilecegi diislinlilmiistiir (Noch E, ve ark. 2015).

Glutamat dehidrojenaz (GLDH, GDH), tiim organizmalarda bulunur ve glutamati o-
ketoglutarata doniistiiren bir enzimdir (Mc. Kenna ve ark. 2016). Koenzim olarak NAD(P)*
kullanir. (Hong Q. Smith ve ark. 2019). GDH’in termodinamik dengesi a-ketoglutaratin
glutamata indirgeyici aminasyonu icin gereken enerjiyi saglamasina ragmen,
mitokondrideki NAD+/NADH oranm1 ve amonyak i¢in yliksek Km beyindeki oksidatif

deaminasyonunu destekler/saglar. (Mc. Kenna ve ark. 2016).

Cok fazla noronal GDHI1 eksprese eden transgenik hayvanlar, Alzheimer hastaligi
patolojisine benzer sekilde CA1 hipokampal bolgesinde yasa bagli dejenerasyon gosterirler.
Bu yiizden, beyin fonksiyonlarmin saglikli gelismesi i¢in GDH'nin diizgiin bir sekilde
diizenlenmesi gerekmektedir (Smith H.Q, ve ark. 2019).



Glutamin sentetaz (GS), glutamat ve amonyag1 glutamine doniistiiren bir katalizordiir
ve beyinde astrositlerde ifade edilir. Noronlart eksitotoksisiteden korumak icin glutamat
seviyesini diizenler. (Go Woon Kim ve ark. 2021). GS korunmus bir gen tarafindan
kodlanir. GS bir¢cok amino asitin, plirin ve pirimidinlerin biyosentezi i¢in Onemli bir
enzimdir. GS’nin, amonyak ve glutamat detoksifikasyonu, pH dengesinde ve hiicre sinyal
iletiminde anahtar bir rolii mevcuttur. Insan karacigerinde, beyinde ve kasta glutamin

sentetaz aktivitesi yliksek seviyelerde bulunur. (Vermeulen T, ve ark. 2008).

GS en cok beyinde astrositler olarak bilinen glial hiicrelerde bulunur. Astrositler,
noronlart eksitotoksisiteye karsi korumak ile gorevlidir. Fazla biriken amonyagin ve
glutamatin, GS tarafindan katalize edilerek glutamine doniistiiriilmesini saglarlar. GS'nin
aktivitesinin hasara ugramasi, Alzheimer hastalii, epilepsi, glioblastoma multiforme,

anksiyete ve depresyon gibi ndrolojik hastaliklara yol agar (Yamashita M, ve ark. 1989).

Sirtuinler, yasa bagli hastaliklara karst koruyucu etkileri olan NAD* bagimli
enzimlerdir. Norodejeneratif hastaliklarda yaslanma ortak risk faktoridir (Donmez G.
2012). Sirtiiinler, norodejeneratif hastaliklarda, protein agregasyonu, stres cevabi ve
inflamatuar siireclerinde rol oynarlar. Bu nedenle sirtuinler nérodejenerasyonda ve
dolayistyla sinir sisteminde arastirilmislardir. (Donmez G. 2012). Norodejeneratif
hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser dahil olmak tizere, kompleks hastaliklarin
tedavisi icin olasi hedefler olarak sirtuin ailesinin enzimleri potansiyel hedef olarak

goriilmektedir. (Carafa V, ve ark. 2016).

Sirtuin 4 (SIRT4), glial bir proteindir ve beyinde ifade edilir. SIRT4, bir ADP-ribosil-
transferaz ve lisin deasetilaz olarak gorev yapmaktadir (Huang G, ve ark. 2018). SIRT4’ilin
beyindeki iglevi tam olarak bilinmemektedir (Shih J, ve ark. 2014). Fakat yapilan ¢aligsmalar
bize SIRT4’lin, glutamat metabolizmasini diizenledigini ve eksitotoksisiteyi Onledigini
gostermistir (Donmez Yal¢in ve Colak 2020). Ayrica SIRT4, glutamin dehidrojenaz ve

glutamin sentetazin modiilatoriidiir. (Donmez Yalgin ve Colak 2020).

SIRT4'in ilk basta glutamat dehidrojenaz (GDH) aktivitesini azalttigt ve bdylece
pankreas B hiicrelerinde insiilin salgisin1 engelledigi bulunmustur (Min Z, ve ark. 2019).
GDH'nin glutamin metabolizmasin1 ve ATP iiretimini kolaylastirdig1 ve bunun sonucunda

insiilin salgisini arttirdig1 bilinmektedir (Min Z, ve ark. 2019).



Glutamat metabolizmas1 modiilatorlerinin ve SIRT4’{in, glioblastoma tiimorlerindeki
ifadesinin belirlenmesi; hastaligin tespiti, prognozu, mekanizmasi ve ilerleyisini anlamak

icin yol gosterici ve biomarker olabilme potansiyeline sahiptir.

Bu calismada, amag, primer tiimorlii beyin dokularinda bulunan ve ayrica
eksitotoksisitede gorev alan glutamat dehidrogenaz ve glutamin sentetaz enzimlerinin,
qPCR yontemi kullanarak, ifade seviyelerini 6lgmektir. Ayrica, GDH ve GS’nin modiilatorii
olan SIRT4’iin de glutamat metabolizmasindaki roliini ve bu enzimlerle iligkisini

arastirmak bu ¢alismanin amaclarindan biridir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Glioblastoma Multiforme (GBM)

Glioblastoma Multiforme (GBM) en yaygin kotii huylu beyin tlimoriidiir. Ortalama
yasa gore insidans oran1 100.000 niifus basina 3,2’dir. GBM’lerin sadece beyinde olustugu
bilinse de, beyincik, beyin sap1 veya omurilikte de olustugu goriilebilir. GBM’lerin yalnizca
glial hiicrelerden meydana geldigi diigiiniilmekte idi fakat artan kanitlar bunlarin ndronal
kok hiicre benzeri Ozelliklere sahip hiicre tipinden kaynaklanabilecegini ortaya koydu
(Davis M. E. 2016). Primer beyin tiimorlerinde en yaygin grup olan gliomalar arasinda
astrositomalar, oligodendrogliomalar ve ependimomalar bulunur. Ortalama tan1 yas1 64'tiir
ve erkeklerde kadinlara gore 1,5 kat, beyaz irkta siyah irka gore 2 kat daha yaygindir.
Gelismis radyolojik tan1 nedeniyle, 6zellikle yaglilarda, insidans orani son 20 yilda artmigtir

(Alifieris C, ve ark. 2015).

Klinik olarak GBM'li hastalarda belirtiler; bas agrisi, fokal norolojik defisitler,
konfiizyon, hafiza kaybi, kisilik degisiklikleri veya nobetler ile baslar. Etiyolojik olarak,
GBM’de cevresel risk faktorleri, radyasyona maruz kalma, vinil kloriir, pestisitler, sigara
icme, petrol rafinasyonu veya iiretim isi ve sentetik kauguk iiretiminde istihdam gibi risk
faktorleri vardir. Tiim tedavi etme c¢abalarina ragmen, tedavi edilemez bir hastalik olarak

kalmistir (Alifieris C, ve ark. 2015).

GBM’de standart yaklasim, tiimér dokunun cerrahi yontemlerle dikkatli bir sekilde
cikartlmasidir. Timoériin  ¢ikarilamayacagi diisiiniiliiyorsa radyasyon tedavisi veya
kemoterapi uygulanir (Alifieris C, ve ark. 2015). GBM'nin kapsamli ve tam cerrahi
yontemlerle ¢ikarilmasi zordur ¢iinkii bu tiimorler siklikla invazivdir ve genellikle beynin
konusmay1, motor fonksiyonunu ve duyular1 kontrol eden alanlar gibi énemli bolgelerinde
bulunurlar. Yiiksek derecede invazivlik nedeniyle, tiimér hiicreleri her zaman beyinde kalir
ve daha sonra hastaligin ilerlemesine veya tekrar niiksetmesine yol agar (Sekil 1) (Davis M.

E. 2016).



GBM'de nekroz ayirt edici bir 6zelliktir ve bir beyin tiimoriiniin evre IV olmasi veya
Diinya Saglik Orgiitii sniflandirma sisteminde bir GBM olarak smiflandirilmasi icin nekroz

varlig1 gereklidir (Sekil 1) (Davis M. E. 2016).

Sekil 1. 4 farkli GBM hastasinin beyin goriintiisii. (Gliomanin biiyiiyerek yayilmasi
gosterilmistir. Sontheimer H.(2008) *den alinmaistir.)

2.1.1. Merkezi Sinir Sistemi Tiimorlerinin Siiflandirilmasi

Diinya saglik orgiitii, tiimorleri niiks durumu ve tiimoriin malinitesine gore farkl
siniflara ayirmaktadir. Bu siiflandirma en son 2016 yilinda yapilmistir (Sekil 2) (David N.
Louis ve ark. 2016). Pilositik astrositoma 1. evre olarak siiflandirilir ve genellikle
cocuklukta goriiliir (Kamila M. Bond ve ark. 2017). Difuz astrositomalar ise evre 2, 3 veya
4 olabilir. Evresi diislik olan tiimdrlerin zaman gegtikce evreleri artar ve bu tiimorler agresif
malign Ozellik gosterir (Kamila M. Bond ve ark. 2017). En yaygin glioma GBM'dir (WHO
evre IV), tiim primer beyin tiimorlerinin % 45-50'sini olusturmaktadir (Aldape K. ve ark.

2015).



WHO grades of select CNS tumours

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours
Diffuse astrocytoma, IDH-mutant
Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant

Desmoplastic infantile astrocytoma and ganglioglioma |
Papillary glioneuronal tumour |
Rosette-forming glioneuronal tumour |
Central neurocytoma Il
Extraventricular neurocytoma Il

Glioblastoma, IDH-wildtype \'} Cerebellar liponeurocytoma Il
Glioblastoma, IDH-mutant \'}
Diffuse midline glioma, H3K27M-mutant WV ;m;‘oga"” pineal region ;
li - . :
mti?g'gfgﬁ;é?ogmﬂgmﬁmﬁ R ; Pineal parenchymal tumour of intermediate differentiation 1l or Il
1p/19q-codeleted i Pineoblastoma v
Papillary tumour of the pineal region lor il
Other astrocytic tumours
Pilocytic astrocytoma | Embryonal tumours
Subependymal giant cell astrocytoma I Medulloblastoma (all subtypes) v
Pleomorphic xanthoastrocytoma I Embryonal tumour with multilayered rosettes, C19MC-altered IV
: 3 Medulloepithelioma vV
!
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma [} CNSem I umour, NOS v
Ependymal tumours Atypical teratoid/rhabdoid tumour \'}
Subependymoma | CNS embryonal tumour with rhabdoid features v
Il
?ggﬁmﬁz il | Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Ependymoma, RELA fusion-positive lor i zce::”mn: :
Anaplastic ependymoma i Ll |
Other gliomas Malignant peripheral nerve sheath tumour (MPNST) I, Il or IV
Angiocentric glioma |
Chordoid glioma of third ventricle Il Meningiomas
Meningioma |
Choroid plexus tumours Atypical meningioma Il
Choroid plexus papilloma | Anaplastic (malignant) meningioma 1]
Atypical choroid plexus papilloma ]
Choroid plexus carcinoma [} M‘”“""V"‘”- non-meningothelial Wn
Solitary fibrous tumour / haemangiopericytoma I, o Il

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum (Lhermitte-Duclos)

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours Haemangioblastoma |
I ithelial
(lg:snt;rlngz‘og&snc neuroepithelial tumour : T rs of the sellar region
Ganglioglioma | glamophaq'mg»oma :
) - ranular cell tumour
Anaplastic ganglioglioma II: Pituicytoma |
|

Spindle cell oncocytoma

Sekil 2. WHO’ya gore MSS tiimoérlerinin derecelendirilmesi. (David N. Louis ve ark.
(2016)’dan alinmistir.)

2.1.1.1. Glioblastoma

Glioblastoma yani glioblastoma multiforme (GBM), IV. evre bir gliomadir ve en
agresif, primer malign tiimor olarak karakterize edilir (Guan X. ve ark. 2018). Standart
tedavi, hastalarin genel sagkalimini iyilestirmeyen radyasyon tedavisi ve temozolomid

(TMZ) kemoterapisi ile birlikte cerrahi rezeksiyon icerir (Rezaei V. ve ark. 2020).

GBM, erkeklerde ve yasli bireylerde daha sik goriilmekte olup sporadik olarak ortaya
cikar (Ohgaki H., Kleihues P. 2005). Yaygin semptomlar; nobetler, bas agrilari, mide
bulantisi, kusma, hafiza kaybi, kisilik, ruh hali, konsantrasyon degisiklikleri ve lokalize

norolojik sorunlar igerir (Alifieris C., Trafalis D. T. 2015).

2006°daki WHO siiflandirmasi histopatolojik degerlendirme sonucuyla yapilmstir,

ancak 2016’daki son smiflandirmada IDH (izositrat dehidrojenaz) mutasyonunun varlig



dikkate alinmistir (Sekil 2) (Ohgaki H., Kleihues P. 2013). IDH wild type (vahsi tip)
mutasyonu goriilen tiimorlii dokuya sahip bireylerde hastalik, primer glioblastoma olarak
bilinmekte olup siklikla yashlarda goriilmektedir. IDH-mutant glioblastoma ise daha ¢ok,
geng ve orta yash bireylerde rastlanmaktadir (Ohgaki H., Kleihues P. 2013). Maksimum

tedaviye ragmen kanser neredeyse her zaman tekrarlamaktadir (Gallego O. 2015).

2.1.1.2. Medulloblastoma

Medullolastoma, ortalama yas 3 ile 7 arasinda olan en yaygin malign pediatrik beyin
timoriidiir. Beynin arkaya ve asagiya dogru olan kismindan, kafatasinin tabanindan,

beyincikten veya arka fossadan kaynaklanir (Roussel M.F.; Hatten M.E. 2011).

Medulloblastomal1 bireylerde CTNNB1, PTCH1, MLL2, SMARCA4, DDX3X,
CTDNEP1, KDM6A ve TBR1 genlerinde tekrarlayan mutasyonlar tespit edilmistir (Jones
DT. ve ark. 2012). Medulloblastomanin genetik ve molekiiler genetik analizleri sayesinde,
bliylimeyi (Shh/Patched, the Wnt, Notch, IGF/PTEN/mTOR) ve negatif biiyiime
diizenleyicilerini (BMP) destekleyen yollar da dahil olmak {izere, serebellar progenitor
hiicre ndrojenezi icin Onemli olan sinyal yollarinin diizenlenmesindeki degisiklikler
tanimlamistir (Roussel M.F.; Hatten M.E. 2011). Medulloblastoma ile iliskili bu yollardaki
molekiiler degisiklikler, hem fonksiyon kaybin1i hem de fonksiyon mutasyonlarinin
kazanimmi ve ayrica bu yollarin diizenleyicilerinin mRNA'sindaki veya protein

seviyelerindeki degisiklikleri igerirler (Roussel M.F.; Hatten M.E. 2011).

Tedavi, timoriin cerrahi olarak c¢ikarilmas: ile baglar. Radyasyon tedavisi ve
kemoterapi de uygulanir fakat tedaviden sonra yan etkiler yaygin olarak ortaya ¢ikan bir

sonuctur (Blomstrand M. ve ark 2012; Merchant T. E. ve. ark. 2008).

2.1.1.3. Oligodendroglioma

Oligodendroglioma (OD), tiim glial tiimdrlerin %5-20'sini olusturur (Van Den Bent
M. ve ark. 2008). Oligodendrogliomalar, WHO siniflandirmasina gore 2. evre veya 3. evre
olarak gruplandirilirlar (Sekil 2). IDH mutasyonu ve 1p/19q genlerinin delesyon olup

olmamasina gore evre (grade) siniflandirmasi yapilir (Louis D. N. ve ark. 2016). Simdiye



kadar bulunan en yaygin delesyon kromozomal kollarin 1p ve 19q birlikte silinmesidir

(Barbashina V. ve ark. 2005).

1p/19q delesyon olmayan anaplastik oligodendroglial tiimoérlerde ortalama genel
sagkalim 2-3 yildir, ancak 1p ve 19q delesyon olan tiimérlerde 6-7 yildan azdir (Van Den
Bent M. ve ark. 2008).

Oligodendrogliomalar genellikle mevcut tedaviler kullanilarak tedavi edilemezler.
Bununla birlikte daha yaygin astrositomalarla karsilastirildiginda uzun siireli hayatta kalma
ile yavas yavag biiyilirler (Ohgaki H.; Kleihues P. 2005). Diffiiz olarak sizan yapilari
nedeniyle, oligodendrogliomalar tamamen rezeke edilemez ve cerrahi eksizyonla tedavi
edilemez. Timor kiitlesi bitisik beyin yapilarini sikistirirsa, bir beyin cerrahi tipik olarak
diger kritik, saglikli beyin yapilarima zarar vermeden tiimoriin olabildigince ¢ogunu

cikaracaktir (Hamlat A. ve ark 2005).

Oligodendrogliomalar, diger gliomalar gibi, ¢ok yiiksek (neredeyse tek tip) bir
tekrarlama oranina sahiptir ve zamanla derece olarak kademeli sekilde artarlar. Tekrarlayan
timorler genellikle daha agresif kemoterapi ve radyasyon tedavisi ile tedavi edilir. Son
zamanlarda, stereotaksik cerrahi, erken teshis edilmis kii¢iik tiimorlerin tedavisinde basarili

oldugunu kanitlamistir (Tatter S. B. 2002).

2.1.1.4. Ependimoma

Ependimomalar, miksopapiller ependimoma ve subependimoma (evre 1), ependimoma
(evre II) ve anaplastik ependimoma (evre III) olarak siniflandirilan, néroektodermal kokenli
nadir timdrlerdir (Reni M. ve ark. 2007). Cocuklarda tiimorler agirlikli olarak intrakraniyal
olarak ortaya g¢ikarken, yetiskinlerde omurga en yaygin yerlesim yeridir (Gerstner E.R.,

Pajtler K.W. 2018).

Ependimal tiimorler, yaygin olarak ventrikiillere veya omuriligin merkezi kanalina
bagl olarak biiyiiyen ndroepitelyal neoplazmlardir (Neumann J.E. ve ark. 2020). Ilk énce
omuriligin ortasindaki ependim hiicrelerinde ve beyindeki ventrikiiller olarak bilinen sivi

dolu bosluklarda olusurlar (Bellefonds C. 2020).

Tiimoriin nerede basladigina ve ne kadar hizli biiyiidiigline bagli olarak dort tiirii

vardir (Bellefonds C. 2020):



e Evre I (subependimomalar): Bunlar genellikle beyindeki bir ventrikiiliin yakininda
ortaya cikar ve yavas bilyiir. Genellikle yetiskinleri ve yasli erkekleri etkilerler
(Bellefonds C. 2020).

e Evre II (miksopapiller ependimomalar): Bunlar genellikle gen¢ yetiskinlerin

omuriliklerinde goriiliir. Yavas biiyiirler (Bellefonds C. 2020).

e Evre III (ependimomalar): En yaygin ependimoma tiirii olan bu tiimdr genellikle
beyinde bulunur (Bellefonds C. 2020). Vakalarin %80’i ¢ocuklarda ortaya cikar.
Cocuklarda beyinde ortaya ¢ikarken yetiskinlerde omurgada meydana gelir (Prabhu
R. S. ve ark. 2019).

e Evre IV (anaplastik ependimomalar): Cogunlukla beyinde veya kafatasinda yer alirlar

ve tipik olarak diger ependimoma tiirlerinden daha hizli biiyiirler (Bellefonds C.

2020).

Yavas biiyliyen gliomalar olan evre I-II timoérler nadiren beyin parankimine, sinir
koklerine, kemiklere ve beyin omurilik sivis1 (BOS)'a yayilir; bazen asemptomatiktirler ve
tesadiifen otopside bulunurlar. Anaplastik ependimomalar daha hizli bir biiyiime paterni
sergiler ve bazen invazivdir. II. evre tiimdrlerin malign progresyonunun sonucu olabilirler
ve Ozellikle posterior fossada bulunuyorlarsa BOS'a daha sik yayilma egilimi gosterirler

(Reni M. ve ark. 2007).

Ependimomada baslangic tedavisi i¢in kilavuz ilkeler, radyasyonun izledigi

maksimum cerrahi rezeksiyondur (Reni M. 2003).

2.1.1.5. Menengioma

Menengiomalar en sik goriilen primer intrakraniyal tiimorlerden biridir. (Maggio 1. ve
ark. 2021). Spesifik olarak tiimdr, meninks adi verilen {i¢ zar tabakasi {lizerinde olusur.
Menengiomalarin ¢ogu beyinde olusmakla birlikte omuriligin baz1 kisimlarinda da
biiyiiyebilirler (McMillen M. 2021). Menengiomalarin ¢ogu iyi huyludur, ancak farkl
sonuclarla iligkili olarak evre I'den evre Ill'e (anaplastik/malign) kadar farkli evrelerde

farklilagma gosterebilirler (Maggio 1. ve ark. 2021).

Tedavi genellikle tam rezeksiyon saglamak amaciyla cerrahidir. Rezeksiyon kapsami

Simpson derecesi ile olgiiliir. (Maggio I. ve ark. 2021). Ameliyat i¢in uygun olmayan
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menengiomalar i¢in 1sinlama, lokal biiylimeyi kontrol etmek i¢in gegerli bir alternatifi
temsil eder. Adjuvan radyoterapi, evre III icin standart bir tedavi yontemi olmakla birlikte

evre Il i¢in tartigmalidir (Maggio 1. ve ark. 2021).

Kadinlarda erkeklerden daha sik goriiliirler (McMillen M. 2021). Baz1 menengiomalar
atipik olarak simiflandirilirlar. Hizli biiyiime egilimindedirler. Ayrica beynin diger

bolgelerine ve 6tesine, siklikla akcigerlere yayilabilirler (McMillen M. 2021).

2.1.1.6. Astrositoma

Astrositoma, beyin ve omurilikte gelisebilen bir glioma tiimdr tiirtiidiir. Erkeklerde
kadinlardan daha yaygindir ve c¢ogunlukla 45 yasindan sonra ortaya ¢ikar. Birkag
astrositoma tiirii vardir ve bazilar1 digerlerinden daha hizli biiyiir (Peri C. 2022). Standart

tedavi sadece sagkalimi biraz iyilestirir (Hirtz A. ve ark. 2020).
Birkag astrositoma tiiri vardir:

¢ Anaplastik astrositomalar nadirdir. Hizla biiyliyen ve yakindaki dokuya yayilan evre
III timorlerdir. Yakindaki beyin dokusuna doniisen yapist nedeniyle tamamen

cikarilmasi zordur (Peri C. 2022).

¢ Glioblastomalar ayrica evre IV astrositomalar olarak da adlandirilir. Astrositomalarin
%50'den fazlasi glioblastomalardir. Cok hizli biiyiirler ve tedavileri zordur ¢iinkii

genellikle farkli kanser hiicresi tiirlerinin bir karisimidir (Peri C. 2022).

e Diffiiz astrositomalar yavag biiyiirler. Diigiik evreli (evre II) olarak kabul edilirler,

ancak daha yiiksek evreli tiimorlere doniisebilirler (Peri C. 2022).

e Pilositik astrositomalar ve subependimal dev hiicreli astrositomalar ¢ocuklarda daha

sik goriiliir ve evre I olarak kabul edilir (Peri C. 2022).

Astrositoma, en yaygin alt tip olan glioblastoma multiforme (GBM) dahil olmak iizere
malign gliomalar, neoplazmlarin en agresifleri arasindadir (Reardon D.A. ve ark. 2006).
Tani, histopatoloji tarafindan dogrulanan klinik ve radyografik bulgularla konulur. Standart
tedavi; cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve temozolomid igerir (Satthornsumetee S. ve ark.
2007). Ydiksek evreli astrositomalart olan hemen hemen tiim hastalarda, bu ¢ok modaliteli

tedaviden sonra tiimdr niiksii veya progresyonu gelisir (Satthornsumetee S. ve ark. 2007).
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Tiimdriin tamamin1 veya miimkiin oldugunca fazlasini ¢ikarmak icin yapilan cerrahi,
olast bir ilk adimdir. Istisna, ameliyatin ¢ok riskli olabilecegi bolgelerdeki gliomalardir.
Evre 1 tiimorleri tedavi etmek i¢in cerrahi miidahele yeterli olabilir (Peri C. 2022). Cerrahi
miidahelede genellikle daha yiiksek dereceli bir tiimoriin tamami ¢ikarilamayabilir.
Radyasyon tedavisi, genellikle tiimoriin tamaminin ¢ikarilamamasi durumunda kullanilir.
Kemoterapi tedavisi genellikle glioblastoma ve anaplastik astrositoma ic¢in kullanilir.
Kemoterapi tedavisi, radyasyon tedavisinden once veya sonra da kullanilabilir (Peri C.

2022).

2.2. Glutamata Bagh Eksitotoksisite

Glutamat, noronlarda en fazla bulunan eksitator norotransmiterdir, ancak fazlasi
postsinaptik reseptorleri asir1 aktif hale getirip toksisiteye neden olur. Postsinaptik
reseptorler aktif hale geldiginde, postsinaptik sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonu
yiikselir, proteazlari, lipazlar1 ve endoniikleazlar1 aktif hale getirerek hiicre hasarina ve

hiicre 6liimiine neden olur (Fendt ve ark, 2017).

1957°de Newhouse ve arkadaslar1 glutamatin néronlardaki toksik etkisini gostermis ve
daha sonra Olney ve arkadaglar1 bu olay1 eksitotoksisite olarak adlandirmistir (Gézen O.
2008; Choi D. W. 1988). Eksitotoksisite, postsinaptik glutamat reseptorlerinin asir
aktivasyonu, presinaptik asir1 glutamat salimi1 veya glutamat geri aliminin yetersizliginden
kaynaklanmaktadir (Gozen O. 2008). Eksitotoksisite bir¢ok ndrodejeneratif hastalikta rol
oynar. Bunlar; Inme, travmatik beyin hasari, Multipl Skleroz (MS), Alzheimer Hastalig
(AH), Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS), Parkinson Hastaligi (PH), Huntington Hastalig1
(HH) ve epilepsidir.

2.2.1. Eksitotoksisite Nasil Meydana Gelir ?

Noronlar ve astrositler beyin dokusu icinde birlikte bulunur (Sekil 2). Glutamaterjik
ndronda glutamin, glutaminaz tarafindan glutamata c¢evrilir. Glutamat néronlar aras1 bosluga
salinir ve post sinaptik noron veya astrositler tarafindan toplanir. Bu toplama isleminin

biliylik kismi astrositler ilizerinde bulunan glutamat transporterlar1 (6zellikle GLT-1)
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tarafindan yapilir. Igeri alman glutamatin bir kismi astrositlerde bulunan glutamat
dehidrogenaz tarafindan a-ketoglutarata gevrilir, TCA (trikarboksilik asit) siklusuna girer
veya glutamin sentetaz (GS) tarafindan glutamine cevrilir (Sekil 3). Glutamin tekrar
glutamaterjik norona gecerek bu dongiliniin devaminmi saglar. Eger glutamat noronlar arasi
boslukta birikirse eksitotoksisite olayr meydana gelir (Karaca M ve ark. 2011). Dolayisiyla
eksitotoksisite, fazla glutamat salinimi, glutamatin néronlar aras1 boslukta birikmesi veya

salinan glutamatin toplanamamasi ile meydana gelir (Sekil 3).

Astrocyte Glutamatergic neuron
Glutamine >» Glutamine

ADP Glutamine H;O
NH, ATP Synthetase Glutaminase ’

Glutamate € NH,*

NAD*
NH.* m Glutamate

NADH
a-Ketoglutarate GiT-1 >
TCA
cycle
NADH@
\ iETC}:>ATP/ \ 7 |
v

Glutamate

v

Post-synaptic neuron | |

Sekil 3. Glutamat dongiisii. (Karaca M ve ark. (2011)’den modifiye edilmistir.)

2.3. Glutamat

Glutamat omurgali merkezi sinir sisteminin baglica uyarici ndrotransmiteridir. Beyin
dokusunda glutamat konsantrasyonu ytiiksektir (yaklasik 5-15 mmol/kg). Ayrica glutamatin
cogu ndronlarda bulunur (Featherstone D, 2009). Glutamat, 6grenmeye ve hafizaya katkida
bulunur (Tapiero ve ark, 2002). Omurgalilarda en ¢ok bulunan uyarici nérotransmitterdir ve
insan beyninde bulunan sinaptik baglantilarin %90’dan fazlasin1t meydana getirir (Meldrum

B.S. 2000).
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Glutamat, hiicre ylizey reseptorlerine baglanip aktive ederek etkisini gosterir (Shigeri
Y. ve ark. 2004). AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit), kainat ve
NMDA (N-metil D-aspartat) reseptorleri iyonotropik glutamat reseptorleri olarak
tanimlanmistir ve aktive olduklarinda iyonlarin gegmesine izin veren zar kanallar1 agarlar.
Metabotropik glutamat reseptorleri de G proteinine bagli reseptorlerdir, etkilerini ise

karmasgik bir ikincil haber sistemi araciligiyla gosterirler (Shigeri Y. ve ark. 2004).

2.4. Glutamat Metabolizmasi

Glutamat, ¢ok cesitli proteinlerin 6nemli bir bilesenidir; sonug olarak insan viicudunda

fazla bulunan amino asitlerden biridir (Meldrum B. S. 2000).

Glutamat esansiyel olmayan bir amino asit olarak siniflandirilir, ¢iinkii baslangi¢
noktasi sitrat olan bir dizi reaksiyonla sitrik asit dongiislinlin bir pargas: olarak iiretilen -
ketoglutarik asitten sentezlenir (Smith Q. R. 2000). Glutamat, tek olarak kan-beyin
bariyerini gegcemez, ancak beyin sivilarindaki konsantrasyonunu oldukga sabit bir seviyede
tutan yiliksek afiniteli bir tasima sistemi tarafindan aktif olarak sinir sisteminden taginir

(Smith Q. R. 2000).

Glutamat, protein sentezi ve enerji metabolizmasi gibi hiicresel siireglerde gorev yapar
ya da norotransmitter olarak kullanilmak i¢in depolanir. Glutamat, sinaptik vezikiiller icine,
glutamat tasiyicist ile alindiktan sonra ekzositoz ile salinir (Gozen O, 2008). Hiicre disi
stvidan alinan glutamat, astrositlerde glutamine doniistiiriilebilir. Glutamin, hiicre disina
salimir ve daha sonra ndronlar tarafindan alinip tekrar glutamata cevrilir. Noronlar ve
astrositler arasinda olusan glutamat ve glutamin aligverisi glutamat icin ana geri donilisiim

yoludur ve bu yola glutamin-glutamat dongiisii ad1 verilir. (Gézen O, 2008).

2.5. Glutamat Dongiisii

Astrositler tarafindan geri alinan glutamat iki farkli yol izlemektedir. Birinci yol
olarak glutamat, glutamine doniisiir ya da ikinci yol ise glutamatin alfa-ketoglutarat’a
doniismesidir (Sekil 4). ATP’ye bagh ve gliaya 6zel olan glutamin sentetaz enzimi

tarafindan glutamat glutamine donustiiriiliir. Alfa-ketoglutarata dontisiim iki farkli yoldan
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gerceklesmektedir, ilk olarak glutamat dehidrogenaz ile deaminasyona ugrar ya da ikinci yol

olarak transaminazlar ile transaminasyon gegirir (Gézen O. 2008).

Glutamat tasiyicilari, EAAT (Uyarict Amino Asit Tastyicis1) ve VGLUT (Vezikiiler
Amino Asit Tasiyicisi), noronal ve glial membranlarda bulunur (Shigeri Y. ve ark. 2004).
Glutamat1 hiicre dist bosluktan hizla uzaklastirirlar. Beyin hasar1 veya hastaliginda,
genellikle tersine calisirlar ve asirt glutamat hiicrelerin disinda birikebilir. Bu siireg,
kalsiyum iyonlarinin NMDA reseptor kanallari yoluyla hiicrelere girmesine neden olarak

ndronal hasara ve nihai hiicre 6liimiine yol agarak eksitotoksisite olarak adlandirilir (Shigeri

Y. ve ark. 2004).

Hiicre 6limii mekanizmalar1 sunlari igerir: Ca*? konsantrasyonu, mitokondriyal
fonksiyonlar1 diizenler ve kontrolsiiz bir sekilde arttifinda, mitokondriye zarar verebilir
(Duchen M.R. 2012). Ca*? konsantrasyonu, hiicre i¢i nitrik oksit (NO) konsantrasyonunu
arttirir. Artan nitrik asit molekiilleri serbest radikaller olusturarak hiicrenin oksidatif stresini
artirir (Murphy M.P. 1999). Glutamat veya Ca*?, proapoptotik genler i¢in transkripsiyon
faktorlerinin desteklenmesine veya anti-apoptotik genler icin transkripsiyon faktorlerinin
azalmasina aracilik eder. Boylece artan Glu/Ca™ konsantrasyonunun net etkisi hiicre

apoptozudur (Dong X. ve ark. 2009).

Glutamat Tasiyicilan

NMDA reseptérii

AMPA reseptorii

Glutamin tasiyicilan

ost

Sekil 4. Glutamin-glutamat dongiisii. (Gézen O. (2008)’dan modifiye edilmistir.)
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2.6. Glutamat Reseptorleri

Glutamat reseptorleri néron ve glia hiicrelerinin zarlarinda bulunan sinaptik ve
sinaptik olmayan reseptorlerdir. Noral plastisite, noral gelisim ve ndrodejenerasyonda
onemli rol oynarlar (Brassai A. ve ark. 2015). Glutamat reseptorleri, noral hiicrelerin
glutamat aracilt postsinaptik uyarilmasindan sorumlu olup iyonotropik ve metabotropik
reseptorler olarak adlandirilan iki farkli reseptor grubuna ayrilmistir (Sekil 5) (Nakanishi S,
ve ark, 1998). Glutamat reseptorleri, bircok norolojik yolakta 6nemli rol oynarlar. Glutamat
reseptorlerinin eksitotoksisitede rol almasi ve merkezi sinir sistemindeki yaygimn islevi,
bir¢ok norodejeneratif hastalikla baglantili olduklarim1 gostermektedir. (Brassai A. ve ark.

2015).

GLUTAMAT RESEPTORLERI

I . ]

METABOTROPIK [ iYONOTOPIK ]

| mGIuR1 [ : L

- mGIuR2 [ AMP‘V:““N” ] [ NMDA

— mGIuR3 [ 1 |_NMDAR1

L mGIuR4 | AwPA | | KAINAT | | NMDAR2A

L mGIuRS GluR1 GIuRS L NMDAR2B

— mGIuR6 GIuR2 GIuR6 L NMDAR2C

L mGIuR7 GIuR3 GIuR7 . NMDAR2D

—maiuRs GIuR4 KA1 _ NMDAR3
KA2

Sekil 5. Glutamat reseptorlerinin siniflandirilmasi. (Gozen O. (2008)’den modifiye

edilmisgtir.)

Glutamat reseptorlerinin, hem beyin gelisiminde hem de olgun glial hiicrelerde, hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasi sirasinda, gen ifadesini modiile etmede rol oynadigir 6ne

siiriilmektedir (Steinhauser C., Gallo V. 1996).

Glutamat reseptorleri esas olarak merkezi sinir sisteminde bulunur. Bu reseptorler,
postsinaptik hiicrelerin dendritlerinde bulunabilir ve presinaptik hiicreler tarafindan sinaptik
yariga salman glutamata baglanir. Ayrica hem astrositlerde hem de oligodendrositlerde

bulunurlar (Steinhauser C., Gallo V. 1996).
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2.6.1. Metabotropik Glutamat Reseptorleri (imGLuR)

Metabotropik glutamat reseptorleri, hiicre i¢i heterotrimerik G-proteinlerine baglh
membran proteinleridir (Tablo 1). Glutamatin metabotropik glutamat reseptorlerine
(mGluR) baglanmasi, G proteinine bagl hiicre i¢i sinyalleme kaskadlarinin aktivasyonunu
tetikler (Featherstone D, 2009). Memeli metabotropik glutamat reseptdrlerinin tip I, tip II ve
tip Il olarak adlandirilan ii¢ alt tipi vardir (Featherstone D, 2009). Bu siniflandirma,
baglanma mekanizmalarindaki dizilerin molekiiler yapis1 ve homolojisindeki benzerlikler ve

reseptorlerin farmakolojisiyle belirlenmistir (Cartmell J. ve ark, 2002).

Tablo 1. mGlu reseptorler alt tiplerinin siniflandirilmasi. )Cartmell J. ve ark, (2002)’den

modifiye edilmistir.)

Alt Tip iletim Mekanizmasi

Grup I mGlul TPI Hidrolizi

mGlu$ TPI Hidrolizi
Grup IT mGlu2 {Déngiisel AMP

mGlu3 {Déngiisel AMP

mGlu4 {Déngiisel AMP

mGlu6 {Déngiisel AMP
Grup 111 mGlu7 {Déngiisel AMP

mGlu8 {Déngiisel AMP

Grup I reseptorleri, mGluR1 ve mGluR5’ten olusur (Tablo 1). Bu grup, fosfolipaz
C’yi (protein kinaz C’yi aktive eden ve diasilgliserol iireten) ve ayrica inositol-1,4,5-
trifosfati (hiicre i¢i depolardan Ca™" salinimini saglayan fosfoinositid hidrolizini tireten

ikincil haberciler olarak uyarir (Tapiero H. ve ark. 2002).

Grup II reseptorleri, mGluR2 ve mGluR3’ten olusur. Bu grup cAMP olusumunu
uyaran forskolin veya G bagh proteinleri inhibe eder. Bu grubun agonisti 2,3-

dikarboksisiklopropil-glikoldiir (Tapiero H. ve ark. 2002).

Grup III ise mGluR4, mGluR6, mGIluR7 ve mGluR8’den olusur. cAMP olusumunda
daha diisiik inhibisyona sahip grup II reseptdrleri ve agonistler olarak L-amino-4-
pirofosfobiitirat (L-AP4) ve L-serin-O-fosfat (O-SOP) ile ayn etkiye sahiptir. Grup II ve I,
adenil siklaza negatif olarak baglanir (Tapiero H. ve ark. 2002).
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2.6.2. Iyonotropik Glutamat Reseptorleri (iGluR)

Iyonotropik glutamat reseptorleri (iGluR), multimerik glutamat kapili iyon
kanallaridir. Glutamat, iGluR alt birimlerinin hiicre dis1 alanlarina baglandiginda; iGLUR
proteini, plazma membranindan katyon akisina izin vermek i¢in konformasyonu degistirerek
hiicre depolarizasyonuna yol acar. Memeli iGluR'leri ayrica li¢ tiire ayrilir: AMPA (o-
amino-3-hidroksil-5-metil-4-izoksazol-propiyonat) reseptorleri, NMDA (N -metil- d-

aspartik asit) reseptorleri ve kainat reseptdrleridir. (Featherstone D, 2009).

2.6.2.1. NMDA (N-Metil-D-Aspartat) Reseptorleri

N-metil-D-aspartat reseptorii ndronlarda bulunan bir glutamat reseptorii ve iyon
kanalidir (Anson L. C. ve ark. 1998). Alt birim birlesimine bagl olarak ligandlar1 glutamat
ve glisindir. Kanalin agilmasi i¢in ligandlarin baglanmasi yeterli olmayabilir ¢linkii sadece
noron yeterince depolorize oldugunda uzaklagtirilan Mg?* iyonlar1 tarafindan bloke
edilebilir. Boylece kanal bir “detektdr” gorevi goriir ve ancak bu kosullarin her ikisi de
saglandiginda kanal acilir ve pozitif yilikli iyonlarin (katyonlarin) hiicre zarindan gegmesine
izin verir (Furukawa H. ve ark. 2005). NMDA reseptoriiniin, sinaptik plastisiteyi kontrol
etmek ve Ogrenme ve hafiza islevlerine aracilik etmek i¢in ¢ok Onemli oldugu

distiintilmektedir (Li F.; Tsien J. Z. 2013).
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Poliamin
baglanma bolgesi 2* bolgesi
Glutamat ‘ /
tanima
bolgesi \
Ekstrasellular
bolge

./ Ghisin baglanma bolgesi

Sitoplasnk 5 .

bolge L‘ Mg~ bolgesi
PCP * T PCP analogkari
bolgesi Na“ O Cca®

Sekil 6. NMDA reseptoriiniin yapist. (Atila S, ve ark (2010)’dan modifiye edilmistir.)

2.6.2.2. AMPA (o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit) Reseptorleri

AMPA  (o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik  asit)  reseptdrleri
(AMPAR!'lar), diger iyonotropik glutamat reseptorleri (iGluR'ler), NMDA ve kainat
reseptorleri ile birlikte, merkezi sinir sistemindeki uyarici nérotransmisyonun ¢ogunluguna
aracilik eden tetramerik iyon kanallaridirr AMPAR'lar sinapslarda ana hizli iletim
elemanlaridir ve plastisitenin ifadesi i¢in 6nemlidir. AMPAR'larin kinetik ve iletkenlik
ozellikleri, biyogenezleri sirasind belirlenir. Transkripsiyon sonrast RNA diizenlemesi,
ekleme (splice) varyasyonu, translasyon sonrasi modifikasyon ve alt birim kompozisyonu

ile diizenlenir (Greger I, ve ark. 2017).

AMPA'larin milisaniyenin altindaki zaman Olgeginde olaganiistii hizli kinetigi,
postsinaptik membranin hizli depolarizasyonunu saglayarak, sinir hiicreleri arasinda

uyarilarin yliksek dogrulukta iletilmesine izin verir (Greger I, ve ark. 2017).

AMPA reseptorlerinin epileptik nobetlerin olugsmasinda ve yayilmasinda kilit rol
oynadig1 c¢aligmalarda ortaya c¢ikmistir (Rogawski M. A. ve ark. 2013). Epilepsi
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir konviilzan olan kainik asit, kismen AMPA

reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla nébetlere neden olur (Fritsch B. ve ark. 2014).
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2.6.2.3. Kainat Reseptorleri

Kainat reseptor alt birimleri 1990’I1 yillarda klonlanmigtir. Kainat reseptorleri de
AMPA reseptorleri gibi biiyiikk molekiillerdir, yaklasik 900 aminoasitten olusur. Kainat
reseptorleri, bes farkli alt gruptan olusur. Bunlar GluR5 (Glutamat Reseptorii 5), GluR6
(Glutamat Reseptorii 6), GluR7 (Glutamat Reseptorii 7), KA—1 (Kainat 1) ve KA-2 (Kainat
2)’dir (Tosun F, 2008).

Kainate reseptorleri hem presinaptik hem de postsinaptik etkilere sahiptir. Postsinaptik
kainat reseptorleri, uyarict ndrotransmisyonda yer alir. Presinaptik kainat reseptorleri, bir
presinaptik mekanizma yoluyla inhibitér norotranmitter GABA (y-aminobiitirik asit)’nin
salimimin1 modiile ederek inhibitér norotransmisyonda yer almistir (Dingledine R. ve ark.

1999).

2.7. Glutamat Tasiyicilar:

Glutamati, bir zar boyunca hareket ettiren ndrotransmitter tasiyict protein ailesine
glutamat tasiyicilar: denir. iki alt simiftan olusur: uyarici aminoasit tastyic1 (EAAT) ailesi ve
vezikiiler glutamat tastyici (VGIuT) ailesi (Rothstein G. R. 1999). EAAT ailesi; glutamati,
sinaptik yariktan ve ekstrasinaptik bolgelerden, glial hiicrelere ve ndronlara, glutamat geri
alim yolu ile alarak uzaklagtirir. VGIuT ailesi ise glutamati hiicre sitoplazmasindan sinaptik

vezikiillere tagir (Rothstein G. R. 1999).

Sinaptik yariktaki sinaptik iletim ve glutamat seviyelerinin diizenlenmesi, glutamat
tastyicilart tarafindan gerceklestirilir. Bu tasiyicilar, insan merkezi sinir sisteminin yani sira

diger dokularda da bulunur (Maragakis J, 2001).

Glutamat tasiyicilarinin aktivitesi olmazsa glutamat, bir dizi biyokimyasal kaskadi
tetikler ve ndronlar i¢in toksik bir etki olusturarak eksitotoksisiteye yol acar. (Zou J. Y.,
Crews F. T. 2005). Glutamat tastyicilarinin aktivitesi ayrica glutamatin tekrar salinmasi i¢in

geri doniistiirlilmesine izin verir (Zou J. Y., Crews F. T. 2005).
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2.7.1. Eksitator Amino Asit Tasiyicilar1 (EAAT'ler)

Bes Na * bagimli glutamat tastyicist vardir, bunlar EAATI1(Eksitator amino asit
tastyicist 1), EAAT2 (Eksitatér amino asit tasiyicisi 2), EAAT3 (Eksitatér amino asit
tastyicist 3), EAAT4 (Eksitator amino asit tasiyicist 4) ve EAATS (Eksitator amino asit
tastyicist 5)’tir. 500-600 amino asit araliginda polipeptidlerdir ve %50-60 amino asit
homolojisi sergilerler. EAAT'ler ayrica nétr amino asit tastyicilari, alanin-serin-sistein

tastyicilart (ASCT) ile %30-40 homoloji paylagmaktadir (Shigeri Y, ve ark, 2004).

EAAT'ler yalnizca glutamati yiiksek afinite ile tasimakla kalmaz, ayni zamanda
substrat translokasyonuna termodinamik olarak bagli olmayan bir glutamat ve sodyumla
aktive edilmis kloriir iletkenligine aracilik eder. Her tagima dongiisii i¢in, bir K * iyonu
yerine iki veya ii¢ Na * iyonu ve bir H  ile birlikte bir glutamat molekdilii alinir (Shigeri Y,

ve ark, 2004).

Glial tip glutamat tasiyict olan EAAT2 (GLT-1), toplam glutamat aliminin %90'indan
fazlasini saglar ve EAAT islevinde 6nemli bir rol oynar (Shigeri Y, ve ark, 2004). EAAT1-2
alt tipleri glial hiicrelerin (astrositler, mikroglia ve oligodendrositler) zarlarinda bulunur

(Lehre K. P. ve ark. 1995).

e EAAT1: GLAST olarak da adlandirilip insanlarda SLC1A3 geni tarafindan kodlanir
(Robinson M. B., Jackson J. G. 2017). EAATI1 agirlikli olarak plazma zarinda
eksprese edilir ve glutamatin hiicre dis1 bosluktan uzaklastirmasina izin verir (Lehre
K. P. ve ark. 1995). EAATI, ti¢ Na* ve bir H" katyonunun birlikte tasinmasi ve bir K*
katyonunun kars1 taginmasi ile glutamik ve aspartik asidin taginmasina aracilik eder

(Kanai Y., Hediger M. A. 2004).

e EAAT2: GLT-1 olarak da bilinir ve insanlarda SLCA2 geni tarafindan kodlanan bir
proteindir (Pines G. ve ark. 1992). Zara bagh protein olarak bulunup, merkezi sinir
sistemindeki sinapslarda hiicre dist bosluktan uyaricti ndrotransmiter glutamati
temizleyen ana tastyicidir. Uygun sinaptik aktivasyon icin ve glutamat reseptorlerinin
asir1 aktivasyonundan kaynaklanan noronal hasar1 dnlemek i¢in gereklidir. EAAT2,
beyindeki glutamat geri aliminin %90'indan fazlasindan sorumludur (Rao P. ve ark.

2015).

e EAAT3: Insanlarda SLC1A1 geni tarafindan kodlanmir (Smith C. P. ve ark. 1994).

EAAT3, noronlarin plazma membraninda, o&zellikle dendritler ve akson
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terminallerinde eksprese edilir (Underhill S.M. ve ark. 2014). EAAT3 glutamatin
noronlarda plazma membranlar1 boyunca taginmasinda 6nemli bir rol oynayan yiiksek
afiniteli glutamat tasiyicilarinin bir iyesidir (Stewart S.E. ve ark. 2013). EAAT3
ayrica noronal sistein aliminin ana yoludur. Sistein, ana antioksidan glutatyonun bir
bilesenidir ve EAAT3'ten yoksun fareler, ndronlarda diisiik glutatyon seviyeleri, artan

oksidatif stres ve yasa bagli ndron kaybi sergiler (Stewart S.E. ve ark. 2013).

e EAAT4: insanlarda SLC1A6 geni tarafindan kodlanir. EAAT4, agirlikli olarak
beyincikte eksprese edilir ve uyarict amino asitler L-aspartat ve L-glutamat igin
yiiksek afiniteye sahiptir. Bu amino asitler tarafindan uyarildiginda, EAAT4, kloriir
iyonlarini iletir (Fairman W.A. ve ark. 1995).

e EAATS: Insanlarda SLC1A7 geni tarafindan kodlanir. EAATS agirhkli olarak
retinada eksprese edilir, uyarict amino asit L-glutamat i¢in yiiksek afiniteye sahiptir.

Bu amino asit tarafindan uyarildiginda, EAATS kloriir iyonlarint iletir (Arriza J.L. ve

ark. 1997).

2.7.2. Vesikiiler Glutamat Tasiyicilar1 (VGLUT'lar)

Yaklasik 600 amino asitten olusan vezikiiler glutamat tastyicisinin ii¢ alt tipi (VGLUT
1, 2 ve 3) tanimlanmigtir ve birbirleriyle %70'den fazla homoloji paylastigi bilinmektedir.
VGLUT'lerin bilinen tiim alt tipleri, EAAT'lardan 100 ila 1000 kat daha diisiik bir afinite ile
glutamati tagir (Shigeri Y, ve ark, 2004).

Bu tasiyicilar, sinaps icine salinabilmeleri i¢in ndrotransmitteri sinaptik vezikiillere
paketler. VGLUT'ler, salg1 sisteminde bulunan proton gradientine baghidir ve vezikiiller

sitozolden daha asidiktir (Shigeri Y. ve ark. 2004).

e VGLUT1: Insanlarda SLC17A7 geni tarafindan kodlamir (Ni B. ve ark. 1996). Bu
gen tarafindan kodlanan protein, néronlarda spesifik olarak eksprese edilen vezikiile
bagli, sodyuma bagimli bir fosfat tasiyicidir. Sinaptik vezikiillerin zarlar ile iligkilidir

ve glutamat taginmasinda islev goriir (Aihara Y. ve ark. 2000).

e VGLUT2: Insanlarda SLC17A6 geni tarafindan kodlamir (Miyaji T. ve ark. 2008).

Yetiskin, saglikli beyindeki kii¢iik bir dopamin ndron alt kiimesi, vezikiiler glutamat
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tastyict 2'yi (VGIuT2) ifade eder ve boylece striatumda bir norotransmitter olarak

glutamat salgilar (Kouwenhoven W. M. ve ark. 2020).

e VGLUT3: Insanlarda SLC17A8 geni tarafindan kodlamir. Nérolojik ve agrili
hastaliklarda rol oynar (Fremeau R. T. ve ark. 2002).

2.8. Glutamat Dehidrogenaz (GDH)

Glutamat dehidrojenaz (GDH), iire dongiislinlin bir parcasi olarak glutamati alfa-
ketoglutarata ¢eviren mitokondrial bir enzimdir. (Aulbach A, ve ark, 2016). GDH enzimi
esas olarak karaciger, bobrek ve kalp kasinda bulunmakla birlikte beyin, iskelet kas1 ve

l6kositlerde daha diisiik seviyelerde bulunur (Hoosier G, ve ark, 2011).

Glutamat dehidrojenaz (GDH) kofaktor olarak NADP (H) ve NAD (H) kullanarak
glutamatin a-ketoglutarat ve amonyaga doniisiimiinii katalize eder (Plaitakis A, ve ark,
2011). Enzim, amino asit ve karbonhidrat metabolizmasin1 birbirine baglayarak hiicresel
homeostazda 6nemli bir rol oynar. Krebs dongiisii, amonyak diizenlenmesi ve enerji liretimi

gibi hiicresel olaylarda faaliyet gosterir. (Plaitakis A, ve ark, 2011).

GTP ve ~ 100 kat daha diisiik afinite ile ATP, reaksiyonun inhibitérleridir ve iiriin i¢in
baglanma afinitesini artirarak etki eder, boylece enzimatik devri azaltir. Palmitoyl CoA,
steroid hormonlar ve dietilstilbestrol (DES) bir grup hidrofobik ve giiclii inhibitorlerdir.
ADP, iirtin salimimin1 kolaylagtirarak GTP'ye zit bir sekilde hareket eden bir GDH
aktivatoriidiir. Losin, GDH igin zayif bir substrat ve enzim igin allosterik bir aktivatordiir.
Losin aktivasyonu ADP'ye benzer, fakat ADP'den farkli bir bolgede hareket ettigi
diistiniilmektedir (Smith H, ve ark, 2017). ADP ve 16sin, GTP baglanmas1 ve inhibisyonu
izerinde giiclii antagonistik etkilere sahiptir. GDH, diger mitokondriyal enzimler tarafindan
da diizenlenir; bunlar SCHAD ve SIRT4’diir. Bu nedenle, in-vivo GDH aktivitesi, sadece
inhibitorler ve aktivatorler tarafindan acilip kapanmaktan ziyade, tim bu allosterik
diizenleyiciler arasindaki denge ve etkilesim tarafindan 6nemli bir sekilde ayarlanir (Smith

H, ve ark, 2017).

Ayrica GDH’mn insan beyninde iki farkli izoenzimi vardir ve farkli genler tarafindan
kodlanmaktadir. Bunlar GDHI1 ve GDH2’dir. Astrositlerde ve mitokondride ifade edilir
(McKenna M. C. ve Ferreira G. C. 2016).
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GDH'nin MSS gelisimi ve patolojilerinde énemli roller oynayabilecegine dair artan
kanitlar vardir (Smith H, ve ark, 2017). Parkinson hastalarinda GDH1 ve GDH2 genlerinin
sekanslanmasindan, aktiviteyi artiran GDH2'deki bir A445S mutasyonunun, semptomlarin
6-13 yil erken ortaya ¢ikmasiyla iligkili oldugu bulunmustur. Muhtemelen bu varyant
Ostrojen inhibisyonuna daha duyarli oldugu i¢in, bu fenotip sadece erkeklerde gdzlendi.
Asirt noronal GDHI eksprese eden transgenik hayvanlar, Alzheimer hastaligi patolojisine
benzer sekilde CA1 hipokampal bolgesinde yasa bagli dejenerasyon sergiler. Bu nedenle,
saglikli beyin fonksiyonu i¢cin GDH'nin uygun sekilde diizenlenmesi gereklidir (Sekil 7)
(Smith H, ve ark, 2017).

NADH

\ Leucine

\’Lg 4)‘/BCH
GDH

EGCG
HCP | <4—75-E10
GW5074 L )
DES
Palmatoxlj k'
CoA SIRT4

SCHAD

Sekil 7. GDH Diizenlenmesi. (Smith H, ve ark. (2017)’dan modifiye edilmistir.)

GDH'nin, glioblastoma hiicrelerinin bozulmus glukoz metabolizmas1 veya Akt
sinyallemesinde hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in gerekli oldugu bulunmustur. GDH aktivitesi
bozulmussa, hiicrelerin hala glikoz kullanabildigi gosterilmistir. Bununla birlikte, hiicreler
glikozdan yoksun birakildiysa veya glikoz metabolizmasi bozulduysa, hiicrelerin kesinlikle

biiytime i¢in GDH aktivitesine ihtiya¢ duydugu gdsterilmistir (Smith H, ve ark, 2017).
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GDH, c¢ok c¢esitli metabolitler tarafindan yogun sekilde allosterik olarak diizenlenir.
Bagslica aktivatorler ADP ve 16sindir ve inhibitorler arasinda GTP, palmitoil CoA ve ATP
bulunur (Li M. ve ark. 2013). Losin ve diger baz1 monokarboksilik asitlerin, ADP'ye benzer
bir sekilde koenzim saliimiin hiz smirlayict adimini artirarak memeli GDH'sini aktive
ettigi gosterilmistir. Losin, GDH i¢in zayif bir substrat oldugundan, bir baglanma bolgesi
aktif bolgedir, ancak ikinci bir allosterik bolge olup olmadigi belirsizdir. Palmitoyl-CoA ve
dietilstilbestrol, memeli GDH'sinin inhibitdrleridir, ancak baglanma yerleri hakkinda higbir

sey bilinmemektedir (Li M. ve ark. 2013).

2.9. Glutamin Sentetaz (GS)

Glutamin sentetaz, glutamat ve amonyagin glutamine doniisiimiinii katalize eder.
Amonyak detoksifikasyonu, ve asit baz diizenlemesinde Onemlidir. Yiiksek glutamin
sentetaz aktivitesi insan karacigeri, beyni ve kasinda bulunur (Héberle J, ve ark, 2005). GS
yikksek oranda korunmus bir gen tarafindan kodlanir ve prokaryot ve Okaryotlarin

metabolizmasinda anahtar bir enzim olarak da bilinir (Vermeulen T, ve ark. 2008).

Omurgalilarda GS'nin ana rollerinden biri, merkezi sinir sistemi (MSS) i¢in toksik
olan glutamat ve amonyaktan glutamin (Gln) tiretmektir. GS, insanlarda Gln sentezleyebilen
tek enzim oldugu icin, ifade ve aktivitesindeki degisikliklerin énemli biyolojik etkileri

olmasi olasidir (Palmieri E.M. ve ark. 2014).

Glutamin insan metabolizmasinda en fazla bulunan amino asittir. Cesitli amino
asitlerin, piirinlerin ve pirimidinlerin biyosentezi i¢in 6nemli bir kaynaktir. GS, amonyak ve
glutamat detoksifikasyonu, pH homeostazi, asit-baz regiilasyonu ve hiicre sinyallemesinde

belirleyici bir rol oynar (Vermeulen T, ve ark. 2008).

GS sitoplazmada lokalizedir ve karaciger, beyin ve iskelet kasinda yiiksek
konsantrasyonlarla ifade edilir. Astrositlerde GS, fazla amonyak ve glutamati ortadan
kaldirarak noroprotektif bir enzim olarak g¢alisir (Vermeulen T, ve ark. 2008). Bununla
birlikte, GS ekspresyonu MSS (Merkezi Sinir Sistemi)’nde miyelin iirettigi ve aksonlar
kapladig1 bilinen glial hiicreler olan oligodendrositlerde de bulunmustur (Xin W, ve ark.
2019). GS'nin, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) aracili islev kaybi, bir¢ok norodejeneratif
bozuklukta gosterilmistir (Palmieri E.M. ve ark. 2014).
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GS ifadesi, saglikli astrositlerde farklilagsma ve olgunlagmanin bir belirtecidir. Bunun
aksine, GS ifadesinde belirgin bir diisiis, ndronal hasar bolgesinde ¢ogalan astrositlerde
siklikla meydana gelir. Ornegin, Alzheimer hastaliginda serebral kortekste GS aktivitesi
azalir. Alternatif olarak, serebral iskemi ve in vitro hipoksiyi takiben GS ifadesinin arttig
gosterilmistir. GS’nin omurilikte yaralanma sonra astrositlerde olasi rollerini incelemek
tizere yapilan bir calismada GS’nin yaralanma bolgesinde astrositlerde azaldigi bulunmustur

(Zou J, ve ark. 2010).

Oksidan maddeler tarafindan inaktivasyona karsi 6zel duyarliligi nedeniyle, GS
aktivitesi genellikle ROS aracili beyin hasarmi izlemek i¢in kullanilir. Yaslanma ve
Alzheimer hastaligi dahil olmak f{izere bir dizi durumda, beyin dokularindaki GS'nin
glutamati glutamine, yasa uygun normal kontrollere gére daha az verimli bir sekilde

doniistiirdiigii bulunmustur (Castegna A, ve ark. 2011).

2.10. Glioblastoma ve Eksitotoksisite Arasindaki Tliski

Bir¢cok c¢aligma, glioma hiicrelerinin eksitotoksik seviyede glutamat salgiladigini
gostermistir (Michael C. Oh ve ark. 2012). Normal beyindeki glial hiicrelerde eksprese olan
iki 6nemli glutamat tasiyict alttipi GLT-1 ve GLAST'tir. Glioma hiicrelerinden glutamat
salinmasi, GLT-1 glutamat tasiyicisinin ekspresyonunun eksikliginin yaninda glioma
hiicrelerinde diger glutamat tastyicist olan GLAST in niikleer membrana yanlis lokalize

olmasi ile iligkilidir (Michael C. Oh ve ark. 2012).

Tiimor ortaminda artan glutamat konsantrasyonu, glutamat reseptdrlerini eksprese
eden glioma hiicrelerini aktive etmek i¢in parakrin ve otokrin sekilde hareket eder (Michael

C. Oh ve ark. 2012).

Cesitli glutamat reseptdr tipleri vardir. Glioma hiicreleri, a-amino-3-hidroksi-5-metil-
4-izozolepropiyonik asit (AMPA), kainat ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri dahil
olmak iizere iyonotropik glutamat reseptorlerini aktif olarak eksprese eder. Beyindeki en
yaygin uyarict iyon kanallari olan AMPA reseptorleri, GluR1'den GluR4'e kadar
adlandirilan dort farkli alt birimden olusur (Michael C. Oh ve ark. 2012). Farkli alt birim
kombinasyonlari, islevsel bir kanal olusturmak i¢in bir tetramer olusturur. GluR2 veya
GluR3 alt birimleri kalsiyum gecirmeyen AMPA reseptdrleri olugturuken, GluR1 ve GluR4
alt birimleri, kalsiyum gegirgen kanallar olusturur. Ilging bir sekilde, GIuR2 alt
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birimlerinden yoksun kalsiyum gegirgen AMPA reseptorlerinin GBM hiicrelerinde ifade
edildigi gosterilmistir. Ayrica, bu reseptorlerin aktivasyonunun, glioma hiicrelerinin artan
hareketliligini ve proliferasyonunu destekledigi, invaziv potansiyellerine katkida bulundugu

gosterilmistir (Michael C. Oh ve ark. 2012).

Sonu¢ olarak, bir¢ok tiimorde ve ayrica peritiimoral dokularda artmis glutamat
konsantrasyonunun, malign gliomalarda nekroz olusumundan, ¢evredeki normal ndronlarin
eksitotoksik 6liimiinden, glioma ile iliskili ndbetlerden, proliferasyonundan sorumlu oldugu

ileri siirtilmiistiir (Michael C. Oh ve ark. 2012).

2.10.1. Glioblastomalarda Nekrozun Fizyolojik Mekanizmasi

Nekroz, glioblastomada ayirt edici bir Ozelliktir, bazi caligmalarda vakalarin
%85'inden fazlasinda nekroz varligi goriilmektedir. Glioblastomadaki nekroz yolu, elektron
tasima zincirinin ¢okmesi ve ardindan oksidatif fosforilasyonun azalmasi sonucunda akut
hiicresel ATP tiikenmesi ile baslar (Sekil 8) (Noch E. ve ark. 2015). Bu ATP eksikligi, Na*
akis1 yoluyla biiylik bir hiicre hacmi artis1 baglatan ve ATP'ye bagl iyon kanallar1 ile
pompalarinin basarisizligina yol agar. Artan hiicre i¢i Na* konsantrasyonu, hiicresel ATP
depolarin1 daha da tiikketen Na* -K* -ATPaz'in aktivasyonu ile sonuglanir. Bu tiikkenme,
segici olmayan Ca*? kanallarmin agilmasma yol agarak, hiicre i¢i Ca™ seviyelerinin
ylikselmesine ve sonunda mitokondriyal depolarizasyon ile Ca*? -ATPaz'in aktivasyonuna

neden olur.

Ek olarak, siddetli ATP tiikenmesinin sonucu olarak iyonik homeostaz, hiicre digina
atilan K* akisi ile saglanmaz, bu da hiicresel sismeyi ve ¢okmeyi hizlandiran daha fazla Na*
ve su akisina yol acar. Hiicre zar1 yirtildikca, hiicrenin icerigi hiicre dist bosluga salinir ve
nekrozun son asamasi, proteaz aktivasyonunu ve lokalize bir enflamatuar yaniti igerir (Noch

E. ve ark. 2015).
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Sekil 8. Glioblastomadaki glutamat eksitotoksisitesine bagli nekroz mekanizmasi. (Noch E.

et al. 2015°den adapte edilmistir.)

Glioblastomada glutamat aracili nekrozun mekanizmasi belirsizligini korumaktadir,
ancak glutamat alim yolunun birka¢ anahtar bileseni, nekrotik hiicre Oliimiiniin belirli
fizyolojik yonleri ile iligkilendirilmistir. Glutamat birikimi, sistem xc yoluyla artan glutamat

salinimini tetikler ve bu da glutamat eksitotoksisitesini gelistrir (Noch E. ve ark. 2015).

EAAT?2, hiicre dis1 glutamati yeniden alim yolu ile diizenlemesine ragmen, glutamat
salinimi, hiicre i¢i glutamati hiicre dis1 sistin i¢in degistiren Na*’dan bagimsiz sistem xc
tarafindan diizenlenir. Xc sisteminin aktivitesi yoluyla glutamat salimi, normalde hiicre dis1
glutamat konsantrasyonunu azaltmak icin EAAT2 tarafindan yeniden alim yoluyla islenir.
Bununla birlikte, yiiksek seviyelerde sistem xc ve diisiik EAAT2 seviyeleri eksprese eden
glioblastomalarda, glutamat, hiicre dis1 boslukta asamali olarak birikir ve noéronlarin ve

muhtemelen tlimor hiicrelerinin lokal eksitotoksisitesini hizlandirir (Noch E. ve ark. 2015).

Fonksiyonel EAAT?2 aktivitesinin azalmasinin bir sonucu olarak glutamat birikimi,
iyonotropik glutamat reseptdr aktivasyonunu tetikler ve bu da Ca* konsantrasyonunda bir
artisa neden olur (Noch E. ve ark. 2015). Ayn1 zamanda, yiiksek hiicre dis1 glutamat
seviyeleri, sistem xc aktivitesini inhibe eder. Bu inhibisyon, hiicre i¢i sisteinin azalmasina

ve ardindan glutatyon iiretiminin bozulmasina yol acarak reaktif oksijen tiirlerini notralize
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edememe ile sonuglanir. Reaktif oksijen tiirleri, membran oksidasyonuna ve endoplazmik
retikulumdan (ER) ATP'ye bagli Ca*? salimina neden olarak mitokondriyal hasara ve daha
fazla ATP tiikenmesine yol agar. ATP seviyelerinde ciddi azalma ile Na* ve su hiicreye girer
ve biiyiik bir hiicre hacmi artisin1 hizlandirir. K* akisi1 iyonik homeostazi koruyamaz, bu da
Na* ve su akiginda daha fazla artisa neden olur. Sonug olarak, hiicre siser ve plazma zari
yirtilarak hiicresel ¢okiise yol acar. Son asamada, hiicre ici igeriklerin sizmasi,
iltihaplanmaya ve nihayetinde nekroza neden olan hiicre dis1 proteazlarin aktivasyonu ile

sonuclanir (Noch E. ve ark. 2015).

Norotoksik etkilerden kaginmak icin hiicre dis1 glutamat konsantrasyonu dikkatli bir
sekilde diizenlenmelidir. Pasif difiizyonun glutamati sinaptik yariktan uzaklagtirma yetenegi
siirli oldugundan ve glutamat hiicre dis1 enzimler tarafindan metabolize edilemediginden,
diisiik hiicre dig1 glutamatin korunmasi i¢in temel mekanizma, astrosit ve néronlarin hiicre

zarlarinda bulunan Na* bagimli glutamat tastyicilart araciligiyladir (Noch E. ve ark. 2015).

Bu uyaric1 amino asit tasiyicilart (EAAT'ler), plazma zar1 boyunca elektrokimyasal
gradientler tarafindan yonlendirilir ve glutamat baglanmasi i¢in Na* ve net tagima i¢in K*

gerektirir.

2.11. Sirtuinler (Sirt)

Sirtuinler, prokaryotlarda ve 6karyotlarda 6nemli metabolik yollar1 diizenleyen NAD*
bagimli histon deasetilazlardir ve hiicrenin hayatta kalmasi, yaslanma, proliferasyon,
apoptoz, DNA onarimi ve hiicre metabolizmasi gibi bir¢ok biyolojik yolaklarda yer alirlar
(Carafa V. ve ark. 2016). Sirtuin ailesinin yedi iiyesi vardir: SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4,
SIRTS, SIRT6 ve SIRT7 (Tablo 2). Sirtuinler, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve kanser dahil olmak {izere insan patolojilerinin tedavisi i¢in potansiyel hedefler

olarak kabul edilir (Carafa V. ve ark. 2016).
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Tablo 2. Sirtiiinlerin lokasyonlari, aktivitesi ve patolojileri. (Carafa V. ve ark. 2016’dan modifiye edilmistir.)

Sirtuin Localization Enzymatic activity Histone Non-histone Pathology
deacetylation deacetylation
target target
SIRT1  Nuclear/cytoplasmatic Deacetylase H3K9ac Hif-1a, Hif-2a  Neurodegenerative diseases. Cancer: acute myeloid
H1K26ac MYC leukemia, colon, prostate, ovarian, glioma, breast,
melanoma, lung adenocarcinoma.
H4K16ac
SIRT2  Nuclear/cytoplasmatic Deacetylase H3K56ac Tubulin Neurodegenerative diseases. Cancer: brain tissue,
H4K16ac Foxo3a glioma.
EIF5A
P53, G6PD,
MYC
SIRT3  Mitochondrial Deacetylase H3K56ac SOD2, Neurodegenerative diseases. Cancer: B cell chronic
H4K14 ac PDMC1a, lymphocytic leukemia, mantle cell lymphoma, chronic
IDH2, GOT2, lymphocytic leukemia, breast, gastric.
FoxO3a
SIRT4  Mitochondrial ADP-ribosyltransferase Unknown GDH, PDH Cancer: breast, colorectal.
SIRT5  Mitochondrial Malonyl, succinyl, glutaryl ~ Unknown CPS1 Cancer: pancreatic, breast, non-small cell lung
deacetylase carcinoma.
SIRT6  Nuclear Deacetylase, ADP- H3K9ac Unknown Cancer: breast, colon.
ribosyltransferase, long- H3K56ac
chain fatty acyl deacylase
SIRT7  Nuclear Deacetylase H3K18ac Hif-1q, Hif-2a  Cancer: liver, testis, spleen, thyroid, breast.

30



SIRT'ler bir NAD" baglayici katalitik bolgeyi paylasirlar ve dahil olduklari biyolojik
stireclere bagl olarak farkli substratlar iizerinde spesifik olarak etki edebilirler. SIRT'ler,
hem N- hem de C terminal alanlarinda sekans ve uzunluk bakimindan farklilik gosterir;

sonu¢ olarak budurum, farkli lokalizasyonlarint ve islevlerini agiklar (Carafa V. ve ark.

2016).

Benzer bir yapiya sahip olmanin yani sira, SIRT ailesinin iiyeleri farkli enzimatik
aktivitelere sahiptir. Ornegin, SIRT1-3 ve SIRT7 esas olarak lizin deasetilazlardir, SIRT4
hem ADP-ribosil-transferaz hem de lizin deasetilaz olarak hizmet eder. SIRTS, bir lizin
demalonilaz, desiiksinilaz ve deglutarilaz olarak gorev yapar ve SIRT6, bir ADP-riboz
transferaz ve deasetilazdir. Ayrica bu proteinlerin hiicre i¢indeki yerleri farklidir. SIRTI,
SIRT6 ve SIRT7 ¢ekirdegin iginde, SIRT2 sitoplazmada ve SIRT3, SIRT4 ve SIRTS
mitokondride bulunur. Yerlerindeki bu farkliliklar, farkli aile tiyelerinin farkli islevlere
sahip olabilecegini diislindiirmiistiir. SIRT ailesi tiyeleri stres direnci, genom stabilitesi,
enerji metabolizmasi ve yaglanmada 6nemli rol oynarlar. Ayrica 6nceki ¢alismalarda, SIRT
ailesinin hemen hemen tiim iiyelerinin tlimorigenezde rol oynadig1 gosterilmistir (Huang G,

ve ark. 2018).

Model organizmalarda yapilan ilk caligmalarda, genomik biitiinliiglin korunmasinda
sirtuinlerin rolii dnerilmistir. Ornegin, mayadaki (S. Cerevisiae) Sir2'nin ribozomal DNA'nin
rekombinasyonunu inhibe ettigi ve DNA kirilma bdlgelerine yeniden konumlandig:
gosterilmistir. Ayrica maya sirtuin aile iyeleri de memeliler gibi, histon proteinlerini
deasetile etme yetenegine sahiptir ve bu aktivitenin yoklugu, susturma kusurlari, artmis

genomik kararsizlik ve DNA hasarina duyarlilikla sonuglanir (Finkel T, ve ark. 2009).

Memeli sirtuinlerinin ayrica hiicresel stres direncini diizenlemede 6nemli bir role
sahip oldugu goriilmektedir. Ek olarak, bir ¢alismada SIRT1'in 1s1 soku tepkisini
diizenleyerek hiicreleri strese karsi koruyabilecegi bulunmustur (Finkel T, ve ark. 2009,

Westerheide S.D ve ark. 2009).

2.11.1. Sirtuin 4 (SIRT4)

SIRT4, SIRT ailesinin nispeten az c¢alisilmis bir iiyesidir. SIRT4, mitokondri ig¢inde
bulunmakla birlikte yetiskin ve fetal dokularda oldugu kadar yetiskin timus ve beyaz kan
hiicrelerinde de yaygin olarak bulunur (Huang G, ve ark. 2018).
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Bugiine kadar yapilan caligmalarda, en onemli islevi metabolizmay1 diizenlemek
olarak bilinmekteydi. Ancak son bulgular, SIRT4'lin besin agisindan zengin kosullarda aktif
oldugunu ve malonil CoA dekarboksilazi (MCD) deasetile edip inhibe ettigini ileri
stirmiistiir. MCD, lipogenez i¢in karbon iskeleti saglayan ve yag oksidasyonunu inhibe eden
malonil CoA'dan asetil CoA iireten bir enzimdir (Huang G, ve ark. 2018). SIRT4'ten yoksun
fareler, artmig MCD aktivitesi ve diizensiz lipid metabolizmas1 gostermistir, bu da artan
egzersiz toleranst ve diyetle indiiklenen obeziteye karsi koruma ile sonuglanmigtir. Bu
sonug, SIRT4'ln lipid homeostazinin 6nemli bir diizenleyicisi oldugunu 6ne siirmiistiir

(Huang G, ve ark. 2018).

SIRT4'lin 6nceki ¢aligmalarda bir glial protein oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma, bir
stres tepkisini indiikleyerek ve SIRT4'Un glutamat alimi tizerindeki etkilerini ve
eksitotoksisitede bir rolii olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilmistir. SIRT4'ten
yoksun farelerde, daha siddetli nobet fenotipleri ve glutamat tasima fonksiyonunda,
glutamat tasiyicilarin hiicre yiizeyi ifadesinde ve ATP seviyelerinde buna karsilik gelen
diisiisler goriilmiistiir (Shih J. ve ark. 2014). Calismanin sonucu olarak SIRT4, beyinde
glutamat tasinmasini tesvik ederek eksitotoksisiteye karsi koruma saglayabilecegi ve
SIRT4'lin kaybi, eksitotoksik olaylarin artigina sebep olabilecegi bulunmustur (Shih J. ve
ark. 2014).

SIRT4’iin MSS (Merkezi Sinir Sistemi) icerisindeki astroglial gelisimdeki islevsel
roliinii incelemek i¢in yapilan baska bir calismada ise SIRT4'in gelisme ve yetiskinlik

doneminde merkezi sinir sisteminde ifade edildigi bulunmustur (Komlos D. 2013).

Ek olarak, karacigerde, SIRT4 inhibisyonu, mitokondriyal ve yag asidi
metabolizmasiyla iligkili enzimlerin gen ifadesini arttirmigtir, bu nedenle SIRT4
inhibisyonunun yag oksidatif kapasitesini artirdigin1 diistindiirmiistiir (Huang G, ve ark.

2018).

SIRT4, NAD"a bagl deasctilaz aktivitesi gosterir. Ayrica SIRT4, mitokondrial
glutamat dehidrojenaz 1 (GDH1) aktivitesini inhibe ederek bdylece amino asitlere yanit

olarak insiilin salgisin1 azaltan bir ADP-ribosiltransferazdir (Haigis M. C. ve ark. 2006).

SIRT4'lin baglangicta glutamat dehidrojenaz (GDH) aktivitesini azalttifi ve bdylece
pankreas hiicrelerinde insiilin sekresyonunu inhibe ettigi bulunmustur. GDH'nin glutamin
metabolizmasin1 ve ATP iiretimini kolaylastirdigi ve bdylece insiilin sekresyonunu

indiikledigi bilinmektedir. GDH, ADP ribosile edilir ve SIRT4 tarafindan inhibe edilir,

32



ardindan 18sin aracili insiilin sekresyonunu baskilar. Insiilinoma hiicrelerindeki SIRT4'{in
tiikenmesi, GDH'yi aktive edebilir, boylece amino asitle uyarilan insiilin salgilanmasin

artirabilir (Min Z, ve ark. 2019).

SIRT4, DNA hasarma bagli glutamin katabolizmasinin inhibisyonunu diizenleyerek
DNA hasarina yanitta 6nemli bir rol oynar. DNA hasari, pentoz fosfat yolu boyunca akis1
arttirtr ve glutamin alimmi ve TCA dongilisii ara maddelerinin seviyelerini azaltir.
Mitokondriyal glutaminaz, mitokondriyal GDH ve aspartat aminotransferaz aktivitesi

yoluyla glutamat olusturmak i¢in glutamini katabolize edebilir (Min Z, ve ark. 2019).

SIRT4'ln, tiimdrijenezde mitokondriyal metabolizmanin 6nemi ile tutarli olarak
metabolik diizenleyici rolii sayesinde tiimdr baskilayict etkiye sahip oldugu bulunmustur.
(Li S. ve Zheng W. 2018). SIRT4'liin asir1 ifadesi, glutamin metabolizmasinin inhibisyonu

yoluyla kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe eder (Yoo H. C. ve ark. 2020).

SIRT4'lin son zamanlarda, DNA hasarina bagli glutamin katabolizmasinin
inhibisyonuna aracilik ederek DNA hasarina verilen metabolik yanitta 6nemli bir oyuncu
oldugu kesfedildi (Li S. ve Zheng W. 2018). Glutamin, mitokondriyal glutaminaz tarafindan
glutamat olusturmak {izere katabolize edilebildiginden, ve arkasindan mitokondriyal
glutamat dehidrojenaz ve aspartat aminotransferaz tarafindan katalize edilen reaksiyonlarla
glutamattan sitrik asit dongiisii ara {irlinii a-ketoglutarat iiretilebildiginden, SIRT4 aracil
glutamin katabolizmasinin inhibisyonu, ozellikle de sitrik asit dongiisiiniin anaplerotik
ikmali, DNA hasar onariminin gergeklesmesi i¢in bir durum yaratacaktir. Bu SIRT4 aracili
glutamin katabolizmasi inhibisyonu, DNA hasarlarini barindiran hiicrelere karsi
antiproliferatif bir etkiye sahip oldugundan, tiimdr baskilayici bir etkiye de yol acacaktir (Li
S. ve Zheng W. 2018).

Bir diger calismada; transfeksiyon yoOntemi kullanilarak SIRT4 ifadesi arttirilan
hiicrelerde, SIRT4’lin, glutamat metabolizmasin1 diizenleyerek potansiyel koruyucu etki
gosterdigi ve hiicre Oliimiinii azaltti§i gozlenmistir. Bunun sonucunda, SIRT4’iin,
eksitotoksisiteyi molekiiler mekanizmasini diizenleyerek engelledigi bulunmustur (Colak M.

2020).

ER (endoplazmik retikulm) stresi olusturulan glia hiicre modeli ile yapilan bir
calisgmada ise SIRT4’lin susturulmasinin ER stresini azaltti§i; bu nedenle SIRT4
inhibitorlerinin beyin hastaliklar1 i¢in terapdtik olarak gelistirilebilecegi sonucuna

varilmistir (Akkulak A., Yal¢in G. D. 2022).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihaz listesi:

+4 Buzdolab1 (Samsung)

-20 Buzdolab1 (Samsung)

-80 Buzdolab1 (Nuaire)

Buz cihazi (Ugur buzal.60)

Sicak su banyosu (Memmert)

Otoklav (Hirayama)

Santrifiij (Hettich zentrifugen EBA 20)
Sogutmali santriflij (Eppendorf centrifuge 5415 R)
Is1 Blogu (Biosan TS 100)

Vorteks (IsoLab)

Nanodrop (Nabi)

Thermal Cycler (BioRad T100)

Real-Time PCR (Thermo Fischer Step One Plus)

Pipet seti (10 pl, 100 pl, 1000 pl, Eppendorf)

3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

PureLink FFPE Total RNA izolasyon Kiti (Invitrogen)



Etanol (Sigma)

RNase igermeyen su (Invitrogen)
cDNA sentez kiti (WizScript)

qPCR mastermix (SYBR) (WizPure)

GDH, GS, SIRT4, B-actin forward / reverse primerleri

3.2. Yontem

2012-2017 yillari arasinda Izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde (Tiirkiye)
yatan hastalara ait cerrahi olarak ¢ikarilan 84 primer intrakraniyal tiimdr retrospektif olarak
toplanmuistir. Tibbi otopsi sirasinda beynin korteks ve medullasindan alinan 12 saglikli beyin
dokusu kontrol olarak kullanilmigtir. WHO 2016 derecelendirme semasi, tiimorleri
tanimlamak ve derecelendirmek i¢in kullanilmistir (Sekil 2). Bu tanilar Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) smiflandirmasina gore glioblastoma, astrositoma, medulloblastoma,
menengioma, oligodendroglioma ve epandimomadir. (Tablo 3B) Dahil edilen hastalarin yas
araligi 19 ve 77'dir. Medulloblastoma hastalarinin yas araligi 2-39 yildir. Hastalardan
gerekli tiim bilgiler alinmigtir (Tablo 3A).

Temsili donér doku alanlari, formalinle sabitlenmis ve parafine gomiilmiis 0,6 mm
capli doku silindirleri ile delinmistir. Doku mikrodizisi (TMA) lekeleri en az %50 timor

hiicresi igerir.

Calismada kontrol olarak kullanilan normal beyin dokulari, tibbi otopside esas olarak
beyinlerin korteks ve medullasindan elde edilmistir. Bazilari, incelenmesi oldukga zor olan
meninksler icermekte idi. Ek olarak, bu retrospektif bir ¢alisma oldugundan, toplam RNA,
meninkslerin ayrilmasinin miimkiin olmadig1 parafine gomiili doku bloklarindan izole

edilmistir.
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Tablo 3. Hasta Ozellikleri A.) Tiimér tiplerine gore hasta sayisi. B.) Her timér evresine

gore hasta sayilari

A)
Hasta Ozellikleri Hasta Sayisi %
Erkek 46 54.8
Disi 38 45.2
Toplam 84 100
Tip
GBM (Glioblstoma Multiforme) 33 39.3
Medulloblastoma 9 10.7
Astrositoma 11 13.1
Pilositik 4 4.8
Diffuz 4 4.8
Anaplastik 3 3.6
Ependimoma 10 11.9
Oligodendroglioma 8 9.5
Menengioma 13 15.5
B.)
Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4
Pilositik 4 | DiffuzAstrositoma 4 | Anaplastik 3 | GBM 33
Astrositoma Astrositoma
Menengioma | 13 | Oligodendroglioma | 3 | Anaplastik 5 | Medulloblastoma | 9
Oligodendroglioma
Ependimoma | 1 Ependimoma 9
Toplam 18 16 8 42

3.2.1. Gen Ifadesi Degisim Analizleri

Parafin blok icinde bulunan primer tiimoérlii beyin dokularindan, total RNA izole
edildikten sonra ¢cDNA sentezlenmistir. Elde edilen cDNA’lerden, Sirtuin 4 (SIRT4),
Glutamin Sentetaz (GS) ve Glutamat Dehidrojenaz (GDH) primerleri kullanilarak qPCR
reaksiyonu ile bu genlere ait mRNA seviyesi belirlenmistir. Gen ifade diizeyinde olusan
degisiklikler, primer tiimorlii beyin dokulart ve kontrol dokular1 arasinda karsilastirilarak

analiz edilmistir.

3.2.1.1.Total RNA izolasyonlarinin Yapilmasi

Parafinli dokulardan, Invitrogen PureLink FFPE Total RNA Izolasyon Kit’i
kullanilarak RNA izolasyonu yapilmistir.
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Deparafinizasyon ve Lizis

e Her Ornek i¢in steril, RNaz icermeyen mikrosantrifiij tiipiine ~10mm’lik formalinle

fikse edilmis, parafine gdmiilii numuneler koyulmustur.
e Tiiplere 300 pl eritme soliisyonu eklenmistir.
e Maksimum hizda 10-20 saniye santrifiij edilmistir.

e Parafini eritmek icin 1s1 blogu 72°C’ye ayarlanip tiipler koyuldu ve arada bir

karistirarak (vorteks ile) 10 dakika beklenilmistir.
e Tiip kapaginda kalan siviy1 toplamak i¢in kisa bir santriflij yapilmistir.
e Tiiplere 20 ul proteinaz K eklenmistir.

e Is1 blogu 60°C’ye ayarlanip tiipler koyuldu ve arada bir karigtirarak (vorteks ile) 3

saat beklenilmistir.

e Ustte lizattan ayrilmis ince bir parafin tabakasi olusturmak igin maksimum hizda 1

dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiijden sonra altta kalan lizat; 1mL pipet ucu ile girilip parafin dokusu

alinmadan lizat yeni tiiplere alinmistir.

Saflastirma Prosediirii
Binding Step (Baglama Adimi)

e icinde lizat olan yeni tiiplere 400 ul baglama soliisyonu ve 800 pl %100 etanol

eklenip iyice karistirtlmistir.

e Numune+baglama soliisyonu+etanol bulunan tiiplerden 700 pl alinmistir ve kolon

tiiplerine koyulmustur.

e Kolonlu tiipler 1 dakika boyunca 13.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Kolon tiipiiniin

altindaki akislar atilmistir.
e Numune+baglama soliisyonu-+etanol tiipiindekiler bitene kadar iglem tekrar edilmistir.

e Kolonlar yeni tiiplere yerlestirilmistir.
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Washing Step (Yikama Adimi)
¢ 20 ml yikama soliisyonuna 80 ml %100 etanol eklenip iyice karistirilmistir.

¢ Kolon olan yeni tiiplere 500 pul yikama soliisyonu (etanollii) eklenmistir. Tiipler 1

dakika maksimum hizda santrifiij edilmistir. Tiip dibindeki akislar atilmistir.
¢ Yikama islemi toplamda 3 kez yapilip tiip dibindeki akislar atilmistir.

e Daha sonra kolonlarda kalan soliisyonu atabilmek i¢in bos olarak kolonlu tiipler 1

dakika 13.000 rpm’de tekrar santrifiij edilmistir.

Elution Step (Eliisyon Adimi)
e RNaz icermeyen su 65°C’de onceden 1sitilmistir.

e Kolon altindaki tiipler atilmistir. Kolonlar yeni tiipler (recovery tube) icerisine

yerlestirilmistir.

¢ Kolona degmeden tam ortasina 1sitilmis RNaz icermeyen sudan her bir 6rnege 50 pl

eklenmistir.

e Kolonlu tiipler 65°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra 13.000 rpm’de 1 dakika

santrifiij edilmistir.

e Kolonlar atilmistir. Tiipler bir sonraki kullanima kadar —80’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. RNA’nin Saflik ve Kalite Kontroliiniin Yapilmasi

Nanodrop cihaz1 kullanilarak izolasyonu yapilan RNA 6rneklerinin konsantrasyonlari

ve saflik degerleri belirlenmigstir. Her RNA 6rneginden 1ul alinarak cihaza koyularak 6l¢iim

alimmigtir. Cihaz saflik degerlerini A260:A280 ve A260:A23() nanometre dalga boylarindaki

absorbanslarda vermistir. Izolasyonu yapilan RNA 6rneklerinin mRNA ifade analizlerinde

kullanilabilmek icin A260:A280 nanometre dalga boylarindaki absorbansinin 1.8-2.0

araliginda olmasi, A260:A23(0 nanometre dalga boylarindaki absorbansinin 1.7° den biiyiik

olmas1 gerekmektedir.
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cDNA sentezi icin her Ornekten 100 ng / pl RNA olacak sekilde hacimler

hesaplanmuistir.

3.2.1.3. Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezinin Gerg¢eklestirilmesi

cDNA sentezi i¢in WizSCript kiti kullanilmigtir. Toplamda 10 pl master mix igin

gerekli malzemeler hazirlanmistir;
¢ 10x Reaksiyon tamponu (1 6rnek i¢in: 2 pl)
e 20x ANTP karisimi (1 6rnek igin: 1 pl)
e Random hekzamer primer (1 6rnek igin: 2 pl)
e Revers transkriptaz (1 6rnek icin: 1 pl)
e RNAaz inhibitor (1 6rnek igin: 0,5 ul)
e RNAaz icermeyen su (1 6rnek i¢in: 3,5 pl)

Master mix kullanacagimiz ornek sayisina gore hesaplanmistir ve buz iistiine alinip

yavase¢a karigtirllmigtir.

Master mix’ten 10 ul mikro santrifiij tiiplerine aktarilmustir. Uzerine 10 pl RNA

ornekleri eklenmis ve karigtirllmigtir.

Hava kabarcigi kalmamasi icin kisa bir santrifiij yapilmistir ve tiipler buz iizerine

alinmustir.

Reaksiyon i¢in BioRad T100 Thermal Cycler cihazi kullanilmistir. Asagidaki

asamalar i¢in cihazda ayarlamalar yapilmistir.

Tablo 4. Komplementer DNA (cDNA) reaksiyon sartlari.

Sicakhik Zaman
25°C 10 dakika
37°C 85 dakika
85°C 5 dakika
4°C ©

cDNA sentezinden sonra 6rnekler -80°C’de saklanmustir.
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3.2.1.4. Real Time PCR (RT-PCR)

RT-PCR reaksiyonu WizBio qPCR (quantitative PCR) kiti ile yapilmistir.

Kit i¢indeki syber master mix, ROX boyasi ve RNAaz icermeyen su oda sicakliginda

¢Oziilmiis, santrifiij edilmis ve buz iizerine koyulmustur.

Primerler iiretici firma tarafindan belirtilen hacimlerde niikleaz igermeyen su ile
coziilerek 100 pM konsantrasyonluk stoklar hazirlanmistir. Reaksiyonlarda kullanilan

primerlerin baz dizileri asagida verilmistir.

Tablo 5. Deneyde kullanilan primer baz dizileri

Gen Forward (5°-3°) Reverse (5°-3°)
GDH ACAGGATATCGGGTGCATCT GCTGTTCTCAGG TCCAATCC
GS GGGAGGAGAATGGTCTGAAG TCGTTGATGTTGGAGGTTTC
SIRT4 GATCATCCCTGCAGGTGTACTCT GGGTCTATTAAAGGCAGCAA
B-actin AACTGGGACGACATGGAGAA GAAGGTCTCAAACATGATCTGG

20 pl reaksiyon kondisyonlar1 96’lik qPCR plate’lerinde su sekilde
gerceklestirilmistir;

¢ qPCR SYBR master mix (1 6rnek i¢in: 10 pl)
e ROX boyasi (1 ornek i¢in: 1 pl)

¢ 10 uM forward primer (1 6rnek igin: 1 pl)

¢ 10 uM reverse primer (1 6rnek igin: 1 pl)

e RNAaz icermeyen su (1 drnek igin: 2 pl)

e cDNA (1 6rnek igin: 5 pl)

Tiim reaktifler hazirlandiktan sonra yavasca pipetaj yapilarak karigtiritlmistir. Hizli bir

sekilde santrifiij edilmistir.
96’lik qPCR plate’ine master mix ve ornekler koyulmustur.

Plate RT-PCR cihazina alinmig ve qPCR dongiileri asagidaki gibi cihaz sistemine

girilip reaksiyon baslatilmistir.
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Tablo 6. qPCR reaksiyon sartlari.

Sicaklik Zaman Dongii
95°C 5 dakika 1
95°C 15 saniye 50
60°C 20 saniye 50
72°C 30 saniye 50
4°C 00

mRNA ifadeleri, B-aktinmRNA seviyelerine oranlanarak hesaplanmistir.

3.2.2. istatiksel Analiz

Istatistiksel analizi yapmak i¢in GraphPad Prism 5 (San Diego, ABD) uygulamasi
kullantlmistir. Two Tailed, Unpaired t-test with Welch’s Correction ve One Way ANOVA
testleri yapilmigtir. p<0,05 anlamli kabul edilmistir ve sekiller ilizerinde sembollerle

gosterilmistir. Ortalamanin standart hatas1 (SEM), hata ¢cubuklari ile gosterilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada; intrakraniyel primer tiimor dokularinda ve kontrol beyin dokularinda,
GDH, GS ve SIRT4 gen ifadeleri kuantitatif RT-PCR kullanilarak gosterilmistir. Ayrica,

evre (Grade) 1, 2, 3 ve 4 tiimorler arasinda, belirlenen gen ifadeleri kiyaslanmistir.

4.1. SIRT4’iin Intrakraniyel Primer Tiimoér Dokularindaki Gen ifadesinin

Belirlenmesi

SIRT4 mRNA ifadeleri kantitatif PCR ile belirlenmistir. Kontrol dokular1 ve ¢esitli
intrakraniyal tiimorlerdeki (GBM  (glioblastoma multiforme), medulloblastoma,
oligodendroglioma, ependimoma, menengioma ve astrositoma) SIRT4 mRNA ifadeleri,
sekil 9A’da gosterilmistir. Her grubun ortalamasi ve standart hatasi sekilde gosterilmistir.
Welch's Correction ile Two-Tailed Unpaired t-testi yapilmistir. T-testte tiim timor cesitleri
kontrol ile karsilastirilip P degerleri bulunmustur (Astrositoma - Kontrol p=0,1505, GBM -
Kontrol p=0,1426, Medulloblastoma - Kontrol p=0,1296, Menengioma - Kontrol p=0.1449,
Oligodendroglioma - Kontrol p=0.122, Ependimoma - Kontrol p=0.1545) (Sekil 9A). T-test
sonucu p degerleri 0,05’ten bilyiik oldugu icin istatiksel olarak anlamli degildir. Gruplarin
farkli oldugunu gosteren One Way ANOVA ile ¢oklu grup analizi yapilmistir ve p<0,05
anlamli olarak kabul edilmistir. P degeri 0.0162, R? =0.1590 olarak bulunmustur. Yapilan
One Way ANOVA analizi sonucunda sonuclar istatiksel olarak anlamlidir (Sekil 9A).
Sonu¢ olarak GBM (glioblastoma multiforme), medulloblastoma, oligodendroglioma,
ependimoma, menengioma ve astrositoma gibi ¢esitli kafa i¢i tiimorlerde, SIRT4 mRNA

diizeylerinin kontrollere gore azaldig1 bulunmustur.

SIRT4 mRNA ifadesi, tiimor evresinde (1, 2, 3, 4) de anliz edilmis ve ifadesi sekil
9B’de gosterilmistir. Welch's Correction ile Two-Tailed Unpaired t-testi yapilmistir. T-testte
tiim timor evreleri kontrol ile karsilastirilip P degerleri bulunmustur (Evre 1 - Kontrol
p=0,1545, Evre 2 - Kontrol p=0,2589, Evre 3 - Kontrol p=0,1219 , Evre 4 - Kontrol
p=0.1396). T-test sonucu p degerleri 0,05’ten biiyiik oldugu i¢in istatiksel olarak anlamli
degildir. Gruplarin farkli oldugunu gosteren One Way ANOVA ile c¢oklu grup analizi
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yapilmistir ve p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir. P degeri 0.0102, R? =0.1340 olarak
bulunmugtur. Yapilan One Way ANOVA analizi sonucunda sonuglar istatiksel olarak
anlamlidir (Sekil 9B) Sonug olarak kontrole karsi tiim tiimor evrelerinde de SIRT4 mRNA

ifadesinin azaldig1 bulunmustur.

SIRT4 mRNA /Aktin mRNA

B)

SIRT4 mRNA /Aktin mRNA

O N v » ™
&

{_O

Sekil 9. Inrakraniyel primer timdr dokularinda SIRT4 gen ifade analizi A) Intrakraniyel
primer timor dokularinda (GBM (Glioblastoma Multiforme), Medulloblastoma,
Oligodendroglioma, Ependimoma, Menengioma, Astrositoma) ve kontrol beyin
dokularinda SIRT4 mRNA ifadesi. B) Her timoér evresinde (1, 2, 3, 4) kontrole karsi
SIRT4 mRNA ifadesi.

4.2. Glutamin Sentetaz (GS)’nin Intrakraniyel Primer Tiimér Dokularindaki Gen

ifadesinin Belirlenmesi

GS mRNA ifadeleri kantitatif PCR ile belirlenmistir. Kontrol beyin dokular1 ve g¢esitli
intrakraniyal timorlerdeki (GBM  (glioblastoma multiforme), medulloblastoma,

oligodendroglioma, ependimoma, menengioma ve astrositoma) GS mRNA ifadeleri sekil
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10A’da gosterilmistir. Her grubun ortalamasi ve standart hatasi sekilde gdsterilmistir.
Welch's Correction ile Two-Tailed Unpaired t-testi yapilmistir. T-testte tiim timor cesitleri
kontrol ile karsilastirilip P degerleri bulunmustur (Astrositoma - Kontrol p*=0.0217, GBM -
Kontrol p™=0.0251, Medulloblastoma - Kontrol p*=0.0244, Menengioma - Kontrol
pP=0.0360, Oligodendroglioma - Kontrol p*=0.0207, Ependimoma - Kontrol p*=0.0192). T-
test sonucu p degerleri 0,05’ten kiiciik oldugu i¢in sonuglar istatiksel olarak anlamlidir.
Gruplarin farkli oldugunu gosteren One Way ANOVA ile ¢oklu grup analizi yapilmigtir. P
degeri <0.0001, R?=0.3330 olarak bulunmustur. Yapilan One Way ANOVA analizi
sonucunda sonuglar istatiksel olarak anlamlidir (Sekil 10A). Sonu¢ olarak GBM
(glioblastoma  multiforme),  medulloblastoma, oligodendroglioma, ependimoma,
menengioma ve astrositoma gibi ¢esitli kafa i¢i timorlerde GS mRNA ifadesinin kontrole

kars1 azaldig1 bulunmustur.

GS mRNA ifadesi, tiimor evresinde (1, 2, 3, 4) de anliz edilmis ve ifadesi sekil
10B’de gosterilmistir. Welch's Correction ile Two-Tailed Unpaired t-testi yapilmistir (Sekil
10B). T-testte tiim tlimor evreleri kontrol ile karsilastirilip P degerleri bulunmustur (Evre 1 -
Kontrol p=0,0956, Evre 2 - Kontrol p*=0.0191, Evre 3 - Kontrol p**=0.0247, Evre 4 -
Kontrol p“=0.0247). T-test sonucu l.evre hari¢ diger evrelerde p degeri 0,05’ten kiiglik
oldugu i¢in istatiksel olarak anlamli olmasina ragmen tiimor dereceleri arasinda onemli
olgtide anlaml bir fark gézlenmemistir. 1.evrede ise p degeri 0,05’ten biiyiik oldugu icin
sonuc istatiksel olarak anlamli degildir. Gruplarin farklt oldugunu goésteren One Way
ANOVA ile ¢oklu grup analizi yapilmistir ve p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir. P
degeri <0.0001, R?=0.2389 olarak bulumustur. Yapilan One Way ANOVA analizi
sonucunda sonuglar istatiksel olarak anlamlidir (Sekil 10B) Sonug olarak kontrole karsi tim

tiimor evrelerinde de GS mRNA ifadesinin azaldig1 bulunmustur.
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Sekil 10: Inrakraniyel primer tiimér dokularinda GS gen ifade analizi A) Intrakraniyel
primer timor dokularinda (GBM (Glioblastoma Multiforme), Medulloblastoma,
Oligodendroglioma, Ependimoma, Menengioma, Astrositoma) ve kontrol beyin
dokularinda GS mRNA ifadesi. B) Her tiimor evresinde (1, 2, 3, 4) kontrole karst GS
mRNA ifadesi.

4.3. GDH’1n Intrakraniyel Primer Tiimér Dokularindaki Gen Ifadesinin Belirlenmesi

GDH mRNA ifadeleri kantitatif PCR ile belirlenmigstir. Kontrol beyin dokular1 ve
cesitli intrakraniyal tiimorleri (GBM (glioblastoma multiforme), medulloblastoma,
oligodendroglioma, ependimoma, menengioma ve astrositoma) mRNA ifadeleri sekil
11A’da gosterilmistir. Her grubun ortalamasi ve standart hatasi sekilde gdsterilmistir.
Welch's Correction ile Two-Tailed Unpaired t-testi yapilmistir. T-testte tiim timor cesitleri
kontrol ile karsilagtirilip P degerleri bulunmustur (Astrositoma - Kontrol p=0,5839, GBM -
Kontrol p=0,6685, Medulloblastoma - Kontrol p=0,3613, Menengioma - Kontrol p =0.1393,
Oligodendroglioma - Kontrol p=0.1407, Ependimoma - Kontrol p=0.3291). T-test sonucu p
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degerleri 0,05’ten biiyiik oldugu i¢in sonuglar istatiksel olarak anlamli degildir. Gruplarin
farkl1 oldugunu gosteren One Way ANOVA ile ¢oklu grup analizi yapilmistir. P degeri
0,5557, R2 =0,05367 olarak bulunmustur. Yapilan One Way ANOVA analizi sonucunda
sonuclar istatiksel olarak anlamli degildir (Sekil 11A). Sonug¢ olarak GBM (glioblastoma
multiforme), medulloblastoma, oligodendroglioma, ependimoma, menengioma ve
astrositoma gibi ¢esitli tlimorlerdeki GDH mRNA seviyeleri saglikli kontrollerle

karsilagtirildiginda anlamli bir fark gozlenmemistir.

GDH mRNA ifadesi, tiimor evresinde (1, 2, 3, 4) de anliz edilmis ve ifadesi sekil
11B’de gosterilmistir. Welch's Correction ile Two-Tailed Unpaired t-testi yapilmistir (Sekil
11B). T-testte tiim tlimor evreleri kontrol ile karsilastirilip P degerleri bulunmustur (Evre 1 -
Kontrol p=0.2850, Evre 2 - Kontrol p=0.4367 Evre 3 - Kontrol p=0.330, Evre 4 - Kontrol
p=0.5860). P degerleri 0,05’ten biiyiikk oldugu icin sonuglar istatiksel olarak anlamli
degildir. Gruplarin farkli oldugunu gosteren One Way ANOVA ile c¢oklu grup analizi
yapilmistir ve P degeri 0,7874, R? =0,01912 olarak bulunmustur. Yapilan One Way
ANOVA analizi sonucunda sonugclar istatiksel olarak anlamli degildir (Sekil 10B). Farkli

dereceler kontrollerle karsilastirildiginda da anlamli bir fark bulunamamastir.
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Sekil 11. Inrakraniyel primer timdr dokularinda GDH gen ifade analizi A) Intrakraniyel
primer timor dokularinda (GBM (Glioblastoma Multiforme), Medulloblastoma,
Oligodendroglioma, Ependimoma, Menengioma, Astrositoma) ve kontrol beyin
dokularinda GDH mRNA ifadesi. B) Her timor evresinde (1, 2, 3, 4) kontrole karsi
GDH mRNA ifadesi.
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5. TARTISMA

Calismamizda, kafatasi icinde bulunan cesitli tiimdrlerde, SIRT4, GS ve GDH
enzimlerinin mRNA ifade seviyeleri, RT-PCR yontemi kullanilarak incelenmistir ve kontrol
olarak saglikli beyin dokusu ile karsilastirilmistir (Sekil 9, 10, 11). Ayrica, g¢esitli timor

evrelerinde de bu enzimlerin mRNA ifadeleri belirlenerek kiyaslamalar yapilmistir.

SIRT4 ve GS mRNA seviyelerinin, intrakraniyal tiimorlerde kontrollere gore daha
diisik oldugu, GDH mRNA seviyelerinin ise anlamli bir farkliik gostermedigi
gozlemlenmistir. SIRT4 mRNA seviyeleri, tim intrakraniyal tiimdrlerde ve ayrica tiim
tiimor evrelerinde kontrollere gére daha diisiik bulunmustur; ancak t-testine gore istatistiksel
anlamlilik gortilmemistir. SIRT4 mRNA ifadeleri i¢in, One Way ANOVA yapilan ¢oklu
grup analizlerinde, gruplarin birbirinden farkli oldugunu gdsteren anlamli p degerleri
bulunmustur. GS mRNA ifadeleri i¢in ise hem t-testte hem de One Way ANOVA testinde

sonugclar istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

Yapilan ¢aligmalarda SIRT4 ve GS’nin protein ifadeleri glioblastoma hiicrelerinde
arttig1 i¢in hiicrelerden elde edilen verilerle bu sonuclar ¢elismektedir. (Akkulak A. ve ark.
2021). In vivo ve in vitro deneylerden elde edilen sonuglarm farkli olmasinmn gesitli
nedenleri vardir. Ornegin; tiimdr mikrogevresi hiicre mikrogevresinden ¢ok farklidir ve bu
nedenle SIRT4, GS ve GDH mRNA ifadelerini farkli sekilde etkileyen faktdr ve yolaklar
vardir. Ayrica U87 ve IHA birbirlerinden farkli biiyiime ve béliinme karakterlerine sahip
hiicre dizileridir (Akkulak A. ve ark. 2021). Iki hiicre hatt1 bile birbirinden farkl1 6zellikler
gosterirken tlimor dokularinda farkli sonuglar gérmemiz olasi bir durumdur. Glutamat
metabolizmas1 modiilatorlerinin gen veya protein ifadeleri farkli hiicre dizilerinde de
caligtimalidir. Ayni1 genlerin protein ifadeleri ve mRNA ifadeleri farkli sekillerde

diizenlendiginden bize farkli sonuclar verebilir.

mRNA ile protein ifadelerinin farkli degisim gostermesinde rol oynayabilecek
mekanizmalardan biri de miRNA’lardir (Gurtan A. M. ve Sharp P. A. 2013). SIRT4, GS ve
GDH’1 hedefleyen miRNA’lar, hiicre hatlar1 ve tiimdrlerde farkli sekilde ifade edilebilir. Bu
ylizden ayni genlerin mRNA ve protein ifadeleri hiicreler ve dokular arasinda farklilik

gosterebilir (Gurtan A. M. ve Sharp P. A. 2013).
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Calismamizda inceledigimiz kafatasi tiimorler arasinda; WHO 2016 derecelendirme
sistemine gore evre 1 timor olan menengioma, beyindeki meninkslerden kaynaklanir
(Maggio 1. ve ark. 2021). Calismada kontrol olarak kullanilan normal beyin dokulari, tibbi
otopside genel olarak beyinlerin korteks ve medullasindan elde edilmistir. Bazilari,
incelemesi oldukg¢a zor olan meninksleri igermekte idi. Ek olarak, bu retrospektif bir calisma
oldugundan, toplam RNA, meninkslerin ayrilmasinin miimkiin olmadig1 parafine gomiilii
doku bloklarindan izole edildi. Bazilar1 meninks iceren bu normal beyin dokularinin
menengiomalar i¢in en iyi kontrol olmayabileceginin farkindayiz. Ancak menengiomalar
pilositik astrositoma ve ependimoma ile birlikte Evre 1 tiimorlere aittir (Maggio I. ve ark.

2021).

Bu ¢aligmada, tiimorlii dokular ve kontrol dokular: iizerinde yapilan karsilagtirmali
incelemeler, ndrodejeneratif hastaliklarinda ve beyin tiimorlerinde ortak mekanizma olan

eksitotoksisitenin anlagilmasinda yol gosterici olacaktir.

Onceki ¢alismalarda, SIRT4'{in MEF hiicrelerinde ve farelerde tiimor baskilayici
aktivite gosterdigi ve noroblastoma timor biiyiimesini onledigi gosterilmistir (Jeong SM. ve
ark. 2013, Wang Y. ve ark. 2018). Mide tiimor hiicrelerinde SIRT4 ifadesinin azalmis
oldugu gosterilmistir (Sun H. ve ark. 2018). Ek olarak, SIRT6'nin glioma hiicrelerinde
biliylimeyi inhibe ettigi rapor edilmistir (Feng J. ve ark. 2016). Cesitli kafa i¢i tlimor
tiplerinde SIRT4 gen ifadesinde azalma goézlemledigimiz i¢in SIRT4'lUn merkezi sinir
sistemi tlimorlerinin  ¢ogunlugunu baskilayabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle,
SIRT4'in kafa i¢i tlimorlerde timdr baskilayict islevinin altinda yatan mekanizmalari ortaya
cikaran gelecekteki c¢alismalar1 yiiriitmek, mekanizmalar1 anlamamizda daha Onemli

olacaktir.

Birlikte ele alindiginda, kontrollere kiyasla ¢esitli kafa i¢i tiimorlerde hem SIRT4 hem
de GS mRNA ifadelerinin azaldiginin gosterilmesinin 6nemli oldugu diigiiniilmektedir. Kafa
ici tiimdrlerin molekiiler mekanizmalarini anlamak i¢in glutamat metabolizmast ve
eksitotoksisitesi hakkinda daha fazla ¢aligma yapilmasinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
SIRT4, GS ve GDH’mm modiilatorii oldugundan dolayr SIRT4’iin kii¢iik molekiillii

aktivatdrleri de terapotik olarak glioblastoma alaninda arastirilabilir.

Bagka bir calismada, glutaminaz protein ifadesi, yedi primer GBM'in hepsinde
eksprese edilmistir, ancak her tiimor tipi farkli ifade seviyeleri sergilenmistir (Thomas ve

ark, 2009). Giliniimiizde AH ve demans tedavisinde kullanilan NMDA reseptor antagonisti
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olan Memantine, glutamat eksitotoksisitesini hedefleyen bir ilagtir (Thomas ve ark, 2009).
ALS (Amyotrofik Lateral Skleroz) tedavisinde kullanilan Riluzole (Rilutek) ise Merkezi
Sinir Sistemi’nde glutamaterjik ndrotransmisyonu engellemektedir (Doble, 1996). GDH ve
GS’nin modiilatorii olan SIRT4 ile yapilan caligmalarin, glutamat ve eksitotoksisite
mekanizmalarinin anlagilmasinda etkili olacagi diistiniilmektedir. Ayrica ndrodejenaratif
hastaliklarin hiicresel diizeyde anlagilmasi yeni ilag ve tedavi yontemleri gelistirilmesinde

onemli bir rol oynayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Glioblastoma (GBM) en yaygm koti huylu beyin tiimdriidiir. GBM’lerin sadece
beyinde olustugu bilinmesine ragmen beyin sapt ya da omurilikte de goriilebilmektedir
(Davis M. E. 2016). Glioblastomanin ve diger norodejeneratif hastaliklarin ortak
mekanizmasi olan eksitotoksisite, agir1 glutamat salinimi ve bozulmus geri alim nedeniyle
olusup ndron 6liimiine ve hasarina neden olur. Bu yiizden, sinaptik bosluktan glutamatin

geri alinmasi bu hastaliklarin riskini azaltmaktadir.

Bu calismada; ilk olarak parafine gdmiilii intrakraniyel primer tiimdr dokularindan
RNA izolasyonu yapilip daha sonra cDNA elde edilmistir. RT-PCR yontemi ile glutamin
sentetaz (GS), glutamat dehidrojenaz (GDH) ve SIRT4’iin mRNA ifadeleri belirlenmistir.
Sonuglar analiz edilmistir. SIRT4 ve GS mRNA ifadelerinde kontrol dokulara gore tiim
intrakraniyal tiimorlii dokularda bir azalma goriiliirken, GDH mRNA ifadesinde anlaml1 bir
degisim goriilmemistir. Ayrica kontrole karsi tim tiimor evrelerinde de GS ve SIRT4
mRNA ifadesinin azaldigi bulunmustur. GDH mRNA ifadesinde de kontrole karsi tiim
timor evrelerinde anlamli bir farklilik goéstermedigi gozlemlenmistir. SIRT4 mRNA
seviyeleri, tim intrakraniyal tiimorlerde ve ayrica tiim tiimor everelerinde kontrollere gore
daha diisiik bulunmugtur; ancak t-testine gore istatistiksel anlamlilik goriilmemistir. SIRT4
mRNA ifadeleri i¢in, One Way ANOVA yapilan c¢oklu grup analizlerinde, gruplarin
birbirinden farkli oldugunu gosteren anlamli p degerleri bulunmustur. GS mRNA ifadeleri
icin ise hem t-testte hem de One Way ANOVA testinde sonugclar istatiksel olarak anlaml

bulunmustur.

Buldugumuz sonuglar ve gelecek caligmalar ile GS, GDH ve SIRT4’iin beyin
tiimorlerinde ve diger beyin hastaliklarindaki rolii daha iyi anlasilacaktir. SIRT4’{in GS ve
GDH gibi eksitotoksisite mekanizmasinda rol alan enzimlerin modiilatorii oldugunu
anlasilmasi ve iizerinde yeni ¢aligmalar yapilmasi ilag ve tedavi gelistirilmesinde 6nemli

olacaktir.

51



KAYNAKLAR

A Brassai , R-G Suvanjeiev , E-Gy Ban , M Lakatos (2015) “Role of synaptic and

nonsynaptic glutamate receptors in ischaemia induced neurotoxicity”112:1-6.

A. Castegna, L. Palmieri, I. Spera, V. Porcelli, F. Palmieri, MJ Fabis-Pedrini, RB
Kean, DA Barkhouse, MT Curtis, DC Hooper (2011) “Oxidative stress and reduced
glutamine synthetase activity in the absence of inflammation in the cortex of mice

with experimental allergic encephalomyelitis” Neuroscience Volume 185, Pages 97-

105.

A Castegna, L.Palmieri, I.Spera, V. Porcelli, F. Palmieri, M. J. Fabis-Pedrini, R.B.
Kean, D.A. Barkhouse, M.T. Curtis, D.C. Hooper (2011) “Oxidative stress and
reduced glutamine synthetase activity in the absence of inflammation in the cortex of

mice with experimental allergic encephalomyelitis” Neuroscience Volume 185, ,

Pages 97-105.

Abderrahmane Hamlat !, Stephan Saikali, Jacques Chaperon, Michele Le Calve,
Daniel Gedouin, Mohamed Ben-Hassel, Yvon Guegan (2005) “Oligodendroglioma:
clinical study and survival analysis correlated with chromosomal anomalies”

19(5):E15.

Ahuja N., Schwer B., Carobbio S., Waltregny D., North B.J., Castronovo V., Maechler
P., Verdin E. (2007) “Regulation of insulin secretion by SIRT4, a mitochondrial
ADP-ribosyltransferase.”

Aihara Y, Mashima H, Onda H, Hisano S, Kasuya H, Hori T, Yamada S, Tomura H,
Yamada Y, Inoue I, Kojima I, Takeda J (2000). “Molecular cloning of a novel

brain-type Na(+)-dependent inorganic phosphate cotransporter”. J Neurochem. 74 (6):
2622-5.

Alex Hirtz, Fabien Rech, Héléne Dubois-Pot-Schneider, Hélene Dumond (2020)

“Astrocytoma: A Hormone-Sensitive Tumor”
Y

Alfred Csibi, Sarah-Maria Fendt, Chenggang Li, George Poulogiannis, Andrew Y.
Choo, Douglas J. Chapski, Seung Min Jeong, Jamie Dempsey, Andrey Parkhitko,
Tasha Morrison, Elizabeth Henske, Marcia Haigis, Lewis C. Cantley, Gregory

52



Stephanopoulos, Jane Yu, and John Blenis. (2013) “The mTORCI1 pathway
stimulates glutamine metabolism and cell proliferation by repressing SIRT4” Cell.

153(4): 840-854. doi: 10.1016/j.cell.2013.04.023.

Allan M Gurtan , Phillip A Sharp, (2013) “The role of miRNAs in regulating gene
expression networks” ;425(19):3582-600.

Andreas Plaitakis, Helen Latsoudis, Cleanthe Spanaki (2011) “The human GLUD2
glutamate dehydrogenase and its regulation in health and disease” Neurochemistry

International Volume 59, Issue 4, Pages 495-509.

Arriza JL, Eliasof S, Kavanaugh MP, Amara SG (1997). “Excitatory amino acid
transporter 5, a retinal glutamate transporter coupled to a chloride conductance”. Proc.

Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94 (8): 4155-60.

B S Meldrum (2000) “Glutamate as a neurotransmitter in the brain: review of physiology

and pathology” 130(4S Suppl):1007S-15S.
C Steinhiuser, V Gallo (1996) “News on glutamate receptors in glial cells” (8):339-45.

Camille Peri (2022) “What Is Astrocytoma?” Medically Reviewed by Melinda Ratini, DO,
MS on

Carafa V., Rotili D., Forgione M., Cuomo F., Serretiello E., Hailu G.S., Jarho E.,
Kakkonen M.L., Mai A. and Altucci L. (2016) “Sirtuin functions and modulation:

from chemistry to the clinic”

Choi D.W. (1988)”Glutamate Neurotoxicity and Diseases of the Nervous System” Neuron.
Vol. 1, 623-634,

Colleen de Bellefonds (2020) “Ependymoma” Medically Reviewed by Hansa D. Bhargava,
MD

Constantinos Alifieris, Dimitrios T.Trafalis. (2015) “Glioblastoma multiforme:
Pathogenesis and treatment” Pharmacology & Therapeutics Volume 152, Pages 63-
82.

Costantinos Alifieris, Dimitrios T Trafalis (2015). “Glioblastoma multiforme:

Pathogenesis and treatment”. Pharmacology & Therapeutics. 152: 63—82.

53



Csibi A., Fendt S.M., Li C., Poulogiannis G., Choo A.Y., Chapski D.J., Jeong S.M.,
Dempsey J.M., Parkhitko A., Morrison T., Henske E.P., Haigis M.C., Cantley
L.C., Stephanopoulos G., Yu J., Blenis J. (2013) “The mTORC1 pathway

stimulates glutamine metabolism and cell proliferation by repressing SIRT4.”

Colak M. (2020) “Hiicre Modelinde SIRT4 (Sirtuin4)’lin Eksitotoksisiteye Kars1 Koruyucu

Etkinin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Adnan Menderes Universitesi, Aydin

Daniel Komlos, Kara D. Mann, Yue Zhuo, Christopher L. Ricupero, Ronald P. Hart,
Alice Y.-C. Liu ve Bonnie L. Firestein (2013) “Glutamate Dehydrogenase 1 and
SIRT4 Regulate Glial Development” Glia. Mar; 61(3): 394-408.

David A. Reardon , Jeremy N. Rich , Henry S. Friedman , Darell D. BignerShow Less
(2006) “Recent Advances in the Treatment of Malignant Astrocytoma” From the
Departments of Surgery, Pediatrics, and Pathology, Duke University Medical Center,
Durham, NC

David E. Featherstone (2010) “Intercellular Glutamate Signaling in the Nervous System
and Beyond” ACS Chem Neurosci. ; 1(1): 4-12.

David N. Louis, Arie Perry, Guido Reifenberger, Andreas von Deimling, Dominique
Figarella-Branger, Webster K. Cavenee, Hiroko Ohgaki, Otmar D. Wiestler,
Paul Kleihues, David W. Ellison (2016) “The 2016 World Health Organization
Classification of Tumors of the Central Nervous System: a summary” volume 131,

pages 803820
Davis MLE. (2016) “Glioblastoma: Overview of Disease and Treatment”

Derek R. Johnson & Brian Patrick O’Neill (2012) “Glioblastoma survival in the United
States before and during the temozolomide era” Journal of neuro oncology volume

107, pages 359-364

Donmez Yalcin G. and Colak M. (2020) “SIRT4 prevents excitotoxicity via modulating

glutamate metabolism in glioma cells”
Elizabeth R Gerstner , Kristian W Pajtler (2018) “Ependymoma” 38(1):104-111.

Erika Mariana Palmieri, Iolanda Spera, Alessio Menga, Vittoria Infantino, Vito
Iacobazzi, Alessandra Castegna (2014) “Glutamine synthetase desensitizes
differentiated adipocytes to proinflammatory stimuli by raising intracellular glutamine

levels” FEBS Letters Volume 588, Issue 24, Pages 4807-4814.

54



Fairman WA, Vandenberg RJ, Arriza JL, Kavanaugh MP, Amara SG (1995). “An
excitatory amino-acid transporter with properties of a ligand-gated chloride channel”.

Nature. 375 (6532): 599-603.

Fei Li, ve Joe Z. Tsien (2009)"Memory and the NMDA Receptors” N Engl J Med. 361(3):
302-303.

Feng J, Yan PF, Zhao HY, Zhang FC, Zhao WH, Feng M (2016) “SIRT6 suppresses
glioma cell growth via induction of apoptosis, inhibition of oxidative stress and

suppression of JAK2/STATS3 signaling pathway activation” Oncol Rep 35:1395-1402

Fremeau RT, Burman J, Qureshi T, Tran CH, Proctor J, Johnson J, Zhang H, Sulzer
D, Copenhagen DR, Storm-Mathisen J, Reimer RJ, Chaudhry FA, Edwards RH
(2002). “The identification of vesicular glutamate transporter 3 suggests novel modes

of signaling by glutamate”. Proceedings of the National Academy of Sciences of the

United States of America. 99 (22): 14488-93.

Fritsch B, Reis J, Gasior M, Kaminski RM, Rogawski MA (2014). “Role of GluK1
kainate receptors in seizures, epileptic discharges, and epileptogenesis”. The Journal

of Neuroscience.

Fulya Tosun (2008) “Substantia Nigra’daki Dopamin Noronlarinda Kainat Reseptor Alt
Birimlerinin Ekspresyonu.” Uludag Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali, Bursa, 2008.

Gallego O (2015). “Nonsurgical treatment of recurrent glioblastoma”. Current Oncology.

22 (4): €273-81.

Ganel R, Rothstein JD (1999) “Chapter 15, Glutamate transporter dysfunction and
neuronal death”. In Monyer, Hannah, Gabriel A. Adelmann, Jonas, Peter (eds.).

Ionotropic glutamate receptors in the CNS. Berlin: Springer. pp. 472—493.

Go woon kim, Dong hoon lee, Yu hyun jeon, Jung yoo, So yeon kim, Sang wu lee, Ha
young Cho, So Hee Kwon (2021) “Glutamine Synthetase as a Therapeutic Target for
Cancer Treatment” Int. J. Mol. Sci. 2021, 22(4), 1701

Gozen O. (2008) “Glutamat Tasiyicist EAAT2’nin Transkripsiyonu ve Regiilasyonunun

Kontrolii” Doktora Tezi, Ege Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, izmir, 103.

55



Grabowska A, Nowicki M, Kwinta J (2011). “Glutamate dehydrogenase of the
germinating triticale seeds: gene expression, activity distribution and kinetic

characteristics”

Guoyu Huang and Guanbao Zhu. (2018) “Sirtuin-4 (SIRT4), a therapeutic target with
oncogenic and tumor-suppressive activity in cancer” Onco Targets Ther. 11: 3395—

3400.

H Tapiero, G Mathé, P Couvreur, K.D Tew. (2002) “Il. Glutamine and glutamate”
Biomedicine & Pharmacotherapy Volume 56, Issue 9, Pages 446-457.

Hiberle J., Gorg B., Rutsch F., Schmidt E., Toutain A., Benoist J.F, Gelot A., Suc A.L,
Hohne W., Schliess F., Hiussinger D., Koch H.G. (2005) “Congenital Glutamine

Deficiency with Glutamine Synthetase Mutations”

Haigis M.C., Mostoslavsky R., Haigis K.M., Fahie K., Christodoulou D.C., Murphy
A.J., Valenzuela D.M., Yancopoulos G.D., Karow M., Blander G., Wolberger C.,
Prolla T.A., Weindruch R., Alt F.W., Guarente L. (2006) “SIRT4 inhibits
glutamate dehydrogenase and opposes the effects of calorie restriction in pancreatic

beta cells.”

Hee Chan Yoo, Ya Chun Yu, Yulseung Sung , Jung Min Han (2020) “Glutamine
reliance in cell metabolism” ;52(9):1496-1516.

Hiroko Ohgaki, Paul Kleihues (2005) “Population-Based Studies on Incidence, Survival
Rates, and Genetic Alterations in Astrocytic and Oligodendroglial Gliomas “ Journal

of Neuropathology & Experimental Neurology, Volume 64, Issue 6, Pages 479489,

Hiroko Ohgaki, Paul Kleihues (2013) “The Definition of Primary and Secondary

Glioblastoma”

Hiroyasu Furukawa, Satinder K Singh, Romina Mancusso, Eric Gouaux (2005)

“Subunit arrangement and function in NMDA receptors” 10;438(7065):185-92.

Hong Q. Smith, Changhong Li, Charles A. Stanley & Thomas James Smith (2019)
“Glutamate Dehydrogenase, a Complex Enzyme at a Crucial Metabolic Branch Point”

Neurochemical Research volume 44, pages 117-132

Hong Q. Smith, Changhong Li, Charles A. Stanley, and Thomas James Smith (2019)
“Glutamate Dehydrogenase, a Complex Enzyme at a Crucial Metabolic Branch Point”

Neurochem Res. 44(1): 117-132.

56



Huang G. Zhu G. (2018) “Sirtuin-4 (SIRT4), a therapeutic target with oncogenic and

tumor-suppressive activity in cancer.”

Ida M. Washington, Gerald Van Hoosier (2012) “Clinical Biochemistry and
Hematology” Chapter 3. The Laboratory Rabbit, Guinea Pig, Hamster, and Other
Rodents, American College of Laboratory Animal Medicine, Pages 57-116.

Ilaria Maggio, Enrico Franceschi, Alicia Tosoni, Vincenzo Di Nunno, Lidia Gatto,
Raffaele Lodi, Alba A Brandes (2021) “Menengioma: not always a benign tumor. A

review of advances in the treatment of menengiomas” 10(2): CNS72.

Ingo H. Greger, Jake F. Watson, Stuart G. Cull-Candy. (2017) “Structural and
Functional Architecture of AMPA-Type Glutamate Receptors and Their Auxiliary
Proteins.” Volume 94, Issue 4, P713-730.

Jayne Cartmell Darryle D. Schoepp. (2002) “Regulation of Neurotransmitter Release by

Metabotropic Glutamate Receptors.”

Jennifer Shih, Lei Liu, Andrew Mason, Haruki Higashimori, Gizem Donmez (2014)
“Loss of SIRT4 decreases GLT-1-dependent glutamate uptake and increases

sensitivity to kainic acid” Journal of Neurochemistry Volume 131, Issue 5 p. 573-581

Jeong S.M., Xiao C., Finley L.W., Lahusen T., Souza A.L., Pierce K., Li Y.H., Wang
X., Laurent G., German N.J., Xu X,, Li C., Wang R.H., Lee J., Csibi A., Cerione
R., Blenis J., Clish C.B., Kimmelman A., Deng C.X., Haigis M.C. (2013) “SIRT4
has tumor-suppressive activity and regulates the cellular metabolic response to DNA

damage by inhibiting mitochondrial glutamine metabolism.”

Jeong SM, Xiao C, Finley LWS, Lahusen T, Souza AL, Pierce K, Li YH, Wang X,
Laurent G, German NJ, Xu X, Li C, Wang RH, Lee J, Csibi A, Cerione R, Blenis
J, Clish CB, Kimmelman A, Deng CX, Haigis MC (2013) “SIRT4 has tumor
suppressive activ- ity and regulates the cellular metabolic response to DNA damage

by inhibiting mitochondrial glutamine metabolism” Cancer Cell 23(4):450—463

Jian Y Zou, Fulton T Crews (2005) “TNF alpha potentiates glutamate neurotoxicity by
inhibiting glutamate uptake in organotypic brain slice cultures: neuroprotection by NF

kappa B inhibition” 1034(1-2):11-24.

57



Jian Zou, Yan-Xia Wang, Hui-Jun Mu, Jie Xiang, Wei Wu, Bin Zhang, Ping Xie
(2011) “Down-regulation of glutamine synthetase enhances migration of rat astrocytes

after in vitro injury” Neurochemistry International Volume 58, Issue 3, Pages 404-
413.

Joanna Wang, Chetan Bettegowda (2015) “Genomic discoveries in adult astrocytoma”

Johannes Hiberle, Boris Gorg, Frank Rutsch, Eva Schmidt, Annick Toutain, Jean-
Francois Benoist, Antoinette Gelot, Annie-Laure Suc, Wolfgang Hohne, Freimut
Schliess, Dieter Hiussinger, and Hans G. Koch (2005) “Congenital Glutamine
Deficiency with Glutamine Synthetase Mutations” N Engl J Med 2005; 353:1926-
1933.

Jones DT, Jiger N, Kool M, Zichner T, Hutter B, Sultan M, et al. (2012). “Dissecting
the genomic complexity underlying medulloblastoma”. Nature. 488 (7409): 100-5.

Julia E. Neumann, Michael Spohn, Denise Obrecht, Martin Mynarek, Christian
Thomas, Martin Hasselblatt, Mario M. Dorostkar, Annika K. Wefers, Stephan
Frank, Camelia-Maria Monoranu, Arend Koch, Hendrik Witt, Marcel Kool,
Kristian W. Pajtler, Stefan Rutkowski, Markus Glatzel ve Ulrich Schiiller (2020)
“Molecular characterization of histopathological ependymoma variants” Acta

Neuropathologica volume 139, pages 305-318

K P Lehre , L M Levy, O P Ottersen, J Storm-Mathisen, N C Danbolt (1995)
“Differential expression of two glial glutamate transporters in the rat brain:

quantitative and immunocytochemical observations” 15(3 Pt 1):1835-53..

Kamila M. Bond, Joshua D. Hughes, Amanda L. Porter, Josiah Orina, Shanna Fang,
Ian F. Parney (2017) “Adult Pilocytic Astrocytoma: An Institutional Series and

Systematic Literature Review for Extent of Resection and Recurrence”,

Kanai Y, Hediger MA (2004). “The glutamate/neutral amino acid transporter family SLC1:
molecular, physiological and pharmacological aspects”. Pfliigers Archiv. 447(5): 469—
79.

Karaca M., Frigerio F., Maechler P. (2011) “From pancreatic islets to central nervous
system, the importance of glutamate dehydrogenase for the control of energy

homeostasis” Neurochemistry International Volume 59, Issue 4, Pages 510-517

58



Kasper B. Hansen, Feng Yi, Riley E. Perszyk, Hiro Furukawa, Lonnie P. Wollmuth,
Alasdair J. Gibb, Stephen F. Traynelis. (2018) “Structure, function, and allosteric
modulation of NMDA receptors.” J Gen Physiol. 150(8): 1081-1105.

Kenneth Aldape, Gelareh Zadeh, Sheila Mansouri, Guido Reifenberger, Andreas von
Deimling (2015) “Glioblastoma: pathology, molecular mechanisms and markers”

Acta Neuropathologica volume 129, pages 829-848

Lesley C. Anson, Philip E. Chen, David J. A. Wyllie, David Colquhoun ve Ralf
Schoepfer (1998) “Identification of Amino Acid Residues of the NR2A Subunit That
Control Glutamate Potency in Recombinant NRI/NR2A NMDA Receptors” 18(2):
581-5809.

Lightfoot DA (2009). “Genes for use in improving nitrogen use efficiency in crops.”

Lightfoot DA, Bernhardt K, Mungur R, Nolte S, Ameziane R, Colter A, Jones K, Iqbal
MJ, Varsa E, Young B (2007). “Improved drought tolerance of transgenic Zea mays
plants that express the glutamate dehydrogenase gene (gdhA) of E. coli”.

M P Murphy (1999) “Nitric oxide and cell death”;1411(2-3):401-14.

M Reni (2003) “Guidelines for the treatment of adult intra-cranial grade II-III ependymal
tumours” 13(1):90-8.

Malin Blomstrand !, N Patrik Brodin, Per Munck Af Rosenschéld, Ivan R Vogelius,
Gaspar Sanchez Merino, Anne Kiil-Berthlesen, Klas Blomgren, Birgitta
Lannering, Seren M Bentzen, Thomas Bjork-Eriksson (2012) “Estimated clinical
benefit of protecting neurogenesis in the developing brain during radiation therapy for

pediatric medulloblastoma” 14(7):882-9.

Marcia C Haigis , Raul Mostoslavsky, Kevin M Haigis, Kamau Fahie, Danos C
Christodoulou, Andrew J Murphy, David M Valenzuela, George D Yancopoulos,
Margaret Karow, Gil Blander, Cynthia Wolberger, Tomas A Prolla, Richard
Weindruch, Frederick W Alt, Leonard Guarente (2006) “SIRT4 inhibits glutamate
dehydrogenase and opposes the effects of calorie restriction in pancreatic beta cells”

:126(5):941-54.

Martin J. Van den Bent, Michele Reni, Gemma Gatta, Charles Vecht (2008)
“Oligodendroglioma” Critical Reviews in Oncology/Hematology Volume 66, Issue 3,

Pages 262-272

59



Martine F Roussel , Mary E Hatten (2011) “Cerebellum development and
medulloblastoma” 94:235-82.

Mary Elizabeth Davis. (2016) “Glioblastoma: Overview of Disease and Treatment” Clin J
Oncol Nurs.; 20(5): S2—S8. doi: 10.1188/16.CJON.S1.2-8.

Mathias R.A., Greco T.M., Oberstein A., Budayeva H.G., Chakrabarti R., Rowland
E.A., Kang Y., Shenk T., Cristea I.M. (2014) “Sirtuin 4 is a lipoamidase regulating

pyruvate dehydrogenase complex activity.”
Matt McMillen (2021) “Meningioma” Medically Reviewed by Carmelita Swiner, MD

McKenna and Ferreira (2016) “Enzyme complexes important for the glutamate-glutamine

cycle” Adv Neurobiol 13:59-98.

Meldrum BS (2000). “Glutamate as a neurotransmitter in the brain: review of physiology

and pathology”

Michael B. Robinson, Joshua G. Jackson (2016) “Astroglial Glutamate Transporters

Coordinate Excitatory Signaling and Brain Energetics”Neurochem Int. 98: 56—71.

Michael C., Joseph M.K., Safaee M., Kaur G., Matthew Z.S., Kaur R., Celli A.,
Theodora M.M., Andrew T.P. (2012) “Overexpression of Calcium-Permeable

Glutamate Receptors in Glioblastoma Derived Brain Tumor Initiating Cells”

Michael R. Duchen (2012) “Mitochondria, calcium-dependent neuronal death and

neurodegenerative disease” 464(1): 111-121.
Michele Reni, Gemma Gatta, Elena Mazza, Charles Vecht (2007) “Ependymoma”

Min Z., Gao J. and Yu Y. (2019) “The Roles of Mitochondrial SIRT4 in Cellular

Metabolism”

Ming Li, Changhong Li, Aron Allen, Charles A. Stanley, and Thomas J. Smith (2013)
“Glutamate Dehydrogenase: Structure, Allosteric Regulation, and Role in Insulin

Homeostasis”

Mungur R, Glass AD, Goodenow DB, Lightfoot DA (2005). “Metabolite fingerprinting in
transgenic Nicotiana tabacum altered by the Escherichia coli glutamate dehydrogenase

gene”. Journal of Biomedicine & Biotechnology.

60



Ni B, Du Y, Wu X, DeHoff BS, Rosteck PR Jr, Paul SM (1996). “Molecular cloning,
expression, and chromosomal localization of a human brain-specific Na(+)-dependent

inorganic phosphate cotransporter”. J Neurochem. 66 (6): 2227-38.

Nicholas J. Maragakis, Jeffrey D. Rothstein (2001) “Glutamate Transporters in

Neurologic Disease” Basic Science Seminars in Neurology

Noch E. and Khalili K. (2015) “Molecular mechanisms of necrosis in glioblastoma: The

role of glutamate excitotoxicity”

Pines G, Danbolt NC, Bjeras M, Zhang Y, Bendahan A, Eide L, Koepsell H, Storm-
Mathisen J, Seeberg E, Kanner BI (1992). “Cloning and expression of a rat brain L-
glutamate transporter”. Nature. 360 (6403): 464—7.

Q R Smith (2000) “Transport of glutamate and other amino acids at the blood-brain
barrier” 130(4S Suppl):1016S-228.

R Dingledine , K Borges, D Bowie, S F Traynelis (1999) “The glutamate receptor ion
channels” 51(1):7-61.

Rao P, Yallapu MM, Sari Y, Fisher PB, Kumar S (J2015). “Designing Novel
Nanoformulations Targeting Glutamate Transporter Excitatory Amino Acid
Transporter 2: Implications in Treating Drug Addiction”. J. Pers. Nanomed. 1 (1): 3—
9.

Rogawski MA (2013) “AMPA receptors as a molecular target in epilepsy therapy”. Acta
Neurologica Scandinavica. Supplementum. 127 (197): 9-18.

Roshan S Prabhu, Christopher D Corso, Matthew C Ward, John H Heinzerling,
Reshika Dhakal, Zachary S Buchwald, Kirtesh R Patel, Anthony L. Asher, Ashley
L Sumrall ve Stuart H Burri (2019) “The effect of adjuvant radiotherapy on overall

survival in adults with intracranial ependymoma” Neurooncol Pract. Jul; 7(4): 391—

399

Sakine Atila, Zeynep Ates Alagoz. (2010) “NMDA Reseptor Antagonistlerinin Noropatik
Agridaki Rolleri.” Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya

Anabilim Dali, 06100, Tandogan, Ankara

Sarah-Maria Fendt, Patrik Verstreken. (2017) “Neurons eat glutamate to stay alive.” J
Cell Biol.; 216(4): 863—-865.

61



Shengchao Li , Weiping Zheng, (2018) “Mammalian Sirtuins SIRT4 and SIRT7”
;154:147-168.

Shigetada Nakanishi, Yoshiaki Nakajima, Masayuki Masu, Yoshiki Ueda, Kiyoshi
Nakahara, Dai Watanabe, Shun Yamaguchi, Shigeki Kawabata, Masamichi
Okada. (1998) “Glutamate receptors: brain function and signal transduction.” Brain

Research Reviews Volume 26, Issues 2—-3, Pages 230-235.

Shih J., Liu L., Mason A., Higashimori H., Donmez G. (2014) “Loss of SIRT4

decreases GLT-1-dependent glutamate uptake and increases sensitivity to kainic acid.”

Sith Sathornsumetee, Jeremy N. Rich, David A. Reardon (2007) “Diagnosis and
Treatment of High-Grade Astrocytoma”

Smith CP, Weremowicz S, Kanai Y, Stelzner M, Morton CC, Hediger MA (1994).
“Assignment of the gene coding for the human high-affinity glutamate transporter
EAACI to 9p24: potential role in dicarboxylic aminoaciduria and neurodegenerative

disorders”. Genomics. 20 (2): 335-6.

Smith H.Q., Li C., Stanley C.A., and Smith T.J (2019) “Glutamate Dehydrogenase, a

Complex Enzyme at a Crucial Metabolic Branch Point”

Sontheimer H. (2008) “A role for glutamate in growth and invasion of primary brain

tumors.” J Neurochem, 105(2), 287-295.

Stephen B Tatter (2002) “Recurrent malignant glioma in adults” Curr Treat Options
Oncol. 3(6):509-24.

Stewart SE, Mayerfeld C, Arnold PD, Crane JR, O'Dushlaine C, Fagerness JA, et al.
(2013). “Meta-analysis of association between obsessive-compulsive disorder and the

3' region of neuronal glutamate transporter gene SLC1A1” (PDF). American Journal

of Medical Genetics. Part B, Neuropsychiatric Genetics. 162B (4): 367-79.

Sun H, Huang D, Liu G, Jian F, Zhu J, Zhang L (2018) “SIRT4 acts as a tumor
suppressor in gastric cancer by inhibiting cell proliferation, migration, and invasion”

OncoTargets and Therapy 11:3959-3968

T. Vermeulen B. Gorg, T. Vogl, M. Wolf, G. Vargac, A. Toutain, R. Paul, F. Schliess,
D. Héussinger, J. Hiiberle (2008) “Glutamine synthetase is essential for proliferation
of fetal skin fibroblasts” Archives of Biochemistry and Biophysics Volume 478, Issue
1, Pages 96-102.

62



Takaaki Miyaji, Noriko Echigo, Miki Hiasa, Shigenori Senoh, Hiroshi Omote, ve
Yoshinori Moriyama (2008)”Identification of a vesicular aspartate transporter” Proc

Natl Acad Sci U S A.; 105(33): 11720-11724.

Thomas E Merchant, Chia-Ho Hua, Hemant Shukla, Xiaofei Ying, Simeon Nill, Uwe
Oelfke (2008) “Proton versus photon radiotherapy for common pediatric brain
tumors: comparison of models of dose characteristics and their relationship to

cognitive function” 51(1):110-7.

Toren Finkel, Chu-Xia Deng, and Raul Mostoslavsky (2009) “Recent progress in the
biology and physiology of sirtuins” Nature. 460(7255): 587-591. doi:
10.1038/nature08197.

Underhill SM, Wheeler DS, Li M, Watts SD, Ingram SL, Amara SG (2014).
“Amphetamine modulates excitatory neurotransmission through endocytosis of the

glutamate transporter EAAT3 in dopamine neurons”. Neuron. 83 (2): 404—416.

Vahid Rezaei, Amir Rabiee ve Farzaneh Khademi (2020) “Glioblastoma multiforme: a
glance at advanced therapies based on nanotechnology” Journal of Chemotherapy

Volume 32, 2020 - Issue 3 Pages 107-117

Vermeulen T., Gorg B., Vogl T., Wolf M., Vargac G., Toutain A., Paul R., Schliess F.,
Hiussinger D., Hiaberle J. (2008) “Glutamine synthetase is essential for proliferation
of fetal skin fibroblasts”

Vincenzo Carafa, Dante Rotili, Mariantonietta Forgione, Francesca Cuomo, Enrica
Serretiello, Gebremedhin Solomon Hailu, Elina Jarho, Maija Lahtela-Kakkonen,
Antonello Mai & Lucia Altucci (2016) “Sirtuin functions and modulation: from

chemistry to the clinic” Clinical Epigenetics volume 8, Article number: 61

Violetta Barbashina , Paulo Salazar, Eric C Holland, Marc¢c K Rosenblum, Marc
Ladanyi (2005) “Allelic losses at 1p36 and 19q13 in gliomas: correlation with
histologic classification, definition of a 150-kb minimal deleted region on 1p36, and

evaluation of CAMTAL as a candidate tumor suppressor gene” 11(3):1119-28.

Wang Y, Guo Y, Gao J, Yuan X (2018) “Tumor-suppressive func- tion of SIRT4 in
neuroblastoma through mitochondrial damage” Cancer Management and Research

10:5591-5603

63



Wendy Xin, Yevgeniya A.Mironova, Hui Shen, Rosa A.M. Marino, Ari Waisman,
Wouter H. Lamers, Dwight E. Bergles, Antonello Bonci (2019) “Oligodendrocytes
Support Neuronal Glutamatergic Transmission via Expression of Glutamine

Synthetase” Cell Reports Volume 27, Issue 8, Pages 2262-2271.

Westerheide SD, Anckar J, Stevens SM, Jr, Sistonen L, Morimoto RI. (2009) “Stress-
inducible regulation of heat shock factor 1 by the deacetylase SIRT1.”
Science.323:1063-1066

Willemieke M. Kouwenhoven, Guillaume Fortin, Anna-Maija Penttinen, Clélia
Florence, Benoit Delignat-Lavaud, Marie-Josée Bourque, Thorsten Trimbuch,
Milagros Pereira Luppi, Alix Salvail-Lacoste, Pascale Legault, Jean-Francois
Poulin, Christian Rosenmund, Raj Awatramani, ve Louis-Eric Trudeau (2020)
“VGIuT2 Expression in Dopamine Neurons Contributes to Postlesional Striatal

Reinnervatio” J Neurosci. 40(43): 8262—8275.

Wirth M., Karaca S., Wenzel D., Ho L., Tishkoff D., Lombard DB, Verdin E, Urlaub
H., Jedrusik-Bode M., Fischle W. (2013) “Mitochondrial SIRT4-type proteins in
Caenorhabditis elegans and mammals interact with pyruvate carboxylase and other

acetylated biotin-dependent carboxylases.”

Xiao-xia Dong , Yan Wang, Zheng-hong Qin (2009) “Molecular mechanisms of
excitotoxicity and their relevance to pathogenesis of neurodegenerative diseases”

30(4):379-87.

Xiudong Guan, Md Nabiul Hasan, Shelly Maniar, Wang Jia ve Dandan Sun (2018)
“Reactive Astrocytes in Glioblastoma Multiforme” Molecular Neurobiology volume

55, pages 6927-6938

Yamashita, M. M., Almassy, R. J., Janson, C. A., Cascio, D. and Eisenberg, D. (1989)
“Refined Atomic Model of Glutamine Synthetase at 3.5 A Resolution”

Yasushi Shigeri, Rebecca P Seal, Keiko Shimamoto (2004) “Molecular pharmacology of
glutamate transporters, EAATs and VGLUTSs” 45(3):250-65.

Yasushi Shigeri Rebecca P Seal Keiko Shimamoto (2004) “Molecular pharmacology of
glutamate transporters, EAATs and VGLUTs” Brain Research Reviews Volume 45,
Issue Pages 250-265

64



Zheying Min, Jiangman Gao and Yang Yu. (2019) “The Roles of Mitochondrial SIRT4

in Cellular Metabolism” Front. Endocrinol.

65



EKLER

Ek 1. Etik Kurul Karar Furmu

Bu tez calismasi, Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. (Onay Numaras1 2018/1519).

1.0 .
= N a2 ) " L “lluu.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI SV
_ TIP FAKULTESI £
= GIRISIMSEL OLMAYAN R
: KLINiK i M
LINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU
Say1: 2018/21 Tarih: 22.11.2018
faeo: .
Glioblastoma hiicre kiiltiirii modellerinde ve primer beyin tiimdrlerinde
ARASTIRMANIN ACIK ADI [ SIRT4’un  glutamat metabolizmast ile iligkisinin incelenmesi ve
potansiyel timor baskilayict dzelliginin arastirilmas:
ARASTIRMA PROTOKOL
KGb0 2018/1519
KOORDINATOR/SORUMLU E
ARASTIRMACI Dog.Dr. Gizem DONMEZ YALCIN
UNVANVADISOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ Tibbi Biyoloji
UlM;\NL‘vi ALANI
koo{'\‘[?'\rgf]\ll[{(ﬂ{//\sél)g&“"‘u Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
's e
BULUNDUGU MERKEz | Anabilim Dali - AYDIN
= DESTEKLEYICI TUBITAK
= :
| DESTEKLEYICININ YASAL "R
T TEMSILCISI TUBITAK
d Tam gozl | galigmalar (gozl | tibbi cihaz ve gozlemsel ilag galigmalari harig) | []
=]
= Anket gahgmalan D
% Dosya ve gordntid kayitlan kullamlarak yapilan retrospektif arsiv taramalan ve O
> benzeri gozlemsel gal |
1724 Kan, idrar, doku, goriintd gibi biyokimya, mikrobiyoloji, patoloji ve radyoloji
< koleksiyon materyalleriyle veya rutin muayene, tetkik, whlil ve tedavi iglemlert E
= asinda elde edilmis materyallerle yapilacak ¢al |
Hucre veya doku kiiltirt galiymalan D
ARASTIRMANIN TURU Gen tedavisi khinik aragtirmalan diginda kalan ve tanimlamaya yonelik olarak genetik O
materyalle yapilacak arastirmalar
Hemgirelik faaliyetlerinin simirt igersinde yapilacak aragtirmalar O
Gida katki maddeleriyle yapilacak diyet ¢al lan O
Egzersiz gibi vileut fizyolojisi ile 1lgili aragtirmalar |___|
Antropometrik lgumlere dayah yapilan galismalar |:|
Yasam aligkanliklarinin  degerlendinlmesi aragurmalari gibi Insana bir  hekimin O
dogrudan mudahal gerektirmeden yapilacak olan tum arastirmalar
COK MERKEZLI
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ X - ADUTF ULUSAI Tre
MERKEZLER O - fzmir Tepecik [ ULUSLARARASI ]
EAHast
s Versiyon =
5 = 5 Belge Adi Tarihi N Dili
- e TOK o
5 : 5 ARASTIRMA PROTOKOLU = B Tirkee X Ingilizee [J Diger []
'E E d BILGILENDIRILMI$ GONULLU OLUR FORMU |- - Tirkee [ Ingilizee (J Diger (]
282 [OLGU RAPOR FORMU - Tarkee 0 Ingilizee (] Diger [J
= Belge Adi Ag¢iklama
E »S ~ ARASTIRMA BUTCESI X
S8 2 IYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU | [] ¢
Zz & /VILLKBILDIRIM 0] ( R
'S = 3/ [ FONUC RAPORLL— O . R
s==z/ lpark A /&7 . [21.11.2018 tarihli_ dilekgeSi) IJ |
. &5 /
/ z: W ”/%W \ [
1
U 5 e 4 S ’ Sayfa 43
Adres : Aydin Adnan_Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhg Merkez Kampiisi — Kepez Meykii- AYDIN
Tel :256- 22531 66 I
Faks :256-212 31 69 -
| Web : http://www.site.adu.edu.tr/ctikkurulu/goek/ ~e-posta: goetik@adu.edu.tr

n

66



| 0N

\WERES 7
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI & %"”a
_ TIP FAKULTES H o8
o GIRISIMSEL OLMAYAN s
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU
Say1: 2018/21 Tarih: 22.11.2018

=

Karar No: 22 |Tarih: 22.11.2018

Tip Fakilltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Oretim Uyesi Dog.Dr. Gizem DONMEZ YALCIN'in
“Glioblastoma hiicre Kiiltiirii modellerinde ve primer beyin tiimérlerinde SIRT4’un glutamat

metabolizmasi ile iligkisinin incelenmesi ve potansiyel tiimdr baskilayier 6zelliginin arastiriimasi”

5 baghkli klinik aragtirmasinin 08.11.2018 tarihli kurul kararinda eksiklikler saptanmisti. 21.11.2018 tarihli
- 1 . .
T gelen dilekgesi ve ekleri gorisiildi.
-'g Sonugta, Klinik arastirma basvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklagim ve
& yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve uygun bulunmus olup, ¢alismanin bagvuru dosyasinda belirtilen
g merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina oy birligiyle karar verilmistir.
Yine sorumlu arastirictya; Form 2’nin 14.1.’in son boliimiinde taahhiit edilen cahsma bittikten sonra
nihai raporun, [Sonug Raporu (web’te) ve ORF (Olgu Rapor Formu/Anket)] génderilmesi gerektiginin
hatirlatilmasina ve sorumlu yiiriitiiciilerinin bu hususa 0zen gostermesi gerektiginin bir kez daha
vurgulanmasina oy birligiyle karar verilmistir.
42
AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI TIP FAKULTESI GIRISIMSEL OLMAYANKLINIK |
ARASTIRMALAR ETIK KURULU |
Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Faktltesi Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurul
CALISMA ESASI Yonergesi, Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalan Kilavuzu
BASKANIN UNVANI/ ADI/ i ot
.Dr.M. KOK
SOYADI: Prof.Dr.M. Selim OZ "
Unvan/Adi/Soyad Uzmanlik Alan1 | Kurumu Cinsiyet A.::sl::;l‘::a Katilhim * /}/A
1. Prof.Dr. M.Selim OZKOK X " E K E H E H
Mok Adli Tip ADUTF X 0Ol0 R |®|O ‘
2. Dog.Dr. Tolga UNUVAR Cocuk Saghgy | oo | E KiesliE H |E [H / %
/Baskan Yardimcist ve Hastaliklari B BEN D E) ||
3. Prof. Dr. Hatice P : E KeEIECEHI < [iEfaH e |
ERTABAKLAR e e N B R R e ] ML
i KBB ” E K E H B H :
4. Dog.Dr.Aylin ERYILMAZ Hattalkian ADUTF 0 X O ] 0lx Mazeretli
X ; ADU E K E H E H
. Uyesi Si Ebel :
5. Dr.Ogr. Uyesi Sibel SEKER wik | omr o ® 0|8 RO _Q
T Goglis 3 E K |E |H |E |H
: 4
6. Dr.Ogr. Uyesi Onur YAZICI Hastahklar ADUTF X 0Ol0 IR RO W
7. Dr. Ogr.Uyesi Cagdas Oyki | Ruh Saghg: ve 7 E K E H E |H
MEMIS Hastaliklari AONTE S {0 (B \ | U’U
8. Dr. Ogr.Uyesi Yasemin Fizik Tedavi ve ADUTE E K E H E |H \V
OZKAN Rehabilitasyon O IR |0 X O /
9. Dr.Ogr.Uyesi Serkan Fazli Gocuk Sagligi ADOTF | B K E B R
GELIK/Raportsr ve Hastaliklari R B0 TR NEE

*Toplantida bulunma %

Adres : Aydin Adnan_Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Merkez Kampiisii — Kepez Mevkii- AYDIN

Sayfa 44

Tel

: 256- 225 31 66

Faks :256-212 31 69

Web : http://www.site.adu.edu.tr/etikkurulu/gock/

67



T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Glioblastoma Primer Beyin Tiimérlerinde SIRT4’iin Glutamat Metabolizmas: ile
[liskisinin Incelenmesi ve Potansiyel Tiimor Baskilayict Ozelliginin Arastiriimast” baglikli
Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranig ve akademik kurallar ¢ergevesinde
elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada, bana ait olmayan
her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz atif yaptigimi bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi

ortaya ciktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Aysenur AKKULAK

el 12022

68



OZGECMIS

Soyadi, Adi : AKKULAK Aysenur

Uyruk. : T.C.

Dogum yeri ve tarihi : Aydin /05.11.1997

Telefon : 0534 854 84 02

E-posta : aysenurakkulak97@gmail.com
Yabana dil : Ingilizce

EGITIM

BURSLAR

“SIRT4 ve Calreticulin'in Glia Hiicrelerinde ER Stresi Sirasinda Etkilesimi” adli ve
12058698 numarali TUBITAK projesi i¢in bursiyer olundu.

“Kainik Asite Bagli Hiicresel Eksitotoksisite Modelinde HSF1(Heat Shock Factor 1)
Riboniikleoprotein Kompleksinin Aktivasyonunun Arastirilmasi” adli ve 220S739

numarali TUBITAK projesi i¢in bursiyer olundu.

IS DENEYIMI
Yil Yer/Kurum Unvan
2021 Atlas CRO Saha Gorevlisi
YAYINLAR

1. MAKALELER

Diiriye Nur Dagdelen, Aysenur Akkulak, Gizem Dénmez Yal¢in (18 May 2021) “The
invesyigation of glutamate transporter 1 (GLT-1) degradation pathway in glioblastoma
cells” Moleculer Biology Reports (2021) 48:3495-3502

69



Aysenur Akkulak, Diiriye Nur Dagdelen, Abdullah Yal¢in, Esin Oktay, Giilden Diniz,
Dudu Solakoglu Kahraman, Mehmet Senoglu, Gizem Dénmez Yal¢in (13 November

2021) “The expression of glutamate metabolism modulators in the intracranial tumors and

glioblastoma cell line” Molecular Biology Reports (2022) 49:1077-1083

Aysenur Akkulak, Gizem Dénmez Yal¢in (20 December 2021) “The interaction of SIRT4
and Calreticulin during ER stress in glia cells” Gene 8§14 (2022) 146135

2. PROJELER

“SIRT4 ve Calreticulin'in Glia Hiicrelerinde ER Stresi Sirasinda Etkilesimi” — TUBITAK
1002 PROJESI

“Kainik Asite Bagli Hiicresel Eksitotoksisite Modelinde HSF1(Heat Shock Factor 1)
Riboniikleoprotein Kompleksinin Aktivasyonunun Arastirilmasi” — TUBITAK 1001
PROJESI

3. BILDIRILER
A) Uluslararasi Kongrelerde Sunulan Bildiriler

"Kainik Asite Bagli Hucresel Eksitotoksisite Modelinde HSF1 (Heat Shock Factor 1)
Ribonukleoprotein Kompleksinin Aktivasyonunun Aragtirilmasi - The investigation of the
activation of HSF1 (Heat Shock Factor 1) ribonucleoprotein complex in kainic acid-induced
cellular excitotoxicity model" - 17. Uluslararas1 Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi Sozlii

Sunum

70



