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OZET

GLT-1 (GLUTAMAT TRANSPORTER-1) YIKIM YOLAGININ
GLIOBLASTOMA HUCRELERINDE INCELENMESI

Dagdelen D.N. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji (Tip Fakiiltesi) Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Glioblastoma multiform, glia hicrelerinden tlreyen primer beyin timoriddr. TUmorin
blylUmesi, glioma hucrelerini c¢evreleyen ndéronlarin eksitotoksisite yolu ile 6lmesiyle
gerceklesir. Eksitotoksisite, sinaptik boslukta asir1 glutamat birikimi ile olusur ve epilepsi,
felg ve norodejeneratif hastaliklar gibi beyin hastaliklart ile glioblastoma gibi beyin
timorlerinde goralur. Glutamat, merkezi sinir sisteminde bircok norolojik isleve sahip olan
bir norotransmitterdir ve beyinde ylksek konsantrasyonlarda bulunur. Sinir hiicrelerinin
uyarilmasi ile presinaptik ndrondan sinaptik bosluga glutamat salinir ve postsinaptik
norondaki glutamat reseptorleri uyarilir. Glial hiicrelerde ve ndronlarda da bulunan glutamat
tastyicilarinin sinaptik bosluktan glutamati toplamasi ile iletim sonlanir. Sinaptik bosluktaki
glutamatin biiyiik ¢cogunlugu Glutamat Transporter 1 (GLT-1) tarafindan toplanmaktadir.
Glutamat taginim yolaginda, Protein Kinaz C (PKC), Nedd4-2 ubiquitin ligaz1 fosforile
ederek aktive etmekte, Nedd4-2, GLT-1’i ubiquitine etmekte ve GLT-1 degrade olmaktadir.
Bu proses, GLT-1"in hiicre ylizeyi ekspresyonunun, dinamik olarak degisimini ve kontrol
edilmesini saglamaktadir. Sinaptik boslukta glutamat birikimi olmadigi durumda, GLT-1
ubiquitinasyona ugrar, yikilir ve dolayisiyla yilizey ifadesi azalir. Sinaptik boslukta glutamat
biriktiginde ise, GLT-1 yizey ifadesi artar. Bu dinamik prosesdeki bozukluklar, hucreler
arasindaki diisiik glutamat seviyesini artirarak, beyin hastaliklarinda gorilen eksitotoksisiteye
neden olur. Sirtiiinler, hiicre igindeki gesitli proteinleri posttranslasyonel modifikasyonlar igin
hedef alan protein deasetilaz enzim smifidir. Yalnizca deasetilasyon degil, ADP-ribozilasyonu
gibi posttranslasyonel modifikasyonlar1 da gerceklestirirler. Sirtuinlerin, norodejeneratif
hastaliklarda rollerinin bulundugu bilinmektedir. Sirt4'ln, glioma hcrelerinde, glutamat
metabolizmasin1 modiile ederek eksitotoksisiteyi engelledigi daha Onceki c¢aligmalarda
gosterilmistir. Ayrica, Sirtd’in yoklugunda, GLT-1’e bagh glutamat alinmminin azaldig:

bulunmustur. Bu calismada amacimiz, Sirt4’{in, glutamat metabolizmasim1i ve GLT-1’in
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isleyisini nasil kontrol ettigini arastirmak ve glia ve glioblastoma hucrelerinde karsilagtirmali
olarak incelemektir. Bu nedenle, IHA (immortalized human astrocytes-glia) ve U87
(glioblastoma) hiicre hatlarinda Sirt4 ve GLT-1 protein ifade seviyeleri incelenmistir. GLT-1
yikim yolaginda gérev alan Ubiquitin ve Protein Kinaz C (PKC) proteinlerinin ekspresyon
seviyeleri, western blot teknigi ile incelenmistir. Ayrica, glia ve glioblastoma hucrelerinde,
medyumda birikmis olan glutamatin seviyesi, glutamat assay ile Ol¢llmistir. Caligma
sonucunda, glioblastoma hiicrelerinde ubikitinasyonun istatiksel olarak anlamli olmasa da
azaldigi ve GLT-1’in arttigi gorilmustiir. GLT-1 seviyesini kontrol ettigi daha Onceki
calismalarda gosterilmis olan Sirt4 ise beklenilen sekilde artmigtir. PKC protein seviyesi ise,
glioblastoma hicrelerinde istatiksel olarak anlamli olmasa da azalmistir. Glutamat assayde,
glioblastoma hiicrelerinde salinmis glutamat seviyesi, glia hiicrelerine gére azalmis olarak
gozlenmistir. Bunun nedeninin, glia hicrelerine oran ile biyiik bir hizla ¢ogalan US87
hlcrelerinin, hi¢ medyum degistirilmeden yapilan bu assayde, Yyiiksek oranda 6lUm
gosterdikleri icin total glutamat saliniminin daha az olmasi olabilecegi diigiiniildii. Ayrica,
Sirt4 ve GLT-1, glioblastomada artis gosterdigi i¢in, birikmis glutamatin toplanarak azalmig
olmasi, beklenen bir sonugtur. Bu calismada elde edilen sonuglar, glioblastomada,
eksitotoksisitenin - GLT-1 yikim ya da aktivasyon yolagmin modile edilerek
engellenebilecegini, dolayisyla, yeni ilag ve tedavi gelistirme alanlari olusabilecegini

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Eksitotoksisite, GLT-1, Glutamat, Glioblastoma, Sirt4.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE GLT-1 (GLUTAMAT TRANSPORTER-1)
DEGRADATION PATHWAY iN GLIOBLASTOMA CELLS

Dagdelen D.N. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute of Medicine
Biology (Faculty of Medicine) Program, Master’s Thesis, Aydin, 2020.

Glioblastoma multiform is a primary brain tumor derived from glial cells. The tumor growth
occurs via death of neurons surrounding glioma cells dying due to excitotoxicity.
Excitotoxicity is caused by the excessive accumulation of glutamate in the synaptic cleft and
observed in brain diseases such as epilepsy, stroke, and neurodegenerative diseases, as well as
brain tumors such as glioblastoma. Glutamate is a neurotransmitter that has many
neurological functions in the central nervous system and is found in high concentrations in the
brain. After the stimulation of the nerve cells, glutamate is released from the presynaptic
neuron into the synaptic cavity resulting in the induction of the glutamate receptors on the
postsynaptic neuron. Glutamate neurotransmission is terminated in the synaptic cleft after the
clearance of glutamate via glutamate transporters, which are also present in glial cells and
neurons. The vast majority of glutamate in the synaptic cavity is collected by glutamate
Transporter 1 (GLT-1). In the glutamate degradation pathway, Protein Kinase C (PKC)
phosphorylates Nedd4-2 ubiquitin ligase, activated Nedd4-2 ubiquitin ligase ubiquitinates and
GLT-1 is degraded. This process allows for the control of the dynamic cell surface expression
of GLT-1. When there is no glutamate accumulated in the synaptic cleft, GLT-1 undergoes
ubiquitination and breaks down, and hence its surface expression is reduced. When glutamate
accumulates in the synaptic cavity, the surface expression of GLT-1 increases. Dysfunction of
this dynamic process leads to the low level of glutamatein the synaptic cleft causing
excitotoxicity and brain diseases. Sirtuins are a class of protein deacetylase enzymes that
target various proteins within the cell for posttranslational modifications. They perform not
only deacetylation but also posttranslational modifications such as ADP-ribosylation. Sirtuins
are known to have roles in neurodegenerative diseases. Sirt4 has been shown in previous

studies to inhibit excitotoxicity in glioma cells by modulating glutamate metabolism.
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Furthermore, in the absence of Sirt4, GLT-1-linked glutamate uptake was found to be
reduced. Our aim in this study is to investigate how Sirt4 controls glutamate metabolism and
the functioning of GLT-1 and also to examine and compare it in glia and glioblastoma cells.
Therefore, Sirt4 and GLT-1 protein expression levels were studied in IHA (immunized human
astrocytes-glia) and U87 (glioblastoma) cell lines. Expression levels of Ubiquitin and Protein
kinase C (PKC) proteins involved in the GLT-1 degradation pathway have been demonstrated
by the western blot technique. Also, in glia and glioblastoma cells, the level of glutamate
accumulated in the medium was measured with the glutamate assay. As a result of the study,
ubiquitination was reduced in glioblastoma cells although not statistically significantly and
GLT-1 was increased. Sirt4, which has been shown in previous studies to control the level of
GLT-1, was found to be increased as expected. The protein level of the PKC protein, on the
other hand, was decreased in glioblastoma cells although not statistically significant.
Glutamate assay showed that the levels of accumulated glutamate in the medium in
glioblastoma cells were reduced compared to glial cells. The reason for this may be that U87
cells, which multiply much more rapidly compared to glia cells, have reduced levels of
glutamate released, as they show a higher rate of death in this assay which was conducted
without changing the medium. Additionally, since Sirt4 and GLT-1 protein levels were
increased in glioblastoma cell line, the accumulated glutamate may have been reduced by the
clearance from the medium by GLT-1. The results obtained in this study show that
excitotoxicity in glioblastoma can be prevented by modulating the GLT-1 degradation or

activation pathway, thus creating new areas of drug and treatment development.

Keywords: Excitotoxicity, GLT-1, Glutamate, Glioblastoma, Sirt4
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1. GIRIS

Glioblastoma multiform (GBM), glia hucrelerinden tiireyen primer beyin timorlerinden
en sik gorlilendir. Timoriin  biiylimesi, glioma hiicrelerini ¢evreleyen noronlarin
eksitotoksisite yolu ile 6lmesiyle gerceklesir. Eksitotoksisite, sinaptik boslukta asir1 glutamat
birikimi ile olusur ve epilepsi, fel¢ ve nérodejeneratif hastaliklar (Alzhemier Hastaligi (AH),
Parkinson Hastaligi (PH), Huntington Hastaligi (HH), Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS))
gibi beyin hastaliklar ile glioblastoma gibi beyin tumdrlerinde gorilur (Sontheimer, 2008).
Glutamat, glutaminden sentezlenen, memeli merkezi sinir sisteminde fazla miktarda bulunan,
aminoasit yapidaki baskin norotransmitterdir. Hiicrede sinaptik nérotransmisyonda gorev alir
(Sheldon ve ark, 2008). Kendisini taniyan reseptorler ile etkilesip onlari uyararak memeli
beyninde O0grenme, hafiza, hareket ve sinaptik baglantilarin plastisitesinin saglanmasi gibi
bircok norolojik fonksiyonda rol oynadigi igin hiicredeki glutamat seviyesi Onemlidir.
Hiicredeki glutamat seviyesinin énemli olmasinin yaninda hiicre dis1 alanda fazla miktarda
glutamat bulunmasi, glutamat aracili eksitotoksisite ve ndronal hiicre 6liimiine neden olur.
Eksitotoksisite, presinaptik ndronlardan sinaptik bosluga asir1 glutamat salinimi, glutamat
tastyicilariin glutamati toplayamamasi: ve glutamat reseptorlerinin Ozellikle de NMDA
reseptorlerinin uzun sureli aktivasyonu gibi nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikar (Klglkkaya,
1997; Kurul, 2007; Aydin, 2006; Sontheimer, 2008). Normal bir dongude glutamaterjik
norondaki glutamin, glutaminaz enzimi yardimi ile glutamata ¢evrilir. Noron uyarildigi zaman
ekstraseliiler bosluga glutamat salinimi gergeklesir. Sinaptik bosluktan glutamatin geri alinimi
cksitator amino asit tasiyicilart (EAATL, EAAT2, EAAT3, EAAT4, EAATS) ile
gergceklesmektedir. Glutamatin biiyiikk cogunlugu EAAT2 ya da diger adiyla glutamat
transporter-1 (GLT-1) tarafindan toplanarak astrositlere alinir. Astrositlere toplanan
glutamatin bir kismi glutamin sentetaz (GS) tarafindan glutamine doniistiiriiliirken, bir kismi
da glutamat dehidrogenaz (GDH) tarafindan o-ketoglutarata cevrilerek TCA dongisune
katilir ve ATP elde edilir. Glutamin ise glutamin tasiyicilari yardimi ile glutamaterjik
néronlara gonderilerek dongii saglanir (Karaca ve ark, 2011). GLT-1’in hiicre yiizeyi ve
icindeki dinamik ifadesi, GLT-1’in fonksiyonu igin oldukc¢a onemlidir. Sinaptik boslukta
glutamat miktar1 fazla iken, glutamati toplamak icin, GLT-1’in yuzey ifadesi artmakta;
sinaptik boslukta glutamat miktar1 azalinca ise GLT-1 hiicre i¢ine alinarak degrade edilmekte

ve ylizey ekspresyonu azaltilmaktadir. Bu mekanizma ise su sekildedir; Protein Kinaz C,
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Nedd4-2 ligaz1 fosforile ederek aktive eder. Bu aktivasyon sonucu, Nedd4-2 ligazi yardimi ile
GLT-1 ubiquitine olmakta ve daha sonra proteozomlarda degrade olmaktadir (Sheldon ve ark,
2008).

Sirtuinler, deasetilasyon ve ADP-ribozilasyon gibi post translasyonel modifikasyonlar
yaparak proteinlerin aktivitesini duzenleyen enzimlerdir (Dang, 2014). SIRT4; memeli
hlcrelerinde, 6zellikle mitokondride lokalize olan ve ADP-ribozil transferaz etkinligi gosteren
bir sirtuindir (José ve ark, 2012). SIRT4, pankreas beta hicrelerinde insulin sekresyonunun
baskilanmasi, mitokondriyal adenozin trifosfat (ATP) homeostazinin ayarlanmasi, apoptozun,
translasyon sonras1 modifikasyonlarin ve redoks tepkimesinin diizenlenmesi olmak lzere ¢ok
cesitli mitokondriyal metabolizma yolaklarinda gorev almaktadir (Han ve ark, 2019).
Pankreas hcrelerinde, Sirt4’iin ADP-ribozil transferaz aktivitesi ile GDH’in enzimatik
aktivitesi inhibe edilir ve glutamat-glutamin metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynar
(Han ve ark, 2019; Haigis ve ark, 2006). Yapilan g¢alismalarda, diger dokulara kiyasla
Sirt4d’lin, beyin ve karacigerde yiiksek seviyede eksprese edildigi gosterilmistir (Haigis ve ark,
2006). Ayrica, onceki ¢aligmalar, Sirt4’{in yoklugunun glutamat alimini azalttigini (Shih ve
ark, 2014), ve Sirt4’iin, glioma hicrelerinde, glutamat metabolizmasini modiile ederek
eksitotoksisiteyi engelledigini gostermistir (Donmez Yalgin ve Colak, 2020).

Bu calismada amacimiz, Sirt4’lin, glutamat metabolizmasint ve GLT-1’in isleyisini
nasil kontrol ettigini, glia ve glioblastoma hucrelerinde karsilagtirmali olarak incelemektir. Bu
nedenle, IHA (immortalized human astrocytes-glia) ve U87 (glioblastoma) hiicre hatlarinda
SIRT4 ve GLT-1 protein ifade seviyeleri incelenecektir. GLT-1 yikim yolaginda gorev alan
Ubiquitin ve Protein Kinaz C (PKC) proteinlerinin ekspresyon seviyeleri, western blot teknigi
ile arastirilacaktir. Ayrica, glia ve glioblastoma hucrelerinde, medyumda birikmis olan
glutamat seviyesi glutamat assay ile 6lctlecektir.

Sonu¢ olarak, bu calismada elde edilen veriler ile glioblastoma hucrelerindeki
eksitotoksisitenin molekiiler mekanizmasi ve Sirt4’iin glioblastomadaki rolii aydinlatilmis
olacaktir. Ayrica, bu sonuclar, glioblastomada eksitotoksisitenin, GLT-1 yikim ya da
aktivasyon yolaginin modiile edilerek engellenebilecegini, dolayisyla, yeni ilag ve tedavi

gelistirme alanlar1 olusabilecegini gosterecektir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Glioblastoma

Glioblastoma (GBM), glia hiicrelerinden tlireyen ve primer beyin tiimorleri arasinda en

stk goriilen agresif bir malign kanser tlrtdir (Alagdz, 2018). GBM astrositik tumorler

arasinda yer almaktadir (Tablo 1). Primer beyin tumorlerinin %20-30’unu olusturmaktadirlar.

Genellikle 45-70 yas araliginda gézlenmektedir (Mamati, 2006).

Tablo 1: Diinya Saglik Orgiitiine Goére Beyin Tiimérlerinin Siniflandirilmasi. Chandana ve

ark, 2008’den adapte edilmistir.

Noroepitelyal timorler
Astrositik tumorler

¢ Pilositik astrositoma (Evre I)

e Subependimal biyik hiicreli astrositoma
(Evre 1)
Diffiiz astrositoma (Evre 1)
Pleomorphic xanthoastrositoma (Evre I1)
Anaplastik astrositoma (Evre I11)

o Glioblastoma (Evre V)
Oligodendroglial timdorler

e Oligodendroglioma (Evre II)

¢ Anaplastik oligodendroglioma (Evre 111)
Oligoastrositik tumorler

e Oligoastrositoma (Evre II)

e Anaplastik oligoastrositoma (Evre I1)
Ependimal tiimorler (Evre I-111)
Choroid plexus timérler (Evre I-111)
Diger noroepitelyal timorler

e Anjiogenik glioma (Evre 1)

e Ugiincti ventrikiliin choroid gliomast

(Evre 1)

Noronal ve miks néronal-glial timaorler
(Evre I-111)

e Pineal timorler (Evre I-1V)

e Embriyonal timorler (Evre 1V)
Kranial ve paraspinal sinir timaorleri

e Schwannoma (Evre )

o Norofibroma (Evre I)

e Perineuroma (Evre I-111)

o  DPeriferal sinir kilifi timorleri (Evre 11-

V)

Meninks timaorleri

e Menenjioma (Evre 1)

e Atipical menenjioma (Evre II)

e Anaplasik menenjioma (Evre Il1)
Lenfoma ve hematopoietik timérler

e Maling lenfoma (Diisiik ve yliksek

evre)

e Plasmacytoma

e Granilocytik sarcoma
Diger tiimorler

e Germ hiicre timorleri

o Sella bolgesi timorleri (Evre 1)
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2.2. Gliomalarin Beyin icerisindeki MR Goriintiisii

Glioma hucrelerini gevreleyen noronlar, biriken glutamat sonucu olusan eksitotoksisite
nedeni ile hiicre 6limiine ugramakta ve tiimoriin biiyiimesi i¢in yer agmaktadir (Sontheimer,
2008). Tumor genisledikge noronlart tahrip etmekte ve karsi loba da gegmektedir. Buna
kelebek gliomu adi verilmektedir (Mamati, 2006).

Sekil 1: Gliomalarin beyin dokusu icerisindeki gorintlsu. Sontheimer, 2008’den adapte

edilmistir.

Sekil 1°de dort farkli hastada goriilen beyin tiimori, MR (manyetik rezonans
goruntileme) gorintisu ile gosterilmistir. Timoriin biiylime sinirlarinda, glioma hiicreleri,

norotransmitter glutamati beyin dokusuna salgilar ve tiimériin geniglemesine neden olur.

2.3. Eksitotoksisite

Eksitator amino asitlerin (EAA) ilk ortaya ¢ikisi, 1957 yilinda Lucas ve Newton isimli
arastiricilarin rastlantisal gozlemlerine dayanir. Retinal distrofiyi iyilestirmek igin, fare

retinasi lizerinde cesitli maddeler denerlerken, glutamatin sistemik enjeksiyonunun retinanin
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i¢ sinir katmanlarin1 zedeledigini gozlemlemislerdir (GOrguli, 2005; Purves, 2001). 1969
yilinda, Olney, bu durumu ‘eksitotoksisite’ olarak adlandirmis ve bu etkinin yalnizca glutamat
ve retinal noronlar ile sinirli olmadigini, EAA’lerin santral noronlar iizerinde genel bir etki
gosterdiklerini belirtmistir.

L-Glutamat, merkezi sinir sisteminde (MSS) bulunan baslica eksitatér amino
asitlerdendir. Normal kosullar altinda, glutamat beyinde; 6grenme, kavrama, hafiza ve hareket
gibi farkli iglevlerin yerine getirilmesinden sorumlu olup bu isleri reseptorler ile etkileserek
yapar (Yuksel, 2001). Sinaptik araliga fazla miktarda glutamat salinmasi veya glutamat
tastyicilarinin fazla glutamati toplayamamasi sonucu glutamatin birikmesi ile eksitotoksisite

gergeklesir (Soni ve ark, 2014).

Astrosit Glutamaterjik néron
' ™\ - ™\

Glutamin 3  Glutamin

~ .
ADP > Glutamin

. H:0
ATP sentetaz Glutaminaz C
NH4

Glutamat €

. w
NAD

i > - — Glutamat
NADH @ D
4

LT-

N
a-Ketoglutarat

TCA
dongiisii

ETC —> ATP / N
. v

v

L Glutamat [———__—=> EKSITOTOKSISITE

Postsinaptik néron [ U ]

Sekil 2: Eksitotoksisite semasi. Karaca ve ark, 2011’den modifiye edilmistir.

Glutamaterjik norondaki glutamin, glutaminaz enzimi yardimi ile glutamata cevrilir.
NOronlar uyarildigi zaman disariya glutamat salinimi gerceklesir. Fazla miktarda glutamat
salimimi sonucu, glutamat reseptorlerinin 0zellikle de NMDA reseptorlerinin uzun sireli
aktivasyonuna bagli olarak, glutamat konsantrasyonundaki asir1 artis eksitotoksisiteye neden
olur (Kiigiikkaya, 1997; Kurul, 2007; Aydin, 2006; Sontheimer, 2008). Sinapstaki glutamat

konsantrasyonu, sinaptik araliktan glutamati toplayan EAAT’ler ve glutamin sentetaz (GS)
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tarafindan korunur (Soni ve ark, 2014). Glutamat déngusunde, GLT-1 tarafindan toplanarak
astrositlere gonderilen glutamatin bir kismi, glutamat dehidrogenaz (GDH) ile a-ketoglutarata
cevrilir ve trikarboksilik asit (TCA) dongusune katilarak ATP elde edilir. Ayrica, bir miktar
glutamat ise glutamin sentetaz enzimi yardimi ile glutamine gevrilir, glutamin tasiyicilari
yardimi ile glutamaterjik noronlara gonderilir ve tekrar dongii saglanir (Sekil 2) (Karaca,
2011; Gorguld, 2005).

Eksitotoksisite, Alzheimer Hastalig1 (AH), Epilepsi, Inme, Amiyotrofik Lateral Skleroz
(ALS), Huntington Hastaligt (HH), Parkinson Hastaligi (PH) gibi noérodejeneratif
hastaliklarda gorilmektedir (Soni ve ark, 2014).

2.4. Glutamat

Glutamat, merkezi sinir sistemindeki ana uyarici eksitator norotransmitterdir. Glutamat,
esansiyal olmayan bir amino asittir ve glutaminden sentezlenir. Sekil 3’de yapisi1 gosterilen
glutamat; néronal gocte, hafiza, 6grenme, bilissel beceri ve etkinlikler gibi fonksiyonlarda rol
oynayan ve bir¢ok farkli reaksiyonda hem substrat hem de iiriin olarak islev géren 6nemli bir
norotransmitterdir (Ozdemir, 2016). Sinir terminallerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
glutamat, ¢ok dinamik ve hassas bir denge i¢inde bulunmak zorundadir. Glutamat, siirekli
olarak presinaptik noronlardan salinmakta, postsinaptik noronlar ve astrositler tarafindan
toplanmaktadir. Eger ekstraseliiler sivida, glutamat diisiik konsantrasyonlarda olmaz ise
glutamatin toksik etkisi ile birlikte asir1 reseptor uyarimi gerceklesecek, néronal bozukluklar

ve norodejeneratif hastaliklar ortaya ¢ikacaktir (Soni ve ark, 2014).

O O
H

@O O@
®NH,

Sekil 3: Glutamatin yapisi.
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2.4.1. Glutamat Norotransmisyonu (iletimi)

Glutamat, presinaptik néron terminallerinde, kan beyin bariyerinden gegebilir ve beyin
omurilik sivisinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Glutamat, presinaptik ndéronda
bulunan glutaminden glutaminaz enzimi aracili@i ile sentezlenir. Sentezlenen glutamat,
vesikiiler glutamat tasiyici ailesi (VGLUT1-3) tarafindan vezikiiller igerisine alinarak sinaptik
araliga tasinmaktadir (Sekil 4). Glutamat yUkli vezikuller, presinaptik membranin yiizeyine

baglanarak vezikiil igerisindeki glutamati sinaptik bosluga birakirlar.

Presinaptik
Noron
Postsinaptik

GIn Noron

Astrosit

Sekil 4: Presinaptik ndronda glutamatin VGLUT ile tasinmasi. Sheldon ve Robinson,

2007°den modifiye edilmistir.

Sinaptik aralikta bulunan glutamat, postsinaptik nérondaki ve astrositlerdeki reseptorleri
(AMPA ve NMDA) uyarir. Glutamatin etkisi sinaptik aralikta sonlandiginda, postsinaptik
ndronlarda, presinaptik noronlarda ve astrositlerde yerlesmis olarak bulunan eksitator
aminoasit tagiyicilar1 (EAAT) tarafindan glutamat toplanir. Glial hiicre olan astrositlerce geri
alinan glutamat, glutamin ya da a-ketoglutarat’a dontstiiriiliir. Glutamine doniisiim, ATP’ye

bagl ve gliaya 6zgl enzim olan glutamin sentetaz ile gerceklestirilir (Gézen, 2008). Glial
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glutamin, presinaptik néronun icine Na* bagimli glutamin tasiyicilari ile alinir. Presinaptik
noron igerisine alinan glutamin, glutaminaz enzimi ile glutamata dontstiiriilillerek vezikuller

icerisine paketlenir ve néronlarin uyarilmasi ile sinaptik araliga salgilanir (Sekil 5).

Presinaptik
Méron
Astrosit | '
Glutamin + ADP + Py ——> .‘ Glutamin
EAATS lGIutaminaI xCT
Glutamin - Ghitnmat P
W Sentetaz +NHe =——= a-ketoglutarat S
% Deliidros
Glutamat + NH: + ATP =: '... \ C{E}E;{Bnaz lT
®
< ° \ 1@-“ a-ketoglutarat
e e 4 o o -7
AAT; > ., ., ’_—_E_____-ﬁ‘;\, )
' . e ® 9 - b ® . . =
- - [ ]
e % lI Astrosit
et ' ' xCT
EAAT3-4 y
LB KAINAT

NMDA AMPA

Postsinaptik
Néron

Sekil 5: Glutamat-Glutamin dongisu. Kritis ve ark, 2015'den modifiye edilmistir.

2.4.2. Glutamat Reseptorleri

Glutamat reseptorleri, molekiiler yapilari, elektrofizyolojik ve farmakolojik dzelliklerine
gore metabotropik ve iyonotropik reseptorler olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir (Sekil
6) (Gorgull ve Kirig, 2005).

1) Metabotropik (G protein eslikli) reseptorler

2) Iyonotropik (Ligant kapili iyon) reseptorler
a) AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropiyonik asit)/ kainat reseptorleri
b) NMDA reseptorleri (N-Metil-D-Aspartat)’dir.
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GLUTAMAT RESEPTORLERI

[ I

METABOTROPIK IYONOTROPIK

| mGluR1 = l ‘

| i AMPA/KAINAT NMDA

__mGIuR3 [ l i | NMDAR1

| e AMPA KAINAT [

— MmGIuR5 | GluR1 | GIuRS | NMDAR2B

— mGIuR6 L GIuR2 __ GIuR6 __ NMDAR2C

— MGIuR? | GIUR3 | GIuR7 - NMDAR2D

—mGluRe L GluR4 | KA1 _ NMDAR3
L KA2

Sekil 6: Glutamat reseptdrlerinin siniflandirilmasi. G0zen, 2009°dan adapte edilmistir.

2.4.2.1. Metabotropik Reseptorler

Metabotropik reseptorler, bir diger adi ile mGluRler, G-proteinine bagli olan reseptor
ailesidir. Presinaptik ve postsinaptik membran iizerine yerlesik olarak bulunurlar ve G-
proteinler yardimi ile sinyal iletimini saglarlar. Tablo 2’de gosterildigi gibi metabotropik
glutamat reseptorleri; reseptore baglanmalari, farmakolojik 6zellikleri ve amino asit

dizilislerine gore ti¢ farkli gruba ayrilan sekiz farkli mGluR (mGluR 1-8) vardir (Cetin, 2014).

Tablo 2: Metabotropik glutamat reseptorlerinin siniflandirilmasi. Cetin, 2014’den modifiye

edilmistir.

Grupl mGlul mGlu5
(Postsinaptik néronda)

Grup 2 mGlu2 mGlu3
(Presinaptik néronda)

Grup 3
(Postsinaptik ve mGlu4 mGlu6 mGlu7 mGlu8
presinaptik ndronda)
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2.4.2.2. Tyonotropik Reseptorler

Iyonotropik reseptorler, AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolepropiyonik
asit)/Kainat ve NMDA reseptorleri olarak iki gruba ayrilmaktadirlar. Bu reseptorler
postsinaptik membran iizerinde yerlesik olarak bulunurlar. Ca*, Na* iyonlarinin intraseliiler
ve ekstraseliiler sivilar arasindaki gecisi ile glutamat taginimina aracilik etmektedirler.

AMPA/Kainat reseptorleri, GIuR1-7, KA1-2 alt tniteleri icerirler. Postsinaptik néronun,
glutamat ile uyarilmasini takiben Ca*2, Na' iyonlarinin intraseliiler ve ekstraseliiler sivilar
arasindaki gegisi ile glutamat tasimimina izin verirler (Aydin ve ark, 2006; Gorgull ve Kiris,
2005). Bu reseptorler beyinde; amigdala, bazal ganglionlar, entorhinal korteks ve
serebellumda farkli ifade seviyeleri gostermekte ama hipokampusta yiiksek oranda ifade
edilmektedir (Gorgulli ve Kirig, 2005). AMPA reseptorlerinin, glutamata karsi afinitesi
diisiiktiir. Glutamat ile uyarildiklar1 zaman reseptdrler hizli bir sekilde agilip kapanirlar.
NMDA reseptorlerinin ise AMPA/Kainat reseptorlerine oran ile glutamata karsi afiniteleri
daha yiiksektir ve inaktivasyonlar1 daha yavastir (Gozen, 2008).

NMDA (N-metil D-aspartat) reseptorleri, merkezi sinir sistemi (MSS)’nde glutamat ile
uyarilan ligand kapili iyon kanalidir. Sekil 7°de gosterildigi gibi NMDA reseptorleri tizerinde;
glisin, glutamat, Zn*2, Mg'? ve poliamin gibi agonistlere 6zel baglanma bolgeleri
bulundururlar (Kritis ve ark, 2015). Bu baglanma bdlgelerine spesifik maddeler baglanir,
Mg*? iyonu uzaklastirilir, NMDA reseptorleri aktif duruma gelir, hiicre igi ve dis1 arasindaki
Ca'?, Na*, K" iyonlariin degisimleri gerceklestirilerek glutamat hiicre igerisine alinir.
NMDA reseptorleri; Na*, K* iyonlarma oran ile daha fazla Ca*? iyonu gegirgenligi olan
kanallardir (Tiifek¢i ve Tunali, 2012; GOrguli ve Kiris, 2005). Glutamat tasinmasi igin
NMDA reseptoru, bir kalsiyum iyon kanal1 kullanirken, AMPA reseptorii bir sodyum iyon

kanal1 kullanir.
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Poliamin Ca*d/ MNa* baglama veri
baglanma - h
yerl
Glutamat
baglanma
ver

Glisin
baglanma
e

Ekstrazelliiler kuzsm

Sitoplazmik kasmm

PCP baglanma yeri

Mg baglanma veri

Sekil 7: NMDA reseptoriiniin yapisi. Atila ve Alagdz, 2010’den modifiye edilmistir.

2.4.3. Glutamat Tasiyicilar

Beyin hicreleri, glutamati tasima Ozelligine sahip olan proteinler eksprese
etmektedirler. Eksprese edilen, glutamat tasiyicilarinin bazilar1 néronlar tizerinde bulunurken,
bazilar1 ise glia {izerinde bulunur. Glutamat tasiyicilari, fazla glutamati sinaptik bosluktan
temizleyerek sitrik asit dongiisiine ve tekrar sinaptik bosluga salinmak iizere ilgili metabolik
yolaga aktarirlar. Dongiiye katilan glutamat, glutamine ve ATP’ye donistiiriiliir (Karaca ve
ark, 2011). Glutamin, presinaptik noronlar tarafindan glutamat formuna doniistiirillr ve
sinaptik bosluga salinir. Glutamat tasiyicilart bu durumdan dolayi noéronlardaki sinaptik
terminallerde daha fazla bulunmaktadir.

Simdiye kadar, EAAT1 (GLAST), EAAT2 (GLT-1), EAAT3 (EAAC-1), EAAT4 ve
EAATS olmak Uzere toplam 5 adet Na* bagimli ve yiiksek afiniteli glutamat tasiyicisi
siniflandirilmigtir (Tablo 3). Glutamat tasiyicilart; (¢ Na* ve bir H* iyonu yaninda bir tane

glutamati hiicre igerisine tasirken, bir K™ iyonu hiicre disina vermektedir (Cetin, 2014).
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Tablo 3: Bilinen glutamat tasiyici alt tipleri ve ekspresyon yerleri. Gdzen, 2008’den modifiye

edilmistir.
Glutamat Tasiyici Insan Homologu Hiicresel ifade Anatomik Yeri
GLAST EAAT1 Astrositlerde Serebellum, Korteks
Astrositlerde,
GLT-1 EAAT2 Noronlarda Tum beyin
Astrositlerde de ifade
EAAC1 EAAT3 edilen post-sinaptik Serebellum,
noronal terminaller Hipokampus,
Astrositlerde de ifade
edilen post-sinaptik Serebellum,
EAAT4 EAAT4 ndronal terminaller, Hipokampus,
Purkinje hucre Neokorteks
noéronlari
Fotoreseptorler,
EAATS EAATS Bipolar hiicreler Retina

2.4.3.1. GLAST (Glutamat-Aspartat Tasiyicisi)

GLAST; EAAT1 veya SLC1A3 olarak da adlandirilan astrositlerde bulunan bir
glutamat tagtyicidir. Insanlarda, SLC1A3 (Solute carrier ailesi 1 (iye 3) geni tarafindan
kodlanmakta ve 5. kromozomun kisa kolunun 11-12 ve 13 (5p11-12-13) bolgelerinde lokalize
olan bir proteindir. Merkezi sinir sistemi astrositlerinde bulunmaktadir. Anatomik olarak
serebellum (beyincik) ve retinadaki baslica glutamat tasiyicidir (Mitrovic, 1998; Gorguld,
2009; Cetin, 2014).

2.4.3.2. GLT-1 (Glutamat Tasiyici-1)

EAAT2 (eksitator amino asit tasiyicist 2), SLC1A2 (Solute carrier ailesi 1 Uye 2) geni
olarak da bilinen GLT-1, EAAT (eksitator amino asit tasiyicisi) ailesindendir. 11.
kromozomun kisa kolunda (11p12-13) lokalize olarak bulunan SLC1A2 geni tarfindan
kodlamaktadir (Robinson ve Jackson, 2016).
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Presinaptik nérondan, vezikiiller araciligiyla sinaptik bosluga glutamat salgilanir ve
sinaptik boslukta konsantrasyonu artan glutamat, postsinaptik néronda bulunan glutamat
reseptorlerini uyarir ve ndron igerisine alinir. Sinaptik bosluktaki fazla glutamat GLT-1
(EAAT?2) tarafindan astrositlere gonderilir ve tekrar glutamat-glutamin dongiisiine katilir.
GLT-1 tarafindan hiicre icerisine glutamat (Glu) tasinmasi sirasinda; ii¢ Na™ (sodyum) ve bir
H* (hidrojen) iyonunu glutamat ile birlikte hiicre igine alir ve bir K* (potasyum) iyonunu
hiicre disina verilir (Sekil 7) (Sontheimer, 2008; Kanai ve Hediger, 2003). GLT-1 merkezi
sinir sistemindeki sinapslarda, uyarici nérotransmitter glutamati, hiicre dis1  alandan
temizleyen ana tastyicidir (Gozen, 2009). On beyin glutamat aliminin %90’indan GLT-1
sorumludur ve GLT-1 seviyesinin azalmasindan ilk olarak hipokampusun CA1 bolgesi
etkilenmektedir (Sheldon, 2008). Beyindeki toplam proteinin %1 ini temsil etmektedir (Lehre
ve Danbolt, 1998; Rimmele ve Rosenberg, 2016).

3Na*

K+
Glutamat

Sekil 8: GLT-1 tarafindan glutamat taginmasi ve iyon degisimi. Kanai ve Hediger, 2003’den

adapte edilmistir.

Beyinde, EAAT?2 ekspresyonuna bakildiginda homojen bir dagilim s6z konusudur ve
belli bir beyin bolgesinde lokalize degildir (Kim ve ark, 2011). Ozellikle beynin glia
hicrelerinde, GLT-1 ekspresyonu beynin diger hiicrelerine gore daha yiiksektir (Robinson ve
Jackson, 2016). Glutamat tasinmminin gergeklestirildigi yolakta, Protein Kinaz C’nin kendi
kendini fosforile ederek aktive eder. Aktive olan PKC, Nedd4-2 ligazi fosforile ederek aktive
eder ve aktif hale gelen Nedd4-2 ligazi, GLT-1’1 ubiquitinasyona gotiiriir (Sheldon ve ark,
2008; Tardon ve ark, 2012). GLT-1’in disfonksiyonu veya azalmis ekspresyonu sonucu
glutamat geri alinimi bozulur ve hiicreler arasi boslukta glutamat seviyesi artar. Sinaptik
boslukta glutamat seviyesinin artmasi, néronal 6liime neden olur.

Inme, epilepsi gibi durumlarda akut glutamat yiikselmesi ndronal yaralanmalara/oliime

neden olurken; kronik hafif glutamat yikselmeleri ise AH, ALS, HH ve PH hastaliklarinda
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oldugu gibi kronik néronal hasara neden olmaktadir (Lin ve ark, 2012; Kim ve ark, 2011;
Beart ve O’Shea, 2006). B-laktam simifi antibiyotik ile tedavi edilen hayvanlarin beynindeki
EAAT2 ekspresyonunda ve glutamat tagima aktivitesinde artis goriilmistur (Kim ve ark,
2011). Hayvan hastalik modellerinde yapilan bir ¢alisma, GLT-1 ekspresyonunun néronal
koruma sagladigin1 géstermistir (Lin ve ark, 2012).

GLT-1 (zerinde ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir, bunun nedeni ekstraseliler
matriksten intraseliiler matrikse glutamat tasinimini en fazla gergeklestiren tasiyict olmasidir

(Lin ve ark, 2012; Shih ve ark, 2014).

2.4.3.3. EAAT3 (Eksitator Aminoasit Tasiyic1-3)

EAAT3, EAAC1 veya SLC1Al olarak da adlandirilmaktadir. Insanlarda 9.
kromozomun kisa kolunun 24.2 (9p24.2) konumuna lokalize olarak bulunan, SLC1A1 (Solute
carrier ailesi 1 tye 1) geni tarafindan kodlanan 64 kDa agirliginda bir proteindir (Nieoullon ve
ark, 2006). Anatomik olarak serebellum ve hipokampusta bulunur (Gézen, 2008). EAAC1’in
(EAAT3) roli tam olarak bilinmemekte birlikte ndronal metabolizmada rol oynadigi

hipotezini destekleyen veriler vardir (Holmseth ve ark, 2012; Nieoullon ve ark, 2006).

2.4.3.4. EAAT4 (Eksitator Aminoasit Tasiyici-4)

EAAT4, SLC1A6 olarak da adlandirilmaktadir. Insanlarda 19. kromozomun uzerine
lokalize olarak bulunan ve SLC1AG6 (Solute carrier ailesi 1 Uye 6) geni tarafindan kodlanan
bir proteindir. EAAT4 merkezi sinir sisteminde; hipokampus, neokorteks ve agirlikli olarak
serebellumda eksprese edilir (Kim ve ark, 2011). Glutamat uyarici amino asitler igin yiiksek
afiniteye sahiptir (Kim ve ark, 2011).

2.4.3.5. EAATS (Eksitator Aminoasit Tasiyici-5)

EAATS5, SLC1A7 olarak da bilinmektedir. insanlarda 1. kromozom iizerinde lokalize
olarak bulunan ve SLC1A7 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. EAATS, merkezi sinir

sisteminde agirlikli olarak retinada eksprese edilmektedir. Fotoreseptor ve bipolar hiicrelerde
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bulunmaktadir (Cetin, 2014; Go6zen, 2008). Yiiksek CI iletkenligine sahiptir (Kim ve ark,
2011).

2.5. Sirtuinler

Sirtuinler, sessiz bilgi regilatori olarak bilinmekte ve hucresel birgok suregte rol
oynamaktadirlar.  Sirtuin  (Sirt) ailesi, histon deasetilasyonunu kodlayan Sir2’nin
memelilerdeki homologudur (Huang ve Zhu, 2018). ilk kesfedilen sir protein ailesinden Sir2,
1984 yilinda S. Cerevisiae 'de kesfedilmis ve yapilan ¢aligmada Sir2 ile yasam siiresi arasinda
bir baglant1 oldugunu diisiniilmiistiir (Kaeberlein ve ark, 1999). Sir2 ile ilgili C. Elegans ve
D. Melanogaster iizerinde g¢alismalar yapilmis ve yasam siiresindeki artis C. Elegans ta
goOzlenirken, D. Melanogaster’da ise kalori kisitlamasi (CR) ile korele bir sekilde gozlenmistir
(Yalgmn, 2018). Bu durum, Sir2’nin C. Elegans’ta yasam siiresini uzattigini gostermis, D.
Melanogaster’daki roliinii ise tartismali hale getirmistir (Yalgmn, 2018). SIRT'ler, hiicredeki
translasyon sonrasinda cesitli proteinleri ¢ogunlukla deasetilasyon olmak (zere, ADP-
ribozilasyon, malonilasyon, slksinilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar icin
hedefleyen enzimlerdir (Hirschey ve Zhao, 2015). Hucrenin sitozoliinde, ¢ekirdeginde veya
mitokondrisinde bulunan, nikotinamid adenin dinikleotid (NAD") bagimlh deasetilaz sinifidir
(Li ve ark, 2018; Shih ve ark, 2014). Sirtiiinler, proteinlerin deasetilasyonu sirasinda NAD*’1
bir kofaktor olarak kullanirlar (Landry ve ark, 2000). Sekil 9°da gosterildigi gibi, sirtliinler,
proteinlerin asetil grubunu, ADP-riboz grubuna aktarir ve sonu¢ olarak proteinler deasetile
edilir. Bu reaksiyon sonucunda, nikotinamid ve 2'-O-asetil-ADP-riboz ortaya ¢ikar. Sekil
10°da gosterildigi gibi, sirtiiinlerden bazilar1 ise ADP-ribozil grubunu lizinlere ekleyerek,
ADP-ribozil transferazlar olarak iglev gosterirler ve bu aktivite sirasinda da nikotinamid
salinimi  gozlenmektedir (Dang, 2014). Sirtuinler ile ilgili yapilan g¢alismalarda; yasam
stresini diizenledigi, genomik stabiliteyi korudugu ve yasa bagli hastaliklar1 etkiledigi de

gosterilmistir (Donmez ve ark, 2010; Kaeberlein ve ark, 1999).
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Sekil 9: Sirtuinlerin deasetilasyon aktivitesi. Dang 2014'den adapte edilmistir.
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Sekil 10: Sirtuinlerin ADP-ribozil transferaz aktivitesi. Dang, 2014’den adapte edilmistir.

Memelilerde, hiicrelerinde farkli lokalizasyonlar1 ve gorevleri bulunan yedi tane Sir2
homologu bulunmaktadir (Sirtl-7) (Tablo 4) (Yalgin, 2018). Sirtl genel olarak nukleus
icerisinde yer almasina ragmen sitoplazmada da bulunmaktadir (Lee ve ark, 2019). Sirt6 ve

Sirt7’ye nukleusta rastlanir. Sirt2 sitoplazmada yer almasina ragmen bazen nukleusta da
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gorulmektedir (José ve ark, 2012). Sirt3, Sirt4 ve Sirt5 ise mitokondriyal sirtiinlerdir (Bayram
ve ark, 2013).

Sirtuinlerin doku ekspresyonlari, hiicre lokalizasyonlari, hedefleri ve fonksiyonlar
farklilik gostermektedir (Tablo 4). Sir2 proteinleri icerisinden, Sirtl Uzerinde en fazla
arastirma yapilan memeli sirtuinidir. Ayrica, hipokampus, beyincik ve hipotalamusta ifadesi
yuksektir. Sirtl, p53, p73, E2F ve Ku70 gibi proteinleri hedefleyerek apoptozda rol oynar.
Sirtl, p53’t lizin amino asidlerinden deasetilize ederek transkripsiyonel etkinligini azaltir,
oksidatif strese ve DNA hasarina kars1 apoptozu baskilar (Bayram ve ark, 2013). FOXO
transkripsiyon faktorleri, Sirtl asetilasyonu ile diizenlenmektedir. Sirtl, ayrica, p53, FOXO ve
NF-kB gibi ¢oklu transkripsiyonel regiilatorleri hedefledigi i¢in mitokondriyal fonksiyonun
dizenlenmesinde de dnemlidir ve noérodejeneratif hastaliklar (AH, PH, HH, ALS) (zerinde
koruyucu etkiye sahiptir (Yalgin, 2018).

Sirt2, tubulini, FOXO1 ve FOXO03’ii deasetile eden ve genellikle sitoplazmada lokalize
olan bir proteindir. Sirt2, FOXO transkripsiyon faktorlerini deasetile ederek, hiicre dongiistinu
kontrol eder. Insan meme kanseri ve hepatoselliiler karsinom dokularinda, Sirt2 eksikligine
bagh timor gelisir. Sirt2’nin, glioma olarak adlandirilan beyin tiimorlerini baskiladigi
diistintilmektedir (José ve ark, 2012).

Sirt3, enerji Gretimi ve metabolizmadan sorumlu organel olan mitokondriye lokalize
olarak bulunur. Gugcli bir deasetilaz aktivitesine sahiptir. Sirt3’iin azalmasi veya tilkenmesi
sonucunda, reaktif oksijen turlerinin (ROS) seviyesinde artis gozlenirken, SOD seviyesinde
azalma gozlenir ve timor olusumu gergeklesir (Ansari ve ark, 2017). Sirt3, metabolizmay1
korumak icin FOXO3 ile etkilesime girerek ROS seviyesini azalttigi igin yaslanma,
norodejeneratif hastaliklar (AH, ALS, HH) ve stres direncinde de gorev almaktadir. Sirt3,
Asetil-CoA dehidrogenazin deasetile edilmesini sagladigi i¢in yag asidi oksidasyonunda da
rol oynamaktadir. (Kincaid ve Wetzel, 2013)

Sirt5, mitokondri Uzerinde lokalize olan, zayif bir deasetilaz aktivitesine sahip
proteindir. Sitokrom c’yi deasetile etmekte ve apoptozun yapisina katilabilmektedir (JOsé ve
ark, 2012). Ayrica, Ure dongusinde gorev alan karbamoil fosfat sentetaz (CPS1)’i deasetile
etmek icin hedef alir (Verdin ve ark, 2010). CPSI’in malonil veya siiksinil gruplarini
cikararak aktive eder (Dang, 2014).

Sirt6, nukleusa lokalize olarak bulunmaktadir. Genom stabilitesinin korunmasi ig¢in
histon H3’ii deasetilasyona ugratir. DNA tamirinde ve oksidatif strese cevapta genomik

stabilitenin korunmasinda 6nemli bir rol oynar (José ve ark, 2012). Sirt6’nin Susturulmus

31



oldugu fare modellerinde,

gozlemlenmistir (Mostoslavsky ve ark, 2006).

Base Excision Repair (BER) mekanizmasinda bozulma

Sirt7, nukleusta bulunur ve rRNA genleri ile iliskilidir. RNA polimeraz I ve II’ye bagh

transkripsiyonel islemlerde ¢esitli faktorlerle etkilesime girerek rRNA tarnskripsiyonunu

dizenler (José ve ark, 2012). Sirt7, p53°ii aktive ederek tiimor olusumunu da engellemis olur

(Bayram ve ark, 2013).

Tablo 4: Farkli sirtuinlerin enzim aktivitesi, substrat/hedefleri ve fonksiyonlari. José ve ark,

2012’den modifiye edilmistir.

Sirtuin Hucre Enzim Aktivitesi Substratlar/Hedefler Fonksiyon
Lokalizasyonu
Hiicre sagkalimi, yasam
H1, H3, H4, E2F, boyu regiilasyon,
SIRT1 Sitoplazma NAD * bagimlt p53, p73, FOXO ailesi, Ku70, inflamasyon,
Nukleus deasetilaz p300, NF-xB, PGC-la, PPAR- metabolizma
v, UCP2 regilasyonu, oksidatif
Asetil-CoA sentetaz 1 stres yaniti
SIRT2 Sitoplazma NAD * bagimlt a-tubulin, FOXO Hiicre dongusu kontroli
Nukleus deasetilaz
Asetil-CoA sentetaz 2 Mitokondriyal
NAD * bagimli Izositrat dehidrojenaz 2 proteinlerin
SIRT3 Mitokondri deasetilaz Ku70, FOXO3a, deasetilasyonu ve yag
Mitokondriyal ribozomal asidi oksidasyonunun
protein L10 duzenlenmesi
SIRT4 Mitokondri ADP-Ribozil Mitokondriyal
transferaz Glutamat dehidrojenaz (GDH) metabolizmanin
diizenlenmesi
SIRT5 Mitokondri NAD * bagimlt Sitokrom ¢
deasetilaz Karbamoil fosfat Sentetaz | Apoptoz
NAD * bagimlt Histon H3
SIRT6 Nukleus deasetilaz, TNF-a Genom stabilitesi, DNA
ADP-Ribozil PARR1 onarimi
transferaz
SIRT7 Nukleus NAD * bagimlt RNA polimeraz | rRNA transkripsiyonun
deasetilaz P53 diizenlenmesi
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2.5.1. Sirt4

Sirt4, memeli hiicrelerinde mitokondri Gzerinde lokalize olan ve ADP-Ribozil transferaz
etkinligi goOsteren bir sirtuindir (Jose ve ark, 2012). Sirt4 ile yapilan galismalarda diger
dokulara kiyasla beyin ve karacigerde yiiksek seviyede ifade edildigi gosterilmistir (Haigis ve
ark, 2006). Sirt4, pankreas beta hiicrelerinde insiilin sekresyonunun baskilanmasi,
mitokondriyal adenozin trifosfat (ATP) homeostazinin ayarlanmasi, apoptozun dizenlenmesi,
translasyon sonrasi modifikasyonlarin gergeklesmesi ve redoks tepkimesinin dizenlenmesi
gibi siireglerde rol oynamaktadir (Han ve ark, 2019).

Sirtd’iin ilk olarak kesfedilen substrati glutamat dehidrojenaz (GDH)’dir. GDH,
trikarboksilik asit (TCA) dongusinde, glutamati a-ketoglutamata dontstiiriir ve dongu
sonucunda ATP seviyesindeki artis insiilin sekresyonunu destekleyerek K* kanallarinin
kapanmasina, Ca*? kanallarinin ise agilmasina yol acar. Bu yolaktaki GDH’in enzimatik
aktivitesi, Sirt4’tin ADP-ribosilazyonu ile inhibe edilebilir. Sirt4, pankreastaki GDH’1 inhibe
ederek glutamat metabolizmasinin kontroliinde gorev alir ve ADP-ribosilaz aktivitesi ile
instlin sekrasyonunu diizenler (Han ve ark, 2019; Haigis ve ark, 2006). Yakin bir zamanda,
Al172 glioblastoma hicreleri ile yapilan bir calismada, Sirt4’in, GLT-1 ile GDH
ekspresyonlarini arttirirken GS’yi inhibe ettigi ve eksitotoksisiteye engel olarak glutamat
metabolizmasini diizenledigi gosterilmistir (Donmez Yalgin ve Colak, 2020). Sirt4 ile ilgili
fareler iizerinde yapilan bir ¢calismada, Sirt4 kaybinin beyinde glutamat tasiyici ekspresyon ve
islevinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Shih ve ark, 2014).

Hiicrede goriilen DNA hasarina karsilik olarak hiicre dongiisli durdurulur ve genomik
biitlinliiglin saglanmasi i¢in DNA hasar1 tepki mekanizmas1 (DDR) aktive edilir. DDR’deki
bozukluklar hiicrede, DNA hasar1 birikmesine ve hiicre Oliimiine tesvik edebilmektedir.
Hiicredeki DNA hasar1 sonrasinda, Sirt4 indiklenir ve glutamin metabolizmasi inhibe edilir
(Jeong ve ark, 2013). Sirt4, DNA hasar1 ve glutamin metabolizmasindaki rolii nedeni ile
timor hicrelerinde de kritik bir 6neme sahiptir. Kanser hucresi, glikoz yoklugunda, yasamini
devam ettirebilmek icin, mitokondri igerisinde glutamin katabolizmasi ile TCA ddngisini
devam ettirerek enerji Uretir. Sirt4’{in asir1 ekspresyonu, timor olusumunu ve hiicrelerinin
proliferasyonunu baskilamaktadir (Jeong ve ark, 2013; Min ve ark, 2019). Mide kanseri
hiicrelerinde yapilan ¢alismada, Sirt4’iin asir1 ekspresyonu, bu htcrelerin proliferasyonunu
inhibe etmistir (Hu ve ark, 2019). Mide, mesane, meme, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve
I6semi gibi insan kanserlerinde de Sirt4 mRNA (mesajci RNA) seviyelerinde azalma

gorilmesi, Sirt4’tiin insan kanserleri ilizerinde tiimor baskilayici roliiniin olma olasiligini
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gostermistir. Ayrica Sirt4 eksikligi olan fareler kendiliginden akciger, meme, karaciger
kanseri gelistirirken, Sirt4 kaybi ile yasa bagh tiimor insidansinda artis goriilmektedir (Jeong
ve ark, 2013; Huang ve ark, 2018).

Sirt4, lipit homeostazinin diizenlenmesinde yag asidi oksidasyonu (FAQ) ve yag asidi
sentezini diizenleyerek gorev almaktadir. Malonil-CoA, yag asiti sentezinde yag asitlerinin
baglanma birimi olarak gorev aldigi i¢in yag oksidasyonu ve yag sentezi dengesinin
dizenlenmesinde o6nemlidir. Bu dizenleme igin Sirt4; malonil-CoA’y1, malonil-CoA
dekarbosilaz (MCD) enzimi ile deasetile ederek asetil-CoA’ya c¢evirir ve asetil-CoA
karboksilaz (ACC) enzimi ise asetil-CoA’y1 malonil-CoA’ya ¢evirerek yag asidi sentezi ve
oksidasyonunda gorev alir. Fareler (zerinde yapilan ¢alismalar, Sirt4’iin, yag asidi
oksidasyonunu bastirdigini, lipogenezi tesvik ettigini ve lipit homeostazinin diizenlenmesinde
gorev aldigin1 gostermistir (Laurent ve ark, 2013). Malonil-CoA seviyesi organizmanin
beslenme durumu ile baglantilidir. Ac¢lik durumunda malonil-CoA seviyesi azalir, yag asitleri
oksidasyona ugratilir. Beslenme bollugunda ise malonil-CoA seviyesi artar, yag asitlerinin
oksidasyonu azalir. Sirt4, MCD’yi baskilar ve lipit homeostazin1 diizenler (Laurent ve ark,
2013; Ho ve ark, 2013).

Sirt4; hiicrede mitokondriyal ATP homeostazinin diizenlenmesini, Sirt4-ANT2 (adenin
nikleotid translokator 2) etkilesimi ile saglar. Sirt4-ANT2 ektilesimi sonucunda, ATP
seviyesi artar, mitokondriden sitoplazmaya dogru bir gegis olur. Hiicresel enerji kaynagi
olarak gorev yapan AMPK (adenin monofosfat ile aktive olan protein kinaz), AMP (adenin
monofosfat) ile aktive edilir. Aktive olan AMPK, ACC’nin fosforile olmasini saglayarak
malonil-CoA seviyesinin diismesine neden olmaktadir. Buna bagli olarak malonil-CoA’nin
inhibe ettigi, karnitin palmitoiltransfetraz 1 (CPT1) enzimi yardimi ile yag asitleri
mitokondride oksidasyona ugrar. Ayrica, Sirt4 ekspresyonuna bagli ATP artisi, AMPK
aktivitesini distrtr, nukleus icerisinde peroksizom proliferator-aktif reseptér gama
koaktivatorii 1-alfa (PGCla) genlerinin ekspresyonunu diizenler (Ho ve ark, 2013). Prosese

bagli olarak, Sirt4 ekspresyon seviyesi ile ATP seviyesi korelasyon gosterir.

2.6. Post-Translasyonel Modifikasyonlar

Translasyondan sonra eksprese edilen proteinler, post-translasyonel modifikasyona
(PTM) ugrayarak aktivitesi ve hiicresel lokalizasyonu diizenlenir. Proteinler, PTM sirasinda

kimyasal olarak degisiklige ugrarlar, yeni 6zellikler ve metabolizmada yeni islevler kazanirlar
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(Peterson ve ark, 2019; Yalgin, 2012.) Bu degisikler; fonksiyonel grup eklenen degisiklikler,
baska protein ya da peptitlerin eklendigi degisiklikler, amino asitlerin kimyasal yapisinin
degisiklikleri, yapisal degisikliklerdir.

Fonksiyonel grup eklenen degisikler; proteinin enzimatik aktivitesini, hicre igi
lokalizasyonunu, diger proteinler 1ile olan baglantisim1 etkileyerek proteinlerin
fonksiyonlarinin diizenlenmesini saglamaktadir. Bu grup igerisinde yer alan en Onemli
degisiklikler fosforilasyon, asetilasyon, glikozilasyon, prenilasyon ve agilasyondur (Yalgin,
2012).

GLT-1’de olan degisiklikler, baska protein ya da peptitlerin eklendigi degisiklikler
grubuna girmektedir. Bu grup kendi icerisinde dorde ayrilir. Bunlar; 1SGilasyon [ISG15
(Interferon-stimulated gene 15) proteininin kovalent baglanmasi], Sumolasyon [SUMO
(Small Ubiquitin Related MOdifier) proteininin kovalent baglanmasi], Ubikitinasyon
[Ubiquitin proteininin kovalent baglanmasi] ve Neddylasyon [NEDDS8 ubiquitin benzeri
proteinin eklenmesi]’dur.

Amino asitlerin kimyasal yapisinin degisimleri; arjinin gruplarinin sitruline doniistimii
sonucu ger¢eklesen sitrulinlesme ve glutaminin glutamik asite veya asparjinin aspartik asite
doniisiimii sonucu gergeklesen deaminasyondur.

Yapisal degisimler; iki sistein amino asitinin birbirine kovalent baglanmasi sonucu
olusan disiilfiir kopriileri ve proteinin bir peptit bagindan kesilmesi sonucu olusan proteolitik
kesmedir.

Bizim bu proje kapsaminda aragtirmis oldugumuz GLT-1 (EAAT2), post-translasyonel
modifikasyonlardan ubikitinasyona ugramakta, hucresel aktivitesi ve lokalizasyonu

diizenlenmektedir (Peterson ve ark, 2019).

2.6.1. Ubiquitinasyon

Ubiquitinasyon posttranslasyonel bir modifikasyondur. Ubiquitinasyon iki asamali bir
sistem olup ubiquitin proteozom sistemi (UPS) olarak adlandirlir. Tlk sistem; hedef proteinin
lizin amino asidinin Ubiquitin (Ub) ile isaretlendigi ve degredasyona goétiirildigii
ubiquitinasyon sistemidir (Sen ve ark, 2017). Ubiquitin, hedef proteini isaretleyerek
degredasyona gotiiren 76 amino asitlik regulator peptittir. Ikinci sistem; isaretli olarak iletilen
hedef proteinin proteozom kompleksinde degredasyona ugradig: sistemdir. Sekil 11°deki UPS

sisteminde goriildiigii gibi, Ubiquitinin hedef proteine baglanmasi {i¢ asamali bir
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reaksiyondur. Bu reaksiyonda; Ubiquitin aktive edici enzim (E1), Ubuquitin baglayic1 enzim
(E2) ve Ubquitin ligaz enzimi (E3) goérev almaktadir (Varshavsky, 2006). Ilk olarak
Ubiquitinin C-terminalinde bulunan lizin amino asiti, E1 enzimi tarafindan uyarilir ve bir
ATP harcanarak AMP + PPi ortaya ¢ikar. Lizin amino asiti, Sistein amino asitine baglanir.
Daha sonra aktif hale gelen ubiquitin, E2 enziminin sistein amino asitine transfer olur. Son
basamakta, substrata 6zgl E3 enzimi, hedef proteinin lizin amino asidine transfer islemini
gergeklestirir. Proteozoma aktarilan hedef proteinin yikiminin diizenlenmesinde, Ubiquitin
peptitlerini ¢ikararak ubiquitinasyonu tersine cevirebilen deubiquitin edici enzimler (DUB)
gorev alir (Jansen ve ark, 2014). DUB’lar mevcut zincirin diizenlenmesinde ve Ubiquitin
zincirinin substrattan uzaklastirilmasinda gorev alir (Atkin ve Paulson, 2014). Hedef protein,
proteozomlarda, ubiquitin bagimli proteaz (Ubp) tarafindan bir ATP harcanarak yikilir ve
Ubiquitin agiga ¢ikar. Ubiquitin proteazom sistemi (UPS), geri doniisiimlii bir sistemdir ve
yanlis katlanmis proteinlerin degredasyonu, hiicre canliligi, hiicre i¢i homeostazin
diizenlenmesinde gorev alir (Ciechanover ve ark, 2004). Ubiquitine olmus proteinlerin
birikmesi ALS, AH, PH, HH gibi norodejeneratif hastaliklarda gérulir ve bu hastaliklarin
ayirt edici bir 6zelligidir (Jansen ve ark, 2014).

Ubp A

Wpeptlt

Proteozom

ADP+Pi—_|
TP—"'"/

&

Sekil 11: Ubiquitin proteozom sistemi. Giiney ve ark, 2002’den adapte edilmistir.
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2.6.1.1. GLT’in Ubiquitasyonu

GLT-1 merkezi sinir sistemindeki ana glutamat tastyicidir ve GLT-1 konsantrasyonu
norodejeneratif hastaliklarda azalir (Sheldon ve ark, 2007). Glutamat tasiniminin
gerceklestirildigi yolakta GLT-1, Protein Kinaz C (PKC) aktivasyonu sonucu ubiquitine
olmakta ve degrade olmaktadir (Sheldon ve ark, 2008). PKC, kendisi fosforilasyona
ugrayarak aktive olmaktadir (Wang ve ark, 2016). Translasyon sonrasi, PKC’nin bu
modifikasyonlar dizisi, hiicrelerdeki PKC proteinlerinin seviyesinin diizenlenmesi i¢in 6nemli
bir molekiler mekanizmadir (Wang ve ark, 2016). PKC, HECT ailesinin bir Gyesi olan
Nedd4-2’yi (E3 ligaz) fosforile ederek aktif duruma getirmektedir. Aktif duruma gegen
Nedd4-2, GLT-1’e Ubiquitin eklemekte ve GLT-1 proteozomlar tarafindan degrade
edilmektedir (Tardon ve ark, 2012). Bu sisteme bagli olarak, GLT-1 seviyesi azalmaktadir ve
bu mekanizma nérodejeneratif hastaliklar ile iligkilidir. GLT-1’in amino ve karboksil
bolgelerindeki lizin amino asitlerinin arjinine mutasyonu gergeklestirilerek, GLT-1’in
ubikitinasyon mekanizmasi aydmlatilmistir (Sheldon ve ark, 2008; Susarla ve ark, 2008). Bu
proses, GLT-1’in hiicre ylizeyi ekspresyonunun dinamik olarak degisimini ve kontrol
edilmesini saglamaktadir. Sinaptik boslukta glutamat seviyesi arttiginda, hiicre yiizeyinde
GLT-1 seviyesi artar. Sinaptik boslukta glutamat seviyesi azaldiginda ise hiicre yiizeyinde,

GLT-1, yukarida anlatilan mekanizma ile degrade edilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Kullamlan Cihazlar

Calisma sirasinda; sivi azot tanki (-196°C), invert mikroskop (Olympos CK40), -80°C
buz dolabi (Nuaire), -20 dondurucu (Samsung), buz dolabi (Samsung), sicak su banyosu
(Memmert), inkibator (Nuaire), buz makinesi (Ugur buzal60), hassas terazi (Scaltec
SBC31), santrifilj (Hettich zentrifugen), otoklav (Hirayama), hiicre sayim cihaz1 (Invitrogen
countess™), 1s1 blogu (Lab companion), spektrofotometre (Thermo fisher scientific), masa
ustl santriftlj (Hettich zentrifugen mikkro20), sogutmali santrifiij (eppendorf centrifuge 5415
R), vorteks (Isolab), hiicre kiiltir kabini (Logic* purifier biosafety cabinet), distile su cihazi
(Niive), galkalayici (IKA® XS 130), pH metre (Mettler toledo), western blot seti (yiiriitme,
transfer tanki, giic kaynagi, Biorad), UV goriuntiileme cihaz1 (G:BOX SYNGENE), otoklav

kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calisma kapsaminda; IHA (immortalized human astrocytes) hiicresi, U87 hiicre hatti
(ATCC’den), DMEM High Glucose with L-Glutamine (DMEM, 500 ml, Capricorn), Fetal
Bovine Serum (FBS, 500 ml, Capricorn), L-Glutamine Solution (200 mM, 100 ml,
Capricorn), Penisilin/Streptomisin (100x, 100 ml, Capricorn), Sodyum pirtivat (Capricorn), 50
ml’lik steril falkon (Axygen), Tek kullanimlik steril pipet (10 ml, Costar), Tek kullanimlik
steril pipet (5 ml, Biologix), 10 cm®lik petri kabi (SPL Life Sciences), Etanol (Merck
Millipore Emsure), Pastor pipeti (VWR), Dulbecco’s PBS (Fosfat tamponlu salin) (1x,
Capricorn), Tripsin-EDTA (0,05%, Capricorn), Dimetil Siilfoksit (DMSO, Merck), 15 ml’lik
falkon tiipii (Axygen), Siringa filtresi (isolab), 10 ml siringa (BD-Luer-Lok™ Tip), Mikro
santrifiij tiipii (Tarsons), Hiicre sayim slayt1 (Countess™), Trypan blue (Sigma-T6146), 96
well plate (Biologix), RIPA Lizis Tamponu (VWR), Proteaz ve fosfataz inhibitort (1 ml,
100x, MedChem Express), 1 ml’lik steril enjektor (Beybi), Protein Quantitation Kiti (Reagent
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+ BSA Standart ) (Bradford testi, Biosciences), Tris Hidrokrolid (Sigma), Sodyum Klorir
(Merck Millipore Emsure), Tween 20 (Sigma), Tris Base (Tris(hidroksimetil)aminometan)
(1000g, Nzytech), Glisin (1000g, Nzytech), Metanol (LiChrosolv® Merck Millipore), SDS
(Sodyum Dodesil Siilfat) (BioShop), Yagsiz siit tozu (Pinar), B-Merkaptoetanol (250 ml,
Merck Millipore), Tris (Sigma), Ponceau S (Sigma), SDS-Page for Loading Dye (5x-1ml,
Nzytech), Hazir jel (Biorad), Filtre kagidi (Whatman®), Membran (PVDF) (Whatman®),
Marker (GeneDirex-BLUeye Prestained Protein Ladder), SIRT4 antikoru (Elabscience), PKC
antikoru (Bioassay Technology Laboratory), Ubiquitin (Bioassay Technology Laboratory),
GAPDH (Bioassay Technology Laboratory), GLT-1 (Elabscience), Goat-Anti Rabbit IgG-
HRP 2. Antikor (Elabscience), ECL (Novex® Chemiluminescent Substrat - Invitrogen)
kullanilda.

3.2. Yontem

3.2.1. Hucre Kilturd Uygulamalar

3.2.1.1. Medyum Hazirlama

500 ml medyum (besiyeri) hazirlamak i¢in;

%1 Penisilin/Streptomisin, %10 FBS, %1 Sodyum Piruvat ve %3 L-Glutamin miktari
kadar non-complete medyum (DMEM) ana stoktan ¢ikartildi. Ana stoktan ¢ikartilan non-
complete medyum (DMEM) 50 ml’lik falkon tiiplerinin igerisine koyuldu. Ana stok icerine
hesaplanan miktarlarda 5 ml Penisilin/Streptomisin, 50 ml FBS, 5 ml Sodyum Piruvat ve 15

ml L-Glutamin koyuldu.

3.2.1.2. Hicre Cozme

Onceden ATCC tarafindan kuru buz igerisinde gelen U87 hiicre hatt1 ve izmir Biyotip
ve Genom Enstitiisii (IBG)’den temin edilen IHA hattinin, siv1 azottan cikarilarak kiiltiir
ortamina ve hiicre kKiltlriine uygun bir sekilde ¢alisilmasini igeren bir basamaktir.

Su banyosu o©nceden isitilarak 37°C’ye getirildi ve serum bulunduran besiyerinin

37°C’lik su banyosunda 1sinmast saglandi. -196°C’lik s1v1 azottan ¢ikarilan hiicreler, hizli bir
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sekilde, su banyosunda, hiicrelerin bulundugu tiipiin kapagi suya degmeyecek sekilde
¢Ozduruldu. Hicrelerin bulundugu tiipler, %70’lik etil alkol ile steril edilerek klttr kabinine
alindi. THA ve U87 hiicre hatt1 igin 9 ml DMEM besiyeri (serumlu), 10 cm? lik petri kabi
icerisine koyularak Uzerine ¢ozdiiriilen hiicre hatt1 (1 ml) eklendi ve petri kab1 yavas bir
sekilde yukari-asagi; saga-sola olacak sekilde hareket ettirilerek hicrelerin petri kabi
icerisinde esit dagilmasi saglandi. Petri kabimin igerisine esit dagilip dagilmadigi invert
mikroskop ile kontrol edilen hucreler, 37°C ve %5 CO: bulunan inkiibatére kaldirildi.
Hucrelerin, petri kabmin yiizeyine tutunmasi i¢in 24 saat inkiibatérde birakildi. 24 saat
bekleyen hucreler, petri kabinin yiizeyine tutunduktan sonra, DMSO’lu dondurma besiyeri de
iceren temel besiyeri gekildi ve hucreler PBS ile yikandi. Hucrelerin (zerine, yeni serumlu
besiyerinden 10 ml eklenerek inkiibatore kaldirildi. Petri kabinin ylizeyindeki hicreler, %70-

80 aras1 hiicre doluluk oranina ulastiginda, tekrar 10 cm? lik petri kaplarina pasajlandi.

3.2.1.3. Hiicre Pasajlama

Hucreler dizenli olarak invert mikroskopta incelendi. Hucrelerin Uzerindeki besiyeri
gerekirse her giin yeni besiyeri ile degistirildi. Hiicrelerin yogunlugu, %70-80 oldugunda
pasajlama yapildi. Serumlu besiyeri ve PBS, sicakligi 37°C’ye gelen su banyosunda 1sitildi.
37°C ve %5 CO2’li inkiibatorden alinan petri kabindaki hicrelerin invert mikroskopta hucre
canliligi ve yogunlugu incelendi. Onceden %70’lik etil alkol ile sterile edilmis hiicre Kultlr(
kabinine, petri kaplari alindi. Hiicrelerin iizerindeki eski medium ¢ekildi. Petri kabinin
icerisine 5 ml PBS koyuldu ve hiicreler yikandi. Hiicrelerin iizerine, konsantrasyonu %0.05
olan Tripsin-EDTA’dan 1 ml koyuldu ve 3-5 dakika hiicrelerin kalkmasi igin inkiibatorde
bekletildi. 1:2 pasajlama icin yeni petri kaplari ¢ikartildi ve tizerine etiketleme yapildi. Yeni
petri kaplarinin igerisine, 5’er ml serumlu DMEM besiyeri koyuldu. Hucreler inkubatorden
alindi ve invert mikroskopta incelendi. Petri kab1 yuzeyi ile arasindaki baglantilar1 kopan
hlcrelerin Gzerine 9 ml serumlu besiyeri eklendi ve pipetaj yapilarak toplandi. Besiyeri i¢inde
toplanan hiicreler, 2 petri kab1 icerisine 5 ml olacak sekilde ayrildi. invert mikroskopta
hlcrelerin esit dagilip dagilmadigi kontrol edildikten sonra pasaji yapilan hiicreler inkubatore
kaldirildi.

1:3 pasajlama yapmak i¢in, li¢ adet yeni petri kabi ¢ikartilir ve Uzerine etiketleme
yapilir. Yeni petri kaplarinin igerisine, 7 ml serumlu DMEM besiyeri koyulur. Hiicrelere, 1:2

pasajlama isleminindeki sekilde PBS ile yikama ve Tripsin-EDTA ile petri kab1 ylzeyinden
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kaldirma basamaklar1 uygulanir. Petri kab1 yuzeyi ile arasindaki baglantilar1 kopan hiicreler 8
ml serumlu DMEM besiyeri ile petri kabinin igerisinden pipetaj yapilarak toplanir. Besiyeri
icinde toplanan hiicreler, 3 petri kabr igerisine 3 ml olacak sekilde ayrilir.

1:4 pasajlama yapmak i¢in, dort adet yeni petri kabi ¢ikartilir ve petri kaplarinin Gzerine
ctiketleme yapilir. Yeni petri kaplarinin igerisine, 8 ml serumlu DMEM besiyeri koyulur.
Hiicrelere, 1:2 pasajlama isleminindeki sekilde PBS ile yikama ve Tripsin-EDTA ile petri
kabi yiizeyinden kaldirma basamaklar1 uygulanir. Petri kabi yiizeyi ile arasindaki baglantilari
kopan hiicreler 7 ml serumlu DMEM besiyeri ile petri kabinin igerisinden pipetaj yapilarak
toplanir. Besiyeri i¢inde toplanan hiicreler, 4 petri kabi icerisine 2 ml olacak sekilde ayrilir.
Invert mikroskopta hiicrelerin esit dagilip dagilmadigi kontrol edilir ve pasaj1 yapilan hiicreler

inkiibatore kaldirilir.

3.2.1.4. Hiicre Dondurma Besiyerinin Hazirlanmasi

Hazirlanmak istenen medyumun miktarina bagl olarak; %20’si kadar FBS (Fetal Sigir
Serumu, %10’u kadar DMSO (Dimetil stlfoksit) ve toplam hacmi tamamlamak igin serumsuz
medium (igeriginde FBS, sodyum piriivat, glutamin ve penisilin/streptomisin bulundurmayan)
eklendi. Hazirlanan dondurma besiyeri (freeze mediumu) filtreden gegirildi. Hazirlanmis olan

freeze medyumu buz tizerine alindu.

3.2.1.5. Hucrelerin Dondurulmasi

IHA ve US87 hicreler pasajlama surecinde iken, hicrelerin bir kismi, sonraki
caligmalarda kullanilmak {izere miimkiin oldugunca diisiik pasaj numaralarinda, genetik
degisiklige ugramalarina izin verilmeden, cryotupler igerisine 1 ml olarak donduldu ve
saklandi.

Dondurma besiyeri (freeze mediumu) onceki kisimda anlatildigi gibi hazirlanarak buz
lizerine birakildi. Petri kaplar1 inkiibatorden alinarak invert mikroskopta canliligt ve
yogunlugu incelendikten sonra, 6nceden steril edilen hiicre kiiltiirii kabinine alind1. Hicrelerin
Uzerindeki eski medium cekildi. Hiicreler, 6nceden 37°C’de 1sitilmis PBS ile yikandi ve PBS
petri kabinin icerisinden uzaklastirildi. Hucrelerin Uzerine 1 ml Tripsin-EDTA eklendi ve 3-5

dk arasinda inkibatorde birakildi. Hucreler, invert mikroskopta kontrol edildikten sonra, 6-7
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ml medium ile hiicreler topland1 ve falkon tip igerisine alindi. 5 dk 4°C’de 1200 rpm’de
santiftj edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant kisim ¢ekilerek atildi ve pelet buz lzerinde 2 dk
bekletildi. Hiicreler iizerine 6nceden hazirlanan dondurma besiyeri eklenerek yavasca pipetaj
yapildi ve homojen sekilde karigtirildi. Daha sonra, stoklanacak cryottpler icine ise 1 ml
olacak sekilde koyuldu. Tupler, ilk olarak -20°C’de 20 dk bekletildi ve -80’¢ kaldirildi.

3.2.1.6. Hucreden Protein Cikarma

Oncelikle, protein izole edilecek hiicrelerin konfluent olup olmadig1 invert mikroskopta
kontrol edildi. Konfluent oldugu goriilen hiicreler, tekrar inkiibatore kaldirilarak protein
izolasyonu icin gerekli malzemeler hazirlandi. Her petri kabi igin 150 pl RIPA tamponuna
(Radio-Immunoprecipitation Assay/ lizis ve ekstraksiyon tamponu) ihtiya¢ vardir. 170 pl
RIPA tamponu (lizis ve ekstraksiyon tamponu) igin; %1 proteaz inhibitorl, %1 fosfotaz
inhibitéri ve 166,6 pl RIPA tamponu, ependorf tlpinun igerisinde hazirlandi. Petri kabi
icerisinde bulunan hicrelerin Uzerindeki eski mediumlar ¢ekilerek uzaklastirildi. 5 ml PBS ile
hiicreler yikandi. 1 ml Trypsin-EDTA hucrelerin tzerine koyuldu ve 3-5 dk inkibatorde
bekletildi. 5 ml PBS ile hiicreler toplandi. Toplanan hiicreler 15 ml’lik falkon tupinin igerine
koyularak, 5 dk 2000 rpm’de 4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant kisim uzaklastirildi. Pelet, 1
ml PBS ile pipetaj yapilarak homojen hale getirildi ve ependorf tlip igerisine alindi. Daha
sonra, 5 dk 2000 rpm’de 4°C’de santrifiij edildi, Stipernatant kisim atildi ve peletin Uzerine
150 ul RIPA eklendi. RIPA tampon ¢ozeltisi eklenmis pelet, 15 kez pipetaj yapilip 15 kez
igneden gecirildikten sonra, -80°C’de 20 dk bekletildi. Daha sonra, buzda eritilip 15 kez
pipetaj yapildi (4 kez). 4°C’de 2000 rpm’de 25 dk santrifiij edildi. Sipernatant kismi, bir

ependorf tlpln icerisine alindi. Elde edilen proteinler -20°C’ye kaldirildi.
3.2.2. Bradford Assay

Bradford Assay kolorimetrik protein tayin yodntemlerinden birisidir. Bu yodntemin
temeli; Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin tahlil edilecek olan proteine baglanarak

mavi renk vermesine ve 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede Ol¢lim alinmasina

dayanir. Coomassie boyasinin proteine baglanmasi, boyanin mavi anyonik formunu sabitler.
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Bradford Assay’da protein tayinini yapabilmek icin, belirli konsantrasyonlarda standart
cozeltiler hazirlandi (Tablo 5) (Standartlarin igeriginde protein bulundugu i¢in bu islemler buz

tizerinde yapildi).

Tablo 5: Bradford assay standartlar tablosu

SIRA H,0 (ul) BSA (ul) KONSANTRASYON(pg/pl)
0 300 Stok 2000

B 125 375 Stok 1500

C 325 325 Stok 1000

D 175 175 B’den 750

E 325 325 C’den 500

F 325 325 E’den 250

G 325 325 F'den 125

H 400 100 G’den 25

| 400 0 0

Tablo 5’te gosterilen sekilde standartlar hazirlandi. Vortex ve santrifiij yapilarak buz iizerine

kaldirildi. Standartlar sonrasi1 6rnekler 1:5 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

Tablo 6: Bradford assay 6rnekler tablosu

ORNEK ADI PROTEIN(ul) H,0 (ul)
us7 5 20
IHA 5 20

Tablo 6’da gosterildigi gibi 6rnekler hazirlandi, santrifij edildi ve buz tizerine kaldirildi.

Calisma soliisyonu hazirlamak igin 4600 pl galisma soliisyonu 15 ml’lik falkon tiip
icerisine koyuldu ve vortexlendi.

Hazirlanan standart ve Orneklerden, 96 well plate de yapilacak olan ol¢iim igin, 2
tekrarli olmak tizere, her kuyucuga 5 pl koyuldu (Tablo 7). Koyulan standartlar ve érneklerin
Uzerine, ¢alisma soliisyonundan 200 pl koyularak yavas bir sekilde pipetaj yapildi. 30 saniye
calkalayicida birakildi ve 5 dk inkube edildi. Spektrofotometrede 595 nm dalgaboyunda,

hazirlanan plate igin 6l¢iim alindi. Olgiim sonrasi ¢ikan degerler icin hesaplama asamasina
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gecildi. Tablo 7°de gortldigi gibi standart ve 6rnekten ikiser tekrarl yiikleme yapildigi i¢in
ortalamalar1 alindi. Hesaplanan ortalamalardan blank olarak kullanilan distile H2O’nun
ortalamasi ¢ikartildi. Standart degerleri ve temsil ettikleri konsantrasyon degerleri igin Excel
programinda dagilim grafigi cizildi. Grafikte verilen R? degerinde, 6rneklerin ortalamalar1 y
degeri yerine yazilarak, x degerleri, her bir 6rnek i¢in hesaplandi. Ornekler, 1:5 oraninda
seyreltilerek hazirlandigi icin her deger 5 ile ¢arpilarak 6rneklerin konsantrasyonu hesaplandi

ve hesaplanan deger 1000°¢ boliinerek protein konsantrasyonlari pg/ml’ye ¢evrildi.

Tablo 7: Bradford yiikleme plani

A |0 100 325 325 325 175 | 325 | 375 |300
(G’den) | (F’den) | (E’den) | (C’den) | (B’den) | Stok | Stok | Stok
B 0 100 325 325 325 175 | 325 | 375 |300

(G’den) | (F’den) | (E’den) | (C’den) | (B’den) | Stok | Stok | Stok
C IHA | IHA us7 ua7

3.2.3. Western Blot

Hicrelerden izole edilen protein ekstrakt: icerisindeki spesifik proteinin tanimlanmasi
icin yapilan bir blotlama yontemidir.

Hicreden protein izolasyonu yontemi ile proteinler elde edildi. Yiklemek istedigimiz
protein ornekleri igin, 120 ug, bradford assayde c¢ikan konsantrasyonlara bdliinerek,
yuklenecek Orneklerin hacmi pl olarak hesaplandi. Yiikleme boyasinin eklenmesi ve
orneklerin denatiire edilmesinin ardindan, jele dnce IHA (glia) sonra U87 (glioblastoma)
proteinleri olacak sekilde tiger tekrarli olarak yiiklendi. Protein ornekleri elektroforez
yontemi ile molekiil agirliklarina gore jel tizerinde yurutuldi. Sekil 12°deki gosterildigi
sekilde western blot sandvigi yapilarak transfer jelden PVDF membran iizerine transfer edildi.
Memranlarin yerlestirilecegi kutular ¢ikartilarak her antikor icin kutular tek tek etiketlendi.
Transfer isleminin sonunda membranlar kesilerek kutulara yerlestirildi. Membranlarin {izerine
5 ml blocking soliisyonu koyularak oda sicakligindaki calkalayici tizerinde 1 saat bloklama
islemi yapildi. Bloklama islemi sonunda, yeniden, membralarin tizerine 5 ml blocking
solisyonu ile EAAT2 (GLT-1), Ubiquitin, Sirt4 ve PKC primer antikorlar1 etiketlenen
kutulara siras1 ile 1:1000, 1:1000, 1:500 ve 1:500 oraninda koyuldu. Membran, 16 saat
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boyunca, +4°C’deki ¢alkalayici tizerine birakildi. Siire bitiminde 3 defa 5’er dakika wash
buffer ile membran yikandi. 1:5000 oraninda Goat Anti-Rabbit (2.cil/seconder) antikoru ve 5
ml blocking soliisyonu koyuldu. Membran 2 saat oda sicakligindaki calkalayici {izerine
birakildi. Stre sonunda, membran, 3 kere 10’ar dakika wash buffer ile yikandi. 500 pul ECL
solisyonu hazirlanarak membran iizerine eklendi. ECL inkiibasyonu i¢in 2 dk beklendi ve
membran asetat tizerine koyularak western blot gériintiileme cihazinda (G:BOX SYNGENE)
goriintii alindi. Membranlar stripping buffer ile 90 dk oda sicakligindaki g¢alkalayicida strip
edildi. Siire bitiminde membranlar 3 defa 5’er dakika wash buffer ile yikandi. 5 ml blocking
soliisyonu koyularak oda sicakligindaki ¢alkalayici iizerinde 1 saat bloklama islemi yapildi.
Sire bitiminde membranlarin {izerine 5 ml blocking soliisyonu ve 1:3000 oraninda GAPDH
antikoru koyuldu. Membran, 16 saat boyunca, +4°C’deki galkalayici iizerine birakildi. Siire
bitiminde 3 defa 5’er dakika wash buffer ile membran yikandi. 1:5000 oraninda Goat Anti-
Rabbit (2.cil/sekonder) antikoru ve 5 ml blocking soliisyonu koyuldu. Membran 2 saat oda
sicakligindaki ¢alkalayici iizerine birakildi. Sre sonunda, membran, 3 kere 10’ar dakika wash
buffer ile yikandi. 500 pl ECL soliisyonu hazirlanarak membran iizerine eklendi. ECL
inkibasyonu icin 2 dk beklendi ve membran asetat Uzerine koyularak western blot
goriintiileme cihazinda (G:BOX SYNGENE) goriintii alindi.  Western blot yontemi ile
ekspresyonlarina bakilan proteinlerin, Image J programi kullanilarak kuantifikasyonlari

yapildi.

3.2.3.1. Tampon Cozeltiler

10X Yurutme Tamponu (10X Running Buffer-1 It) icin; 30.3 gr Tris-Base (0.25 M),
144 gr glisin (1.92 M) ve 10 gr SDS (0.04 M) hassas terazide tartilarak son hacim 1 1t olacak
sekilde dH20’da ¢ozdiirildi.

1X Yurtutme Tamponu (1X Running Buffer-1 It) igin; 900 ml dH20 icerisine 100 ml
10X Running Buffer eklenerek hazirlandi (Tris-Base (0.025 M), Glisin (0.192 M), SDS
(0.004 M)).

Transfer Tamponu (Transfer Buffer-1 It) icin; 3.03 gr Tris-Base (0.025 M) ve 14.4 gr
glisin (0.192 M) hassas terazide tartildi ve bir beher igerine alindi. Uzerine 200 ml methanol,
2 ml %10 SDS eklenerek yaklasik 800 ml’ye kadar dH2O ile tamamlandi, karisimin

coziinmesi saglandi, ¢éziindiikten sonraki hacim 1 1t’ye tamamlanda.
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TBS (Tris-Buffered Salline-1 It) icin; 6.05 gr Tris-HCI (0.038 M) ve 8.76 gr NaCl (0.15
M) tartildi, lizerine 800 ml’ye yakin otoklavlanmig dH.O eklenerek ¢oziinmeleri saglandi.
Elde edilen ¢ozeltinin pH’si, pH metre ile Olculdu, pH: 7.6 olarak ayarlandi ve son olarak
cozelti 1 litreye dH20 ile tamamladi.

Blotlama Soliisyonu (Blocking Solution - %5 Skim Milk (Sit Tozu) + TBS (pH: 7.6) )
icin 5 gr sUt tozu hassas terazide tartildi. Beher igerisine manyetik karigtirici atilarak karistirict
uzerinde TBS ile ¢ozuldu.

Yikama Tamponu (Wash Buffer —TBS (pH: 7.6) + %0,1 Tween 20) icin; 100 ml TBS
(pH: 7.6) ¢ozeltisine 100 ul Tween-20 eklenerek hazirlandi.

%10’luk SDS ¢o6zeltisi; hassas terazide tartilan 10 gr SDS ve dH20 ile hazirlandi (Total
hacim 100 ml olmalidir).

Strip Tamponu (Stripping Buffer- %2SDS, 62.5 mM Tris (pH:6.7), 100 mM -
merkaptoethanol) igin; 200 ml %10 SDS, 62.5 ml 1 M Tris (pH:6.7) (B-merkaptoethanolsiiz)
dH20 ile 1 It tampon hazirlandi. Her strip asamasinda 50 ml strip tamponu i¢ine 350 ul B-
merkaptoethanol eklenerek kullanildi.

Tripan mavisinden 0,04 g tartildi ve 10 ml PBS igerisinde eritilerek %0,04’liikk boya
sollisyonu hazirlandi.

Ponceau S ¢Ozeltisi (%5 asetik asitte %0.1 w/v Ponceau-100 ml) igin; 0.1 gr Ponceau S

hassas terazide tartildi, 5 ml asetik asit ve dH20 ile ¢6zduruldi.

3.2.3.2. Orneklerin Hazirlanmasi, Jele Yiiklenmesi ve Elektroforezi

Jele yiiklenecek Orneklerin miktari, Bradford Assay ile hesaplandi ve 6 pl yikleme
boyasi ile birlikte ependorf tiplerin igerisine hazirlandi. 2000 rpm’de 10 saniye santrif(ij
yapildi. Ornekler, 1s1 blogunda 96°C’de 5 dakika denatiire edildi ve 2000 rpm’de 10 saniye
santriflj edildi. Jel alinarak yiiriitme tankina koyuldu ve yirtitme tamponu (1X Running
Buffer) eklendi. Jelin Uzerindeki tarak c¢ikartildi. ik kuyucuga 3 ul marker yiiklendi
sonrasinda ise ornekler sirasi ile yiiklendi (Max 30 pl = Yiikleme boyas: (5X) + Ornek => 6
ul yiikleme boyast + 24 pl 6rnek). Jel 100V’da 1-1.30 saat ydratuldi (Yiikleme boyast jelin

sonuna gelene kadar yarutaldr).
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3.2.3.3. Jelden Membrana Transfer, Blotlama ve Gorintileme

Transfer sandvig¢ini hazirlamak i¢in asagidaki islemler sirasiyla yapildi. Stinger transfer
buffer ile islatildi ve siyah kasetin {lizerine koyuldu. Whatman kagidi transfer buffer ile
1slatildi ve koyuldu. Jel whatman kagidinin tizerine koyuldu. Jelin Gzerine, membran transfer
buffer ile 1slatilarak koyuldu. Uzerine, whatman kagid: transfer buffer ile 1slatilarak koyuldu
ve rulo ile lizerinden gegildi. Siinger transfer buffer ile 1slatildi, koyuldu ve rulo ile Uzerinden
gecildi (Sekil 12). Kaset kapatildi. Kaset tank igerisine — ve + yonlere dikkat edilerek
yerlestirildi. Tankin igerisine buz blogu yerlestirildi. Transfer buffer koyuldu. Tank +4°C gug¢
kaynagina baglandi ve 70V’da 2 saat yiirlimesi i¢in birakildi.

Sunger

TR Whatman Kagid
s \\ embran

A Tl
mmmmmmutiaiiRR Whatman Kagidi

I siinger

Sekil 12: Western blot i¢in transfer sandvicinin hazirlanma sirasi

I + /\

Transfer sonrasi, membranin iizerine 5 ml blocking solGsyonu koyuldu. Oda
sicakligindaki calkalayici tizerinde 1 saat bloklama islemi yapildi. Bloklama islemi sonunda,
yeniden, membranin tizerine 5 ml blocking soliisyonu ve 1:1000 oraninda EAAT2 (GLT-1)
primer antikoru koyuldu. Membran, 16 saat boyunca, +4°C’deki ¢alkalayici {lizerine birakildi.
Sure bitiminde 3 defa 5’er dakika wash buffer ile membran yikandi. 1:5000 oraninda Goat
Anti-Rabbit (2.cil) antikoru ve 5 ml blocking soltisyonu koyuldu. Membran 2 saat oda
sicakligindaki calkalayici tizerine birakildi. Sire sonunda, membran, 3 kere 10’ar dakika wash
buffer ile yikandi. 500 pl ECL soliisyonu hazirlanarak membran (zerine eklendi. ECL
inklibasyonu icin 2 dk beklendi ve membran asetat Uzerine koyularak western blot
gorunttleme cihazinda (G:BOX SYNGENE) goruntt alindi.
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3.2.4. Glutamat Assay

Glutamat assay testi biyolojik numunelerde glutamatin hizli, segici ve hassas bir
bi¢imde algilanmasi i¢in kullanilan biyoliiminesans testtir. Sekil 13’de gosterildigi gibi
glutamat dehidrojenaz (GDH), glutamati o-ketoglutarata cevirirken, NAD™1 NADH’a
cevrilir. Test, bu asamada salinan NADH’n tespitine dayanir. NADH varliginda, bir pro-
lusiferin rediiktaz substrati, rediiktaz tarafindan lusiferine doniistiiriiliir. Ortaya ¢ikan lusiferin,
Ultra-Glo™ Rekombinant Lusiferaz tarafindan 1sik iiretmek i¢in kullanilmaktadir. TUm
glutamat tiketilene kadar, sabit bir liminesans sinyal elde edilir ve agiga ¢ikan liiminesans
sinyal numunedeki glutamat miktar1 ile orantihidir. Bu sinyalin ol¢timiiyle Orneklerdeki

glutamat miktar: tayin edilmektedir.

Glutamat o-ketoglutarat+INH,

Glutamat
Dehidrojenaz
+ +
NAD NADH NAD
Tltra-Glo™
rLuciferase,
Pro-Lusiferin .. . ATP
L usiferin EE——

(Rediiktaz Substran

Sekil 13: Glutamat assay ¢alisma prensibinin gdosterimi. Promega Ultra-Glo™ glutamat assay

kitinden modifiye edilmistir.

Hiicre sayiminda 6li hiicrelerin boyanmasinda kullanilan tripan mavisiden 0,04 g
tartild1 ve 10 ml PBS igerisinde eritilerek %0,04’1liik boya soliisyonu hazirlandi.

10 cm?’1ik petri kaplarinda yetistirilen ITHA ve U87 hiicrelerinin, 1 ml tripsin-EDTA ile
petrinin yiizeyinden kalkmasi saglandi ve 9 ml besiyeri ile hiicreler toplanarak iginde 10 ml
medium olan falkon tlpe alindi. Hiicre soliisyonu homojen bir hale getirildi. Hiicre
solisyonundan ve tripan blue boyasindan 1:1 oraninda alinarak ependorf igerisinde
karistirildi. Slaytin A ve B kisimlarina ependorf tlip icerisinde hazirlanan soliisyondan 10 pl
koyuldu ve cihazda hucre sayimi yapildi. Sonuglar hesaplanarak, 96 well plate’e, bir tane

kuyucuga yalnizca medium ve diger kuyucuklara tiger tekrarli 5000’er hiicre (100 pl) olacak
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sekilde ekildi. 0 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat icin tim deney boyunca her kuyucuktan
medium toplanacagindan ve toplam 9 kuyucuk oldugu diisiiniilerek 36 tane ependorf tup
gruplarina gore isimlendirildi, iclerine ayri ayri 98 ul steril PBS, hicre kilttri kabini
icerisinde koyulup 4°C’ye kaldirildi.

Hiicreler canlilik ve yogunluklar: igcin mikroskopta kontrol edildi. DMEM besiyeri
wsitildi. Hicrelerin Gzerindeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicrelerin iizerine 100 pl DMEM
besiyeri koyuldu. Besiyeri degistirilir degistirilmez, O saat icin her kuyucuktan 2 pl besiyeri
alinarak Onceden hazirlanmis olan 98 pl PBS igeren tiiplere toplandi ve tiipler -20°C’ye
kaldirildi. Besiyeri degisiminin iizerinden 24 saat, 48 saat ve 72 saat gectiginde besiyeri
toplama islemi O saat i¢in oldugu gibi tekrar edildi ve besiyeri iceren PBS’li tiipler -20°C’ye
kaldirildi.

Assay Asamasi; Glutamat assay kitinde yer alan Tablo 8’¢ uygun sekilde plate’de

kullanilacak olan 36 kuyucuk i¢in hazirlandi.

Tablo 8: Glutamat assay kitinde yer alan bilesenler ve kuyucuk basina kullanim miktarlari.

Promega glutamat assay kitinden modifiye edilmistir.

Bilesen Kuyucuk basina kullanilan miktar
Lusiferin tespit etme sollisyonu 50 pl
Reduktaz 0,25 pl
Rediktaz substrati 0,25 pl
Glutamat dehidrojenaz 1yl
NAD* 1l
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Sekil 14: Glutamat assay testi i¢in toplanan besiyerlerinin yiikleme plant

-20°C’de saklanan besiyeri ve PBS igeren ornekler ¢ikartildi ve ¢ozliinmeleri saglandi.

Ornekler Sekil 14°de gosterilen plana gore assay plate icerisine kuyucuk basma 50 pl olarak

yuklendi. Plate’e yiiklemek igin test icerisinde gelen 10 mM, 50 pl glutamattan 50 pM

glutamat hazirlandi. ([50 pul x 50 uM] / 10000 = 0,25 pl hesaplamasindan g¢ikan miktar

ependorf tlpte son hacim 50 ul olacak sekilde PBS ile tamamlandi. Bu glutamat yalnizca tek

bir kuyucuga kontrol olarak koyuldu. Ardindan hazirlanan glutamat tespit reaktifinden her

kuyucuga 50 ul eklendi. Plate 1s1ksiz ortamda, oda sicakliginda, 1 saat boyunca inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde liiminometre ile dlgiim alind.
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4. BULGULAR

4.1. Western Blot Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

4.1.1. Bradford Assay ile Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hiicrelerden yapilan protein izolasyonu sonrasi, Bradford Assay ile protein
konsantrasyonu belirlendi. Protein konsantrasyonu sonuglari, Excel programinda hesaplanarak
absorbans/standart grafikleri olusturuldu. Sekil 15°deki grafikte verilen R? denklemine gore,
protein konsantrasyonu hesaplamalari yapildi. Denklemde, elde edilen absorbans degeri (OD)
y degeri yerine koyularak x degeri bulundu. Bulunan x degeri daha sonra 1000’e boliinerek
pg/ul cinsinden protein konsantrasyonu elde edildi. Western Blot uygulamasi sirasinda, jele,

bu sonuglara bagl olarak 120 ug yiikleme yapildi.

H20-

0.8
y = 0.0004x +0.0289
R?=0.9661 ®

0.7

0 500 1000 1500 2000 2500

Sekil 15: IHA ve U87 hucrelerinden elde edilen protein 6rneklerinin Bradford Assay

sonuglar ile olusturulan absorbans /standart grafigi.
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4.1.2. GLT-1 ve Ubiquitin Protein ifadesinin Western Blot ile Tespiti

Sekil 16°daki GLT-1 ve Ubiquitin bantlar1 GAPDH’e oranlanarak bakildiginda, IHA
hiicresine kiyas ile U87 hiicrelerinde GLT-1’in protein ekspresyonunun istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttigi ve Ubiquitin protein ekspresyonunun ise azaldigi ancak bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlemlenmistir. Bu sonuglar birbiri ile
uyumludur ¢unki GLT-1 ubiquitine olarak degrade edilmektedir. Dolayisiyla, ubiquitinasyon

azalirsa, GLT-1"in degradasyonu azalacaktir ve protein ifadesi artacaktir.

41.3. GLT-1 ve Ubiquitin Protein Bantlarimin Image J Programm Kullamlarak

Hesaplanmasi

Image J programi NIH (Ulusal Saglik Enstitiisii- National Institute of Health)’in web
sitesinden iicretsiz olarak indirilmistir. Kuantifikasyon program igeriginde anlatildigi lizere
yapildi. Ik basamakta, Sekil 16°da bulunan western blot goriintiistindeki bantlar etrafinda,
dikdortgenler ¢izildi. Program, bu dikddrtgenler icindeki bantlarin yogunluguna gore 6lgiim
yaparak “tepe grafigi’ni ¢izdi (Sekil 17-18). Bu tepe grafiginin altindaki alan1 hesaplayarak
bantlara karsilik gelen degerleri verdi.

Ikinci basamakta, Sekil 16°da bulunan western blot gériintisiindeki GAPDH bantlari
etrafinda dikdortgenler cizildi. Program, bu dikdodrtgenler igindeki bant yogunluguna gore,
“tepe grafigi”ni ¢izdi (Sekil 17-18). Program bu tepe grafiginin altindaki alani1 hesaplayarak
bantlara karsilik gelen degerleri verdi. Bu veriler bir tablo olarak verilmistir (Tablo 9-10).
GLT-1 ve Ubiquitin bantlarmin degerleri, GAPDH bant degerlerine oranlanarak rolatif
ekspresyon grafikleri ¢izilmistir ve Sekil 19-20’de gdsterilmistir.
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IHA us7

GLT-1 T e e——

Ubiquitin

GAPDH

IHA

us7

Sekil 16: IHA ve U87 hicrelerinde, GLT-1 ve Ubiquitin protein ifadelerinin western blot ile

gorinttlenmesi. GAPDH kontrol olarak kullanilmistir.

IHA GLT-1
Banti

U87 GLT-1
Banti

IHA GAPDH
Banti

U887 GAPDH
Banti

Sekil 17: Sekil 16A° daki western blot deneyi sonrasi, GLT-1 ve GAPDH protein bantlar1 i¢in

Image J programa ile tepe grafiginin ¢izilmesi.
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[HA
Ubiquitin
Banti

U7
Ubiquitin
Banti

IHA GAPDH
Banti

U87 GAPDH
Banti

Sekil 18: Sekil 16B’ deki western blot deneyi sonrasi, Ubiquitin ve GAPDH protein bantlari

icin Image J programu ile tepe grafiginin ¢izilmesi.

Tablo 9: Sekil 16A’daki western blot deneyi icin, GLT-1 ve GAPDH protein bantlar1 icin

olusturulan tepe grafiklerinin altindaki alanin hesaplanmasi ile bantlara karsilik gelen

degerler.

GLT-1 GAPDH GLT-1/GAPDH ORTALAMA
IHA (1) 2428,69 16004,309 0,15175226 0,20013505
IHA (2) 3597,296 14955,116 0,24053949
IHA (3) 2923,347 14046,394 0,20811341
us7 (1) 17551,43 6847,66 2,56312813 1,83968149
us87 (2) 17046,116 9590,803 1,77733981
u87 (3) 14072,602 11940,338 1,17857652
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Sekil 19: Sekil 16A’daki western blot deneyinde, IHA ve U87 hiicreleri igin rolatif GLT-1
ifadesini gosteren kuantifikasyon grafigi. IHA ve U87 oOrneklerindeki GLT-1 bantlarinin,
GAPDH bantlarina oranlarinin ortalamasi ile hesaplanmistir. *p=0.00754217 <0.05

Tablo 10: Sekil 16B’deki western blot deneyinde, Ubiquitin ve GAPDH protein bantlar1 i¢in

olusturulan tepe grafiklerinin altindaki alanin hesaplanmasi ile bantlara karsilik gelen

degerler.

Ubiquitin GAPDH Ubiquitin/lGAPDH ORTALAMA
IHA (1) 88351,403 15737,823 5,61395328 6,80244815
IHA (2) 102486,988 12603,702 8,13149882
IHA (3) 97573,273 14646,48 6,66189235
us87 (1) 51026,822 9373,388 5,44379706 4,77123492
us87 (2) 61070,6 11475,853 5,32166106
u87 (3) 51569,337 14533,752 3,54824666
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Sekil 20: Sekil 16B’deki western blot deneyinde, IHA ve U87 hicreleri icin rélatif Ubiquitin
ifadesini gosteren kuantifikasyon grafigi. IHA ve U87 orneklerindeki Ubiquitin bantlarinin,
GAPDH bantlarina oranlarinin ortalamasi ile hesaplanmistir. p=0.05003025 >0.05

Sekil 16A’daki GLT-1 western blot gorintistne ve Sekil 19°da yer alan kuantifikasyon
grafigine bakildiginda, IHA hiicrelerine kiyas ile U87 hiicrelerinde GLT-1 protein ifadesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goruldu (*p=0.00754217<0.05). Sekil 16B’deki
Ubiquitin Western blot goriintusiine ve Sekil 20°deki kuantifikasyon grafigine bakildiginda
IHA hiicrelerine kiyas ile U87 hiicrelerinde Ubiquitin protein ifadesinde bir azalma oldugu
goriildii ancak bu azalma istatistiktiksel olarak anlamli degildir (p=0.05003025 >0.05).

4.1.4. PKC ve Sirt4 Protein ifadesinin Western Blot ile Tespiti

Sekil 21°de gosterilen PKC ve Sirt4 bantlarina GAPDH ile karsilastirilarak bakildiginda
U87 hicresinde PKC protein ifadesinin azaldigi ancak bu azalmanin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi, Sirt4 protein ifadesinin ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig
gozlemlenmistir. Bu sonuclar, hiicrede GLT-1 proteininin ubiquitine ve degrade olmasini
saglayan PKC proteininin glioblastoma hiicre hatlarinda istatiksel olarak anlamli olmasa da

azaldigini, hiicrede koruyucu etki saglayarak mitokondriyal metabolizmanin diizenlenmesinde
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gorevli olan Sirt4 proteinin ise glioblastoma hiicre hattinda istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde arttigini gostermistir.

4.1.5. Sirt4 ve PKC Protein Bantlarinin Image J Programi Kullanilarak Hesaplanmasi

Ilk basamakta, Sekil 21°deki western blot goriintiisiindeki bantlar etrafinda
dikdortgenler gizildi. Program bu dikdortgenler icindeki, bantlarin yogunluguna gore 6l¢iim
yaparak “tepe grafigi’ni cizdi (Sekil 22-23). Bu tepe grafiginin altindaki alan1 hesaplayarak
bantlara karsilik gelen degerleri verdi.

Ikinci basamakta, Sekil 21°deki western blot gériintiisiindeki GAPDH bantlar1 igin
dikdortgenler cizildi. Program, bu dikdortgenler igindeki bant yogunluguna gore “tepe
grafigi”ni ¢izdi (Sekil 22-23). Program bu tepe grafiginin altindaki alani hesaplayarak
bantlara karsilik gelen degerleri verdi. Bu hesaplamalar Tablo 11-12’de verilmistir. Bu veriler
ile Sirt4 ve PKC protein bantlart GAPDH bantlarina oranlanarak rolatif ekspresyon grafikleri

cizilmistir ve Sekil 24-25de gosterilmistir.

A B IHA us7

IHA us7

SIRT4 e

GAPDH

GAPDH B ————

Sekil 21: IHA ve U87 hicrelerinde, Sirt4 ve PKC protein ifadelerinin western blot ile
goruntilenmesi. GAPDH kontrol olarak kullanilmustir.
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IHA SIRT4 IHA GAPDH
Banti Banti

U&7 SIRT4 U887 GAPDH
Banti Banti

Sekil 22: Sekil 21A’daki western blot deneyi sonrasi, Sirt4 ve GAPDH protein bantlar1 igin

Image J programi ile tepe grafiginin gizilmesi.

A IHA PKC IHA GAPDH
Banti Banti

U87 PKC
Banti

U887 GAPDH
Banti

Sekil 23: Sekil 21B’deki western blot deneyi sonrasi, PKC ve GAPDH protein bantlar1 igin

Image J programu ile tepe grafiginin ¢izilmesi.
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Tablo 11: Sekil 21A’daki western blot deneyinde, Sirt4 ve GAPDH protein bantlar1 igin

olusturulan tepe grafiklerinin altindaki alanin hesaplanmasi ile bantlara karsilik gelen

degerler.

Sirt4 GAPDH Sirt4/GAPDH ORTALAMA
IHA (1) 7780,593 15091,51 0,51556093 0,64311749
IHA (2) 11725,806 16908,874 0,69347054
IHA (3) 10721,836 14884,803 0,72032099
us87 (1) 18848,676 9178,903 2,05347807 1,50827213
us87 (2) 16462,848 12381,56 1,32962632
us7 (3) 17091,342 14969,924 1,14171201

Tablo 12: Sekil 21B’deki western blot deneyinde, PKC ve GAPDH protein bantlart i¢in

olusturulan tepe grafiklerinin altindaki alanin hesaplanmasi ile bantlara karsilik gelen

degerler.

PKC GAPDH PKC/GAPDH ORTALAMA
IHA (1) 17886,735 19291,037 0,92720443 1,40873876
IHA (2) 15587,057 12496,652 1,24729864
IHA (3) 14552,25 7092,731 2,05171323
us7 (1) 7802,045 10035,51 0,7774438 1,06641842
us7 (2) 14497,936 9094,095 1,59421427
us87 (3) 5675,439 6857,731 0,8275972

59



==
=N o N

(SIRT4/ GAPDH)

e =
o N B O ®

ROLATIF SIRT4 iIFADESI
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Sekil 24: Sekil 21A’daki western blot deneyinde, IHA ve U87 hucreleri icin rolatif Sirt4
protein ifadesini gosteren kuantifikasyon grafigi. IHA ve U87 orneklerindeki Sirt4 protein
bantlarinin, GAPDH protein bantlarna oranlarmin ortalamasi ile hesaplanmstir.
*p=0.01933925 <0.05
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Sekil 25: Sekil 21B’deki western blot deneyinde, IHA ve U87 hicreleri igin rélatif PKC

protein ifadesini gosteren kuantifikasyon grafigi. PKC protein bantlarinin, GAPDH protein
bantlarina oranlarinin ortalamasi ile hesaplanmistir. p=0.23349453 >0.05
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Sekil 21A’daki Sirt4’tin Western blot gorlntisune ve Sekil 24’de yer alan
kuantifikasyon grafigine bakildiginda, IHA hiicrelerine kiyas ile U87 hiicrelerinde Sirt4
protein ifadesinin anlamli bir sekilde arttigi (*p=0.01933925 <0.05) gorildi. Sekil 21B’deki
PKC’nin Western blot goruntusiine ve Sekil 25’deki kuantifikasyon grafigine bakildiginda,
U87 hiicre hattinda PKC proteininde azalma oldugu goriildii ancak bu azalma istatiksel olarak
anlamli degildir (p=0,23349453 >0.05).

4.2. ITHA ve U87 Hiicrelerinde Glutamat Assay Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Glutamat assay deneyi tamamlandiktan sonra liminometre kullanilarak 6l¢gim yapildi.

Her saat i¢in iicer tekrarli olarak elde edilen Orneklerin ortalamasi, Excel programi

kullanilarak hesaplandi ve Sekil 26°da yer alan grafik ¢izildi.

14

12

10

v m IHA ort
m U87 ort

ROLATIF LUMINESANS BiRiMi
[+)]

Oh 24 h 48 h 72 h

Sekil 26: IHA ve U87 hucrelerindeki glutamat assay sonuglarinin degerlendirilmesi. (h: hour
(saat)) (*p= 24 h zaman noktasinda, IHA ve U87 hiicre medyumunda biriken glutamatin
karsilastirilmasi, *p= 48 h zaman noktasinda, IHA ve US87 hiicre medyumunda biriken
glutamatin karsilastirilmasi , p= 72 h zaman noktasinda, IHA ve U87 hiicre medyumunda
biriken  glutamatin  Karsilastirilmas1)  (*p=0.00070334<0.05, #p=0.00069661<0.05,
"p=0.00427705<0,05)
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IHA ve U87 hicrelerinde, 24. saatteki (24 h) glutamat birikimi istatistiksel olarak
kiyaslandiginda, U87 hiicrelerinin medyumundaki glutamat miktarimin, IHA hcrelerinin
medyumundaki glutamat miktarindan az oldugu goézlendi (*p=0.00070334<0,05). IHA ve
U87 hucrelerinde, 48. saatteki (48 h) glutamat birikimi kiyaslandiginda, 24. saatteki duruma
benzer sekilde, U87 hiicre medyumundaki birikmis glutamat miktarinin, IHA hicrelerine gore
daha diisiik oldugu goézlendi (*p=0,00069661<0,05). IHA ve U87 hiicrelerinde, 72. saatteki
(72 h) glutamat birikimi kiyaslandiginda, yine U87 hiicre medyumundaki glutamat miktarinin
IHA hiicrelerine gére daha diisiik oldugu gozlendi (Yp=0,00427705<0,05).

Ayrica, hem IHA ve hem de U87 hiicrelerinde, 24. saatten 72. saate dogru gidildiginde
medyumda 6l¢lilen birikmis glutamat miktarinin arttigi gézlenmistir. IHA hiicrelerinin, 24. ve
48. saatteki glutamat birikimi, kendi aralarinda kiyaslandiginda, 48. saatteki glutamat
miktarinin, 24. saatteki miktara gore istatiksel olarak fazla oldugu gozlenmistir (p=
0,0053739<0,05). IHA hicrelerinin, 24. ve 72. saatteki glutamat birikimi, kendi aralarinda
kiyaslandiginda, 72. saatteki glutamat miktarinin, 24. saatteki miktara gore istatiksel olarak
fazla oldugu gozlenmistir (p= 0,00088204<0,05). IHA hiicrelerinin, 48. ve 72. saatteki
glutamat birikimi, kendi aralarinda istatistiksel olarak kiyaslandiginda 72. saatteki glutamat
miktarin, 48. saatteki miktara gore istatiksel olarak fazla oldugu gozlenmistir (p=
0,00735883<0,05). U87 hucrelerinin, 24. ve 48. saatteki glutamat birikimi, kendi aralarinda
kiyaslandiginda, 48. saatteki glutamat miktarinin, 24. saatteki miktara gore istatiksel olarak
fazla oldugu gozlenmistir (p=0,03527124<0,05). U87 hicrelerinin, 24. ve 72. saatteki
glutamat birikimi, kendi aralarinda kiyaslandiginda, 72. saatteki glutamat miktarinin, 24.
saatteki miktara gore istatiksel olarak fazla oldugu gozlenmistir (p= 0,00871256<0,05). U87
hicrelerinin, 48. ve 72. saatteki glutamat birikimi kendi aralarinda kiyaslandiginda, 72.
saatteki glutamat miktarinin, 48. saatteki miktara gore fazla oldugu gézlenmistir ancak bu
artis istatistiksel olarak anlamli degildir (p= 0,07390057>0,05).
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5. TARTISMA

Bu calismada, glia ve glioblastoma hiicre hatlarinda GLT-1 yikim yolagi, bu yolagi
etkileyen Ubiquitin (Ub), Sirt4 ve PKC proteininin ekspresyon seviyeleri western blot teknigi
ile IHA (glia) ve U87 (glioblastoma) hiicrelerinde karsilastirmali olarak incelenmistir.

Calisma kapsaminda, IHA (glia) ve U87 (glioblastoma) hiicre hatlarinda, Sirt4
proteininin ekspresyon seviyesi western blot teknigi ile incelendi. U87 hucrelerinde, IHA
hiicrelerine kiyasla, Sirt4 protein ekspresyonunda artis gozlemlendi. Sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirildiginde elde edilen veriler, kuantifikasyon sonuglari ile desteklendi. Sirt4,
metabolizmanin strese girmesine neden olan eksitotoksisite durumunda aktive olarak
koruyucu etki gostermektedir (Donmez Yal¢in ve Colak, 2020; Shih ve ark, 2014).
Eksitotoksisite durumunda, hucredeki fazla Sirt4 ekspresyonu, timor olusumunu ve
hiicrelerinin proliferasyonunu baskilamaktadir (Jeong ve ark, 2013; Min ve ark, 2019). U87
(glioblastoma) hiicre hattindaki, Sirt4 proteininin ekspresyonundaki artig, eksitotoksisite
durumda Sirt4’tin glioblastomada da koruyucu etkisinin olabilecegini diistindiirmistiir.

IHA ve U87 hiicrelerinde western blot teknigi ile GLT-1 protein ekspresyon seviyesine
bakildiginda, U87 hiicre hattinda GLT-1 ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis oldugu goriildii. GLT-1 ekspresyonundaki artis, glioblastoma hucrelerinde
artmis olan eksitotoksisite durumuna karsi, hiicre tarafindan verilen bir cevap ve alinan bir
tedbir oldugunu diisiindiirmektedir. GLT-1 ekspresyonunun, eksitotoksisite durumu ile artist,
hiicrelerin yasamsal faaliyetleri i¢in olumlu bir durum olsa da, glutamat reseptorlerinin, bu
toksik durumdan dolay1 sinaptik boslukta biriken glutamat tarafindan stirekli olarak
uyarilmasi, glutamat tasinim mekanizmasinda diizensizlige yol agmaktadir (Soni ve ark, 2014;
Kim ve ark, 2011). Insan glioblastoma tiiméorlerinde yapilmis olan bir ¢calisma, GLT-1 mRNA
ifadesinin, tiimdr dokularinda kontrole gére daha az oldugunu gostermistir (Donmez Yalgin
ve ark, 2020). Bu c¢alismada, U87 hiicre hattinda bu durumun tersi gézlenmistir. Bunun
nedeni, hiicre hatlar1 ve dokularin her zaman uyumlu sonu¢ vermemesi olabilir. Dokuda,
farkli mikrogevrelerin de etkisiyle, btlinlyle in vitro bir ortam olan hticreye gore, farkli etken
ve yolaklara maruz kalarak, GLT-1’in ifadesi azalmis olabilir. Ayrica, bu durum son derece
hizl1 boliinen U87 hiicre hattina 6zgii bir durum da olabilir. Dolayistyla, ileriki ¢alismalarda,

farkl1 glioblastoma hiicre hatlarinin test edilmesi gerekir.
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Sonug olarak, GLT-1 ve Sirt4 protein ifadelerinin, her ikisinin de U87 hiicrelerinde IHA
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olmasi birbiriyle uyumlu
sonuglardir. GLT-1 ifadesinin, Sirt4 ifadesine bagli oldugu ya da Sirt4 tarafindan regiile
edildigi 6nceki ¢alismalarda gosterildigi i¢in (Donmez Yal¢in ve Colak, 2020; Shih ve ark,
2014), Sirt4 ifadesi arttig1 zaman GLT-1’in de artmis olmasi beklenen bir durumdur.

Glutamat tasiniminin gerceklestirildigi yolakta, PKC (Protein Kinaz C), Nedd4-2’yi
fosforile ederek aktive etmektedir. Aktif duruma gegen Nedd4-2, GLT-1’e ubiquitin takmakta
ve GLT-1 proteozomlarda degrade olmaktadir (Tardén ve ark, 2012; Sheldon ve ark, 2008).
IHA ve U87 hiicre hatlarinda, PKC ve Ubiquitin seviyesi western blot teknigi ile
incelenmistir. U87 hiicrelerinde, PKC ve Ubiquitin ekspresyon seviyelerinin IHA hicrelerine
oranla azaldigi goriilmiistiir ancak bu azalma istatiksel olarak anlamli degildir. Bu sonuglar,
glioblastoma hucrelerinde, ubiquitinasyon icin gereken PKC proteinin ifadesinin azalmasina
bagl olarak ubiquitinasyonun da azaldigin1 ve GLT-1 protein ekspresyonunun istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttigin1 diisiindiirmiistiir. Bu sonuglara bagli olarak, Sirt4’iin
PKC’yi regiile ediyor olabilecegi saptanmistir. PKC proteini, Ubiquitinasyonu diizenledigi
icin, her ikisinin de ayn1 anda, U87 hiicrelerinde IHA hiicrelerine gore azalmis olmas1 uyumlu
ve beklenen bir sonuctur.

Sonug olarak, glioblastoma hiicrelerinde, Sirt4’in PKC’nin ifadesini veya aktivitesini
azaltma yonunde regile ettigi, dolayisiyla PKC’nin regiile etmekte oldugu ubiquitinasyonun
azaldig1, buna bagl olarak, GLT-1 degredasyonunun azaldigi ve GLT-1 ifadesinin arttig
diistinulmektedir. Ileride yapacagimiz ¢aligmalar bu cikarrm ve yorumlart dogrulamak
yoOniinde olacaktir.

IHA ve U87 hicrelerinin medyumunda biriken glutamat miktari, glutamat assay ile
Olgtlmustiir. IHA hicrelerinde, U87 hiicrelerine gére medyumda bulunan glutamat miktarinda
zamana bagh olarak 24., 48. ve 72. saatlerde, istatiksel olarak anlamli bir sekilde artig
g6zlendi. Hiicrelerin medyumu degistirilmeden yapilan bu assayde, hiicre medyumunda,
zamana bagli olarak glutamat birikimi gozlenmistir.

Glutamat assayde, her bir zaman noktasinda, IHA hiicrelerine kiyasla, U87
hicrelerindeki, glutamat birikiminin anlamli bir sekilde diisiik olmasi, U87 hiicrelerinde
zaman igerisindeki hticre Olimiiniin daha fazla olmasindan kaynakli olabilecegini
diistindiirdi. Glioblastoma hiicre hatlarindaki proliferasyon hizi, IHA hicrelerine gore
fazladir. Glutamat assayde medyum degistirilmedigi icin ve U87 hiicrelerinde proliferasyon

hiz1 yiiksek oldugu igin, bu hucrelerde hticre 61um oraninin daha fazla olacag: ve bu duruma
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paralel olarak medyuma salinan ve dolayisiyla biriken glutamat miktarinda da azalma
olabilecegi diigiiniilmiistiir.

Calismamizda, glia ve glioblastoma hiicre hatlarinda GLT-1 yikim yolag1 incelenmistir.
Iki hiicre hatt1 {izerinde yapilan karsilastirmali incelemeler, norodejeneratif hastaliklarin ve
beyin tumorlerinin ortak yolagi olan eksitotoksisite mekanizmasinin anlasilmasinda yol
goOsterecektir. Glnlmuzde; AH ve diger demanslarin tedavi edilmesinde kullanilan, FDA
onayli Memantine NMDA reseptor antagonistidir ve glutamat eksitotoksisitesini hedef alir
(Thomas ve ark, 2009). ALS tedavisinde kullanilan Riluzole (Rilutek) MSS’de glutamaterjik
norotransmisyonu bloke etmektedir (Doble, 1996). GLT-1 yikim yolag: iizerinde alternatif
caligmalar yapmanin; eksitotoksisite mekanizmasinin, glioblastomanin ve nérodejeneratif
hastaliklarin hiicresel diizeyde anlasilmasini saglayacagi ve yeni ilag ve tedavi yontemleri

gelistirilmesinde etkili olacagi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gunumuzde; ortalama yasam siiresinin uzamasi ile birlikte Alzheimer Hastaligi,
Parkinson Hastalig1, epilepsi gibi norodejeneratif hastaliklarin ve kanserin goériilme orani
artmistir. Glioblastoma, glia hiicrelerinden koken alan maling bir beyin timdri taradir
(Alagbz, 2018). Biitin norodejeneratif hastaliklarin ve glioblastomanin ortak molekler
yolaklarindan biri olan eksitotoksisite, glutamatin sinaptik boslukta fazla miktarda birikmesi
sonucu olusmakta, néronal 6lim ve hasara neden olmaktadir (Soni ve ark, 2014). Bu nedenle,
sinaptik bosluktan glutamatin geri toplanmasi, beyin hastaliklari riskinin azalmasinda 6nemli
bir noktada yer almaktadir.

Bu ¢alismada, glia (IHA) ve glioblastoma (U87) hiicre hatlarinda GLT-1 yikim yolagi
arastirtlmistir. IHA ve U87 hiicre hatlarinda, Sirt4 ve GLT-1 protein ifadeleri western blot
teknigi ile incelenmis ve U87 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir.
Eksitotoksisite bir stres durumudur ve stres durumlarinda aktive olan Sirt4 proteininin de
koruyucu olarak (Donmez Yal¢in ve Colak, 2020; Shih ve ark, 2014), glioblastoma
hlcrelerinde artmig olabilecegi diistiniilmektedir. Ubiquitin ve PKC protein seviyelerinin ise
U87 (glioblastoma) hucrelerinde, IHA (glia) hiicrelerine gore azaldigi ancak bu azalmanin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlenmistir. Dolayisiyla, glioblastoma hicrelerinde,
GLT-1’in ubiquitinasyonu icin gereken PKC’nin azalmasi nedeniyle, ubikitinasyonun da
azaldigr, bunun sonucu olarak GLT-1 proteininin yikilmadigi ve ifadesinin arttig
gozlenmigtir. PKC’nin kendisinin aktive olarak ubiquitin ligazi olan Nedd4-2’yi aktive ettigi
ve GLT-1’in ubiquitinasyonuna yol agtig1 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Tardon ve ark,
2012). Sirt4’iin, PKC’yi ve dolayisiyla ubiquitinasyonu kontrol ederek GLT-1’i arttirdigi
diistiniilmektedir. Ayrica, 24, 48 ve 72 saat sonra glutamat assay kullanilarak olgiilen birikmis
glutamatin, glioblastoma hiicrelerinde daha az oldugunu goriilmektedir. Bu sonug,
glioblastoma hiicrelerindeki eksitotoksik hiicre 6liminin fazla olmasindan dolayi salinan ve
biriken glutamatin az olmasindan kaynaklanmaktadir.

Calisma sonucunda, glioblastoma hiicrelerinde eksitotoksik hticre 6liminin daha fazla
oldugu, Sirt4’un bu durumu ya da eksitotoksisiteyi engellemek icin intrinsik bir mekanizma
olarak artmis olabilecegi diisiiniilmiistlr. Sirt4’tin, gastrik ve kolon kanserlerinde timor
suppressor olarak etki gosterdigi de bilinmektedir. Glioblastomada, bu durum gosterilmemis
olmakla birlikte, elde edilen sonuclar, Sirt4’tn eksitotoksisiteyi module ederek
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glioblastomada tlimaor suppressor olabilecegini diistindiirmektedir. Glioblastoma hiicrelerinde
Sirt4’tin, eksitotoksisiteyi, GLT-1"in ifadesini, PKC ve ubiquitinasyonu diizenleyerek kontrol
ettigi diistiniilmektedir. Bunu yapilacak sonraki ¢aligmalar gosterecektir.

Bulunan sonuclar ve sonrasinda gelecek calismalar ile Sirt4’iin, glioblastomada ve
eksitotoksisite mekanizmasi igindeki rolii daha iyi anlasilacaktir. Sirt4’iin, eksitotoksisiteyi
module ederek glioblastomada, yeni ilag hedefleri ve tedavi stratejileri gelistirilmesinde

onemli rol oynayacagi diisiiniilmektedir.

67



KAYNAKLAR

Alagéz M. Glioblastoma Multiforma Tedavisinde Kanser Kok Hdcrelerinin
Temozolomide Kars1 Olusturduklar1 Direng. Sakarya Tip Dergisi, 2018, 8(2): 379-387.

Ansari A, Rahman S. Md, Saha S. K, Saikot F. K, Deep A, Kim K. Function of the
SIRT3 mitochondrial deacetylase in cellular physiology, cancer and neurodegenerative
disease. Aging Cell, 2017, 16(1): 4-16.

Atila A, Alag6z-Ates Z. NMDA Reseptor Antagonistlerinin Noropatik Agridaki Rolleri.
Ankara Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 2010, 39(1): 51-68.

Aydin OF, Kurne A, Karabudak R. Multipl Skleroz Patogenezinde Basamaklar - II:
Norodejenerasyonda Biyolojik Gostergeler, Sodyum Kanallar1 ve Glutamatin Rolii/ Steps
in Multiple Sclerosis Pathogenesis - 1I: The Role of Biological Markers, Sodium Channels
and Glutamate in Neurodegeneration. Turk Noroloji Dergisi, 2006, 12(2): 98-105.

Bayram A, Igci M. Sirtuin Genleri ve Islevleri. Firat T1p Dergisi, 2013, 18(3): 136-140.

Beart PM, O’Shea RD. Transporters for L-glutamate: An update on their molecular
pharmacology and pathological involvement. British Journal of Pharmacology, 2007,
150(1): 5-17.

Chandana SR, Movva S,Arora M, Singh T. Primary brain tumors in adults. American
Academy of Family Physicians, 2008, 77(10): 1423-1430.

Ciechanover A, Schwartzb AL. The ubiquitin system: pathogenesis of human diseases
and drug targeting. Biochimica et Biophysica Acta (BBA), 2004, 1695: 3-17.

Cetin D. Depresyon Olusturulmus Siganlarda Glutamat Norotransmitter Aktivite
Degisimlerinin Tespiti ve Beta Laktam Antibiyotiklerinin Depresyon Tedavisindeki
Muhtemel Etkileri, Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Erzurum 2014, 118.

Dang W. The controversial world of sirtuins. Drug Discov Today Technol, 2014, 12: e9-
el7.

Doble A. The pharmacology and mechanism of action of riluzole. Neurology, 1996,
47(4): 233S-241S.

Donmez G, Guarente L. Aging and disease: connections to sirtuins. Aging Cell, 2010, 9,
285-290.

Donmez-Yal¢in G, Colak M. SIRT4 prevents excitotoxicity via modulating glutamate
metabolism in glioma cells. Human and Experimental Toxicology (HET), 2020, 39(7):
938-947.

Donmez-Yal¢in G, Oktay E, Yal¢in A, Diniz G, Kahraman Solakoglu D, Senoglu M.
Glutamate Transporter 1 expression in human glioblastomas. JBUON, 2020, 25(4): 2051-
2058.

Garcia-Tardon N, Gonzalez-Gonzalez IM, Martinez-Villarreal J, Fernandez-
Sanchez E, Giménez C, Zafra F. Protein Kinase C (PKC)-promoted Endocytosis of
Glutamate Transporter GLT-1 Requires Ubiquitin Ligase Nedd4-2-dependent

68



Ubiquitinnation but Not Phosphorylation. Journal of Biological Chemustry, 2012, 287(23):
19177-19187.

Gorgiilii A, Kinis T. Eksitatér Aminoasidler ve Eksitotoksisite. Tiirk Norosiriirji Dergisi,
2005, 15(1): 33-38.

GoOzen O. Glutamat Tasityicist EAAT2in Transkripsiyonu ve Regiilasyonunun Kontrolii.
Doktora Tezi, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Ana Bilim Dal1, izmir, 2008.

Guney Y, Bilgehan A. Ubikitin Sistem. Tirkiye Klinikleri Tip Bilimleri Dergisi, 2002,
22, 616-620.

Haigis MC, Mostoslavsky R, Haigis KM. SIRT4 Inhibits Glutamate Dehydrogenase and
Opposes the Effects of Calorie Restriction in Pancreatic  Cells. Cell, 2006, 941-954.

Han Y, Zhou S, Coetzee S, Chen A. SIRT4 and Its Roles in Energy and Redox
Metabolism in Health, Disease and During Exercise. Frontiers in Physiology, 2019, 10:
1006.

Hirschey M.D, Zhao Y. Metabolic Regulation by Lysine Malonylation, Succinylation,
and Glutarylation. Molecular&Cellular Proteomics, 2015, 14(9): 2308-2315.

Ho L, Titus AS, Banerjee KK. SIRT4 regulates ATP homeostasis and mediates a
retrograde signaling via AMPK. Aging, November 2013, Vol 5 N 11.

Holmseth S, Dehnes Y, Huang YH, Follin-Arbelet VV, Grutle NJ, Mylonakou
MN, Plachez C, Zhou Y, Furness DN, Bergles DE, Lehre KP, Danbolt NC. The
Density of EAAC1 (EAAT3) Glutamate Transporters Expressed by Neurons in the
Mammalian CNS. J Neurosci, 2012, 32(17): 6000-6013.

Hu Y, Lin J, Lin Y, Chen X, Zhu G, Huang G. Overexpression of SIRT4 inhibits the
proliferation of gastric cancer cells through cell cycle arrest. Oncology Letters, 2019, 17:
2171-2176.

Huang G. Zhu G. Sirtuin-4 (SIRT4), a therapeutic target with oncogenic and tumor-
suppressive activity in cancer. Onco Targets Ther, 2018, 11: 3395-3400.

Jansen A. HP, Reits E. AJ, Hol E. M. The ubiquitin proteasome system in glia and its
role in neurodegenerative diseases. Molecular Neuroscience, 2014, 7(73): 1-14.

Jeong SM, Xiao C, Finley LWS, Lahusen T. SIRT4 has tumor suppressive activity and
regulates the cellular metabolic response to DNA damage by inhibiting mitochondrial
glutamine metabolism. Cancer Cell, 2013, April 15; 23(4): 450-463.

José M, Alcain V, Alcain FJ. Sirtuin activators and inhibitors. Biofactors, 2012,
September, 38(5): 349-359.

Kaeberlein M, McVey M, Guarente L. The SIR2/3/4 complex and SIR2 alone promote
longevity in Saccharomyces cerevisiae by two different mechanisms. Genes Dev., 1999,
13: 2570-2580.

Kanai Y, Hediger MA. The glutamate and neutral amino acid transporter family:
physiological and pharmacological implications. Eur J Pharmacol, 2003, 479:237-247.

Karaca M, Frigerio F, Maechler P. From pancreatic islets to central nervous system, the
importance of glutamate dehydrogenase for the control of energy homeostasis.
Neurochemistry International, 2011, 59: 510-517.

Khalil R.A. Regulation of Vascular Smooth Muscle Function. Morgan ve Claypool
Yasam Bilimleri, 2010.

69



Kim K, Lee SG, Kegelman TP,Su ZZ,Das SK, Dash R, Dasgupta S, Barral
PM, Hedvat M, Diaz P, Reed JC, Stebbins JL, Pellecchia M, Sarkar D, Fisher PB.
Role of excitatory amino acid transporter-2 (EAAT2) and glutamate in neurodegeneration:
opportunities for developing novel therapeutics. J Cell Physiol, 2011, 226(10): 2484-
2493.

Kincaid B, Wetzel E. Forever young: SIRT3 a shield against mitochondrial meltdown,
aging, and neurodegeneration. Frontiers in Againg Neuroscience, 2013, 5(48): 1-13.

Kritis A.A, Stamoula E.G, Paniskaki K.A,Vavilis T.D. Researching glutamate—induced
cytotoxicity in different cell lines: a comparative/collective analysis/study. Frontiers in
Cellular Neuroscience, 2015, 9: 1-18.

Kurul S, Giilmez O. Noroproteksiyon ve Noron Koruyucu Ajanlar. DEU Tip Fakiiltesi
Dergisi, 2007, 21(2): 119-130.

Kigukkaya B. Glutamat/ NMDA Eksitotoksisitesi ile Serbest Radikal Olusumu
Arasindaki Iliskinin In Vitro ve Ex Vivo Incelenmesi, Marmara Universitesi Uzmanlik
Tezi, Istanbul, 1997, 54.

Landry J, Sutton A, Tafrov ST, Heller RC, Stebbins J, Pillus L, Sternglanz R. The
silencing protein SIR2 and its homologs are NAD-dependent protein deacetylases. Proc
Natl Acad Sci USA, 2000, 97(11): 5807-5811.

Laurent G, German NJ, Saha AK. SIRT4 coordinates the balance between lipid
synthesis and catabolism by repressing malonyl CoA decarboxylase. Mol Cell, 2013 June
6; 50(5): 686-698.

Lee SH, Lee JH, Lee HY, Min KJ. Sirtuin signaling in cellular senescence and aging.
BMB Reports, 2019, 52(1): 24-34.

Lehre KP, Danbolt NC. The Number of Glutamate Transporter Subtype Molecules at
Glutamatergic Synapses: Chemical and Stereological Quantification in Young AdultRat
Brain. The Journal of Neuroscience, 1998, 18(21): 8751-8757.

Li Y, Zhou Y, Wang F, Chen X, Wang C, Wang J, Liu T, Li Y, He B. SIRT4 is the
last puzzle of mitochondrial sirtuins. Bioorganic&Medicinal Chemistry, 2018, 26(14):
3861-38657.

Lin CL, Kong Q, Cuny GD, Glicksman MA. Glutamate transporter EAAT2: a new
target fort he treatment of neurodegenerative diseases. Future Med Chem., 2012, 4(13):
1689-1700.

Mamati T. Glioblastoma Multiforme’de konkomitant ve Adjuvant Temozolomid’in
Radyoterapiye Katkisi. Doktora Tezi, Okmeydani Egitim ve Arastirma Hastanesi
Radyasyon Onkolojisi Klinigi, Istanbul. 2006.

Mitrovic A.D, Amara S.G, Johnston AR.G, Vandenberg R.J. Identification of
Functional Domains the Human Glutamate Transporters EAAT1 and EAAT2. Journal of
Neurochemistry, 1998, 273(24): 14698-14706.

Mostoslavsky R, Chua K.F, Lombard D. B, Demple B, Yancopoulos G.D, Alt F.W.
Genomic Instability and Aging-like Phenotype in the Absence of Mammalian SIRTG6.
Cell, 2006, 124(2): 315-329.

Nieoullon A, Canolle B, Masmejean F, Guillet B, Pisano P, Lortet S. The neuronal
excitatory amino acid transporter EAAC1/EAAT3: does it represent a major actor at the
brain excitatory synapse?. Journal of Neurochemistry, 2006, 98(4): 1007-1018.

70



Ozdemir O, Ozdemir-Giizel P. Glutamat Sistemi ve Sizofreni. Current Approaches in
Psychiatry, 2016, 8(4): 394-405.

Peterson AR, Binder DK. Post-translational Regulation of GLT-1 in Neurological
Diseases and Its Potential as an Effective Therapeutic Target. Frontiers in Molecular
Neuroscience.2019, 12(164): 1-11.

Purves D, Augustine G.J, Fitzpatrick D, Katz L.C, La Mantia A.S, McNamara J.O,
Williams S.M. Neuroscience 2001.

Rimmele TS, Rosenberg PA. GLT-1 The elusive presynaptic glutamate transporter.
Neurochem Int., 2016, 98: 19-28.

Robinson MB, Jackson JG. Astroglial glutamate transporters coordinate excitatory
signaling and brain energetics. Neurochem Int., 2016, 98: 56-71.

Sheldon AL, Gonzalez MI, Krizman-Genda EN, Susarla B.TS, Robinson MB.
Ubiquitination-Mediated Internalization and Degration Of The Astroghal Glutamate
Transporter, Glt-1. Neurochem Int., 2008, 53(6-8), 296-308.

Sheldon AL, Robinson MB. The role of glutamate transporters in neurodegenerative
diseases and potential opportunities for intervention. Neurochem Int., 2007, 51(6-7), 333-
355.

Shih J, Liu L, Mason A, Higashimori H, Donmez G. Loss of SIRT4 decreases GLT-1-
dependent glutamate uptake and increases sensitivity to kainic acid. J. Neurochem, 2014,
doi: 10.1111/jnc.12942.

Soni N, Reddy BV. Kumar P. GLT-1 transporter: An effective pharmacological target
for various neurological disorders. Pharmacol Biochem Behav, 2014, 127, 70-81.

Sontheimer H. A role for glutamate in growth and invasion of primary brain tumors. J
Neurochem, 2008, 105(2), 287-295.

Susarla B.TS, Robinson M.B. Internalization and Degradation of the Glutamate
Transporter GLT-1 in Response to Phorbol Ester. Neurochem Int., 2008, 52(4-5), 709-
722.

Sen M, Ay U, Akbayir E, Senyer S, Tiiziin. E, Kiigiikali Ci. NF-kB, SUMO ve
Ubikitinasyon lliskisi. Deneysel Tip Dergisi, 2017, 13(7). 35-46.

Tardon-Garcia N, Gonzalez-Gonzélez IM, Martinez-Villarreal J, Fernandez-
Sanchez E, Giménez C, Zafka F. Protein Kinase C (PKC)-promoted Endocytosis of
Glutamate Transporter GLT-1 Requires Ubiquitin Ligase Nedd4-2-dependent
Ubiquitination but Not Phosphorylation. The Journal of Biological Chemistry, 2012,
287(23): 19177-87.

Thomas S.J, Grossberg G.T. Memantine: a review of studies into its safety and effcacy
in treating Alzheimer’s disease and other dementias. Clin Interv Aging, 2009, 4: 367-377.

Tiifek¢i M, Tunah E.N. Huntington Hastaliginda Toksisite Mekanizmalar1 ve NMDAR-
Aracili Eksitotoksisitede Poliaminlerin Rolu. Turkiye Klinikleri J Med Sci, 2012, 32(1):
201-13.

Varshavsky A. The early history of the ubiquitin field. Protein Sci. 2006, 15(3): 647-654.

Verdin E, Hirschey MD, Finley L-WS, Haigis MC. Sirtuin Regulation of
Mitochondria— Energy Production, Apoptosis, and Signaling. Trends Biochem Sci, 2010,
35(12): 669-675.

71



Wang Y, Wang Y, Zhang H, Gao Y, Huang C, Zhou A, Li Y. Sequential
posttranslational modifications regulate PKC degradation. Mol Biol Cell. 2016, 15;27(2):
410-20.

Yalcin A. Posttranslasyonel Modifikasyon ve Protein Fonksiyonu. Uludag Univ. J. Fac.
Vet. Med. 2012, 31(1): 29-37.

Yalcin G. Sirtuins and Neurodegeneration. J Neurol Neuromed. 2018, 3(1): 13-20.

Yuksel M. Norodejeneratif Hastaliklarin Patogenezinde Serbest Radikallerin Rolln(n
Incelenmesi, Doktora Tezi, Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2001, 105.

Zhang Y, Tan F, Xu P, Qu S. Recent Advance in the Relationship between Excitatory
Amino Acid Trensporter and Parkinson’s Disease. Neural Plasticity. 2016, Article ID
8941327, 1-8.

72



OZGECMIS

Soyadi, Ad : DAGDELEN Diiriye Nur
Uyruk ' T.C.
Dogum yeri ve tarihi : Antalya / 16.05.1995
E-mail : dry.nur.07@gmail.com
Yabanc Dil : Ingilizce
EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet tarihi
. Aydin Adnan Menderes Universitesi
Y. Lisans 2020
Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Karamanoglu Mehmetbey
Lisans Universitesi 2018
Biyomuihendislik
IS DENEYIiMI
Yil Yer/Kurum Unvan
2015-2016 Antalya Egitim Arastirma Stajyer
Hastanesi (Gonalln)
T1bbi Genetik Laboratuvari
2016-2017 Ziraat Fakultesi/ Akdeniz
Universitesi Stajyer

Biyoteknoloji Laboratuvari

73


mailto:dry.nur.07@gmail.com

