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OZET

HL-60 Losemi Hiicre Hattinda TET2 Ekspresyonu ile Glutamin
Metabolizmas1 Arasindaki liskinin Incelenmesi

Bayrak, Ahsen Merve
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Tip Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Burcu Yiicel

Ocak 2023

Kanser, normal hiicrelerde biiylimeyi ve boliinmeyi diizenleyen kontrol
mekanizmalarimin bozulmasi nedeniyle kontrolstiz ¢ogalan hiicrelerin cevre
dokulara yayilmasiyla ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Kanser hiicreleri, hayatta
kalmak ve c¢ogalabilmek icin metabolizmalarini yeniden programlar ve timor
mikro gevresinden glikoz ve glutamin alimini arttirirlar. Glutamin esansiyel
olmayan bir amino asit olmasina ve de novo sentezlenebilmesine ragmen, bircok
kanser hiicresi hayatta kalmak icin hiicre dis1 glutamine bagimlidur.

Akut miyeloid losemi (AML), cogalma ve farklilasma ile ilgili genetik
anormalliklere sahip miyeloid progenitor hiicrelerin klonal genislemesi ile
karakterize hematolojik bir malignitedir. TET2, DNA demetilasyonunda gorev
alir ve timor baskilayici gen olarak bilinir. TET2 geni, AML dahil olmak tizere
cesitli kanserlerde sik sik somatik mutasyonlara maruz kalir.

Calismamizda, TET2 geni baskilanmis AML hiicre hattt HL-60 hiicreleri ile
glutamin metabolizmas: arasindaki iliskinin incelenmesi amaclanmistir. TET2
baskilanmus HL-60 hiucrelerinde dtisik glutamin ortaminmn; hiicre
proliferasyonu, canlilifi, glutamin metabolizmasinda gorev alan GLUL, GLS1,
GLS2, GLUD1, SLC38A1 ve SLC38A2 genlerinin ekspresyon seviyeleri ve
hiicrelerin merkezi enerji sensorii olan AMPK aktivitesi tizerine etkilerini
inceledik.

Bulgularimiz, TET2 baskilanmis HL-60 hiicrelerinin glutamin kisitlamasina daha
direncli olabilecegini ve diistik glutamin ortaminin HL-60 hiicrelerinin glutamin
bagimmliligina paralel olarak, glutamin metabolizmasinda bazi genlerin
ekspresyonunu arttirdigim gostermektedir. Ayrica diisiik glutamin ortami TET2
baskilanmis HL-60 hiicrelerinde P-AMPKa seviyesi artmustir.



Anahtar Kelimeler: Glutamin metabolizmasi, TET2 ekspresyonu, AML, AMPK,
shRNA-aracili gen baskilama



ABSTRACT

Investigation of the Association Between TET2 Expression and Glutamine
Metabolism in HL-60 Leukemia Cell Line

Bayrak, Ahsen Merve
Master’s Thesis, Department of Molecular Medicine
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Burcu Yticel
January 2023

Cancer is a disease that occurs when cells proliferate uncontrollably and spread
into surrounding tissues due to disruption of the control mechanisms that
regulate growth and division in normal cells. Cancer cells reprogram their
metabolism and increase glucose and glutamine uptake from the tumor
microenvironment to survive and proliferate. Although glutamine is a non-
essential amino acid and can be synthesized de novo, many cancer cells are
dependent on extracellular glutamine for survival.

Acute myeloid leukemia (AML) is a hematological malignancy characterized by
clonal expansion of myeloid progenitor cells with genetic abnormalities related
to proliferation and differentiation. TET2 has a role in DNA demethylation and
is known as a tumor suppressor gene. The TET2 gene is subjected to frequent
somatic mutations in various cancers, including AML.

In our study, we aimed to investigate the relationship between TET2-knocdown
AML cell line HL-60 cells and glutamine metabolism. We examined the effects of
low glutamine medium on cell proliferation, viability, expression levels of GLUL,
GLS1, GLS2, GLUD1, SLC38A1 ve SLC38A2 genes involved in glutamine
metabolism, and AMPK activity, which is the central energy sensor of cells, in
TET2-knockdown HL-60 cells.

Our findings indicate that TET2-knockdown HL-60 cells may be more resistant
to glutamine restriction, and that low glutamine medium increases the
expression of certain genes in glutamine metabolism, associated with the
glutamine dependence of HL-60 cells. In addition, the level of P-~AMPKa in TET2-
knockdown HL-60 cells increased in low glutamine medium.



Keywords: Glutamine metabolism, TET2 expression, AML, AMPK, shRNA-
mediated gene silencing
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1. GIRIS

Karsinogenez, bliyime ve gelismede yer alan kilit hiicresel yollar1 etkileyen genetik
degisikliklerle karakterize edilen ¢ok adimli bir siiregtir (1). Timor baskilayict genler ve
onkogenlerdeki somatik mutasyonlar gibi genetik varyasyonlar kanser gelisimi sirasinda
hiicre ¢ogalmasina ve apoptoza biiyiik katkida bulunur (2). Kanser hicreleri biyumeyi,
hayatta kalmay1 ve ¢ogalmay1 desteklemek i¢cin metabolizmalarini yeniden diizenler. Bu
degismis metabolizmanin ortak ozelligi, artan glikoz alimi ve glikozun laktata
fermentasyonudur. Bu fenomen, tamamen isleyen mitokondri varliginda bile gozlenir ve

Warburg Etkisi olarak bilinir (3).

Metabolik yeniden programlama, kanser hiicrelerinin ayirt edici bir 6zelligidir. Birgok
kanser hiicresi, hayatta kalmalar1 ve ¢ogalmalar1 i¢cin onlar1 yiiksek oranda glutamine
bagimli kilan metabolik yeniden programlamaya tabi tutulur. Bu hiicrelerde glutamin
yoksunlugu, glutamin bagimliliklar1 nedeniyle biiyiimenin durmasina ve hiicre 6liimiine
neden olur (4). Kanser hucrelerindeki anormal enerji metabolizmasmin ve glutaminin
hiicre i¢i kullanimindaki degisiklikler dogrudan malign fenotipe katkida bulunan adaptif

bir mekanizma olusturmaktadir (5).

Glutamin, kan ve kasta en bol bulunan amino asittir ve mitokondriyal metabolizmay1
sirdliren metabolitlerin  sentezi; reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirmak i¢in
antioksidanlarin iiretilmesi; hiicresel replikasyon i¢in esansiyel olmayan amino asitlerin,
plrinlerin, pirimidinlerin, yag asitlerinin sentezi ve hiicre sinyalinin aktivasyonu gibi

bircok temel hiicre fonksiyonu icin kritik 6neme sahiptir (4).

Kanser hiicrelerinde metabolik yeniden programlama, glutamin alimini ve anabolizma
i¢in kullanimin1 kolaylastirir (5). Memeli hiicreleri GLUL tarafindan kodlanan glutamin
sentetaz (GS) enzimi araciligiyla glutamini de novo sentezleyebilmesine ragmen, bazi
kanser hucreleri yuksek seviyelerde GLUL eksprese etmezler ve bunun yerine
glutaminaz (GLS) yoluyla mitokondride katabolize edilebilen eksojen bir glutamin
kaynagima bagimhdirlar (6). Artan glutamin tiketimi, onkogenlerin ve timor

baskilayicilarin diizensizligi ile iliskilendirilmistir.

Erigkinlerde en sik goriilen akut 16semi tiirii olan Akut Miyeloid Losemi (AML),
hematopoietik progenitor hiicrelerin anormal proliferasyonu, farklilagmasi ve olgunlagsma

bozukluklar1 ile karakterize hematolojik bir malignite tiimoridir (7). Ten-Eleven
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translokasyon protein (TET1-3) ailesinin bir tiyesi olan TET2, hematopoetik ve bagisiklik
sistemlerinde siklikla mutasyona ugramis genlerden biridir ve iyi bilinen bir timdr
baskilayicidir (8). TET2, 5-metilsitozinin (5-mC) 5-hidroksimetilsitosine (-5hmC)
oksidasyonunu katalize eden a-ketoglutarat ve Fe2 * bagimli bir dioksijenazdir (9).

5'-adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK), huicresel enerji
dengesinin diuzenlenmesinde énemli bir rol oynar ve yiiksek AMP/ADP orani ile aktive
olur. AMPK aktivasyonu, hiicre igindeki enerji homeostazini eski haline getirmek
katabolik (ATP freten) yollar1 inaktive ederken anabolik (ATP kullanan) yollar:
aktiflestirir (10). AMPK'nin aktivasyonu, tiimér mikrogevresinde yaygin olan enerji
stresi, hipoksi ve hipoglisemi gibi stresli kosullar altinda tiimér hiicrelerinin hayatta

kalmast i¢in ¢esitli sinyal yolaklarmi aktiflestirir (11).

Bu tez caligmasmin amaci TET2 ekspresyonu baskilanmis AML hiicre hatti HL-60
hiicreleri ile glutamin metabolizmas1 arasindaki iliskinin incelenmesidir. TET2
ekspresyonu  baskilanmigs HL-60 hiicrelerinde glutamin kisitlamasinm; hiicre
proliferasyonu ve canliligi ile glutamin metabolizmasinda gorev yapan GLUL, GLUD1,
GLS1, GLS2, SLC38A1 ve SLC38A2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde (zerine
etkilerini arastirmaktir. EK olarak, TET2 ekspresyonu baskilanmis HL-60 hiicrelerinde

diisiik glutamin konsantrasyonun AMPK aktivitesi iizerine etkisi de incelenecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve hiicrelerin viicudun diger bolgelerine yayilmasi
ile karakterize bir hastaliktir (12). Kanser, diinyada en sik goriilen 6liim nedenleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir ve insanlarin yaklasik ti¢cte biri yasamlar1 boyunca
kansere yakalanir (13,14). Oliim orani, farkli kanser tiirleri igin biiyiik dl¢iide degisir.
Akciger ve pankreas kanserleri kotii prognoza sahiptir ve genellikle bir y1l i¢inde 6liimle
sonuclanir. Ancak tiim kanserler 6liimciil degildir: Meme vakalarmin yalnizca beste biri

oliimle sonuglanir (13).

Kanser sadece tek bir hastalig1 degil, ortak 6zellikleri paylasan iki ylizden fazla hastalik
grubunu kapsayan genel bir terimdir (12). Kanser tiirleri genellikle kanserlerin olustugu
organ veya dokulara gore adlandirilir (13). Pek ¢ok kanser tiirii, hiicrelerin strese yanit
vermemesi ve hasardan geri donmemesi nedeniyle ortaya ¢ikar. Kanser hiicrelerinin

onemli bir 6zelligi, hiicre boliinmesi kontrol noktalarindan gegcme yetenekleridir(15).

Hiicre dongiisii boyunca uygun ilerleme, DNA sentezi ve kromozom ayrimi sirasinda
olas1 kusurlar1 algilayan; biri G1'de, digerleri S ve G2/M'de olmak iizere ii¢ kontrol
noktasi tarafindan izlenir (16,17). Bu kontrol noktalari, DNA hasar1 veya onkojenik
proteinlerin diizensiz ekspresyonu gibi hatalar oldugunda hiicreleri dongii disina veya
programlanmis hiicre 6liimiine (apoptoz) yonlendirir. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinin
bozulmasi veya anahtar hiicre donglsi proteinlerindeki degisiklikler, hepsinde olmasa da

bircok kanserde bulunur (17).

Giliniimiizde kanserin sekiz ayirt edici 6zelligi ve bu ayirt edici 6zelliklerin aktive
edilmesinde temel olarak yer alan iki etkinlestirici 6zelligi bilinmektedir (Sekil 1). Sekiz
ayirt edici 6zellik proliferatif sinyallemeyi siirdiirme, bliylime baskilayicilardan kaginma,
hiicre 6liimiine direnme, replikatif 6liimstizliigii saglama, anjiyogenezi (damar olusumu)
indukleme, invazyon/metastazi aktive etme, hiicresel metabolizmayr yeniden
programlama ve immiin yikimdan kagmmayi igermektedir. Etkinlestirici Ozellikler
arasinda ise genom kararsizligi ve tiimori tesvik eden iltihaplanma yer almaktadir
(18,19). 2022 yilinda bu listeye 4 yeni 6zelligin daha eklenebilecegi onerilmistir: hiicresel
plastisite, yaslanmis hiicreler, mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama ve

organ/doku mikrobiyomlarindaki polimorfik varyasyonlar (19).
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Sekil 1. Kanserin Ozellikleri (19).

2.1.1. Kanser Genetigi

Tim kanserler, kanser hiicrelerinin genomlarinin DNA dizisinde meydana gelen
degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya cikar. Bu degisiklikler, bir bazin digeriyle
degistirilmesi, DNA'nin kiiciik veya biiyiik bolimlerinin eklenmesi veya silinmesi,
kromozomal translokasyon, gen amplifikasyonu ve DNA kopya sayisi azalmalari
olabilir(20). Kanserde rol alan genler genel olarak onkogenler ve tiimor baskilayici genler
olarak gruplandirilir (21). Genetik olarak kanser, onkogenlerin fonksiyonlarinin

kazanilmas1 ve tiimor baskilayict genlerin fonksiyonlarmin kaybi ile karakterize edilir
(22)

2.1.1.1.Proto-onkogenler

Pozitif hiucre dongisu duzenleyicilerini kodlayan genlere proto-onkogenler denir
(23)Hiicre bityiimesini, bolinmesini ve hayatta kalmasmi uyaran proto-onkogenler
mutasyona ugradiginda ya da hatali ifade edildiginde, kanser gelisimine katkida bulunan
onkogenlere doniisebilir (24,25). Proto-onkogenler, ti¢ genetik mekanizma ile onkojenik
aktive kazanir: mutasyonlar, gen amplifikasyonu ve kromozomal translokasyonlar
(26). Hucrelerde sinyal iletimi ve proliferasyonda rol oynayan Ras ve Myc genleri, en iyi
bilinen proto-onkogenlerdir (23).



2.1.1.2. Tiim6r Baskilayic1 Genler

Timor baskilayici genler, hiicre dongusinin negatif diizenleyici proteinlerini kodlayan
genlerdir (23). Tiimor baskilayict genler, aktive edildiginde hiicre proliferasyonunu ve
timor gelisimini inhibe eder (21,23). Bazi tiimdr baskilayicilar transkripsiyonu
diizenlerken, bazilar1 hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve Olim siireglerinin

diizenlenmesinde rol oynayan sinyal iletim yollarinda ¢alisir (27).

Normalde kontrolsiiz hiicresel biiylimeyi dnlemeye yardimci olan, DNA onarimini ve
hiicre dongiisii kontrol noktasi aktivasyonunu destekleyen tiimor baskilayic1 genlerdeki
fonksiyon kayb1 mutasyonlari kanserlesmeye neden olur (25). Malign tumdrlerde bulunan
baslica somatik mutasyon tiirleri arasinda niikleotid yer degistirmeleri, kiigiik eklemeler,
delesyonlar, kromozomal translokasyonlar ve kopya sayisi degisiklikleri bulunur.
CDKN2A ve TP53 gibi tiimdr baskilayict genlerin nokta mutasyonlar1 veya delesyonlar
yoluyla fonksiyon kayb1 bir¢ok kanser tiiriinde yaygindir (21).

Bir timor baskilayici genin tiimor olusumuna izin vermesi i¢in genin her iki kopyasini da
inaktive edecek iki mutasyonel isabet (biallelik) gerekmektedir. Ilk mutasyon, genellikle
kalitsal veya somatik bir nokta mutasyonudur; ikincisi ise tiimor baskilayici genin ikinci

kopyasini inaktive eden bir delesyondur (21).

2.1.2. Kanser Metabolizmasi

Kanser hiicresi metabolizmasi, mutasyona ugramis onkogenler ve tiimor baskilayici
genler tarafindan bozulan hiicre i¢i sinyal yolaklarinin modiilasyonunun dogrudan bir
sonucudur (28). Normal hiicrelerde, biiyiime faktorleri gibi hiicre dist uyaranlar uygun
reseptorlerle etkileserek hiicre ici sinyal zincirini baglatir ve hiicre ¢ogalmasini indiikler.
Kanser hiicrelerinde, genetik mutasyonlar biiyiime faktorii reseptorlerinin sayisini
arttirir. HUcresel proliferasyonu tesvik eden hiicre i¢i sinyal yollari, stirekli olarak
acilabilir veya gili¢lendirilebilir, bu da k&tii huylu hiicrelerin biiylimeyi ve ¢ogalmay1
kendi kendine uyarmasima izin verir (29). Ayrica, kanser hiicreleri sinyal yolaklarindaki
degisimler sayesinde hayatta kalmak ve ¢ogalmak i¢in timor mikro ¢evresinden glikoz

ve glutamin gibi temel besin maddelerinin alimini artirmaktadir (Sekil 2)(30,31).



Degistirilen sinyal yolaklari, hiicrelerin yalnizca timdr hiicresi metabolizmasina uyum
saglamasina izin vermekle kalmaz, ayni1 zamanda bu metabolik degisikliklerin bir¢ogu
malign transformasyon igin de gereklidir(28). TuUmor hucreleri artan proliferasyon,
metastaz sirasinda kuvvetli go¢ ve primer istila bolgesinden farkli dokulara adaptasyon
gibi hizlandirilmis biyolojik fonksiyonlarini karsilamak i¢in gelismis bir metabolizmaya
ihtiya¢ duyarlar(32). Bu nedenle, kanser hiicreleri tiimoriin ilerlemesi sirasinda normal
hiicrelere kiyasla artan enerji ihtiyaglarmi karsilamak i¢in metabolizmalarini yeniden

programlarlar (28,32,33).
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Sekil 2. Cogalan kanser hiicrelerinin artan glikoz ve glutamin alimi (31).

2.1.2.1.Aerobik Glikoliz ‘Warburg Etkisi’

Kanser hicrelerinde yeniden programlanmis hiicresel metabolizmanin en 6nemli
Ozelliklerinden biri aerobik glikoliz veya Warburg etkisidir; ilk kez 1926'da Alman
Fizyolog Otto Warburg tarafindan tanimlanmustir (22,28,34). Normal hiicrelerin, aerobik
kosullar altinda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) ile enerji iirettigi
bilinmektedir. Hiicreler oksijenin az oldugunda ortamda ise oksijen tiiketen
mitokondriyal metabolizma yerine sitoplazmada glikoliz ile enerji ihtiyaclarini karsilarlar
(35). Ancak kanser hiicreleri degisen metabolizmalari ile oksijenin bol oldugu ortamlarda
bile oksidatif fosforilasyon yerine, aerobik glikoliz yoluyla ATP elde ederler (Sekil 3)
(28,34,35).



Warburg etkisinin nedeni heniiz tam olarak bilinmemektedir. Warburg, baslangicta,
timor hucrelerinde  mitokondriyal fonksiyonun bozulmasmin aerobik glikoliz
indiiklenmesinden sorumlu olabilecegini diisiinmiistiir (22,36). Bununla birlikte, saglikli
memeli dokularmmdan gelen hiicreler de hizli biiylime sirasinda aerobik glikoliz ve
glutaminoliz g6stermektedir (37). Daha sonra yapilan ¢alismalarda, yliksek proliferasyon
oranlarmna sahip bir¢ok timor hiicre hattinda oksidatif metabolizmanmn bozulmadan
kaldigt ve OXPHOS kullanarak enerji tiretebilecekleri bulunmustur. Bu OXPHOS
yetenegine ragmen, bir¢ok tiimdr tipi, biiylime ve hipoksik tiimér mikro-ortamlarina
uyum saglamak i¢in aerobik glikolize guivenir(22,29). Bununla birlikte, son zamanlarda
kanser hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyona odaklanan birgok c¢alisma, Warburg
etkisinin, mitokondriyal kusurlardan ziyade glikoz alimini ve kullanimini kontrol eden
sinyal yollarindaki degisikliklerle daha yakindan iliskili oldugunu 6ne stirmiistiir (28,33).
Diger agiklamalar, timor hicrelerinin sonsuz proliferasyonu igin gerekli olan enerji
ithtiyacini daha hizli karsilamak amaciyla aerobik glikolizi tercih ettigini icermektedir.
Glikoz molekiilii bagina ATP iiretimindeki verimlilik glikoliz yoluyla ¢ok daha diisiik
olmasina ragmen, glikolizin ATP {iiretim hiz1 oksidatif fosforilasyondan daha fazladir

(35,38,39,40).
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Sekil 3. Warburg etkisi (41).



2.1.2.2.AMPK (Adenozin Monofosfat Aktif Protein Kinaz) Sinyal Yolag:

AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), 6karyotik hiicrelerde her yerde bulunan bir
hicresel enerji ve besin durumu sensortudur (42). AMPK sinyal ileti yolagi, AMP/ATP
ve ADP/ATP oranlarindaki degisiklikleri entegre ederek ATP tiketimi ve sentezi
arasindaki dengeyi ayarlar (43). AMPK, daha fazla ATP iiretmek i¢in katabolik yollar1
tesvik eder ve anabolik yollar1 engeller (Sekil 4)(44).

Yapisal olarak AMPK, memelilerde iki izoform tarafindan kodlanan katalitik a-alt birimi
ve sirastyla iki ve {i¢ izoform tarafindan kodlanan diizenleyici - ve y- alt birimi olmak
lizere li¢ alt birimden olusan bir heterotrimerik protein kompleksidir (45). AMPK, a-alt
biriminin kinaz alaninin aktivasyon segmenti iginde bulunan treonin 172'nin (Thrl72)

fosforilasyonu yoluyla aktive edilir(10).

AMPK, serin/treonin kinaz ailesinin bir Gyesidir ve ilk olarak, ¢ok c¢esitli 6karyotlarda
yag asidi ve sterol sentezi i¢in hiz smirlayici adimlarda islev goéren kritik metabolik
enzimler Asetil-CoA Karboksilaz (ACC1 ve ACC2) ve HMG-CoA reduktaz (3-hidroksi-

3-metil-glutaril-CoA rediiktaz) igin upstream kinaz olarak tanimlanmustir (44).

Enerji homeostazinin korunmasindaki roliine ek olarak AMPK, hiicre biiylimesi, hiicre
proliferasyonu, otofaji, stres tepkileri ve hiicre polaritesinin diizenlenmesi yoluyla timor
olusumunda 6nemli bir rol oynar(43,45). Bununla birlikte, artan kanitlar, AMPK’nin bir

timor baskilayic1 veya onkogen olarak ¢alisabildigini gostermektedir (46).

AMPK, besin yoksunlugu, hiicresel stresler, aglik veya kalori kisitlamasi, kalori kisitlama
mimetikleri ve nlkleozit analoglar1 gibi ¢ok ¢esitli uyaranlarla aktive edilir ve hem
hematopoetik maligniteler hem de kat1 tiimorler dahil olmak tizere pek ¢ok kanserin ve

metabolik hastaliklarm tedavisi i¢in klinik ¢alismalarda degerlendirilmistir (43).
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Sekil 4. AMPK’nin upstream regiilasyonu ve AMPK aktivasyonunun metabolik sonuglari (47).

2.2. Glutamin

Glutamin 0,6-0,9 mmol/L konsantrasyonlarda, insan kaninda en bol bulunan serbest
amino asittir. Memeli hiicreleri, glutamini glutamattan glutamin sentetaz (GS) yoluyla de
novo sentezleyebildigi i¢in esansiyel olmayan bir amino asit olarak kabul edilmistir ancak
enterositler, lenfositler gibi hizla ¢ogalan hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde artan
glutamin ihtiyaci endojen biyosentez tarafindan karsilanamadiginda, kosullu esansiyel bir

amino asit haline gelir (48,49).

Glutamin 146.15 kDa molekiiler agirliga sahip, notral, bes karbon i¢eren bir L-o-amino
asittir (50). Yapisindaki a-amino grubu ve kolayca hidrolize edilebilen yan zincirli amid
grubu sayesinde amino asitler ve nikleotidler icin dnemli bir nitrojen donéradar (50,51).
Ayrica glutamin, glikoza ek olarak, ¢ogalan kanser hiicreleri igin bir enerji kaynagidir
(52).

2.2.1. Glutamin Metabolizmasi (Glutaminoliz)

Glutaminoliz, sitrat dongusinin ve malat-aspartat mekiginin reaksiyon asamalarini

iceren; glutamin amino asidinin glutamat, aspartat, CO>, pirtivat, laktat, alanin ve sitrata


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/glutamate-ammonia-ligase

parcalandig1 bir dizi biyokimyasal reaksiyondur (6). Glutaminoliz, sitoplazmada ve

mitokondride meydana gelen reaksiyonlari igerir (53).

Glutamin metabolizmast ile ilgili ana enzimler, swrasiyla glutamin kullanimi ve
sentezindeki hiz sinirlayici adimlar1 katalize eden glutaminaz ve glutamin sentetaz
enzimleridir (Sekil 5) (50)Kromozom 1g25.3’te bulunan GLUL geni tarafindan kodlanan
GS enzimi, ATP kullanarak glutamat ve amonyagi glutamine doniistiirir. GS
ekspresyonu ozellikle karaciger, bobrek, iskelet kasi ve beyinde yiiksektir (54,55).
Memeli hiicreleri GLUL kullanarak glutamini de novo sentezleyebilmesine ragmen bazi
kanser hiicrelerinde GLUL ekspresyonu diisiiktiir, bu nedenle GLS yoluyla mitokondride
katabolize edilebilen eksojen bir glutamin kaynagina bagimhdirlar (56). GLS, glutamini
glutamat ve amonyaga hidrolize eden mitokondriyal bir enzimdir (50). Memelilerde,
bobrek tipi glutaminaz (GLS1) ve karaciger tipi glutaminaz (GLS2) olmak iizere iki farkl
glutaminaz izoformu eksprese edilir (57). Kromozom 2g32.2’de bulunan GLS1 tiim viicut
organlarinda eksprese edilirken, kromozom 12q13.3’te bulunan GLS2 ekspresyonu
yalnizca karacigerle smirlidir (49). Bu enzimlerin islevleri hiicre i¢i lokalizasyonlariyla
ile uyumludur; GS sitozolde bulunurken, aktif formdaki GLS mitokondri i¢inde bulunur.
GS, sitoplazmik proteinlerin ve nikleotitlerin sentezi icin glutamin Gretirken; GLS,
glutamini glutamata doniistiirerek, bir enerji kaynagi olarak TCA dongiisiine

girebilmesini saglamaktadir (50).

Glutamine synthesis

Glutamine Synthetase

Glutamate + NH, + ATP L} Glutamine +ADP + Pi
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Glutaminase

Glutamine hydrolysis

Sekil 5. Glutamin sentezi ve hidrolizi (50).
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Glutamin, hiicre i¢ine ¢oziinen tastyici tagtyicilar (SLC) olarak adlandirilan zara bagl
amino asit tastyicilari ile alinir (Sekil 6) (58). SLC’lerin birgogu kanser hiicrelerinde asir1
eksprese edilir, bu durum kanser hiicrelerin glutamin alimini arttirdigini gostermektedir.
Glutamin, 12. kromozomun uzun kolunda (12g13.11) bulunan SLC38A1 (SNAT1) ve
SLC38A2 (SNAT2) ile veya SLC1A5 (ASCT2), SLC7A5 (LAT1) gibi plazma zari
glutamin tasiyicilar1 araciligiyla hicreye girer. Sitozolik glutamin heksosamin,
niikleotidler ve asparajinin biyosentezi igin kullanilabilir (49,59). Mitokondride
glutaminoliz, sitozolik glutaminin bir mitokondriyal glutamin tasiyicisi olan SLC1AS
varyant1 araciligiyla i¢ mitokondriyal zardan tasinmasindan sonra GLS1 ve GLS2
tarafindan glutamata doniistiiriilmesiyle baslar (60). GLS1, kanserde yiiksek seviyelerde
eksprese edilirken ve GLS2 ekspresyonu ¢ogunlukla bastirilir ve her iki tipin farkli
molekdiler formlari, sitoplazma ve mitokondride farkli sekilde lokalize edilir (55). Bu
katabolik yollar araciligiyla {iiretilen mitokondriyal glutamatin bir kismi, glutamat
havuzuna katilmak tizere SLC25A18 ve SLC25A22 tasiyicilar1 araciligiyla sitozole
gonderilir. Sitozolik glutamat, ana hicresel antioksidan olan glutatyonun (glutamat,
sistein ve glisini iceren bir tripeptit) ve esansiyel olmayan alanin, prolin, aspartat,
asparagin ve arginin gibi amino asitlerin biyosentezine katilir (59). Mitokondride kalan
glutamat ise iki farkli yolla a-ketoglutarata dontstiiriilir. Birinci yol, kromozom
10g923.2°’de bulunan mitokondriyal matris enzimi glutamat dehidrogenazin (GLUD)
aktivitesidir. Ikinci yol, glutamat-oksaloasetat transaminaz (GOT), glutamat-piruvat
transaminaz (GPT) ve fosfoserin aminotransferaz 1 (PSAT1) olmak Uzere bir grup
transaminazin aktivitesidir. GLUD yolu ayn1 zamanda, amonyum ve kofaktér NADH
[indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotit (NAD) formu] veya NADPH [indirgenmis
nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADP) formu] Uretir. Transaminazlar ise sirasiyla,
aspartat, alanin ve fosfoserin gibi diger esansiyel olmayan amino asitlerin (NEAA)

olusumunu destekler (61,62).

Mitokondriyal a-KG daha sonra oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) yolunu veya
indirgeyici karboksilasyon yolunu destekleyen TCA ddngusune girerek hiicre igin enerji
saglayabilir. OXPHOS yolunda, guanozin trifosfat (GTP) ve adenozin trifosfatin (ATP)
sentezinden sonra glutamin metabolitleri, NADH veya FADH2 gibi bir elektron
dondriiniin olusumuna katilir. Alternatif olarak, a-ketoglutarat, TCA dongisu boyunca
geriye dogru ilerleyen indirgeyici karboksilasyon yoluyla sitoplazmada ve mitokondri

icinde izositrat dehidrojenazlar (IDH’ler) tarafindan sitrata doniistiiriiliir. Glutaminden
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turetilen sitrat, 6zellikle hipoksi veya mitokondriyal disfonksiyon kosullar1 altinda kanser
hlcrelerinde lipid sentezi icin ¢ok dnemlidir (53,59,60,62,63).
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Sekil 6. Kanser hiicrelerinde glutamin metabolizmasi (59)

2.2.2. Glutamin Metabolizmasinin Kanser Hiicre Gelisimindeki Rolii

Metabolik yeniden programlama, kanser hiicrelerinin ayirt edici bir 6zelligidir (Sekil 7).
Bircok kanser hiicresi, hayatta kalmalar1 ve ¢ogalmalar1 i¢in artan glutamin ihtiyaci
nedeniyle glutamin metabolizmalarint yeniden programlar (62,64). 1979'da yiiksek

glutamin konsantrasyonu iceren ortamdaki Hela hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, ATP
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ihtiyacinin yarisindan fazlasimin TCA dongiisiinden aerobik oksidasyon yoluyla

glutaminden geldigi gosterilmistir (65-67).

Bioenergy

Biosynthesis Signaling

Rho 53
GPTases GLS/GLS2 P

Apoptosis

Sekil 7. Glutamin, kanserin metabolik yeniden programlanmasinda kilit bir pargadir (67).

Glikoz ve glutamin, hiicrelerin en ¢ok kullandigi besin maddeleridir (58). Glutaminin
timor hiicresi metabolizmasindaki onemi, glikoz ile paylastigi 6zelliklerden
kaynaklanmaktadir. Her iki besin de ¢ogalan kanser hiicreleri i¢in iki dnemli ihtiyaci
karsilamaya yardimci olur: ATP iiretimi ve makromolekiilerin sentezi i¢in ara maddelerin
uretilmesi (52). Glikolitik yoldan dretilen pirtiivat, TCA dongiisiinde kullanilmak yerine
laktata dondstiirilir ve glikozun TCA’ya katkisi azalir. Kanser hicrelerinde
mitokondriyal ATP iiretimine olan gereksinim azalmasina ragmen, biyosentetik onciilere
ve NADPH'ye olan talep artmaktadir. Bu nedenle kanser hiicreleri islevsel bir TCA
dongusunt surdirmek icin genellikle yiksek glutaminolize guvenir (68). Bir karbon
kaynag1 saglamanm yani sira, glutamin metabolizmasi ayrica niikleik asitlerin ve diger
amino asitlerin sentezi i¢in bir nitrojen kaynagi goérevi goriir ve ayrica cesitli

mekanizmalar yoluyla hiicresel redoks homeostazinin diizenlenmesine katilir (53).

Glutamin bagimliligi, kanser hiicreleri glutamin siirlamasi kosullarinda hiicre 6liimiine
maruz kaldigmda veya glutamin metabolizmasi inhibe edildiginde ortaya ¢ikar. Yap1

taglar1 ve enerji igin glutamin katabolizmasma dayanan bircok kanser hiicresinin
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glutamine bagimli oldugu bildirilmistir. Glutamin bagimlis1 hiicreler, DNA hasarindaki
artiy, ROS’un asir1 iiretimi veya indirgenmis/oksitlenmis glutatyon (GSH/GSSG)
oraninin azalmas ile iligkili olarak sagkalimda azalma gosterir veya apoptotik hiicre

oliimiine ugrar (64).

Kanser hiicrelerinde artan glutamin tiiketimi, onkogenlerin ve timdr baskilayici genlerin
diizensizligi ile iliskilendirilmistir (68,69). Glutamin metabolizmasi, g¢esitli onkojenik
sinyal yollar1 tarafindan yukar1 dogru diizenlenir. Onkojenik transkripsiyon faktori c-
MY C, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve metabolizmasini in vitro ve in vivo olarak
yonlendirir. MYC’nin GLUD geni, aminotransferazlar ve glutamin tasiyicilarinin mRNA
ve protein seviyelerinin yani sira, glutaminolizin ilk adimin1 katalize eden glutaminaz
enziminin ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur. Yiiksek GLS ve glutamin tasiyici
seviyeleri, tumdr htcrelerinin enerjilerinin ve makromolekiillerinin biiyiik bir kismini
glutamin katabolizmas1 yoluyla elde etmelerini saglayarak miyelom ve glioma dahil
olmak ftizere ¢ok sayida kanser tiiriinde glutamin bagimliligma yol acar (51,61,62,69).
Kanser hiicrelerinde p53 mutasyona ugrarken, MYC asir1 eksprese edilir. Tumor
hlcrelerinde sirasinda artan glutamin tiketimiyle birlikte, MYC onkogeni glutamini
glutamata doniistiiren GLS1 aktivitesini arttirarak glutamin metabolizmasmi destekler.
GLS1, bircok tumdrde yiksek oranda eksprese edilirken; p53 tarafindan diizenlenen
GLS2 ekspresyonu bazi tiimorlerde azalir (Sekil 8) (70).

Tumorigenesis

— .
- - -
— o

- -
Glutamine Glutamine

MYC —GLS1 | GLS2 %] p53 ] MYC ['_>G|_s1 GLS?2 % Mutated p53

Glutamate Glutamate

Lactate Lactatef‘
@ \ Glucos / @

Sekil 8. Tiimor hiicrelerinde artan glutamin tiiketimiyle birlikte, glutamini glutamata doniistiiren
GLS1 ve GLS2 ekspresyonlarinin MYC ve p53 proteinleri tarafindan diizenlenmesi (70).
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2.3. Akut Miyeloid Lésemi (AML)

Akut miyeloid 16semi (AML), kemik iligi ve periferik kandaki miyeloid progenitorlerinin
(blastlar) klonal genislemesi ile karakterize heterojen bir hastaliktir (71-73). AML, akut
16semi grubundaki vakalarin yaklasik %80'ini olusturur ve goriilme siklig1 yasla birlikte
artar (74,75). AML cocuklarda akut losemi vakalarinin %15-20'sini temsil ederken,
yetiskinlerde bu oran yaklasik %80'dir. Son yillarda, gen¢ hastalarda sag kalim orani
iyilestirilmis olsa da yash hastalarda prognoz kotl ilerlemeye devam etmektedir (76).

Losemi dahil tiim tiimor tiplerinde gozlenen tiimdr heterojenligi, esas olarak gen
degisikliklerinden kaynaklanan tiimdrlerdeki farkli morfolojik ve fenotipik 6zellikleri
ifade eder. AML'nin heterojenligi, farkli sitogenetik anormallikler ve somatik
mutasyonlar dahil olmak (izere hem genomik hem de epigenomik (DNA metilasyonu ve
histon metilasyonu / asetilasyonu) degisiklikleri igerir ve bir dizi morfolojik,

immiinofenotipik, sitogenetik, biyomolekiiler ve klinik 6zelliklerle sonuglanir (77).

Cogu AML vakasinim etiyolojisi bilinmemekle birlikte, risk faktorleri arasinda yashlik,
erkek cinsiyeti, sigara kullanimi, kimyasallara maruz kalma, kronik miyeloproliferatif
neoplazmalar, miyelodisplastik sendrom (MDS), kemoterapotik ilaclar, yuksek doz

radyasyona maruz kalma, genetik sendromlar ve ailede AML 6ykiisti yer alir (78,79).

AML tanisi, kemik iliginde veya periferik kanda >%20 miyeloid blastlarin saptanmasina
veya belirli spesifik sitogenetik anormalliklerin saptanmasima dayanir. Spesifik tani,
immunofenotipleme ve sitokimya, blastlarda miyeloperoksidaz aktivitesinin arastirilmasi
veya CD123, CD45, CD34, CD38 gibi yuzey tipi molekillerin immunofenotiplenmesi ile
dogrulanir (79,80)

2.3.1. AML Genetigi

Genetik  anomalilerin ~ belirlenmesi, AML'min tanisinda, prognozunda ve
smiflandirilmasimda 6nemli bir rol oynar. Tiim erigkin primer AML hastalarinin yaklagik
%52'sinde rastgele olmayan kromozomal anomaliler (delesyonlar, translokasyonlar)
tanimlanir. Hastaligin genetik kokeni nedeniyle, AML'de siklikla gdriilen bazi yaygin
sitogenetik anomaliler vardir, 6rnegin t(8;21), t(15;17), inversiyon 16, trizomi 8 daha
uzun remisyon_ve sagkalim ile iligkilendirilirken; kromozom 5 ve 7’deki monozomiler,

5. kromozomun uzun kolunun silinmesi, 3. kromozomun uzun kolunun inversiyon veya
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translokasyonlar1 ve kompleks karyotip (>5 kromozom anomalisi olarak tanimlanir)
tedaviye zayif yanit verir ve daha kisa sagkalim ile iliskilendirilir. Buna karsilik, tiim
AML vakalarinin yaklagik %40-50'si sitogenetik olarak normaldir (CN-AML)
(71,76,80,81).

Cogu AML vakasinin birden fazla mutasyon vardir. AML tipik olarak, hiicre ¢ogalmasini
ve hayatta kalmasini tesvik etmek, hematopoetik hiicrelerin farklilasmasini ve
apoptozunu bozmak (CEBPA, RUNXI1 ve NPM1) ve epigenetik mekanizmalar1i modiile
etmek (DNMT3A, TET2, IDH1 ve IDH2) dahil olmak iizere bir¢ok islevi kontrol eden
genlerdeki mutasyonlarla iliskilidir (79).

AML genellikle Fransiz-Amerikan-ingiliz (FAB) veya Diinya Saghk Orgiitii (DSO)
sistemlerine gore smiflandirilir (76,82). 1970'lerde FAB grubu, morfolojik ve
sitokimyasal 6zelliklere dayanarak sekiz ana AML alt tipini (MO ila M7) simiflandirmistir
(83). Diinya Saglk Orgiitii, 2016 yilinda AML siniflandirmasmi giincellenmis ve alt1
AML grubu tamimlamistir. DSO smiflandirmasinda; morfolojik ve sitogenetik
ozelliklerin yani sira molekiiler biyolojik 6zellikler de goz oniine alinmig ve akut 16semi
tanist ig¢in blastik hiicre sayist %30°dan %20’ye indirilmistir (71,78,82,84). Bu

siniflandirma Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. DSO AML smiflandirmasi (79).

Tekrarlayan genetik anomalileri olan AML

Myelodisplazi ile ilgili degisikliklere sahip AML

Terapi ile iligkili AML

AML, siniflandirilamayan grup

Myeloid Sarkom

Down sendromu ile ilgili myeloid proliferasyon
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24. TET2

TET protein ailesi TET1, TET2 ve TET3 olmak iizere ii¢ iiyeden olusmaktadir (85)TET
proteinleri isimlerini AML’de siklikla goriilen 10 ve 11. kromozomlar1 arasindaki
translokasyondan (t (10; 11) (q22; g23)) almislardir. Bu translokasyon, kromozom 10'da
bulunan MLL1 (mixed-lineage leukaemia 1) genini, kromozom 11'deki TET1 geni ile
birlestirir (86,87). TET ailesinin ilk tanimlanan geni olan TET1, AML ve akut lenfositik
16semi (ALL) vakalarinda flizyon diizenleyici gorevi gortir. Diger iki TET genleri, TET2
ve TET3, TET1’in dizi homolojisine dayanarak tanimlanmistir (88,89).

TET2 bobrek hticreleri, beyin hiicreleri ve hematopoetik sistemde eksprese edilir (90). 4.
kromozomun uzun kolunda (4924) bulunan TET2 geni, 134 kB boyutundadir ve 11 ekson
igerir. Alternatif kirpilma yoluyla tiretilen i¢ TET2 izoformu vardir. En uzun TET2 formu
2002 amino asitlik bir zincirden olusmaktadir (91). TET2 proteini, 5-metilsitozini (5-mC)
5-hidroksimetilsitozine (5-hmC) oksitleyen Fe (11)- ve a-ketoglutarat (a-KG) bagimli bir
dioksijenazdir ve aktif DNA demetilasyonunda gorev alir (92). DNA metiltransferazlar
(DNMT) tarafindan metilenmis sitozinler, TET’ler tarafindan sirasiyla 5-
hidroksimetilsitozin (5-hmC), 5-formilsitozine (5-fC) ve 5-karboksilsitozine (5-caC)
oksitlenir. Daha sonra 5-caC, timin DNA glikosilaz (TDG) aracili baz eksizyon onarimi

(BER) yolu tarafindan tekrar metillenmemis sitozine doniistiiriiliir (Sekil 9) (93).

. %, -,
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5mC S5hmC
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;‘gg O NH, NH,
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X, O
H
5caC 5fC

Sekil 9. TET ler tarafindan DNA demetilasyonunun diizenlenmesi (93).
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TET proteinlerinin karboksil (C)-terminali, 5-metilsitosine (5-mC) karsi oksidasyon
aktivitesi gosteren katalitik ¢ift sarmalli B-sarmal dioksijenaz (DSBH) alanini barindirir
(Sekil 10). Bu alan, katalitik iglevleri i¢in kritik olarak gerekli olan a-ketoglutarat (a-KG)
ve Fe (II) icin baglanma bolgeleri i¢erir. TET dioksijenazlari, aktiviteleri i¢in oksijen, a-
KG ve Fe (I) gerektirir. TET, enzime bagli Fe (IV) -okso iireten ve ardindan 5-mC'yi 5-
hmC'ye donistiiren a- KG'nin oksidatif dekarboksilasyonunu katalize etmek icin bir
substrat olarak molekiiler oksijen kullanir. TET proteinlerinin ortasinda, ¢ift sarmalli -
sarmal dioksijenaz alanindan hemen dnce sistein (Cys) agisindan zengin bir alan bulunur

(89,94,95).

catalytic domain

[ l
Cys DSBH

N C

Fe(ll) binding 2-OG binding
residues residue

Sekil 10. TET2 proteininin etki alan1 yapisi (94). C-terminal ¢ekirdek katalitik alani, sistein
(Cys) bakimindan zengin bir alandan ve her biri ti¢ Fe baglayici alan ve 2-oksoglutarat
baglanmasi i¢in bir alan iceren ¢ift sarmalli f-sarmal katlama alanindan (DSBH alani) olusur.

TET proteinleri, gen transkripsiyonunun epigenetik diizenlenmesi, embriyonik geligim,
kok hiicre fonksiyonu ve kanser dahil olmak iizere cesitli biyolojik siireglerde rol oynar
(87). TET2 geni, miyeloid ve lenfoid kanser dahil olmak {izere ¢esitli hematopoietik
kanserlerde sik sik somatik mutasyonlara maruz kalir (88). Hematolojik malignitelerde
TET2'nin tekrarlayan mutasyonu ilk olarak 2009°da 4q24 kromozomal bolgenin
delesyonu veya uniparental dizomisi olan MDS hastalarinda rapor edilmistir (96). Daha
sonra miyelodisplastik sendromlar (MDS), miyeloproliferatif neoplazmalar (MPN),
kronik miyelomonositik 16semi (CMML) ve AML hastalarinda TET2 geninde
mutasyonlar ve delesyonlar kesfedilmistir (89,97,98). TET2 mutasyonlarmm siklig,
CMML’de ~%50, MDS'de ~%30 ve AML'de ~%10'dur. Bu tlr TET2 fonksiyon kayb1
mutasyonlari, DNA hipermetilasyon fenotipi, timor ilerlemesi ve kotlii prognoz ile

iliskilidir (99-101). TET2 mutasyonlar1 siklikla MPN veya MDS'nin sekonder AML'ye
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ilerlemesi sirasinda edinilir ve© AML'li hastalarda daha kisa genel sagkalim ile
iliskilendirilmistir (95,102,103). Fonksiyon kaybina neden olan anlamsiz veya ¢ergeve
kaymas1 mutasyonlarmin genellikle katalitik alandan dnce (ve bazen de iginde) meydana
geldigi, yanlis anlamli mutasyonlarin ve gerceve ici delesyonlarin ise katalitik alan iginde

meydana geldigi bilinmektedir (101).

TET2, hematopoietik kdk/progenitér hiicrelerde yiksek oranda eksprese edilir ve kok
hiicrelerin kendini yenilemesi, monositlerin terminal farklilagmasimi gibi hematopoezde
onemli rolleri vardir. Birincil kemik iligi hiicrelerinde TET2'nin  delesyonu,
olgunlasmamis c-Kit*Lin™ hiicrelerinin yiizdesini arttirmaktadir, bu durum TET2
fonksiyon kaybinin kok/progenitor hiicre farklilasmasini etkiledigini gostermektedir (94).
RNA interferansi (RNAi) aracili TET2 susturma, kordon kan1 CD34" hiicrelerinde 5hmC
seviyelerini azaltir ve graniilomonositik soylara dogru progenitér farklilagsmay1

desteklemektedir (88).

TET?2, yaygin olarak bir tiimor baskilayici gen olarak kabul edilmistir. TET1-3,
hematopoietik sistemlerde eksprese edilir; ancak tek basina TET2 delesyonu, genomik
DNA'da 6nemli bir 5ShmC kaybina neden olur ve farelerde miyeloid ve lenfoid
malignitelere neden olmak icin yeterlidir. Hematopoetik malignitelerde ShmC kaybi,
bozulmus TET aracili DNA demetilasyonunun tiimorijenezde énemli bir rol oynadigini
gostermektedir (94,95). Birkag ¢alisma, farclerde TET2 fonksiyon kaybini modellemistir.
TET?2 eksikligi olan farelerin 6nemli bir kismi, dolasimda artan beyaz kan hiicreleri,
monositoz ve splenomegali ile karakterize CMML benzeri bir hastalik gelistirmistir (98).
TET2 ile mutasyona ugramis bir AML fare modeli lizerinde yapilan bir arastirmada,
prelosemik  hiicrelerde TET2 fonksiyonunun kaybmin gii¢lendiriciye  6zgi
hipermetilasyon ile sonuglandigini bulunmustur. Fare embriyonik kok hiicrelerinde ve
insan kronik miyelomonositik 16semi hiicrelerinde de benzer sonuglar bulmustur (104).
TET2 ekspresyon bozuklugu graniilosit-monosit progenitér (GMP) ve embriyonik kok
hiicrelerde giiclendiricilerin DNA hipermetilasyonu ile sonuglanir (88). TET2
hipermetilasyonu olan AML hastalarinda ise, TET2 ekspresyonunda azalmaya oldugu

gosterilmistir (105).

Sonug olarak, tiimorlerde anormal DNA metilasyonu, tiimor baskilayict genlerin
susturulmasmma yol acarak maligniteye katkida bulunabilir. TET genlerinin

ekspresyonunda azalma ve sonucta ortaya ¢ikan ShmC kaybi, 16semi, meme kanseri,
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kolorektal kanser, melanom ve akciger kanseri dahil olmak tizere birgok insan kanserinde
bulunmus olup, bu gen ailesinin, normal hiicresel fonksiyonun korunmasi igcin DNA

metilasyonunu diizenlemede kritik bir rolii oldugunu 6ne stirmektedir (106).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

3.1.1. Kimyasallar

Tablo 2. Caligmada kullanilan kimyasallar

Uriin Marka
Fetal Bovin Serum Gibco
Penisilin/Streptomisin Gibco
L-glutamin Gibco
RPMI 1640 w/o L-glutamin, glikoz PAN
RPMI 1640 w/o L-glutamin Gibco
Glikoz Merck
DMSO BioShop
Oligomycin Complex Cayman
Dubleco’s PBS (w/o Mg*?/Ca™?) Gibco
FuGENE HD Transfeksiyon ajani Promega
Etanol (C2HsO) Isolab
Izopropanol (C3HsO) Merck
Metanol Merck
Tris Baz Roche
Glisin Sigma
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Fisher Bioreagents
Sodyum Klorir (NaCl) Merck
Tris Roche
Tween 20 Sigma
Siit Tozu (yagsiz) Enka
CAPS Sigma
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck
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Gliserol

2-merkaptoetanol

Tris-HCI

Bromfenol Mavisi

PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix
Hidroklorik asit (HCI)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
HEPES

Nonil Fenoksipolietoksietanol (NP40)
BSA

SureCast APS

SureCast Stacking Buffer

SureCast Resolving Buffer

SureCast Acrylamide Solution (%40)

SureCast TEMED

cOmplete, Mini, EDTA-free Proteaz Inhibitor

Cocktail

cOmplete, Mini, EDTA-free Fosfataz

Inhibitor Cocktail

GLUL (D203F) Rabbit mAb

AMPK-alpha (D5A2) Rabbit mAb
P-AMPK-alpha (T172) (40H9) Rabbit mAb
Beta-Actin (8H10D10 Mouse mAb
Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody

Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody

Fisher Bioreagents
Sigma

Sigma

Sigma

Applied Biosystems
Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Roche

Roche

Cell Signalling Technology
Cell Signalling Technology
Cell Signalling Technology
Cell Signalling Technology
Cell Signalling Technology

Cell Signalling Technology
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3.1.2. Kitler

Tablo 3. Calismada kullanilan kitler

SureSilencing sShRNA Plasmids Qiagen
CellTiter GLO Luminescent Reagent Promega
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific

Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate ~ Thermo Scientific

RNeasy Plus Mini Kit (50) Qiagen

High-Capacity RNA-to-Cdna Kit (50) Applied Biosystems

3.1.3. Cihazlar

Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlar

Distile Su Cihazi

Real-Time PCR cihazi

Millipore Elix

Qiagen Rotor Q

Nanodrop Denovix DS-11
Thermal Cycler BioRad

Kar-Buz makinesi Brema

Laminer Flow Kabin Class Il Thermo Scientific
CO; inkiibatér Thermo Scientific
Inkiibator Memmert
Otoklav VWR

Mikrotup Santrifij Thermo Scientific
Santrifij Beckman Coulter
Invert Mikroskop Zeiss

Derin dondurucu -86° Thermo Scientific
No frost Buzdolabi1 (+4,-20) Beko

23



Elektroforez Gii¢ Kaynagi Biorad

Xcell Surelock™ Mini-Cell Elektroforez Thermo Scientific
Sistemi

Calkalayict VWR

Orbital Calkalayici VWR

pH Metre Thermo Scientific
Tart1 SHIMADZU
Manyetik Karistirict IKA

Su banyosu Nuve

Vortex Wisd Laboratory Instruments
Isitic1 Blok BioSan

Isitic1 Shaker Grant-Bio

Poset Kapatici (Sealer) Brother

Jel Goruntiileme Sistemi Azure Biosystems
PipetAid Eppendorf
Micropipet Gibson

3.1.4. Sarf Malzemeler

Tablo 5. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Nitroselliloz Membran- 0.45 Millipore

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder ~ Thermo Scientific

Mikro Santriftj Tupleri (1.5, 2 ml) Axygen
Whatmann Kagitlar BioRad
Well Plate (6, 12, 96) SPL Life Science
Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml) SPL Life Science
Mikropipet Uglar Axygen
Falkon Tipler (15, 50 ml) SPL Life Science
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Petri Kaplar1 (100mm)
Hiicre Kiiltiir Flasklar1 (T25)
Pudrasiz Eldiven (S)
Kriyojenik tlp (2ml)

Tekli pcr tupleri

Greiner
SPL Life Science
Dolphin
Axygen

Axygen

3.1.5. Solusyonlar

3.1.5.1.Western Blot Soliisyonlar:

a) 5X Protein Yukleme Tamponu (45 ml, pH 6.8)

Tablo 6. 5X Protein yiikleme tamponu bilesenleri.

Miktar
%20 SDS 22.5ml
2-merkaptoetanol 11.25 ml
Gliserol 11.25 mi
Tris-HCI 1.68¢
Bromofenol mavisi 0.025¢g

22.5 ml %20 SDS hazirlamak i¢in 4.5 g SDS 22.5 ml dH2O icerisinde ¢6zildi. 22.5 ml
%20 SDS igerisinde 11.25 ml 2-merkaptoetanol, 11.25 ml gliserol ve 1.68 g Tris-HCI

¢oziildii. pH 6.8’e ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra 0.025 g bromofenol mavisi eklendi.

Soliisyon 0.45 um filtreden gegirildikten sonra 2 ml mikro santrif(lj tuplere alikotlanarak

-20 °C sakland:.

b) % 10 NP40 (200 ml)

20 ml NP40 200ml dH20 igerisinde 42 °C su banyosunda ¢6zuldd.

c) 0,5M HEPES (500 ml, pH 7.4)
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59.575 g HEPES 350 ml dH20 igerisinde ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlandi. Son hacim dH>O

ile 500 ml’ye tamamlandi.

d) Protein izolasyonu Lizis Soliisyonu (500 ml)

Tablo 7. Protein izolasyonu lizis tamponu bilesenleri.

Final Konsantrasyonu

HEPES (0.5 M) 50 ml 50mM
2M NaCl 75 ml 150 mM
% 10 NP40 50 ml % 1

% 10 SDS 5 ml % 0.1
0,5M EDTA 2 ml 2 mM

e) 10X SDS; Jel Yuritme Solusyonu (1 L)

300 g Tris baz, 1440 g Glisin ve 100 g SDS 500 ml dH20 icerisinde ¢6zildi. Son hacim
dH20 ile 1 L’ye tamamlandi.

f) 10X TBS-T; Membran Yikama Soliisyonu (1 L, pH 7.6)

1.37 M 80.063 g NaCl, 200mM 25.06 g Tris HCI, 4.954 g Tris Baz ve %1 10 ml Tween-
20 700ml dH20’da ¢6zildi. pH 7.6’ya ayarlandi. Son hacim dH20 ile 1 L’ye tamamland.

g) Transfer Sollisyonu (2 L)

6 adet NaCl tableti ve 4.42 g CAPS 1.5 L dH20’da ¢ozildi. Hazirlanan soliisyona 200

ml etanol eklendi. Son hacim dH2O ile 2 L’ye tamamland:.
h) %05 St Tozu veya BSA iceren TBS-T; Bloklama Sollsyonu

5 g BSA veya siit tozu 100 ml 1X TBS-T igerisinde ¢6ziildii, 4 °C’de sakland1. Fosforile
antikorla muamele edilecek membranlar1 bloklamak i¢in BSA, digerleri i¢in sit tozu ile

hazirlanan soliisyon kullanildi.
i) %00.1 PBS-T; Antikor Hazirlama Soliisyonu

Fosforile antikorun eklenecegi soliisyon i¢in 3 ml 1X PBS soliisyonunun igine 3 pl

Tween-20 eklendi.
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3.2. Yontem
3.2.1. Hucre Kultari

Calismada kullanilan insan 16semi hiicre hatti HL-60 hucreleri %10 FBS (Sigma), %1
penisilin/streptomisin (Sigma), %1 L-glutamin iceren RPMI 1640 (Gibco) besiyerine
ekilerek 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde ¢ogaltildi.

3.2.1.1. Diisiik Glutaminli Hiicre Kiiltiirii

Tablo 8. Diisiik glutaminli RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmast.

Diisiik Glutaminli RPMI 1640 Normal Glutaminli RPMI 1640

RPMI 1640 besiyeri (glikoz ve glutamin RPMI 1640 besiyeri (glikoz ve glutamin
icermeyen) icermeyen)

%10 FBS %10 FBS

%1 Pen/strep % Pen/strep

- 2 mM Glutamin

10 mM Glikoz (1M stok sollisyon) 10 mM Glikoz (1M stok sollisyon)

3.2.1.2. Hiicre Sayim

TET2 geni baskilanmis HL-60 losemi hiicre hatlarmm diisiik ve yiiksek glutaminli
besiyerlerinde hiicre proliferasyonunu gézlemlemek i¢cin manuel olarak Thoma lamu ile
hiicre sayimi yapildi. Hiicrelerden sayim i¢in homojen sekilde 50 ul alinarak 20 pul Thoma
lamina yiiklenerek sayildi. Alinan partikiil sayisindan mililitredeki hiicre sayis1 asagidaki

formiille hesaplandi.

Hiicre sayis1 (ml) = Sayilan partikiil sayis1x 10* x (diliisyon kat say1s1)

3.2.1.3.Hiicre Canhhk Deneyi: ATP seviyesinin ol¢iilmesi

Hiicre canlilik deneyinde CellTiter GLO Luminescent Reagent (Promega) kiti kullanildi.
25000 hiicre/ml hiicre siispansiyonu deneye uygun besiyeri igerisinde hazirlandi. 100 pL
hiicre stispansiyonu ¢ok kanalli pipet yardimiyla beyaz opak duvarli 96 kuyucuklu plate
icine ekildi. Hiicre siispansiyonu kuyucuklara dagitildiktan sonra iizerlerine uygun

besiyerinden 100 pL eklendi. Plate 4 giin boyunca 37°C’de, %5 CO2’li etiivde inkiibe
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edildi. Deney siiresi sonunda plate inkiibatérden alinarak {izerlerine 40 pL CellTiter Glo
soliisyonu multichannel pipet yardimiyla ilave edildi. Plate ¢alkalayicida 2 dk oda 1sisinda
300 rpm’de ¢alkalandi. 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra luminasans degerleri optik
okuyucu da okutuldu. Her bir hiicre hatt1 i¢cin her bir deney grubu ii¢ kere ¢alisildi.
Microsoft Office Excel programinda {i¢lii kontrol grubunun ortalamalar1 aliarak diger
gruplarm luminasans degerleri bu degere boliinerek, rolatif canlilik degerleri hesaplandi
ve grafikleri GraphPad Prism version9 (GraphPAD software inc, ABD) grafik

programinda ¢izildi.

3.2.2. HL-60 Hiicre Hattinda TET2 Ekspresyonun shRNA Aracili Plazmidlerle

Baskilanmasi

HL60 hiicre hattinda TET2 ekspresyonunu baskilamak i¢in SureSilencing shRNA
Plasmid (Qiagen) kiti kullanilarak kitin 6nerdigi protokole gore yapildi. Kit igerisindeki
4 adet (klon 1 TET2, klon 2 TET2, klon 3 TET2, klon 4 TET2) SureSilencing TET2
shRNA plazmidleri kimyasal olarak kompetan hale getirilmis DHSa susuna transforme
edildi.
e -80 °C’de alikot olarak saklanan 50 mL kompetan hiicre DHS5a buz iizerinde
¢ozalda.
e 50 uL plazmid 50 mL kompetan hiicre DH5a igerisine konuldu.
e 42 °C’de 30 sn inkiibe edilerek 1s1 soku yapildi.
e Tip tekrar buza konuldu ve buz tzerinde 2 dk bekletildikten sonra icerisine 300
pL SOC besiyeri ilave edildi.
e (Calkalayici lizerinde 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi (recovery asamast).
e inkiibasyon sonras1 50 pL bakteri 1:1000 ampisilin iceren LB-Agar plate’lere
ekildi.
e Plateler 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.
e Ertesi giin plateler kontrol edildi. Transformasyonu basarili olan, koloni
olusturmus her plateden tek koloni segildi. NucleoSpin Plasmid Miniprep
(Macherey-Nagel) kiti kullanarak plazmid izolasyonu yapildi.
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3.2.3. MiniPrep Kit ile Plazmid Izolasyonu
3.2.3.1. Tek Koloni Suspansiyonu Hazirlanmasi

Petrilerden tek koloniler 10 pL pipet ucu ile alinarak 1:1000 ampisilin i¢ceren 4 mL LB
besiyerine alindi. Tiipler 37 °C’ye 250 rpm ¢alkalayici da bir gece birakildi.

3.2.3.2. Plazmid izolasyonu

Tek koloni siispansiyonlarindan plazmid izolasyonu NucleoSpin Plasmid Miniprep Kit

(Macherey-Nagel) kullanilarak, asagidaki protokole gére yapildi.

e 15 ml falkon icerisinde ¢ogalan bakteri siispansiyonu 4000 g’de 10 dk santrifiij
edildi.

e Siipernatant atildi. Pelet Gzerine 250 pL Buffer Al ilave edildi ve pelet pipetaj
yapilarak resiispanse edildi. Daha sonra, bakteri stispansiyonu 15 ml falkondan 1.5 ml
mikrosantrifiij tiipe alindi.

e 250 uL Buffer A2 ilave edildi ve tiip yaklasik 6 kez yavasca asagi yukari
cevrilerek karistirildi. 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

e 300 uL Buffer A3 ilave edildi ve tiip 6 kez asag1 yukari ¢evrilerek karistirildi.

e 11000 g’de 10 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant kit ile gelen kolona transfer edildi. Kolon 11000 g’de 1 dk santrifiij
edildi.

e Toplama tiipiinde biriken atik dokiildii. Kolona yikama amagli dnceden 50 °C’de
isitilmig 500 L Buffer AW konuldu. Kolon 11000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Toplama tiiplinde biriken atik dokiildii. Kolona 600 pL icerisine dnceden 24 mL
etanol ilave edilmis olan Buffer A4 konuldu. Kolon 11000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
e Toplama tiipiinde biriken atik dokiildii. Kolon yeni bir toplama tiipline transfer
edildi. Kolonun kurumas1 i¢in 11000 g’de 2 dk santrifiij edildi.

e Kolon 1,5 mL mikrosantrifiij tiiptine transfer edildi. Uzerine 50 pL Buffer AE
(Eliisyon Buffer) konuldu. 1 dk oda sicakliginda bekletildi. 11000 g’de 1 dk santrifiij
edildi.

e Kolon atildi, mikrosantrifiij tlipiinde biriken plazmid konsantrasyonu nanodrop’ta

slculd.
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3.2.4. Transfeksiyon

Miniprepi yapilan 4 adet SureSilencing TET2 shRNA (Qiagen) plazmidleri, FUGENE
HD transfeksiyon ajani (Promega) kullanilarak iireticinin dnerdigi protokole gére HL-60
hucrelerine transfekte edildi.

24 well plate’in 5 kuyusuna 5 x 10* hiicre ekildi ve bir gece 37 °C, %5 CO2’li inkiibatorde
inkiibe edildi. Ertesi giin son hacim besiyeri ile 500 pl’ye tamamlanacak sekilde,
mikrosantrifij tupiine 0.5 pg plazmid ve 1.5 pg transfeksiyon reaktifi FUGENE HD (1: 3
orani) eklendi ve karisim 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra hiicrelere
transfekte edildi. Hucreler tekrar inkiibatore konuldu. Transfeksiyondan sonraki gin
hiicrelerin besiyeri degistirildi. Transfeksiyonun ikinci giinlinde besiyeri tekrar
degistirildi ve hiicrelere 1:1000 oraninda puromisin eklenerek antibiyotik seleksiyonu
baglatildi. 3 giin sonra besiyeri degistirildi ve TET2 down-regulasyonu gPCR ile

dogrulandi.

3.2.5. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR):

Glutamin metabolizmasinda rol alan GLUL, GLUDI1, GLS1, GLS2, SLC38Al ve
SLC238A2 gen ekspresyonlari, diisiik glutaminli ve normal glutaminli besiyerlerinde
cogaltilan HL-60 hiicre hattinda ve TET2 geni baskilanmis HL-60 hiicre hatlarinda Real-
Time PCR ile kontrol edildi. Konrol i¢in house-keeping gen olarak RPLPO kullanildi.

3.2.5.1. RNA izolasyonu

HL-60, HL-60 Tet2 ShRNAL, HL-60 Tet2 ShRNA3 ve HL-60 Tet2 ShRNA4 hiicre
hatlarindan RNA izolasyonu Qiagen RNeasy Plus Mini Kit’in protokoliine uygun yapildu.
e Hiicreler toplandi ve 1250 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra atik
besiyeri uzaklastirildi. Pellet PBS ile siispanse edildikten sonra 1250 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi ve atik PBS tamamen uzaklastirildi.
e Pelletin lizerine 350 ul RLT lizis buffer ve 350 pl %70 Etanol eklendi. Yavasca
birka¢ defa pipetaj yapilarak pellet ¢oziildii.
e Sispansiyon kit ile verilen altinda toplama tiipleri bulunan kolonlara transfer
edildi. 9000 g’de 15 sn santrifiij edildi.
e Kolonlar yeni toplama tiiplerine transfer edildikten sonra iizerlerine 700 ul RW1

wash buffer eklendi. 9000 g’de 15 sn santrifiij edildi.
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e Toplama tiplerindeki sivi atik uzaklastirildi. Kolonlar tekrar ayni toplama
tiiplerine yerlestirildi ve tizerine 500 pul RPE buffer eklendi. 9000 g’de 15 sn santrifiij
edildi.

e Toplama tiiplerindeki sivi atik uzaklastirildi. Kolonlar tekrar ayni toplama
tiiplerine yerlestirildi ve lizerine ikinci kez 500 pl RPE buffer eklendi. 9000 g’de 2 dk
santrifaj edildi.

e Toplama tiiplerindeki sivi atik uzaklastirildi. Kolonlar yeni toplama tiipline
yerlestirilerek membranin kurumasi i¢cin 14000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Kolonlar RNAse-free mikrosantrifiij tiiplere transfer edilerek tizerine 30 pl
RNAse-free su konuldu ve 9000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Santrifiijden sonra igerisinde RNA bulunan eppendorflar buz iizerine alind1 ve
konsantrasyonlar1 nanodropla 6lgiildii. Elde edilen RNA’lar daha sonra cDNA
sentezinde kullanildiktan sonra -80°C’ ye kaldirild1.

3.2.5.2. cDNA Sentezi

RNA o6rneklerinden cDNA sentezi icin High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied
Biosystems) kiti ile Biorad Thermal Cycler cihazi kullanildi. Reaksiyon, kit protokoliine

uygun gerceklestirildi. Biitiin islemler buz lizerinde gergeklestirildi.

Tablo 9. High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems) protokolii

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)

2X RT Buffer Mix 10ul

20X RT Enzyme Mix 1 ul

RNA Ornegi (1 pg/pl olacak sekilde hesaplama
yapildi.)

Nikleaz icermeyen su (Total hacim 20ul olacak sekilde

ayarlandi.)

Son hacmi 20 pl RNA 6rnekleri Thermal Cycler’da dnce 37°C’ de 60 dk, sonra 95°C 5
dk inkiibe edildi. Inkiibasyon tamamlaninca cDNA’lar 1:8 oraninda niikleaz igermeyen
su ile sulandirildi. cDNA’lar qRT-PCR i¢in kullanilmak tizere -20°C’ ye kaldirild1.
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gRT-PCR reaksiyonu PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
ile Qiagen Rotor Gene Q cihazi kullanilarak yapildi. Calismada kullanilan primerler

Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. gRT-PCR igin kullanilan PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) protokold.

gRT-PCR Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)
PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix 10 ul
Primer Forward (10 uM) 0,5l
Primer Reverse (10 uM) 0,5 ul
cDNA 2ul

dH20 7wl

Total 20 pl

Tablo 11. gRT-PCR Kosullar1

gRT PCR Kosullari
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 15sn
Baglanma 60°C 60 sn 40 Dongu
Sentez 72°C 15sn
Bekleme 4°C oo

Tablo 12. gRT-PCR primer listesi

Gen Primer Yonu (5'3") Primer Dizisi

RPLPO Forward AGCATCTACAACCCTGAAGTG
Reverse AGCAAGTGGGAAGGTGTAATC

GLUL Forward TGGGAACTGGAATGGTGC
Reverse CGTTGATGTTGGAGGTTTCATG

GLUD1 Forward CTGTTGGTGAGTCTGATGGG
Reverse TCTGGGTGCGTTGGATTTG

GLS1 Forward GAAAGAGTACTGAGCCCTGAAG
Reverse GTTGCCCATCTTATCCAGAGG

GLS2 Forward TGTGGATCGCATCTTTGAGG
Reverse TGGAGATGGCATAGGTGAGG
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SLC38A1 Forward CATTATGGGCAGTGGGATTTTG

Reverse AGGTGGCTCCAAAGATTACG
SLC38A2  Forward GTTCTGTTGGTGTCATTGGTG
Reverse TGTTGGCTGTGTTAAGGTGG

3.2.6. Western Blot

Qiagen SureSlicing shRNA plazmidleri kullanilarak HL-60 hiicre hattinda TET2 geni
baskilanan hiicre klonlarinda GLUL, AMPK-alpha ve P-AMPK-alpha proteinlerinin

ekspresyonlar1 western blot yontemi ile kontrol edildi.

3.2.6.1. Hiicre Hatlarindan Protein izolasyonu

5 ml lizis soliisyonu igerisine yarim tablet PhosStop (Roche, USA) ve yarim tablet
complete EDTA-free proteaz inhibitor kokteyl tableti eklendi. Soliisyon soguk odada (+
4 °C) falkon ceviriciye konuldu ve tabletler tamamen c¢oziliinceye kadar beklendi.
e Suspansiyon hiicreler 15 ml falkona toplandi. 1250 rpm’de 5 dk + 4 °C’de santrifiij
edildi. Besiyeri atig1 uzaklagtirildi.
e Pellet buzda sogutulmus 500 uL PBS ile resiispanse edilip eppendorf tiiplere
alindi. 1250 rpm’de 5 dk + 4 °C’de santrifiij edildi. PBS pelleti bozmadan ortamdan
uzaklastirildi.
e Pelletin Gizerine 200 pL (100000-300000 hiicre i¢in) lizis solisyonu eklenip birkac
kez pipetlendi. Lizis i¢in 10 dk buzda bekletildi.

3.2.6.2. Protein Konsantrasyonlarimin Olgiilmesi

Protein konsantrasyonlar1 Bicinchoninic Acid (BCA) Assay kit (Pierce BCA Kkit,
ThermoScientific) kullanilarak {iretici firmanmn 6nerdigi protokol uygulanarak 6lciildii.
BCA soliisyonu 6rnek sayisina gore gereken miktarda Reagent A ile Reagent B nin 50:1
oraninda karistirilmast ile elde edildi (2 ml i¢in; 2 ml Reagent A, 40 uL Reagent B). Kit
ile gelen 2 mg/ml albiiminden sirastyla 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ve 0 (blank)
pg/ml diliisyonlar hazirlandi. 96 kuyucuklu platelere konsantrasyonu belirlenecek

lizatlardan ve albiimin diliisyonlarmdan 20 pL dagitildi. Uzerlerine 200 uL BCA
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soliisyonu konuldu. Plate 37 °C’de 30 dk karanlikta calkalayicida inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi plate-reader’da 562 nm’de absorbanslar &lgiildii. Albiimin seri
diliisyonlarinin sonuglar1 ile standart egrisi ¢izildi. Egriden elde edilen denklem
kullanilarak orneklerin protein konsantrasyonlari hesaplandi. Western Blotlama icin
orneklerin konsantrasyonlar1 1000 pg/ml’ye son hacim 160 pL olacak sekilde ayarlandi.
Uzerlerine 5X protein yiikleme tamponundan son hacim 1X olacak sekilde 40 uL eklendi
ve 1sitict blokta 75 °C’de 5 dk bekletildi. Proteinler -20 °C’de saklandi.

3.2.6.3. Sodyum Dodesil Sulfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS- PAGE)

Arasma ayirma jelinin yliklenecegi 1.0 mm’lik camlar %70 etanol ile yikanir ve toz
birakmayan mendil ile silindi. Camlar jel kasetine takildi ve jel dokme tablasma
yerlestirildi. Taze %10’luk APS soliisyonu hazirlandi. 15ml’lik falkon tiipte 0,3 gram toz
APS, 3 ml dH20 ile ¢6zuldl, +4 °C’de sakland:.

a) Protein érneklerinin ayrilacagi %10’luk Ayirma Jeli (Resolving Gel)

hazirlanmasi
1. Camlarn yerlestirildigi kaset yatay pozisyona alind1.

2. 15 ml falkon tiipe sirasiyla 3,9 ml dH20, 2 ml %40 akrilamid ve 2 ml
Resolving buffer eklendi ve tlp iki kez alt-iist yapildi.

3. Daha sonra hazirlanan soliisyona 6nce +4 °C’den alinan APS’den 80 pL,
sonra 8 uL TEMED eklendi ve tiip tekrar alt-iist yapildi.

4. Soliisyon serolojik pipetle iki kez hizlica pipetaj yapildiktan sonra kasete
yerlestirilen camlarin arasinda hava kabarcigi birakilmadan camin bir
kosesinden Fill line yazisina kadar aktarildi.

5. Camlarin arasina dokiilen aymrma jelinin esit dagilim gostermesini
saglamak i¢in yigma jeli i¢in bos birakilan kismin (Fill line yazismnin yukarisi)
Uzerine Pasteur pipetle eser miktarda izopropanol damlatildi. Kaset dik
pozisyona alind1 ve jelin polimerizasyonu i¢in 20 dk bekletildi.

6. Jel donduktan sonra jelin Uzerindeki izopropanol dokuldi. Ortamdaki
fazla izopropanolden kurtulmak icin jel ylzeyi eser miktarda dH>O ile

yikandi.
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7. Jeldeki fazla dH20, jelin yiizeyine fazla dokunmadan kurutma kagidiyla

alind1 ve kaset tekrar yatay pozisyona alindi.

b) Protein 6rneklerinin yiiklenecegi %4’liik Yiikleme Jeli (Stacking Gel)
hazirlanmasi
1. 15 ml’lik falkon tiipe sirasiyla 1,92 ml dH20, 0,3 ml %40 akrilamid ve
0,75 ml Stacking buffer eklendi ve iki kez alt-iist yapildi.

2. Daha sonra hazirlanan soliisyona dnce +4 °C’den alinan APS’den 30 pL,
sonra 3 pL TEMED eklendi ve serolojik pipetle iki kez pipetaj yapilip camin
bir késesinden bosaltildi.

3. Tarak eklendikten sonra akan fazla jel silindi, kaset dik pozisyona alindi
ve jelin polimerizasyonu igin dakika beklendi. Jel donduktan sonra taraklar
cikarildi.

C) SDS-PAGE yiiriitme asamasi

Jelin polimerlesmesi tamamlandiktan sonra tarak ¢ikarildi ve cam jel tablasi
elektroforez tankina yerlestirildi. Tank 1X SDS soliisyonu ile dolduruldu. ik
kuyucuga 3 puL protein ladder yiliklendi. Sirayla diger kuyucuklara 15 pL protein
ornekleri yiiklendi. Ornekler 120 voltta 120 dk yurGtaldu.

3.2.6.4. Blotlama (Islak Transfer)

Orneklerin yiiriidiigii jel kaset dikkatlice kirilarak ¢ikartildi ve kenarlarindaki fazlaliklar
kesildi. Bir kaba hazirlanan transfer soliisyonundan dokiildii. 0.45 mikron por ¢apina
sahip PDVF membran metanol icerisinde 2 dk tutularak aktive edildi. Transfer sollisyonu
dolu kaba 6nce tutucu kaset yerlestirildi ve tutucu kaset icerisine sirayla en alta bir slinger
lizerine whatman kagidi, jel, membran, whatman kagidi ve siinger yerlestirildi, arada hig
hava kabarcigi kalmamasina 6zen gosterildi. Bu sirada whatman kagitlarinin, siingerlerin,
jelin, membranin ve tutucu kasetin kabin igerisindeki transfer soliisyonu ile iyice
1islatilmasina dikkat edildi. Tutucu kasetin iist kapag1 kapatild1 ve bir klips ile kapaklarin
bir arada tutulmasi saglandi. Jel (-) yonde kalacak sekilde transfer tankina yerlestirildi.

Tankin igerisi transfer soliisyonu ile dolduruldu ve 45 voltta 120 dk transfer yapildi.
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3.2.6.5. Membranin Bloklanmasi ve Proteinin Immunokimyasal

Goruntulenmesi

Transfer sonrasi fosforile antikor uygulanacak membranlar %5 BSA/1X TBS-T
soliisyonunda, fosforile antikor uygulanmayacak membranlar 45 dk %5 yagsiz siit
tozu/1X TBS-T soliisyonu igerisinde ¢alkalayicit iizerinde bloklandi. Bloklanan
membranlar naylon posetlere konuldu, igerisine birincil antikor solusyonundan (GLUL-
Rabbit, AMPKalpha-Rabbit, P-AMPKalpha-Rabbit, Beta-ACTIN-mouse) dokildi ve
kenar1 poset kapatici ile igerisinde hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi. Membran
+4 °C’de bir gece calkalayicida inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi poset bir kenardan
kesilerek membran bir penset yardimiyla ¢ikartildi, 1X TBS-T soliisyonunda ti¢ kez 10’ar
dk yikandi. Son yikamadan sonra membran vakumlu posete konuldu, igerisine ikincil
antikor sollisyonu (anti-rabbit ve anti-mouse) dokiildii ve kenar1 poset kapatici ile
dikkatlice kapatildi. Oda 1sisinda calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. Birincil antikor
soliisyonlart GLUL ve AMPK-alpha igin %5 sut tozu ile 1:1000, P-AMPKalpha i¢in %0.1
PBS-T ile 1:1000 oraninda hazirlandi. Beta Actin i¢in %35 siit tozu ile 1:2000 oraninda
hazirlands. Ikincil antikor soliisyonlar ise %35 siit tozu ile anti-rabbit icin 1:2000, anti-
mouse i¢cin 1:5000 diliisyonda kullanildi. Sekonder antikor ile inkiibasyondan sonra
posetten penset ile ¢ikarilan membran bir kaba alinarak calkalayici tizerinde 1X TBS-T
soliisyonu ile {i¢ kez 10 dk yikandi. Proteinlerin kemiliiminasan goriintiilenebilmesi igin

membran 1 dk hazirlanan ECL soliisyonu (Pierce ECL, ThermoScientific) ile bekletildi.

Membran Uzerindeki fazla ECL solisyonu bir kenarmdan pegeteye degdirilerek jel
goriintiile sistemindeki goriintiileme tablasina yerlestirildi. Membran cihazda 2 ile 10

dakika arasinda bekletilerek goriintii alindi.

3.2.7. Istatistiksel Hesaplamalar

Elde edilen sonuclardan her biri veri icin Ortalama £ Standart Sapma olarak ifade edildi.
Farkli gruplar i¢cinde ve arasinda anlamli bir fark olup olmadigmi analiz etmek i¢in
Student’s t-test uygulandi. Analizler ve grafikler GraphPad PrismV9 programinda
yapild1.
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4. BULGULAR

4.1. Diisiik Glutaminli Ortamda HL-60 Hicrelerinin TET2 mRNA Ekspresyonu

HL-60 I6semi hicreleri, 2 mM (normal) ve 50 pM (diisiik) glutamin i¢eren besiyerinde
72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 TET2 mRNA ekspresyonlarma gqPCR
yontemiyle bakildi. HL-60 hicrelerinin disiik glutaminli ortamda TET2 mRNA
ekspresyonunu yaklasik 2 kat arttirdigi bulundu (Sekil 11). Sonug, istatistiksel olarak
anlamli bulundu (*p <0.05).
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Sekil 11. HL-60 hiicrelerinin diisiik glutaminli besiyerinde TET2 mRNA ekspresyonu analizi.
20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu, *p< 0.05.

Sekil 11°de gosterilen veriden yola ¢ikilarak, HL-60 hiicre hattinda HL-60 hiicre hattinda
TET2 mRNA ekspresyonu shRNA aracililigiyla baskilandi ve HL-60 ShTET2 hucreleri

ile glutamin metabolizmasi arasindaki iliskinin incelenmesi amaclandi.

HL-60 hiicre hatt1 4 farkli sShRNA kullanilarak ayr1 ayr1 transfekte edildi. Toplam 4 hiicre
hattindan (HL-60 shTET2-1, HL-60 shTET2-2, HL-60 shTET2-3 ve HL-60 shTET2-4)
sadece HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hicrelerinde TET2 ekspresyonunun
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baskilandigi dogrulandi. Kontrol HL-60 hiicrelerine kiyasla, HL-60 ShTET2-1 ve HL-60
ShTET2-3 hiicrelerinde TET2 mRNA ekspresyonunu yaklasik olarak yarim kat azaldi.
HL-60 ShTET2-1 hiicre hattinda TET2 ekspresyonun baskilanma orani %56 iken, HL-60
ShTET2-3 hucrelerinde bu oran %43 tespit edildi (Sekil 12).
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Sekil 12. HL-60 hiicre hattinda shRNA aracili TET2 mRNA ekspresyonunun baskilanmasi.
Hiicreler 20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu,
**p<0.01, ***p<0.001.

4.2. Diisiik Glutaminli Ortamda Hiicre Proliferasyonu

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hicreleri, 2 mM (normal) ve 50 uM
(diistik) glutamin iceren besiyerinde 72 saat inkiibe edildi. Hiicre proliferasyonlar1 hiicre
sayim yontemi ile belirlendi. Hem normal hem de diisiik glutaminli ortamda HL-60
SshTET2-1 hiicrelerinin proliferasyonu kontrol HL-60 hiicrelerine kiyasla azaldi. HL-60
SshTET2-3 hiicrelerinin proliferasyonu ise kontrol HL-60 hiicrelerine kiyasla normal ve

diisiik glutaminli ortamda az miktarda artt1. Sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu

(Sekil 13) (**p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001).
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Sekil 13. 2 mM (Normal) ve 50 uM (Diisiik) glutamin igeren besiyerlerinde hiicre
proliferasyonu. Hiicreler 20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama =SD
olarak sunuldu. **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001.

4.3. Diisiik Glutaminli Ortamda Hiicre Canhhg

Diisiik glutaminli ortamda HL-60 hiicrelerinde canlilik oran1 %100’den %52,79’a, HL-
60 shTET2-1 hicrelerinde %69,81°e ve HL-60 ShTET2-3 hiicrelerinde %70,53’¢ diistiigii
tespit edildi. Her ii¢ hiicre hattinin diisiik glutaminli ortamda hiicre canliliklarinin azaldig1
istatistiksel olarak anlamli bulundu (*p<0.05, **p<0.01) (Sekil 14). Bununla birlikte,
diisiik glutaminli ortamda TET2 ekspresyonu baskilanmis HL-60 hucrelerinde hicre
canliliginin kontrol HL-60’a kiyasla daha fazla oldugu bulundu. Sonug istatiksel olarak
anlamli bulundu (*p<0.05, **p<0.01).
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Sekil 14. TET?2 ekspresyonu baskilanmis HL-60 hiicrelerinde diisiik glutaminli ortamun hiicre
canliligina etkisi. Hiicreler 20000 hiicre/ml seklinde 4 giin inkiibe edildi. Veriler ortalama £SD
olarak sunuldu, *p<0.05, **p< 0.01.

4.4. Diisiikk Glutaminli Ortamda GLUL, GLS1, GLS2, GLUD1, SLC38Al ve
SLC38A2 mRNA Ekspresyonlar:

HL-60 16semi hiicre hattinda TET2 geni baskilanmis hlicrelerde, TET2 geni ve glutamin
metabolizmasi arasindaki iliskinin incelenmesi amaciyla glutamin metabolizmasinda rol
oynayan GLUL, GLS1, GLS2, GLUD1, SLC38A1 ve SLC38A2 genlerinin diisiik

glutaminli ortamdaki mMRNA ekspresyon seviyeleri kantitatif Real-Time PCR ile analiz
edildi.

4.4.1. GLUL mRNA Ekspresyonlar

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 SshTET2-3 hiicrelerinin diisiikk glutaminli ortamda
GLUL mRNA ekspresyonlarina qPCR yontemiyle bakildi (Sekil 15).

GLUL geni, glutamat ve amonyaktan glutamin sentezini katalize eden GS enzimini

kodlar. Her ii¢ hiicre hattinda normal glutaminli GLUL ekspresyonunda degisim
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olmazken; disiik glutaminli ortamda GLUL mRNA ekspresyonunun arttigi bulundu. HL-
60 shTET2-1 hiicrelerinde diisiik glutamindeki artis istatiksel olarak anlamli bulunurken
(*p <0.05), HL-60 ve HL-60 shTET2-3 hiicrelerindeki artis istatiksel olarak anlamli
bulunmadi ("p > 0.05).
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Sekil 15. Diisiik glutaminli besiyerinde GLUL mRNA ekspresyonlarinin analizi. Hiicreler
20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu, *p <0.05,
ns
p > 0.05.

4.4.2. GLS1 ve GLS2 mRNA Ekspresyonlar

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hiicrelerinin diisiikk glutaminli ortamda
GLS1 ve GLS2 mRNA ekspresyonlarima qPCR yontemiyle bakild: (Sekil 16 ve 17).
Tablo 13’te normal ve diisiik glutaminli ortamda GLS2 ekspresyonunun ortalama ct
degeri verilmistir.

GLS1 ve GLS2 genleri, glutamini glutamat ve amonyaga hidrolize eden mitokondriyal
enzimleri kodlar. Her {i¢ hiicre hattinda da diisiikk glutaminli ortamda GLS1 mRNA
ekspresyonunda artig bulundu. HL-60 ve HL-60 shTET2-3 hiicrelerindeki artis istatiksel
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olarak anlamsizken ("p > 0.05), HL-60 ShTET2-1 hiicrelerindeki artis anlamli bulundu
(*p <0.05).
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Sekil 16. Diislik glutaminli besiyerinde GLS1 mRNA ekspresyonlarinin analizi. Hiicreler 20000
hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu, *p <0.05, "p >
0.05.

Her 1i¢ hiicre hattinda da diisiik glutaminli ortamda GLS2 mRNA ekspresyonunun arttigi
ancak istatiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (™p > 0.05). Bununla birlikte, HL-60
hiicrelerinde TET2 ekspresyonu baskilandiginda hem normal hem de diisiikk glutaminli

ortamda kontrole kiyasla GLS2 mRNA ekspresyonunun azaldig1 bulundu.

42



n
o
|
>
)

ns ns

Bl 2 mM Glutamin
50 puM Glutamin

=
ol
1

Rolatif GLS2
MRNA Kat Degigimi
© o =
o ul o
| 1 1
-
_|

Q QO
@06 <'o°6
Q\\; \2\\;
Hucreler

Sekil 17. Diisiik glutaminli besiyerinde GLS2 mRNA ekspresyonlarinin analizi. Hiicreler 20000
hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu, ™p > 0.05.

Tablo 13. Normal ve diisiik glutaminli besiyerinde GLS2 ekspresyonunun ortalama ct degerleri.

Hiicre Hatlan 2mM Glutamin 50uM Glutamin
HL-60 GLS2 mRNA ortalama ct degeri 29,1 29,06
HL-60 shTET2-1 GLS2 mRNA ortalama ct 29,37 30,58
degeri

HL-60 shTET2-3 GLS2 mRNA ortalama ct 33,88 30,22
degeri

4.4.3. GLUDI1 mRNA Ekspresyonlari

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 SshTET2-3 hiicrelerinin diisiik glutaminli ortamda
GLUDI1 mRNA ekspresyonlarina qPCR yontemiyle bakildi (Sekil 18).

GLUDI geni, glutamatin a-ketoglutarat ve amonyaga oksidatif deaminasyonunu katalize
eden bir mitokondriyal matris enzimi olan glutamat dehidrojenazi kodlar. HL-60
hiicrelerinde GLUDI1 ekspresyonunda diisiik glutaminde azalis olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (nsp > 0.05). HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-
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3 hucrelerinde ise HL-60’a zit bir sekilde, diisiik glutaminde artis bulundu. GLUD1
ekspresyon artist HL-60 ShTET2-1 igin istatiksel olarak anlamli bulunurken (**p <0.01),
HL-60 ShTET2-3 hiicrelerinde anlamli bulunmadi ("p > 0.05).
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Sekil 18. Diisiik glutaminli besiyerinde GLUD1 mRNA ekspresyonlarimin analizi. Hiicreler
20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu, **p <0.01,
ns
p > 0.05.

4.4.4. SLC38A1 ve SLC38A2 mRNA Ekspresyonlari

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hiicrelerinin diisiikk glutaminli ortamda
SLC38A1 ve SLC38A2 mRNA ekspresyonlarina qPCR yontemiyle bakildi (Sekil 19 ve
20). Tablo 14’te normal ve diisiik glutaminli besiyerinde SLC38A1 ekspresyonunun

ortalama ct degeri verilmistir.

Notr amino asit tastyicilar1 SLC38A1 ve SLC38A2 kanser hiicre hatlarinda glutamin
alimin1 saglayarak glutaminolize aracilik ederler. HL-60 hicrelerinde SLC38Al
ekspresyonunun diisiik glutaminde azaldigi bulundu. HL-60 shTET2-1 hicrelerinde ise
normal glutaminli ortamda SLC38A1 ekspresyon seviyesinin kontrole kiyasla olduk¢a

azaldigi, disiik glutaminli ortamda ise ekspresyonun yok denecek kadar az oldugu
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bulundu. HL-60 shTET2-3 hicrelerinde ise her iki besiyerinde ekspresyon tespit
edilmedi. Her ii¢ hiicre hatt1 icin de ekspresyon seviyesindeki degisiklikler istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi ("p > 0.05).
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Sekil 19. Diisiik glutaminli besiyerinde SLC38A1 mRNA ekspresyonlarmin analizi. Hiicreler
20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu, ™p > 0.05.

Tablo 14. Normal ve diisiik glutaminli besiyerinde SLC38A1 ekspresyonunun ortalama ct

degerleri.
Hiicre Hatlan 2mM Glutamin 50uM Glutamin
HL-60 SLC38A1 mRNA ortalama ct degeri 26,28 27,39
HL-60 shTET2-1 SLC38A1 mRNA 28,28 33,4
ortalama ct degeri
HL-60 shTET2-3 SLC38A1 mRNA 35,27 34,53

ortalama ct degeri

Her {i¢ hiicre hattinda diislik glutaminde SLC38A2 ekspresyon seviyesinin azaldigi tespit

edildi. Kontrol HL-60 hiicrelerinin hem normal hem de diisiik glutaminli ortamda
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SLC38A2 ekspresyon seviyelerinin TET2 geni baskilanmis hiicrelerden daha yuksek
oldugu bulundu. HL-60 ShTET2-3 hiicrelerinde diisik glutaminde ekspresyon
seviyesindeki azalis, HL-60 ShTET2-1 hiicresine kiyasla daha fazla ve istatiksel olarak
anlamli bulundu (**p <0.01). HL-60 ve HL-60 shTET2-1 hiicrelerindeki azalis istatiksel

olarak anlamli bulunmadi ("™p > 0.05).
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Sekil 20. Diisiik glutaminli besiyerinde SLC38A2 mRNA ekspresyonlarinin analizi. Hiicreler
20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildi. Veriler ortalama +SD olarak sunuldu, **p <0.01,
ns
p > 0.05.

4.5. TET2 Geni Baskilanmms HL-60 Hucrelerinde GLUL Protein Sentezi

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hiicrelerinin GLUL protein sentezine
normal ve diisiik glutaminli ortamda western blot yontemiyle bakildi (Sekil 21).

Housekeeping protein olarak Beta-Aktin kullanildi.

Kontrol ve TET2 geni baskilanmis her iki HL-60 hiicrelerinde GLUL protein seviyesi,
MRNA ekspresyonuna benzer sekilde diisiik glutaminli ortamda artis gosterdi. HL-60
ShTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 huicrelerdeki GLUL seviyesinin kontrol HL-60a kiyasla

nispeten daha fazla oldugu goriildii.
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Sekil 21. HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hiicrelerinde normal ve diisiik
glutaminli ortamda GLUL proteininin immiinoblotlanmasi. Housekeeping protein olarak Beta-
Aktin kullanild.

4.6. TET2 Geni Baskilannms HL-60 Hucrelerinde AMPKa ve P- AMPKa
Protein Sentezi

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hucrelerinin AMPKa ve P-AMPKa

protein sentezine normal ve diisiik glutaminli ortamda western blot yontemiyle bakild1

(Sekil 22 ve 23). AMPKa ve P-AMPKo’nin aktivasyon artisint dogrulamak icin

oligomisin kompleksi (Cayman) HL-60 hicrelerine normal ve diisiik glutaminli ortamda

3 giin boyunca 1:1000 oraninda uygulandi. Housekeeping protein olarak Beta-Aktin
kullanildi.

Hiicrelerdeki AMPK aktivitesinin kontrolii i¢in bakilan AMPKa protein seviyesi hem

diisiik hem de normal glutamin iceren ortamda tim hiicre hatlarinda neredeyse ayni

bulundu (Sekil 22).
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Sekil 22. HL-60, HL-60 sShTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hiicrelerinde normal ve diisiik
glutaminli ortamda AMPKa proteininin immiinoblotlanmasi. AMPKa aktivitesinin pozitif
kontroli i¢in kontrol HL-60 hiicrelerine 3 giin boyunca oligomisin uygulandi. Housekeeping
protein olarak Beta-Aktin kullanildi.

HL-60 hiicre hattinda, P-AMPKa protein sentezinin pozitif kontrolii igin hicrelere
normal ve diisiik glutamin ortamimda oligomisin uygulandi. Oligomisin uygulamasinin
kontrol HL-60’a kiyasla normal ve diisiik glutamin ortammda P-AMPKa protein

sentezini arttirdigl bulundu.

P-AMPKa protein seviyesi, her ti¢ hiicre hattinda da diisiik glutaminde artis gosterdi.
TET2 ekspresyonu baskilanmis her iki HL-60 hiicre hattinda P-AMPKa. protein seviyesi,
HL-60 hiicre hattina kiyasla normal ve diisiik glutaminli ortamda arttig1 bulundu (Sekil
23).

Marker (kDA) s HL.60  HL-60shTET2.1 HL-60 shTET2.3
Oligomisin
” ImM  50uM 2mM S0pM 2mM S0pM 2mM 50 uM (Glutamin)
s DD s s S S Sams A P-AMPKalpha
55
40 T > S G =T C— —— Beta-Aktin

Sekil 23. HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hiicrelerinde normal ve diisiik
glutaminli ortamda P-AMPKa proteininin immiinoblotlanmasi. P-AMPKa aktivitesinin pozitif
kontroli i¢in kontrol HL-60 hiicrelerine 3 giin boyunca oligomisin uygulandi. Housekeeping
protein olarak Beta-Aktin kullanildi.
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5. TARTISMA

Kiresel olarak ikinci 6nde gelen 6lim nedeni olan kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasi ve bagisiklik sisteminin anormal bir sekilde taninmasi ile karakterizedir (14).
Tumaor hucrelerinde en iyi karakterize edilen metabolik fenotip, normal oksijen
konsantrasyonlar1 altinda bile oksidatif fosforilasyon yerine glikoliz yoluyla ATP
uretildigi Warburg etkisidir (40). Kanser hiicreleri, degisen metabolizmalari geregi artan
enerji ihtiyacini karsilamak ve hizli ¢ogalmak icin daha fazla besine ihtiya¢ duyarlar.
Glikoz ve glutamin, plazmada en bol bulunan besinlerden ikisidir ve memeli hucrelerinde
cogu karbon ve nitrojen metabolizmasindan sorumludurlar (107). Glutamin, glutaminaz
enzimi araciligiyla glutamata doniistiiriiliir ve glutamat, trikarboksilik asit dongiisiinde
bir ara metabolit olan a-ketoglutarat {iretir. Hem in vivo hem de in vitro olarak yapilan
calismalar, kanser hiicresi ortamimdaki glutamin miktarmm kisitli oldugunu One
stirmiistiir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinin hayatta kalmak ve c¢ogalmak i¢in
metabolizmalarint  ¢evreye uyarladiklart bilinmektedir (40,56,107). Glutamin
gereksinimleri, glutamin oksotroflarindan, eksojen bir glutamin kaynagmin yoklugunda
hayatta kalabilen ve ¢ogalabilenlere kadar farkli kanser hiicre hatlar1 arasinda g¢ok

heterojendir (6).

Normal hiicrelere kiyasla neoplastik hiicrelerin daha ¢ok glutamin tiilketmesi ve in vitro
kiiltiirde kanser hiicrelerinin optimal biiylime ortamina glutamin takviyesi gerekliligi,
glutaminin kanser hiicresi proliferasyonu i¢in ana enerji kaynagir oldugunu
gostermektedir. Kanser hiicrelerinin glutamin tiiketiminin normal hiicrelere kiyasla 5 ila
10 kat daha yuksektir (5). AML dahil olmak iizere birgok kanser hiicre ¢esidi yiiksek
oranda glutamine bagimhidir (108). 2014 yilinda 4 farkli AML hiicre hattinda yapilan bir
calismada, en ¢ok HL-60 hiicre hattmin glutamine bagimli oldugu, HL-60 hiicrelerinin
biiylimesinin glutamin yoksunlugu ve trikarboksilik asit dongii ara maddesi oksaloasetik

asit tarafindan kurtarilan glutaminolizin inhibisyonu ile baskilandigi bulunmustur (109).

Kanser hiicrelerindeki glutamin bagimhiliginin  timér mikrogevresindeki glikoz
miktarindan bagimsizdir. P483B Burkitt lenfoma hiicre hattinda, glutaminden yoksun
kosullarda degistirilen ara TCA dongiisii metabolitlerinin miktarinin glikoz miktarina
bagli olmadigi gostermistir (110). K562, HL-60 ve NB-4 16semi hiicre hatlarinda yapilan
bir baska ¢alismada ise hiicrelerin proliferasyon i¢in timor mikrogevresindeki glikoz
miktarindan bagimsiz olarak glutamine bagimli gdsterilmistir (56). Glutamin agligina ek

olarak, glutaminaz inhibitori CB-839 kullanimiyla glutamin metabolizmasmin bloke
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edilmesinin, birden fazla AML tipinde antioksidan glutatyon Gretimini 6nemli Olgtide
azalttig1, bunun da mitokondriyal ROS birikimine ve apoptotik hiicre 6liimiine yol a¢tig1

bulunmustur (108).

TET2 geni, 5-metilsitozini 5-hidroksimetilsitozine oksitleyerek DNA'nin epigenetik
durumunu degistiren TET ailesi enzimlerinin bir iiyesini kodlar. TET2'nin somatik
fonksiyon kaybi mutasyonlari, miyelodisplastik sendromlar, miyeloproliferatif
neoplazmalar ve kronik miyelomonositik 16semi dahil olmak tiizere ¢esitli miyeloid
maligniteleri olan hastalarda siklikla goriilir (60). TET2 mutasyonlari, DNA
hipermetilasyonu, artmis MDS ilerlemesi riski ve AML'de kotii prognoz ile iliskilidir
(99).

Birka¢ calisma, farelerde TET2 fonksiyon kaybimi modellemistir ve shRNA tabanl
yaklagimlarin kullanildig1 in vitro c¢aligmalar, TET2'nin miyeloid farklilagmasini ve
kok/progenitor hiicre proliferasyonunu diizenlemede bir rolii oldugunu goéstermistir
(111). Hematopoietik kdk ve progenitor hiicrelerde (HSPC'ler) TET2 delesyonu, 5hmC
kaybima, DNA hipermetilasyonuna ve kendini yenileyen progenitorlerde bir miyeloid soy
genislemesi dahil olmak tizere hematopoezde ilerleyici kusurlara neden olmaktadir. TET2
eksikligi olan farelerin 6nemli bir kismi, dolagimda artan beyaz kan hiicreleri (WBC'ler),
monositoz ve splenomegali ile karakterize edilen CMML benzeri bir hastalik

gelistirmistir (99).

Calismamizda, HL-60 hiicre hattinin glutamin bagimliligi kanitlayan yukaridaki
verilerden yola ¢ikarak, HL-60 Ilosemi hiicre hattinda TET2 geni ve glutamin
metabolizmasi arasindaki iliskinin incelenmesi amaglanmistir. Diisiik (50 pM) glutamin
iceren ortamda ¢ogaltilan HL-60 hiicrelerinin TET2 mRNA ekspresyonunu yaklagik
olarak 2 kat arttirdigi bulunmustur (Sekil 11). Bu nedenle, HL-60 hiicrelerinde TET2
ekspresyonu shRNA araciligiyla baskilanmis (Sekil 12) ve hicre proliferasyonunu
kontrol etmek amaciyla hiicreler normal (2 mM) ve diisiik (50 uM) glutamin igeren

besiyerlerinde ¢cogaltilmistir.

Hiicre sayim sonuglarima gore, her {i¢ hiicre hattinda diisiik glutamin igeren ortamda hiicre
cogalmasinin azaldigini bulunmustur. HL-60 ShTET2-1 hiicrelerindeki hiicre cogalmasi
hem normal hem de diisiik glutamin igeren ortamda kontrol HL-60 hiicrelerine kiyasla
daha az bulunmustur. Buna karsilik, HL-60 sShTET2-3 hiicrelerindeki hiicre ¢ogalmasi
her iki besiyerinde de kontrol HL-60 hiicrelerinden daha fazla bulunmustur (Sekil 13).
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TET2 ekspresyonu baskilanmis bu iki HL-60 hiicre hattindaki farkliligin nedeninin TET2
ekspresyonunun baskilanma oranindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. HL-60 ShTET2-1
hiicre hattinda TET2 ekspresyonun baskilanma oram1 %56 iken, HL-60 ShTET2-3
hiicrelerinde bu oran %43 bulunmustur (Sekil 12). Diisiik glutamin ortaminda azalan
hiicre sayim sonuglarimiza benzer bir sonu¢ daha dnce ¢esitli AML hiicre hatlarinda
yapilan bir ¢aligmada bulunmustur. K562, HL-60 ve NB-4 hiicre hatlar1 diisiik glutamin
ortaminda daha az c¢ogalmis ve proliferasyon icin glutamine bagimli olduklari

bulunmustur (56).

Diisiik glutamin iceren ortamdaki hiicrelerin canliliklar1 Cell TiterGlo Assay yontemi ile
Olciilmiis ve TET2 ekspresyonu baskilanmis HL-60 hiicrelerinin canlilik orani kontrol
HL-60’a kiyasla daha fazla oldugu bulunmustur. Cell TiterGlo Assay sonucunda
hlcrelerin canlilik degerleri HL-60 hiicrelerinde %100’den %52,79’a, HL-60 shTET2-1
hlcrelerinde %69,81’¢ ve HL-60 ShTET2-3 hiicrelerinde %70,53’e distiigii tespit
edilmistir (Sekil 14). Sonuclar, HL-60 hicre hattinda TET2 ekspresyonun

baskilanmasmin glutamin eksikligine kars1 diren¢ kazandirdig: diistindirmiistiir.

AML hiicre hatt1 K562’de yapilan bir ¢alismada, TET2 ekspresyonu shRNA araciligiyla
%50 oraninda baskilanmis ve TET2 baskilanmasinin hiicre proliferasyonunu 6nemli
Olciide degistirmedigi ancak TET2 baskilanmis K562 hiicrelerinin CAPE tedavisine daha
direngli oldugu bulunmustur (90).

Bildigimiz kadariyla literatirde heniiz AML hcrelerinde TET2 ekspresyonu ile glutamin
metabolizmasi arasindaki iligkiyi arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bununla birlikte
TET2 ekspresyonun o6zellikle karsinogenezdeki roliine dair c¢alismalar farkli kanser

tlirlerinde caligilmustir.

Bir ¢alismada, SUMI149 {iclii negatif meme kanseri hiicreleri glutamin igermeyen
ortamda kultlre edilmesiyle metabolik olarak uyumlu (MA) SUM149-MA hiicreleri elde
edilmistir. TET2 gen delesyonlar1 ve diisiik TET2 ekspresyonu gosteren SUM149-MA
hucrelerinde, TET2 protein seviyesi SUMI149 hiicrelerinden %90 daha diisiik
bulunmustur. MA hiicrelerindeki diisiik TET2 protein seviyesi nedeninin diisiik gen
dozajindan veya EMT programlarinin bir pargasi olarak artan ZEBI ekspresyonunun

TET2 anlatiminin baskilanmasindan kaynaklandig diisiiniilmiistiir (112).

2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, normoksik (%20 O2) kosullarda, diisiik glikoz (5 mM)
veya glutamin (0.5 mM) ile kiiltiirlenmis HepG2 insan hepatoma hiicre hattinda TET2 ve
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TET3 mRNA seviyelerini arttig1; hipoksik (%1 O2) kosullarda ise TET genlerinin mRNA
seviyesinin, diisiik glutamine kiyasla diisiik glikozda daha ¢ok azaldigi bulunmustur.
Bununla birlikte, degisen ortam kosullarmin hiicre canliligin1 olumsuz etkilememistir.
Ayrica, hipokside azalan TET ekspresyonunun, DNA hidroksimetilasyonunun
azalmasma ve DNA metilasyonunun artmasina neden oldugu bulunmustur. Yine ayni
calismada, hepatoseliiler karsinomda (HCC), tiimor olmayan numunelere kiyasla timor
olanlarda azaltilmig TET2 transkriptleri bulunmustur. Bununla birlikte, tUumaor
numunelerinde TET1 ve TET3 ekspresyon seviyelerini arttigi, nedeninin ise HCC'de

azalan TET2 seviyesinin telafisi ama¢h oldugu diistiniilmiistiir (113).

Calismamizda TET2 geni baskilanmig HL-60 hiicrelerinde glutamin metabolizmasinda
rol oynayan GLUL, GLSI1, GLS2, GLUDI1, SLC38A1 ve SLC38A2 genlerinin diisiik
glutamin iceren ortamdaki mMRNA ekspresyon seviyeleri kantitatif Real-Time PCR ile

analiz edilmistir.

Yuksek GLUL ekspresyonu, glioblastoma, over kanseri ve hepatoseluler karsinomda
kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (56,57,114). Bazal tip meme kanseri hicrelerinin
GLUL ekspresyonunun diisiik oldugu ve luminal tip meme kanseri hiicrelerine gore
glutamine daha fazla bagimli olduklar1 bildirilmistir. Ayrica, GLUL ekspresyonunun
bazal tip hiicrelerde cMYC tarafindan diizenlendigi gosterilmistir, bu da glutamin
bagimliligmin dokuya 06zgii olabilecegini diisiindiirmektedir (56,115). Baska bir
caligmada, L-asparaginazin bazi AML hiicre hatlarinda mTORC1'i inhibe ederek GS
ekspresyonunu arttirdigi ve bu hiicrelerde GS'nin azaltilmig ilaca bagli apoptozu inhibe
ettigi bulunmus ve GS ekspresyonunun AML'de ilag tepkisi i¢in dnemli olabilecegini

diistiniilmisttir (56).

Diisiik glutaminli ortamda K562, HL-60 ve NB-4 16semi hiicre hatlarinda GS protein
ekspresyonunun arttigi, ancak mRNA seviyelerinin 6nemli Olclide degismedigi
gosterilmistir. Ek olarak, HL-60 hiicre hattinda GLUL geni CRISPR/Cas9 araciligiyla
susturulmug ve GS susturulan hiicrelerin diisiik glikoz/diisiik glutamin ortaminda ve

diisiik glutamin ortaminda hiicre ¢ogalmasinin azaldigi tespit edilmistir (56).

Sonuglarimiz, literatiirle uyumlu sekilde, diisik glutamin ortammm hem TET2
ekspresyonu baskilanmig HL-60 hiicrelerinde hem de kontrol hiicrelerinde GLUL mRNA
ekspresyonunda artisa neden oldugunu gostermektedir (Sekil 15). Bununla birlikte, HL-
60 ShTET2-1 hiicrelerinde diisiik glutamindeki GLUL ekspresyon artig1 kontrol HL-60
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hicrelerinden fazlayken, HL-60 shTET2-3 hicrelerindeki artis kontrol HL-60
hiicrelerinden daha az bulunmustur. Bunun nedeninin yine TET2 ekspresyonu bastirilma
oranindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Western sonuglarimiz, qPCR sonuglarini
dogrulayan bir sekilde diisiik glutaminli ortamda GLUL protein seviyesinin tum

hiicrelerde arttigini géstermektedir (Sekil 21).

AML hastalarinda, GLS izoformlarinin ve GLUDI ekspresyonun arttig1 bilinmektedir
(15,16,116). Yiiksek GLS ve GLUDI ekspresyonu gosteren AML hiicre hatlarinda,
glutamin kisitlamast veya glutaminaz inhibisyonu yoluyla hiicre biiylimesinin
baskilandigi, iki AML hiicre hattinda (Kasumi-1, HL-60) ve bir ALL hiicre hattinda (Raji)
apoptozun indiiklendigi bulunmustur. Bu bulgular, spesifik AML alt tiplerinin, TCA
dongiisiinde enerji kaynagi olarak glutamini kullanabilmek i¢in gerekli olan genleri

yiiksek diizeyde eksprese ettigini géstermektedir (117).

GLS1 ve GLS2, timor gelisiminde karsit rollere sahiptir. GLS1 genellikle kanserlerde
yukar1 dogru diizenlenirken, GLS2'nin ifadesi genellikle kanserlerde bastirilir (17).
GLSI1, tiim6r malignitesi ile pozitif olarak iliskilidir ve c-Myc onkoproteini tarafindan
tarafindan diizenlenirken, GLS2 tiimor baskilayic1 6zelliklere sahip olma egilimindedir
ve p53 proteini tarafindan diizenlenir (118,119). Bir ¢alismada, p53’iin indirgenmis
glutatyon tiretimini artiran GLS2 ekspresyonunu arttirarak ROS {iretimini baskiladigi ve
eksojen GLS2 ekspresyonunun, p53'iin tiimor baskilayici aktivitesi ile tutarli olarak in
vivo tiimOr biiylimesini inhibe ettigi gdsterilmistir (70). Promotér hipermetilasyonu
yoluyla GLS2’nin epigenetik susturulmasmin insan karaciger ve kolon kanserlerinde
yaygin oldugu ve GLS2’nin asir1 ekspresyonunun karaciger ve kolon kanser hiicrelerinin
¢ogalmasini ve koloni olusumunu baskiladigi bulunmustur (120). EK olarak, glutaminaz
enzimlerinin ekspresyonu ve aktivasyonu gesitli faktorlerle diizenlenir. GLS1, yiiksek
fosfat seviyeleri ile aktive edilir ve son {irlin glutamat tarafindan inhibe edilirken, GLS2

diisiik fosfat seviyeleri ile aktive edilir ve glutamat tarafindan inhibe edilmez (70).

MYC onkogeni, glutamin tasiyicilarinin  ve  glutaminazin  ekspresyonunu
dizenlemektedir. MYC kaynakli karaciger tiimorlerinde, glutamin sentezinin (GLUL)
azalirken glutamin taginmasmin (SLCIA5) ve katabolizmasinin (GLS1) arttig1
bulunmustur. Karaciger tiimorlerinin aksine, MYC kaynakli akciger tiimdrlerinde hem
GLUL hem de GLSI1 artan ekspresyonunu gostermistir. Bununla birlikte, glutamin
katabolizmas1 i¢in GLS2 yerine GLS1’in tercih edildigi ve GLS1 inhibisyonunun,
MYC'yi asir1 eksprese eden hiicrelerde apoptozu indiikledigi gorilmiistir (120,121).
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Ayrica, glutamin metabolizmasini bloke etmek i¢in kullanilan GLS1 inhibitérii CB-
839’nin ii¢lii negatif meme kanseri, akciger adenokarsinomu, kondrosarkom, lenfomalar,
0zofagus skuamoz hiicreli karsinomu ve hepatoseliiler karsinoma karst antikanser

aktivitesine sahip oldugunu gostermistir (116).

Akciger kanseri H1299 ve meme kanseri MDA-MB231 hiicrelerinde GLUD1’in shRNA
araciligiyla baskilanmasi sonucu glutaminoliz, hicre proliferasyonu, timoér biylmesi,
lipidlerin ve glutaminden tiiretilen RN A'nin biyosentezinde azalma oldugu bulunmustur.
Ayrica, hiicrelerde mitokondriyal ROS seviyesi, hiicre i¢i H2O> seviyesi, glikoz alimi ve
laktat {iretiminin artarken; hiicre i¢ci ATP seviyesi degismemistir. Hiicreler glikolitik
inhibitdr 2-deoksiglikoz (2-DG) veya glikoz agligi uygulandiginda hiicre i¢i ATP seviyesi
onemli Olgiide azalmis ancak oksidatif fosforilasyon inhibitorii oligomisin ile tedavi
edildiginde ATP seviyesinde degisim olmamistir. Tim bu sonuglar, GLUDI in
susturulmas1 sonucu azalmig glutaminolizin, hiicreleri biyoenerji icin glikolize bagimh

hale getirdigini gostermektedir (122).

Calismamizda, GLS1 ve GLS2 ekspresyonunun hem kontrol hem de TET2 baskilanmis
HL-60 hiicrelerinde diisiik glutaminli ortamda arttigi bulunmustur (Sekil 16 ve 17).
Bununla birlikte, diisiik glutaminli ortamdaki GLS2 mRNA ekspresyonu TET2
baskilanmis hiicre hatlarinda kontrole kiyasla daha az tespit edilirken; GLS1 i¢in farkli
ekspresyon seviyeleri gosteren TET2 baskilanmis hiicre hatlar1 nedeniyle anlamli bir
sonu¢ bulunamamustir. TET2 ekspresyonu baskilanmis HL-60 hiicrelerinde diisiik
glutaminli ortamda GLS1 ekspresyonun GLS2’ye kiyasla daha fazla olmasi, glutaminin

glutamata doniisiimiinden GLS1’in sorumlu oldugunu diistindiirmiistir.

GLUDI1 mRNA ekspresyonu ise diisiik glutaminde kontrol HL-60 hiicrelerinde azalirken
TET2 baskilanmis hiicrelerde artmistir (Sekil 18). Ayrica, normal glutaminde TET2

baskilanmis hiicreler, kontrole kiyasla daha az TET?2 eksprese etmistir.

SLC38A1 ve SLC38A2 aktivitesi, kanser hiicre hatlarinda net glutamin alimma ve
glutaminolize aracilik etmeden sorumludur (123). SLC38A1'in susturulmasi, gesitli kati
tiimor hiicrelerinin ¢cogalmasini ve/veya go¢ etme potansiyelini nemli 6lgiide azaltmigtir.
Artan SLC38A1 ekspresyonu, insan osteosarkoma, kolanjiyokarsinom, mide kanseri,
kolon kanseri ve AML’de kotii prognoz ile iliskilidir (124). SLC38A1 ekspresyon
seviyesi AML alt tipine gore degismektedir. SLC38A1, AML hastalarinin MO alt tipinde
en yiksek, M3 alt tipinde en diisik ekspresyon degerine sahiptir(7). FLT3 -
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ITD * AML'de tirozin kinaz inhibitorii gilteritinib kullanimi SLC38A1 ekspresyonunu
azaltarak, glutamin alimini1 ve kullanimin1 inhibe etmis, azalmig glutaminoliz ve redoks

homeostazinin bozulmasi hiicresel yaslanmaya neden olmustur (125).

SLC38A2, hiicreler amino asit agisindan zengin ortamlarda biiyiitiildigiinde aktivitesi zar
zor saptanabilen, oldukc¢a indiiklenebilir bir tasiyicidir. Ancak, hiicrelerin amino asitsiz
bir ortamda birkac¢ saat inkibe edilmesiyle yuzey ekspresyonu artabilir ve hicre igi
depolardan yer degistirmeyi ve de novo sentezi artirir (126). Uclii negatif meme kanseri
hiicre hatlarinda asir1 eksprese edilen SLC38A2’nin susturulmasi hiicrelerde glutamin
tikketimini azaltti, hiicre biiylimesini inhibe etti, otofajiyi indiikledi ve ROS seviyelerini
artirirdr (127). Ayrica SLC38A2 ekspresyonu, hipoksi ve dstrojen reseptorii alfa (ERa)
tarafindan indiiklenir ve meme kanserinde anti-endokrin tedaviye dirence katkida bulunur

(128).

Calismamizda, TET2 baskilanmigs HL-60 hiicrelerinin diisiik glutamin ortaminda
neredeyse hi¢ SLC38A1 eksprese etmedigi ve SLC38A2 ekspresyonunun ise azaldigi
bulunmustur (Sekil 19 ve Sekil 20). Bununla birlikte, gRT-PCR sonuglar1 HL-60
hicrelerinde SLC38A2 ekspresyonunun SLC38A1°den fazla oldugunu gostermistir. Bu
nedenle hem kontrol hem de TET2 baskilanmis HL-60 hiicrelerinde glutamin tasiyicisi

olarak SLC38A1 yerine SLC38A2’nin gorev aldig1 diistinii Imiistiir.

AMPK, hucrelerin merkezi enerji sensorudir ve yiksek AMP/ATP veya ADP/ATP
oranlart AMPK'nimn a-alt biriminin Thr-172'sinde fosforilasyonu yoluyla AMPK'y1 aktive
ederek enerji homeostazi korur (129). AMPK diizensizligi diyabet, obezite, iltihaplanma

ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarina neden olur (130).

AMPK'nin, TET2'yi fosforile ederek DNA metilasyonu iizerinde etki ettigini ve
miyogenezde 6nemli bir rol oynadigini gosterilmistir (131). Yakin tarihli bir ¢aligmada,
AMPK’nin TET2’yi serin99°’dan fosforilledigi gdsterilmistir. Bununla birlikte,
AMPK’nin hiperglisemi aracili inaktivasyonun TET2'nin AMPK aracili fosforilasyonun
engellenmesine ve kalpain aracili proteolize duyarliliginin artmasina neden oldugu
bulunmustur. TET2 destabilizasyonu, hem 5-hmC seviyelerinin hem de TET2'nin in vitro
ve in vivo tumor baskilayict fonksiyonunun diizensizlesmesine neden olarak diyabet
hastalarin1 kansere yatkin hale getirmistir. Ayrica, anti-diyabetik ilag metformin ile
tedavinin, TET2'nin AMPK aracili fosforilasyonunu koruyarak 5ShmC seviyelerini

arttirdig1 ve timor bitylimesini baskiladigi gézlemlenmistir (132).
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Insan AML U937 hiicrelerinde, malign ilerlemeye neden olan hidrokinon (HQ)
maruziyetinin AMPK aktivitesini arttirarak hem U937 hem de U937/HQ hiicrelerinde
artan TET2 ve FOXP3 ekspresyonuna yol actig1 bulunmustur. Bununla birlikte, bilesik C
tarafindan baskilanan AMPK aktivitesi, TET2 ve FOXP3 ekspresyonunun azaltarak
U937 ve U937/HQ hiicrelerinin dliimiine yol agmistir. Bu sonuglar, AMPK'nin AML
hiicrelerinin hayatta kalmasmi modiile etmede TET2-FOXP3 ekseni ile baglanti
oldugunu ve AMPK-TET2-FOXP3 ekseninin baskilanmasinin, AML'nin ilerlemesini ve
AML hiicrelerinin HQ kaynakli malign doniistimiinii baskiladigini 6ne siirmektedir (47).

Endometriyal karsinomda, AMPK gen ekspresyonunun SiRNA ile susturulmasinin TET2
ekspresyonunu ve ShmC seviyesini 6nemli 6l¢iide azalttigin1 ve metformin tedavisinin
AMPK'yi aktive ederek TET2 ekspresyonunu diizenledigi bulunmustur. Ayrica SIRNA
aracilt TET2 yikimi, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirmistir (133). Buna karsilik
kolorektal kanserde, AMPK ve TET2'nin ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir
korelasyon  olmasma  ragmen, celiskili  prognozlarla  iliskili  oldugunu
gosterilmistir. Kanser ilerledikce metilasyona yanit olarak TET2'min arttigi ve tiimor
hlcrelerinin metabolik ihtiyaglarina gore tiimor hiicresi gogli ve istilasi sirasinda

AMPK 'nin roliiniin arttig1 diistiniilmiistiir (11).

Calismamizda, diisiik glutaminli ortamda TET2 ekspresyonu baskilanmis HL-60
hicrelerinde kontrole kiyasla P-AMPKo (Sekil 23) seviyesinin daha da arttigi
goriilmiistlir. Literatiirde, TET2 ekspresyonunun glikoza bagimli AMPK aktivitesi
tarafindan diizenledigi gosterilmistir. Buldugumuz sonug, literatiire ek olarak, TET?2
ekspresyonunun AMPK aracili diizenlenebilecegi ve AMPK aktivitesi icin diisiik

glutamin gerektigini diisiindliirmiistiir.

Sonug olarak, ¢alismasinin sonucunda hem kontrol hem de TET2 baskilanmis HL-60
hiicre hatlarinda glutaminin az oldugu ortamda hiicre canliliklarinin ve
proliferasyonlarinin azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte, diisikk glutaminde hiicre
canliligi kontrol HL-60’a kiyasla TET2 baskilanmig hicrelerde daha yiiksek
bulunmustur. Ayrica, TET2 ekspresyonu baskilanmis HL-60 hiicrelerinde glutaminin az
oldugu ortamda GLUL, GLS1, GLS2 ve GLUDI1 ekspresyon seviyesinin arttig,
SLC38A1 ve SLC38A2 ekspresyon seviyelerinin ise diistiigii ve AMPKa protein seviyesi

pek degismezken P- AMPKa protein seviyesinin arttig1 bulunmustur.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizin sonucunda,

1.

Diisiik glutaminli ortamda HL-60 I6semi hiicrelerinde TET2 ekspresyonunun arttigini
gordik. Bu nedenle HL-60 hiicre hatt1 iki farkli shRNA ile TET2 ekspresyonu
baskilanmistir. Ancak qRT-PCR sonuglarimiz shRNA ile ekspresyonun en fazla
yaklasik %50’sinin  baskilandigmi gostermistir. Ayrica TET2 ekspresyonu
azaldiginda diigiik glutaminli ortamda hiicre canliliginin arttigmni belirledik. Daha
etkin sonug almak adina TET2 ekspresyonu Crispr/Cas9 gen diizenlenme yontemi ile
tamamen susturulabilir.

TET2 ekspresyonu baskilanmig HL-60 hiicrelerinde disiik glutaminli ortamda
GLUL, GLS1, GLS2 ve GLUDI ekspresyonlar: arttigmni belirledik. Bu genlerin
ekspresyonlarinin protein seviyesinde de immunoblotlama ile kontrol edilebilir.
Diisiik glutaminli ortamda TET2 baskilanmis hiicrelerde glutamin tastyicilarindan
SLC38A1’in neredeyse hi¢ eksprese edilmedigi, SLC38A2’nin ekspresyonunun ise
azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica, kontrol HL-60 hicrelerinde SLC38A2
ekspresyonunun SLC38A1’den fazla oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, TET2
baskilanmis HL-60 hiicrelerinde glutamin tagiyiciolarak SLC38 A2 nin tercih edildigi
ya da hucrelerin glutamini disaridan alma yerine de novo sentezlemeyi tercih ettigini
diisiindiirmiistiir. ileride yapilacak c¢alismalarda, bu calismada ekspresyonu
bakilmayan SLC1A5, SLC7A5 gibi diger glutamin tasiyicilarinin ekspresyon ve
protein seviyeleri incelenmelidir.

Diisiik glutaminli ortamda GLUL protein ekspresyonunun her hiicrede arttigini
gordiik. GLUL ve TET? iligkisinin daha iyi degerlendirilmesi igin Crispr/Cas9 gen
dizenlenme yontemiyle GLUL susturulmus hiicrelerde TET2 ekspresyon seviyeleri
kontrol edilebilir.

Diisiik glutaminli ortamda TET2 baskilanmis hiicrelerde P-AMPKa seviyesinin daha
da artt1g1 tespit edilmistir. Bu durum TET2 baskilanmig hiicrelerde enerji ihtiyacinin
arttigim diisiindiirdii. ileride yapilacak calismalarda, TET2 ve AMPK iliskisinin daha
fazla incelenmesi igin diisiik glutamin ortaminda AMPK’nin TET2’yi nereden
fosforilledigine bakilmalidir. Ayrica, TET2 ekspresyonu baskilanmis HL-60

hiicrelerinde normal ve diisiik glutaminde 5-hmC seviyeleri 6lgulmeli, ek olarak bu
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hiicrelerin yiiksek glutamin ortamindaki AMPK seviyesine ve 5-hmC seviyelerine
bakilmalidir.
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