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ÖZET 

 

HL-60 Lösemi Hücre Hattında TET2 Ekspresyonu ile Glutamin 

Metabolizması Arasındaki İlişkinin İncelenmesi 

Bayrak, Ahsen Merve 

Yüksek Lisans Tezi, Moleküler Tıp Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Burcu Yücel 

Ocak 2023 

Kanser, normal hücrelerde büyümeyi ve bölünmeyi düzenleyen kontrol 

mekanizmalarının bozulması nedeniyle kontrolsüz çoğalan hücrelerin çevre 

dokulara yayılmasıyla ortaya çıkan bir hastalıktır. Kanser hücreleri, hayatta 

kalmak ve çoğalabilmek için metabolizmalarını yeniden programlar ve tümör 

mikro çevresinden glikoz ve glutamin alımını arttırırlar. Glutamin esansiyel 

olmayan bir amino asit olmasına ve de novo sentezlenebilmesine rağmen, birçok 

kanser hücresi hayatta kalmak için hücre dışı glutamine bağımlıdır. 

Akut miyeloid lösemi (AML), çoğalma ve farklılaşma ile ilgili genetik 

anormalliklere sahip miyeloid progenitör hücrelerin klonal genişlemesi ile 

karakterize hematolojik bir malignitedir. TET2, DNA demetilasyonunda görev 

alır ve tümör baskılayıcı gen olarak bilinir. TET2 geni, AML dahil olmak üzere 

çeşitli kanserlerde sık sık somatik mutasyonlara maruz kalır. 

Çalışmamızda, TET2 geni baskılanmış AML hücre hattı HL-60 hücreleri ile 

glutamin metabolizması arasındaki ilişkinin incelenmesi amaçlanmıştır. TET2 

baskılanmış HL-60 hücrelerinde düşük glutamin ortamının; hücre 

proliferasyonu, canlılığı, glutamin metabolizmasında görev alan GLUL, GLS1, 

GLS2, GLUD1, SLC38A1 ve SLC38A2 genlerinin ekspresyon seviyeleri ve 

hücrelerin merkezi enerji sensörü olan AMPK aktivitesi üzerine etkilerini 

inceledik.  

Bulgularımız, TET2 baskılanmış HL-60 hücrelerinin glutamin kısıtlamasına daha 

dirençli olabileceğini ve düşük glutamin ortamının HL-60 hücrelerinin glutamin 

bağımlılığına paralel olarak, glutamin metabolizmasında bazı genlerin 

ekspresyonunu arttırdığını göstermektedir. Ayrıca düşük glutamin ortamı TET2 

baskılanmış HL-60 hücrelerinde P-AMPKα seviyesi artmıştır. 
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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 Yücel 

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. 
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1. GİRİŞ 

 

Karsinogenez, büyüme ve gelişmede yer alan kilit hücresel yolları etkileyen genetik 

değişikliklerle karakterize edilen çok adımlı bir süreçtir (1). Tümör baskılayıcı genler ve 

onkogenlerdeki somatik mutasyonlar gibi genetik varyasyonlar kanser gelişimi sırasında 

hücre çoğalmasına ve apoptoza büyük katkıda bulunur (2). Kanser hücreleri büyümeyi, 

hayatta kalmayı ve çoğalmayı desteklemek için metabolizmalarını yeniden düzenler. Bu 

değişmiş metabolizmanın ortak özelliği, artan glikoz alımı ve glikozun laktata 

fermentasyonudur. Bu fenomen, tamamen işleyen mitokondri varlığında bile gözlenir ve 

Warburg Etkisi olarak bilinir (3). 

Metabolik yeniden programlama, kanser hücrelerinin ayırt edici bir özelliğidir. Birçok 

kanser hücresi, hayatta kalmaları ve çoğalmaları için onları yüksek oranda glutamine 

bağımlı kılan metabolik yeniden programlamaya tabi tutulur. Bu hücrelerde glutamin 

yoksunluğu, glutamin bağımlılıkları nedeniyle büyümenin durmasına ve hücre ölümüne 

neden olur (4). Kanser hücrelerindeki anormal enerji metabolizmasının ve glutaminin 

hücre içi kullanımındaki değişiklikler doğrudan malign fenotipe katkıda bulunan adaptif 

bir mekanizma oluşturmaktadır (5). 

Glutamin, kan ve kasta en bol bulunan amino asittir ve mitokondriyal metabolizmayı 

sürdüren metabolitlerin sentezi; reaktif oksijen türlerini uzaklaştırmak için 

antioksidanların üretilmesi; hücresel replikasyon için esansiyel olmayan amino asitlerin, 

pürinlerin, pirimidinlerin, yağ asitlerinin sentezi ve hücre sinyalinin aktivasyonu gibi 

birçok temel hücre fonksiyonu için kritik öneme sahiptir (4). 

Kanser hücrelerinde metabolik yeniden programlama, glutamin alımını ve anabolizma 

için kullanımını kolaylaştırır (5). Memeli hücreleri GLUL tarafından kodlanan glutamin 

sentetaz (GS) enzimi aracılığıyla glutamini de novo sentezleyebilmesine rağmen, bazı 

kanser hücreleri yüksek seviyelerde GLUL eksprese etmezler ve bunun yerine 

glutaminaz (GLS) yoluyla mitokondride katabolize edilebilen eksojen bir glutamin 

kaynağına bağımlıdırlar (6). Artan glutamin tüketimi, onkogenlerin ve tümör 

baskılayıcıların düzensizliği ile ilişkilendirilmiştir. 

Erişkinlerde en sık görülen akut lösemi türü olan Akut Miyeloid Lösemi (AML), 

hematopoietik progenitör hücrelerin anormal proliferasyonu, farklılaşması ve olgunlaşma 

bozuklukları ile karakterize hematolojik bir malignite tümörüdür (7). Ten-Eleven 
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translokasyon protein (TET1-3) ailesinin bir üyesi olan TET2, hematopoetik ve bağışıklık 

sistemlerinde sıklıkla mutasyona uğramış genlerden biridir ve iyi bilinen bir tümör 

baskılayıcıdır (8). TET2, 5-metilsitozinin (5-mC) 5-hidroksimetilsitosine (-5hmC) 

oksidasyonunu katalize eden α-ketoglutarat ve Fe2 + bağımlı bir dioksijenazdır (9). 

5′-adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilmiş protein kinaz (AMPK), hücresel enerji 

dengesinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynar ve yüksek AMP/ADP oranı ile aktive 

olur. AMPK aktivasyonu, hücre içindeki enerji homeostazını eski haline getirmek 

katabolik (ATP üreten) yolları inaktive ederken anabolik (ATP kullanan) yolları 

aktifleştirir (10). AMPK'nın aktivasyonu, tümör mikroçevresinde yaygın olan enerji 

stresi, hipoksi ve hipoglisemi gibi stresli koşullar altında tümör hücrelerinin hayatta 

kalması için çeşitli sinyal yolaklarını aktifleştirir (11). 

Bu tez çalışmasının amacı TET2 ekspresyonu baskılanmış AML hücre hattı HL-60 

hücreleri ile glutamin metabolizması arasındaki ilişkinin incelenmesidir. TET2 

ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinde glutamin kısıtlamasının; hücre 

proliferasyonu ve canlılığı ile glutamin metabolizmasında görev yapan GLUL, GLUD1, 

GLS1, GLS2, SLC38A1 ve SLC38A2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde üzerine 

etkilerini araştırmaktır. Ek olarak, TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinde 

düşük glutamin konsantrasyonun AMPK aktivitesi üzerine etkisi de incelenecektir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser, kontrolsüz hücre çoğalması ve hücrelerin vücudun diğer bölgelerine yayılması 

ile karakterize bir hastalıktır (12). Kanser, dünyada en sık görülen ölüm nedenleri 

arasında ikinci sırada yer almaktadır ve insanların yaklaşık üçte biri yaşamları boyunca 

kansere yakalanır (13,14). Ölüm oranı, farklı kanser türleri için büyük ölçüde değişir. 

Akciğer ve pankreas kanserleri kötü prognoza sahiptir ve genellikle bir yıl içinde ölümle 

sonuçlanır. Ancak tüm kanserler ölümcül değildir: Meme vakalarının yalnızca beşte biri 

ölümle sonuçlanır (13). 

Kanser sadece tek bir hastalığı değil, ortak özellikleri paylaşan iki yüzden fazla hastalık 

grubunu kapsayan genel bir terimdir (12). Kanser türleri genellikle kanserlerin oluştuğu 

organ veya dokulara göre adlandırılır (13). Pek çok kanser türü, hücrelerin strese yanıt 

vermemesi ve hasardan geri dönmemesi nedeniyle ortaya çıkar. Kanser hücrelerinin 

önemli bir özelliği, hücre bölünmesi kontrol noktalarından geçme yetenekleridir(15). 

Hücre döngüsü boyunca uygun ilerleme, DNA sentezi ve kromozom ayrımı sırasında 

olası kusurları algılayan; biri G1'de, diğerleri S ve G2/M'de olmak üzere üç kontrol 

noktası tarafından izlenir (16,17). Bu kontrol noktaları, DNA hasarı veya onkojenik 

proteinlerin düzensiz ekspresyonu gibi hatalar olduğunda hücreleri döngü dışına veya 

programlanmış hücre ölümüne (apoptoz) yönlendirir. Hücre döngüsü kontrol noktalarının 

bozulması veya anahtar hücre döngüsü proteinlerindeki değişiklikler, hepsinde olmasa da 

birçok kanserde bulunur (17). 

Günümüzde kanserin sekiz ayırt edici özelliği ve bu ayırt edici özelliklerin aktive 

edilmesinde temel olarak yer alan iki etkinleştirici özelliği bilinmektedir (Şekil 1). Sekiz 

ayırt edici özellik proliferatif sinyallemeyi sürdürme, büyüme baskılayıcılardan kaçınma, 

hücre ölümüne direnme, replikatif ölümsüzlüğü sağlama, anjiyogenezi (damar oluşumu) 

indükleme, invazyon/metastazı aktive etme, hücresel metabolizmayı yeniden 

programlama ve immün yıkımdan kaçınmayı içermektedir. Etkinleştirici özellikler 

arasında ise genom kararsızlığı ve tümörü teşvik eden iltihaplanma yer almaktadır 

(18,19). 2022 yılında bu listeye 4 yeni özelliğin daha eklenebileceği önerilmiştir: hücresel 

plastisite, yaşlanmış hücreler, mutasyonel olmayan epigenetik yeniden programlama ve 

organ/doku mikrobiyomlarındaki polimorfik varyasyonlar (19).  
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Şekil 1. Kanserin Özellikleri (19). 

 

 

2.1.1. Kanser Genetiği 

Tüm kanserler, kanser hücrelerinin genomlarının DNA dizisinde meydana gelen 

değişikliklerin bir sonucu olarak ortaya çıkar. Bu değişiklikler, bir bazın diğeriyle 

değiştirilmesi, DNA'nın küçük veya büyük bölümlerinin eklenmesi veya silinmesi, 

kromozomal translokasyon, gen amplifikasyonu ve DNA kopya sayısı azalmaları 

olabilir(20). Kanserde rol alan genler genel olarak onkogenler ve tümör baskılayıcı genler 

olarak gruplandırılır (21). Genetik olarak kanser, onkogenlerin fonksiyonlarının 

kazanılması ve tümör baskılayıcı genlerin fonksiyonlarının kaybı ile karakterize edilir 

(22) 

 

2.1.1.1.Proto-onkogenler 

Pozitif hücre döngüsü düzenleyicilerini kodlayan genlere proto-onkogenler denir 

(23)Hücre büyümesini, bölünmesini ve hayatta kalmasını uyaran proto-onkogenler 

mutasyona uğradığında ya da hatalı ifade edildiğinde, kanser gelişimine katkıda bulunan 

onkogenlere dönüşebilir (24,25). Proto-onkogenler, üç genetik mekanizma ile onkojenik 

aktive kazanır: mutasyonlar, gen amplifikasyonu ve kromozomal translokasyonlar 

(26). Hücrelerde sinyal iletimi ve proliferasyonda rol oynayan Ras ve Myc genleri, en iyi 

bilinen proto-onkogenlerdir (23).  
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2.1.1.2.Tümör Baskılayıcı Genler 

Tümör baskılayıcı genler, hücre döngüsünün negatif düzenleyici proteinlerini kodlayan 

genlerdir (23). Tümör baskılayıcı genler, aktive edildiğinde hücre proliferasyonunu ve 

tümör gelişimini inhibe eder (21,23). Bazı tümör baskılayıcılar transkripsiyonu 

düzenlerken, bazıları hücre çoğalması, farklılaşması ve ölüm süreçlerinin 

düzenlenmesinde rol oynayan sinyal iletim yollarında çalışır (27). 

Normalde kontrolsüz hücresel büyümeyi önlemeye yardımcı olan, DNA onarımını ve 

hücre döngüsü kontrol noktası aktivasyonunu destekleyen tümör baskılayıcı genlerdeki 

fonksiyon kaybı mutasyonları kanserleşmeye neden olur (25). Malign tümörlerde bulunan 

başlıca somatik mutasyon türleri arasında nükleotid yer değiştirmeleri, küçük eklemeler, 

delesyonlar, kromozomal translokasyonlar ve kopya sayısı değişiklikleri bulunur. 

CDKN2A ve TP53 gibi tümör baskılayıcı genlerin nokta mutasyonları veya delesyonlar 

yoluyla fonksiyon kaybı birçok kanser türünde yaygındır (21). 

Bir tümör baskılayıcı genin tümör oluşumuna izin vermesi için genin her iki kopyasını da 

inaktive edecek iki mutasyonel isabet (biallelik) gerekmektedir. İlk mutasyon, genellikle 

kalıtsal veya somatik bir nokta mutasyonudur; ikincisi ise tümör baskılayıcı genin ikinci 

kopyasını inaktive eden bir delesyondur (21). 

 

2.1.2. Kanser Metabolizması  

Kanser hücresi metabolizması, mutasyona uğramış onkogenler ve tümör baskılayıcı 

genler tarafından bozulan hücre içi sinyal yolaklarının modülasyonunun doğrudan bir 

sonucudur (28). Normal hücrelerde, büyüme faktörleri gibi hücre dışı uyaranlar uygun 

reseptörlerle etkileşerek hücre içi sinyal zincirini başlatır ve hücre çoğalmasını indükler. 

Kanser hücrelerinde, genetik mutasyonlar büyüme faktörü reseptörlerinin sayısını 

arttırır. Hücresel proliferasyonu teşvik eden hücre içi sinyal yolları, sürekli olarak 

açılabilir veya güçlendirilebilir, bu da kötü huylu hücrelerin büyümeyi ve çoğalmayı 

kendi kendine uyarmasına izin verir (29). Ayrıca, kanser hücreleri sinyal yolaklarındaki 

değişimler sayesinde hayatta kalmak ve çoğalmak için tümör mikro çevresinden glikoz 

ve glutamin gibi temel besin maddelerinin alımını artırmaktadır (Şekil 2)(30,31). 
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Değiştirilen sinyal yolakları, hücrelerin yalnızca tümör hücresi metabolizmasına uyum 

sağlamasına izin vermekle kalmaz, aynı zamanda bu metabolik değişikliklerin birçoğu 

malign transformasyon için de gereklidir(28). Tümör hücreleri artan proliferasyon, 

metastaz sırasında kuvvetli göç ve primer istila bölgesinden farklı dokulara adaptasyon 

gibi hızlandırılmış biyolojik fonksiyonlarını karşılamak için gelişmiş bir metabolizmaya 

ihtiyaç duyarlar(32). Bu nedenle, kanser hücreleri tümörün ilerlemesi sırasında normal 

hücrelere kıyasla artan enerji ihtiyaçlarını karşılamak için metabolizmalarını yeniden 

programlarlar (28,32,33). 

 

 

Şekil 2. Çoğalan kanser hücrelerinin artan glikoz ve glutamin alımı (31). 

 

 

2.1.2.1.Aerobik Glikoliz ‘Warburg Etkisi’ 

Kanser hücrelerinde yeniden programlanmış hücresel metabolizmanın en önemli 

özelliklerinden biri aerobik glikoliz veya Warburg etkisidir; ilk kez 1926'da Alman 

Fizyolog Otto Warburg tarafından tanımlanmıştır (22,28,34). Normal hücrelerin, aerobik 

koşullar altında mitokondriyal oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) ile enerji ürettiği 

bilinmektedir. Hücreler oksijenin az olduğunda ortamda ise oksijen tüketen 

mitokondriyal metabolizma yerine sitoplazmada glikoliz ile enerji ihtiyaçlarını karşılarlar 

(35). Ancak kanser hücreleri değişen metabolizmaları ile oksijenin bol olduğu ortamlarda 

bile oksidatif fosforilasyon yerine, aerobik glikoliz yoluyla ATP elde ederler (Şekil 3) 

(28,34,35). 
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Warburg etkisinin nedeni henüz tam olarak bilinmemektedir. Warburg, başlangıçta, 

tümör hücrelerinde mitokondriyal fonksiyonun bozulmasının aerobik glikoliz 

indüklenmesinden sorumlu olabileceğini düşünmüştür (22,36). Bununla birlikte, sağlıklı 

memeli dokularından gelen hücreler de hızlı büyüme sırasında aerobik glikoliz ve 

glutaminoliz göstermektedir (37). Daha sonra yapılan çalışmalarda, yüksek proliferasyon 

oranlarına sahip birçok tümör hücre hattında oksidatif metabolizmanın bozulmadan 

kaldığı ve OXPHOS kullanarak enerji üretebilecekleri bulunmuştur. Bu OXPHOS 

yeteneğine rağmen, birçok tümör tipi, büyüme ve hipoksik tümör mikro-ortamlarına 

uyum sağlamak için aerobik glikolize güvenir(22,29). Bununla birlikte, son zamanlarda 

kanser hücrelerinde mitokondriyal fonksiyona odaklanan birçok çalışma, Warburg 

etkisinin, mitokondriyal kusurlardan ziyade glikoz alımını ve kullanımını kontrol eden 

sinyal yollarındaki değişikliklerle daha yakından ilişkili olduğunu öne sürmüştür (28,33). 

Diğer açıklamalar, tümör hücrelerinin sonsuz proliferasyonu için gerekli olan enerji 

ihtiyacını daha hızlı karşılamak amacıyla aerobik glikolizi tercih ettiğini içermektedir. 

Glikoz molekülü başına ATP üretimindeki verimlilik glikoliz yoluyla çok daha düşük 

olmasına rağmen, glikolizin ATP üretim hızı oksidatif fosforilasyondan daha fazladır 

(35,38,39,40).  

 

Şekil 3. Warburg etkisi (41). 
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2.1.2.2.AMPK (Adenozin Monofosfat Aktif Protein Kinaz) Sinyal Yolağı 

AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), ökaryotik hücrelerde her yerde bulunan bir 

hücresel enerji ve besin durumu sensörüdür (42). AMPK sinyal ileti yolağı, AMP/ATP 

ve ADP/ATP oranlarındaki değişiklikleri entegre ederek ATP tüketimi ve sentezi 

arasındaki dengeyi ayarlar (43). AMPK, daha fazla ATP üretmek için katabolik yolları 

teşvik eder ve anabolik yolları engeller (Şekil 4)(44). 

Yapısal olarak AMPK, memelilerde iki izoform tarafından kodlanan katalitik α-alt birimi 

ve sırasıyla iki ve üç izoform tarafından kodlanan düzenleyici β- ve γ- alt birimi olmak 

üzere üç alt birimden oluşan bir heterotrimerik protein kompleksidir (45). AMPK, α-alt 

biriminin kinaz alanının aktivasyon segmenti içinde bulunan treonin 172'nin (Thr172) 

fosforilasyonu yoluyla aktive edilir(10). 

AMPK, serin/treonin kinaz ailesinin bir üyesidir ve ilk olarak, çok çeşitli ökaryotlarda 

yağ asidi ve sterol sentezi için hız sınırlayıcı adımlarda işlev gören kritik metabolik 

enzimler Asetil-CoA Karboksilaz (ACC1 ve ACC2) ve HMG-CoA redüktaz (3-hidroksi-

3-metil-glutaril-CoA redüktaz) için upstream kinaz olarak tanımlanmıştır (44). 

Enerji homeostazının korunmasındaki rolüne ek olarak AMPK, hücre büyümesi, hücre 

proliferasyonu, otofaji, stres tepkileri ve hücre polaritesinin düzenlenmesi yoluyla tümör 

oluşumunda önemli bir rol oynar(43,45). Bununla birlikte, artan kanıtlar, AMPK’nın bir 

tümör baskılayıcı veya onkogen olarak çalışabildiğini göstermektedir (46). 

AMPK, besin yoksunluğu, hücresel stresler, açlık veya kalori kısıtlaması, kalori kısıtlama 

mimetikleri ve nükleozit analogları gibi çok çeşitli uyaranlarla aktive edilir ve hem 

hematopoetik maligniteler hem de katı tümörler dahil olmak üzere pek çok kanserin ve 

metabolik hastalıkların tedavisi için klinik çalışmalarda değerlendirilmiştir (43).  
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Şekil 4. AMPK’nın upstream regülasyonu ve AMPK aktivasyonunun metabolik sonuçları (47). 

 

 

2.2. Glutamin 

Glutamin 0,6–0,9 mmol/L konsantrasyonlarda, insan kanında en bol bulunan serbest 

amino asittir. Memeli hücreleri, glutamini glutamattan glutamin sentetaz (GS) yoluyla de 

novo sentezleyebildiği için esansiyel olmayan bir amino asit olarak kabul edilmiştir ancak 

enterositler, lenfositler gibi hızla çoğalan hücrelerde ve kanser hücrelerinde artan 

glutamin ihtiyacı endojen biyosentez tarafından karşılanamadığında, koşullu esansiyel bir 

amino asit haline gelir (48,49). 

Glutamin 146.15 kDa moleküler ağırlığa sahip, nötral, beş karbon içeren bir L-α-amino 

asittir (50). Yapısındaki α-amino grubu ve kolayca hidrolize edilebilen yan zincirli amid 

grubu sayesinde amino asitler ve nükleotidler için önemli bir nitrojen donörüdür (50,51). 

Ayrıca glutamin, glikoza ek olarak, çoğalan kanser hücreleri için bir enerji kaynağıdır 

(52). 

 

2.2.1. Glutamin Metabolizması (Glutaminoliz) 

Glutaminoliz, sitrat döngüsünün ve malat-aspartat mekiğinin reaksiyon aşamalarını 

içeren; glutamin amino asidinin glutamat, aspartat, CO2, pirüvat, laktat, alanin ve sitrata 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/glutamate-ammonia-ligase
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parçalandığı bir dizi biyokimyasal reaksiyondur (6). Glutaminoliz, sitoplazmada ve 

mitokondride meydana gelen reaksiyonları içerir (53). 

Glutamin metabolizması ile ilgili ana enzimler, sırasıyla glutamin kullanımı ve 

sentezindeki hız sınırlayıcı adımları katalize eden glutaminaz ve glutamin sentetaz 

enzimleridir (Şekil 5) (50)Kromozom 1q25.3’te bulunan GLUL geni tarafından kodlanan 

GS enzimi, ATP kullanarak glutamat ve amonyağı glutamine dönüştürür. GS 

ekspresyonu özellikle karaciğer, böbrek, iskelet kası ve beyinde yüksektir (54,55). 

Memeli hücreleri GLUL kullanarak glutamini de novo sentezleyebilmesine rağmen bazı 

kanser hücrelerinde GLUL ekspresyonu düşüktür, bu nedenle GLS yoluyla mitokondride 

katabolize edilebilen eksojen bir glutamin kaynağına bağımlıdırlar (56). GLS, glutamini 

glutamat ve amonyağa hidrolize eden mitokondriyal bir enzimdir (50). Memelilerde, 

böbrek tipi glutaminaz (GLS1) ve karaciğer tipi glutaminaz (GLS2) olmak üzere iki farklı 

glutaminaz izoformu eksprese edilir (57). Kromozom 2q32.2’de bulunan GLS1 tüm vücut 

organlarında eksprese edilirken, kromozom 12q13.3’te bulunan GLS2 ekspresyonu 

yalnızca karaciğerle sınırlıdır (49). Bu enzimlerin işlevleri hücre içi lokalizasyonlarıyla 

ile uyumludur; GS sitozolde bulunurken, aktif formdaki GLS mitokondri içinde bulunur. 

GS, sitoplazmik proteinlerin ve nükleotitlerin sentezi için glutamin üretirken; GLS, 

glutamini glutamata dönüştürerek, bir enerji kaynağı olarak TCA döngüsüne 

girebilmesini sağlamaktadır (50). 

 

 

Şekil 5. Glutamin sentezi ve hidrolizi (50). 

 

 



11 
 

Glutamin, hücre içine çözünen taşıyıcı taşıyıcılar (SLC) olarak adlandırılan zara bağlı 

amino asit taşıyıcıları ile alınır (Şekil 6) (58). SLC’lerin birçoğu kanser hücrelerinde aşırı 

eksprese edilir, bu durum kanser hücrelerin glutamin alımını arttırdığını göstermektedir. 

Glutamin, 12. kromozomun uzun kolunda (12q13.11) bulunan SLC38A1 (SNAT1) ve 

SLC38A2 (SNAT2) ile veya SLC1A5 (ASCT2), SLC7A5 (LAT1) gibi plazma zarı 

glutamin taşıyıcıları aracılığıyla hücreye girer. Sitozolik glutamin heksosamin, 

nükleotidler ve asparajinin biyosentezi için kullanılabilir (49,59). Mitokondride 

glutaminoliz, sitozolik glutaminin bir mitokondriyal glutamin taşıyıcısı olan SLC1A5 

varyantı aracılığıyla iç mitokondriyal zardan taşınmasından sonra GLS1 ve GLS2 

tarafından glutamata dönüştürülmesiyle başlar (60). GLS1, kanserde yüksek seviyelerde 

eksprese edilirken ve GLS2 ekspresyonu çoğunlukla bastırılır ve her iki tipin farklı 

moleküler formları, sitoplazma ve mitokondride farklı şekilde lokalize edilir (55). Bu 

katabolik yollar aracılığıyla üretilen mitokondriyal glutamatın bir kısmı, glutamat 

havuzuna katılmak üzere SLC25A18 ve SLC25A22 taşıyıcıları aracılığıyla sitozole 

gönderilir. Sitozolik glutamat, ana hücresel antioksidan olan glutatyonun (glutamat, 

sistein ve glisini içeren bir tripeptit) ve esansiyel olmayan alanin, prolin, aspartat, 

asparagin ve arginin gibi amino asitlerin biyosentezine katılır (59). Mitokondride kalan 

glutamat ise iki farklı yolla α-ketoglutarata dönüştürülür. Birinci yol, kromozom 

10q23.2’de bulunan mitokondriyal matris enzimi glutamat dehidrogenazın (GLUD) 

aktivitesidir.  İkinci yol, glutamat-oksaloasetat transaminaz (GOT), glutamat-piruvat 

transaminaz (GPT) ve fosfoserin aminotransferaz 1 (PSAT1) olmak üzere bir grup 

transaminazın aktivitesidir. GLUD yolu aynı zamanda, amonyum ve kofaktör NADH 

[indirgenmiş nikotinamid adenin dinükleotit (NAD) formu] veya NADPH [indirgenmiş 

nikotinamid adenin dinükleotit fosfat (NADP) formu] üretir. Transaminazlar ise sırasıyla, 

aspartat, alanin ve fosfoserin gibi diğer esansiyel olmayan amino asitlerin (NEAA) 

oluşumunu destekler (61,62). 

Mitokondriyal α-KG daha sonra oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) yolunu veya 

indirgeyici karboksilasyon yolunu destekleyen TCA döngüsüne girerek hücre için enerji 

sağlayabilir. OXPHOS yolunda, guanozin trifosfat (GTP) ve adenozin trifosfatın (ATP) 

sentezinden sonra glutamin metabolitleri, NADH veya FADH2 gibi bir elektron 

donörünün oluşumuna katılır. Alternatif olarak, α-ketoglutarat, TCA döngüsü boyunca 

geriye doğru ilerleyen indirgeyici karboksilasyon yoluyla sitoplazmada ve mitokondri 

içinde izositrat dehidrojenazlar (IDH’ler) tarafından sitrata dönüştürülür. Glutaminden 
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türetilen sitrat, özellikle hipoksi veya mitokondriyal disfonksiyon koşulları altında kanser 

hücrelerinde lipid sentezi için çok önemlidir (53,59,60,62,63).   

 

 

Şekil 6. Kanser hücrelerinde glutamin metabolizması (59) 

 

 

2.2.2. Glutamin Metabolizmasının Kanser Hücre Gelişimindeki Rolü 

Metabolik yeniden programlama, kanser hücrelerinin ayırt edici bir özelliğidir (Şekil 7). 

Birçok kanser hücresi, hayatta kalmaları ve çoğalmaları için artan glutamin ihtiyacı 

nedeniyle glutamin metabolizmalarını yeniden programlar (62,64). 1979'da yüksek 

glutamin konsantrasyonu içeren ortamdaki Hela hücrelerinde yapılan bir çalışmada, ATP 
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ihtiyacının yarısından fazlasının TCA döngüsünden aerobik oksidasyon yoluyla 

glutaminden geldiği gösterilmiştir (65–67). 

 

 

Şekil 7. Glutamin, kanserin metabolik yeniden programlanmasında kilit bir parçadır (67). 

 

 

Glikoz ve glutamin, hücrelerin en çok kullandığı besin maddeleridir (58). Glutaminin 

tümör hücresi metabolizmasındaki önemi, glikoz ile paylaştığı özelliklerden 

kaynaklanmaktadır. Her iki besin de çoğalan kanser hücreleri için iki önemli ihtiyacı 

karşılamaya yardımcı olur: ATP üretimi ve makromolekülerin sentezi için ara maddelerin 

üretilmesi (52). Glikolitik yoldan üretilen pirüvat, TCA döngüsünde kullanılmak yerine 

laktata dönüştürülür ve glikozun TCA’ya katkısı azalır. Kanser hücrelerinde 

mitokondriyal ATP üretimine olan gereksinim azalmasına rağmen, biyosentetik öncülere 

ve NADPH'ye olan talep artmaktadır. Bu nedenle kanser hücreleri işlevsel bir TCA 

döngüsünü sürdürmek için genellikle yüksek glutaminolize güvenir (68). Bir karbon 

kaynağı sağlamanın yanı sıra, glutamin metabolizması ayrıca nükleik asitlerin ve diğer 

amino asitlerin sentezi için bir nitrojen kaynağı görevi görür ve ayrıca çeşitli 

mekanizmalar yoluyla hücresel redoks homeostazının düzenlenmesine katılır (53). 

Glutamin bağımlılığı, kanser hücreleri glutamin sınırlaması koşullarında hücre ölümüne 

maruz kaldığında veya glutamin metabolizması inhibe edildiğinde ortaya çıkar. Yapı 

taşları ve enerji için glutamin katabolizmasına dayanan birçok kanser hücresinin 
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glutamine bağımlı olduğu bildirilmiştir. Glutamin bağımlısı hücreler, DNA hasarındaki 

artış, ROS’un aşırı üretimi veya indirgenmiş/oksitlenmiş glutatyon (GSH/GSSG) 

oranının azalması ile ilişkili olarak sağkalımda azalma gösterir veya apoptotik hücre 

ölümüne uğrar (64). 

Kanser hücrelerinde artan glutamin tüketimi, onkogenlerin ve tümör baskılayıcı genlerin 

düzensizliği ile ilişkilendirilmiştir (68,69). Glutamin metabolizması, çeşitli onkojenik 

sinyal yolları tarafından yukarı doğru düzenlenir. Onkojenik transkripsiyon faktörü c-

MYC, kanser hücrelerinin proliferasyonunu ve metabolizmasını in vitro ve in vivo olarak 

yönlendirir. MYC’nin GLUD geni, aminotransferazlar ve glutamin taşıyıcılarının mRNA 

ve protein seviyelerinin yanı sıra, glutaminolizin ilk adımını katalize eden glutaminaz 

enziminin ekspresyonunu arttırdığı bulunmuştur. Yüksek GLS ve glutamin taşıyıcı 

seviyeleri, tümör hücrelerinin enerjilerinin ve makromoleküllerinin büyük bir kısmını 

glutamin katabolizması yoluyla elde etmelerini sağlayarak miyelom ve glioma dahil 

olmak üzere çok sayıda kanser türünde glutamin bağımlılığına yol açar (51,61,62,69). 

Kanser hücrelerinde p53 mutasyona uğrarken, MYC aşırı eksprese edilir. Tümör 

hücrelerinde sırasında artan glutamin tüketimiyle birlikte, MYC onkogeni glutamini 

glutamata dönüştüren GLS1 aktivitesini arttırarak glutamin metabolizmasını destekler. 

GLS1, birçok tümörde yüksek oranda eksprese edilirken; p53 tarafından düzenlenen 

GLS2 ekspresyonu bazı tümörlerde azalır (Şekil 8) (70). 

 

 

Şekil 8. Tümör hücrelerinde artan glutamin tüketimiyle birlikte, glutamini glutamata dönüştüren 

GLS1 ve GLS2 ekspresyonlarının MYC ve p53 proteinleri tarafından düzenlenmesi (70). 
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2.3. Akut Miyeloid Lösemi (AML) 

Akut miyeloid lösemi (AML), kemik iliği ve periferik kandaki miyeloid progenitörlerinin 

(blastlar) klonal genişlemesi ile karakterize heterojen bir hastalıktır (71–73). AML, akut 

lösemi grubundaki vakaların yaklaşık %80'ini oluşturur ve görülme sıklığı yaşla birlikte 

artar (74,75). AML çocuklarda akut lösemi vakalarının %15-20'sini temsil ederken, 

yetişkinlerde bu oran yaklaşık %80'dir. Son yıllarda, genç hastalarda sağ kalım oranı 

iyileştirilmiş olsa da yaşlı hastalarda prognoz kötü ilerlemeye devam etmektedir (76).  

Lösemi dahil tüm tümör tiplerinde gözlenen tümör heterojenliği, esas olarak gen 

değişikliklerinden kaynaklanan tümörlerdeki farklı morfolojik ve fenotipik özellikleri 

ifade eder. AML'nin heterojenliği, farklı sitogenetik anormallikler ve somatik 

mutasyonlar dahil olmak üzere hem genomik hem de epigenomik (DNA metilasyonu ve 

histon metilasyonu / asetilasyonu) değişiklikleri içerir ve bir dizi morfolojik, 

immünofenotipik, sitogenetik, biyomoleküler ve klinik özelliklerle sonuçlanır (77). 

Çoğu AML vakasının etiyolojisi bilinmemekle birlikte, risk faktörleri arasında yaşlılık, 

erkek cinsiyeti, sigara kullanımı, kimyasallara maruz kalma, kronik miyeloproliferatif 

neoplazmalar, miyelodisplastik sendrom (MDS), kemoterapötik ilaçlar, yüksek doz 

radyasyona maruz kalma, genetik sendromlar ve ailede AML öyküsü yer alır (78,79). 

AML tanısı, kemik iliğinde veya periferik kanda ≥%20 miyeloid blastların saptanmasına 

veya belirli spesifik sitogenetik anormalliklerin saptanmasına dayanır. Spesifik tanı, 

immünofenotipleme ve sitokimya, blastlarda miyeloperoksidaz aktivitesinin araştırılması 

veya CD123, CD45, CD34, CD38 gibi yüzey tipi moleküllerin immünofenotiplenmesi ile 

doğrulanır (79,80) 

 

2.3.1. AML Genetiği 

Genetik anomalilerin belirlenmesi, AML'nin tanısında, prognozunda ve 

sınıflandırılmasında önemli bir rol oynar. Tüm erişkin primer AML hastalarının yaklaşık 

%52'sinde rastgele olmayan kromozomal anomaliler (delesyonlar, translokasyonlar) 

tanımlanır. Hastalığın genetik kökeni nedeniyle, AML'de sıklıkla görülen bazı yaygın 

sitogenetik anomaliler vardır, örneğin t(8;21), t(15;17), inversiyon 16, trizomi 8 daha 

uzun remisyon ve sağkalım ile ilişkilendirilirken; kromozom 5 ve 7’deki monozomiler, 

5. kromozomun uzun kolunun silinmesi, 3. kromozomun uzun kolunun inversiyon veya 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/acute-leukemia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/spontaneous-remission
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translokasyonları ve kompleks karyotip (>5 kromozom anomalisi olarak tanımlanır) 

tedaviye zayıf yanıt verir ve daha kısa sağkalım ile ilişkilendirilir. Buna karşılık, tüm 

AML vakalarının yaklaşık %40-50'si sitogenetik olarak normaldir (CN-AML) 

(71,76,80,81). 

Çoğu AML vakasının birden fazla mutasyon vardır. AML tipik olarak, hücre çoğalmasını 

ve hayatta kalmasını teşvik etmek, hematopoetik hücrelerin farklılaşmasını ve 

apoptozunu bozmak (CEBPA, RUNX1 ve NPM1) ve epigenetik mekanizmaları modüle 

etmek (DNMT3A, TET2, IDH1 ve IDH2) dahil olmak üzere birçok işlevi kontrol eden 

genlerdeki mutasyonlarla ilişkilidir (79). 

AML genellikle Fransız-Amerikan-İngiliz (FAB) veya Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 

sistemlerine göre sınıflandırılır (76,82). 1970'lerde FAB grubu, morfolojik ve 

sitokimyasal özelliklere dayanarak sekiz ana AML alt tipini (M0 ila M7) sınıflandırmıştır 

(83). Dünya Sağlık Örgütü, 2016 yılında AML sınıflandırmasını güncellenmiş ve altı 

AML grubu tanımlamıştır. DSÖ sınıflandırmasında; morfolojik ve sitogenetik 

özelliklerin yanı sıra moleküler biyolojik özellikler de göz önüne alınmış ve akut lösemi 

tanısı için blastik hücre sayısı %30’dan %20’ye indirilmiştir (71,78,82,84). Bu 

sınıflandırma Tablo 1’de özetlenmiştir. 

 

Tablo 1. DSÖ AML sınıflandırması (79). 

Tekrarlayan genetik anomalileri olan AML 

Myelodisplazi ile ilgili değişikliklere sahip AML 

Terapi ile ilişkili AML 

AML, sınıflandırılamayan grup 

Myeloid Sarkom 

Down sendromu ile ilgili myeloid proliferasyon 
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2.4. TET2  

TET protein ailesi TET1, TET2 ve TET3 olmak üzere üç üyeden oluşmaktadır (85)TET 

proteinleri isimlerini AML’de sıklıkla görülen 10 ve 11. kromozomları arasındaki 

translokasyondan (t (10; 11) (q22; q23)) almışlardır. Bu translokasyon, kromozom 10'da 

bulunan MLL1 (mixed-lineage leukaemia 1) genini, kromozom 11'deki TET1 geni ile 

birleştirir (86,87). TET ailesinin ilk tanımlanan geni olan TET1, AML ve akut lenfositik 

lösemi (ALL) vakalarında füzyon düzenleyici görevi görür. Diğer iki TET genleri, TET2 

ve TET3, TET1’in dizi homolojisine dayanarak tanımlanmıştır (88,89).  

TET2 böbrek hücreleri, beyin hücreleri ve hematopoetik sistemde eksprese edilir (90). 4. 

kromozomun uzun kolunda (4q24) bulunan TET2 geni, 134 kB boyutundadır ve 11 ekson 

içerir. Alternatif kırpılma yoluyla üretilen üç TET2 izoformu vardır. En uzun TET2 formu 

2002 amino asitlik bir zincirden oluşmaktadır (91). TET2 proteini, 5-metilsitozini (5-mC) 

5-hidroksimetilsitozine (5-hmC) oksitleyen Fe (II)- ve α-ketoglutarat (α-KG) bağımlı bir 

dioksijenazdır ve aktif DNA demetilasyonunda görev alır (92). DNA metiltransferazlar 

(DNMT) tarafından metilenmiş sitozinler, TET’ler tarafından sırasıyla 5-

hidroksimetilsitozin (5-hmC), 5‐formilsitozine (5-fC) ve 5‐karboksilsitozine (5-caC) 

oksitlenir. Daha sonra 5-caC, timin DNA glikosilaz (TDG) aracılı baz eksizyon onarımı 

(BER) yolu tarafından tekrar metillenmemiş sitozine dönüştürülür (Şekil 9) (93).  

 

 

Şekil 9. TET’ler tarafından DNA demetilasyonunun düzenlenmesi (93). 
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TET proteinlerinin karboksil (C)-terminali, 5-metilsitosine (5-mC) karşı oksidasyon 

aktivitesi gösteren katalitik çift sarmallı β-sarmal dioksijenaz (DSßH) alanını barındırır 

(Şekil 10). Bu alan, katalitik işlevleri için kritik olarak gerekli olan a-ketoglutarat (α-KG) 

ve Fe (II) için bağlanma bölgeleri içerir. TET dioksijenazları, aktiviteleri için oksijen, α-

KG ve Fe (II) gerektirir. TET, enzime bağlı Fe (IV) -okso üreten ve ardından 5-mC'yi 5-

hmC'ye dönüştüren α- KG'nin oksidatif dekarboksilasyonunu katalize etmek için bir 

substrat olarak moleküler oksijen kullanır. TET proteinlerinin ortasında, çift sarmallı β-

sarmal dioksijenaz alanından hemen önce sistein (Cys) açısından zengin bir alan bulunur 

(89,94,95).  

 

 

Şekil 10. TET2 proteininin etki alanı yapısı (94). C-terminal çekirdek katalitik alanı, sistein 

(Cys) bakımından zengin bir alandan ve her biri üç Fe bağlayıcı alan ve 2-oksoglutarat 

bağlanması için bir alan içeren çift sarmallı β-sarmal katlama alanından (DSßH alanı) oluşur. 

 

TET proteinleri, gen transkripsiyonunun epigenetik düzenlenmesi, embriyonik gelişim, 

kök hücre fonksiyonu ve kanser dahil olmak üzere çeşitli biyolojik süreçlerde rol oynar 

(87). TET2 geni, miyeloid ve lenfoid kanser dahil olmak üzere çeşitli hematopoietik 

kanserlerde sık sık somatik mutasyonlara maruz kalır (88). Hematolojik malignitelerde 

TET2'nin tekrarlayan mutasyonu ilk olarak 2009’da 4q24 kromozomal bölgenin 

delesyonu veya uniparental dizomisi olan MDS hastalarında rapor edilmiştir (96). Daha 

sonra miyelodisplastik sendromlar (MDS), miyeloproliferatif neoplazmalar (MPN), 

kronik miyelomonositik lösemi (CMML) ve AML hastalarında TET2 geninde 

mutasyonlar ve delesyonlar keşfedilmiştir (89,97,98). TET2 mutasyonlarının sıklığı, 

CMML’de ~%50, MDS'de ~%30 ve AML'de ~%10'dur. Bu tür TET2 fonksiyon kaybı 

mutasyonları, DNA hipermetilasyon fenotipi, tümör ilerlemesi ve kötü prognoz ile 

ilişkilidir (99–101). TET2 mutasyonları sıklıkla MPN veya MDS'nin sekonder AML'ye 
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ilerlemesi sırasında edinilir ve AML'li hastalarda daha kısa genel sağkalım ile 

ilişkilendirilmiştir (95,102,103). Fonksiyon kaybına neden olan anlamsız veya çerçeve 

kayması mutasyonlarının genellikle katalitik alandan önce (ve bazen de içinde) meydana 

geldiği, yanlış anlamlı mutasyonların ve çerçeve içi delesyonların ise katalitik alan içinde 

meydana geldiği bilinmektedir (101). 

TET2, hematopoietik kök/progenitör hücrelerde yüksek oranda eksprese edilir ve kök 

hücrelerin kendini yenilemesi, monositlerin terminal farklılaşmasını gibi hematopoezde 

önemli rolleri vardır. Birincil kemik iliği hücrelerinde TET2'nin delesyonu, 

olgunlaşmamış c-Kit+Lin- hücrelerinin yüzdesini arttırmaktadır, bu durum TET2 

fonksiyon kaybının kök/progenitör hücre farklılaşmasını etkilediğini göstermektedir (94). 

RNA interferansı (RNAi) aracılı TET2 susturma, kordon kanı CD34+ hücrelerinde 5hmC 

seviyelerini azaltır ve granülomonositik soylara doğru progenitör farklılaşmayı 

desteklemektedir (88).  

TET2, yaygın olarak bir tümör baskılayıcı gen olarak kabul edilmiştir. TET1-3, 

hematopoietik sistemlerde eksprese edilir; ancak tek başına TET2 delesyonu, genomik 

DNA'da önemli bir 5hmC kaybına neden olur ve farelerde miyeloid ve lenfoid 

malignitelere neden olmak için yeterlidir. Hematopoetik malignitelerde 5hmC kaybı, 

bozulmuş TET aracılı DNA demetilasyonunun tümörijenezde önemli bir rol oynadığını 

göstermektedir (94,95). Birkaç çalışma, farelerde TET2 fonksiyon kaybını modellemiştir. 

TET2 eksikliği olan farelerin önemli bir kısmı, dolaşımda artan beyaz kan hücreleri, 

monositoz ve splenomegali ile karakterize CMML benzeri bir hastalık geliştirmiştir (98). 

TET2 ile mutasyona uğramış bir AML fare modeli üzerinde yapılan bir araştırmada, 

prelösemik hücrelerde TET2 fonksiyonunun kaybının güçlendiriciye özgü 

hipermetilasyon ile sonuçlandığını bulunmuştur. Fare embriyonik kök hücrelerinde ve 

insan kronik miyelomonositik lösemi hücrelerinde de benzer sonuçlar bulmuştur (104). 

TET2 ekspresyon bozukluğu granülosit-monosit progenitör (GMP) ve embriyonik kök 

hücrelerde güçlendiricilerin DNA hipermetilasyonu ile sonuçlanır (88). TET2 

hipermetilasyonu olan AML hastalarında ise, TET2 ekspresyonunda azalmaya olduğu 

gösterilmiştir (105). 

Sonuç olarak, tümörlerde anormal DNA metilasyonu, tümör baskılayıcı genlerin 

susturulmasına yol açarak maligniteye katkıda bulunabilir. TET genlerinin 

ekspresyonunda azalma ve sonuçta ortaya çıkan 5hmC kaybı, lösemi, meme kanseri, 
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kolorektal kanser, melanom ve akciğer kanseri dahil olmak üzere birçok insan kanserinde 

bulunmuş olup, bu gen ailesinin, normal hücresel fonksiyonun korunması için DNA 

metilasyonunu düzenlemede kritik bir rolü olduğunu öne sürmektedir (106). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kimyasallar 

 

Tablo 2. Çalışmada kullanılan kimyasallar 

Ürün 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+2/Ca+2) Gibco 

FuGENE HD Transfeksiyon ajanı Promega 

Etanol (C2H5O) İsolab 

İzopropanol (C3H8O) Merck 

Metanol  Merck 

Tris Baz Roche 

Glisin Sigma 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS)  Fisher Bioreagents 

Sodyum Klorür (NaCl) Merck 

Tris Roche 

Tween 20 Sigma 

Süt Tozu (yağsız) Enka 

CAPS Sigma 

Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck 
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Gliserol Fisher Bioreagents 

2-merkaptoetanol Sigma 

Tris-HCl Sigma 

Bromfenol Mavisi Sigma 

PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems 

Hidroklorik asit (HCl) Merck 

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Sigma 

HEPES Sigma 

Nonil Fenoksipolietoksietanol (NP40) Sigma 

BSA Merck 

SureCast APS İnvitrogen 

SureCast Stacking Buffer İnvitrogen 

SureCast Resolving Buffer İnvitrogen 

SureCast Acrylamide Solution (%40) İnvitrogen 

SureCast TEMED İnvitrogen 

cOmplete, Mini, EDTA-free Proteaz Inhibitor 

Cocktail  

Roche 

cOmplete, Mini, EDTA-free Fosfataz 

Inhibitor Cocktail  

Roche 

GLUL (D203F) Rabbit mAb Cell Signalling Technology 

AMPK-alpha (D5A2) Rabbit mAb Cell Signalling Technology 

P-AMPK-alpha (T172) (40H9) Rabbit mAb Cell Signalling Technology 

Beta-Actin (8H10D10 Mouse mAb Cell Signalling Technology 

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody Cell Signalling Technology 

Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody Cell Signalling Technology 
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3.1.2. Kitler 

 

Tablo 3. Çalışmada kullanılan kitler 

SureSilencing shRNA 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. Çalışmada kullanılan cihazlar 

Distile Su Cihazı Millipore Elix 

Real-Time PCR cihazı Qiagen Rotor Q 

Nanodrop Denovix DS-11 

Thermal Cycler BioRad 

Kar-Buz makinesi Brema 

Laminer Flow Kabin Class II Thermo Scientific 

CO2 İnkübatör Thermo Scientific 

İnkübatör  Memmert 

Otoklav VWR 

Mikrotüp Santrifüj Thermo Scientific 

Santrifüj Beckman Coulter 

İnvert Mikroskop Zeiss 

Derin dondurucu -86° Thermo Scientific 

No frost Buzdolabı (+4,-20) Beko 



24 
 

Elektroforez Güç Kaynağı Biorad 

Xcell Surelock™ Mini-Cell Elektroforez 

Sistemi 

Thermo Scientific 

Çalkalayıcı VWR  

Orbital Çalkalayıcı VWR 

pH Metre Thermo Scientific 

Tartı SHIMADZU 

Manyetik Karıştırıcı IKA 

Su banyosu Nuve 

Vortex Wisd Laboratory Instruments 

Isıtıcı Blok BioSan 

Isıtıcı Shaker Grant-Bio 

Poşet Kapatıcı (Sealer) Brother 

Jel Görüntüleme Sistemi Azure Biosystems 

PipetAİd Eppendorf 

Micropipet Gibson 

 

3.1.4. Sarf Malzemeler 

 

Tablo 5. Çalışmada kullanılan sarf malzemeler 

Nitroselüloz Membran- 0.45  Millipore 

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific 

Mikro Santrifüj Tüpleri (1.5, 2 ml) Axygen 

Whatmann Kağıtları BioRad 

Well Plate (6, 12, 96) SPL Life Science 

Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml) SPL Life Science 

Mikropipet Uçları Axygen 

Falkon Tüpler (15, 50 ml) SPL Life Science 
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Petri Kapları (100mm) Greiner 

Hücre Kültür Flaskları (T25) SPL Life Science 

Pudrasız Eldiven (S) Dolphin 

Kriyojenik tüp (2ml) Axygen 

Tekli pcr tüpleri Axygen 

 

3.1.5. Solüsyonlar 

3.1.5.1.Western Blot Solüsyonları 

 

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

 

Tablo 6. 5X Protein yükleme tamponu bileşenleri.  

 Miktar 

%20 SDS 22.5 ml  

2-merkaptoetanol 11.25 ml 

Gliserol 11.25 ml 

Tris-HCI 1.68 g 

Bromofenol mavisi 0.025 g 

 

22.5 ml %20 SDS hazırlamak için 4.5 g SDS 22.5 ml dH2O içerisinde çözüldü. 22.5 ml 

%20 SDS içerisinde 11.25 ml 2-merkaptoetanol, 11.25 ml gliserol ve 1.68 g Tris-HCI 

çözüldü. pH 6.8’e ayarlandı. pH ayarlandıktan sonra 0.025 g bromofenol mavisi eklendi. 

Solüsyon 0.45 µm filtreden geçirildikten sonra 2 ml mikro santrifüj tüplere alikotlanarak 

-20 ºC saklandı.  

b) % 10 NP40 (200 ml)  

20 ml NP40 200ml dH2O içerisinde 42 ºC su banyosunda çözüldü. 

c) 0,5 M HEPES (500 ml, pH 7.4) 
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59.575 g HEPES 350 ml dH2O içerisinde çözüldü. pH 7.4’e ayarlandı. Son hacim dH2O 

ile 500 ml’ye tamamlandı. 

d) Protein İzolasyonu Lizis Solüsyonu (500 ml) 

 

Tablo 7. Protein izolasyonu lizis tamponu bileşenleri. 

  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 

0,5 M EDTA 2 ml 2 mM 

 

e) 10X SDS; Jel Yürütme Solüsyonu (1 L) 

300 g Tris baz, 1440 g Glisin ve 100 g SDS 500 ml dH2O içerisinde çözüldü. Son hacim 

dH2O ile 1 L’ye tamamlandı. 

f) 10X TBS-T; Membran Yıkama Solüsyonu (1 L, pH 7.6) 

1.37 M 80.063 g NaCl, 200mM 25.06 g Tris HCl, 4.954 g Tris Baz ve %1 10 ml Tween-

20 700ml dH2O’da çözüldü. pH 7.6’ya ayarlandı. Son hacim dH2O ile 1 L’ye tamamlandı. 

g) Transfer Solüsyonu (2 L) 

6 adet NaCI tableti ve 4.42 g CAPS 1.5 L dH2O’da çözüldü. Hazırlanan solüsyona 200 

ml etanol eklendi. Son hacim dH2O ile 2 L’ye tamamlandı. 

h) %5 Süt Tozu veya BSA içeren TBS-T; Bloklama Solüsyonu 

5 g BSA veya süt tozu 100 ml 1X TBS-T içerisinde çözüldü, 4 ºC’de saklandı. Fosforile 

antikorla muamele edilecek membranları bloklamak için BSA, diğerleri için süt tozu ile 

hazırlanan solüsyon kullanıldı. 

i) %0.1 PBS-T; Antikor Hazırlama Solüsyonu 

Fosforile antikorun ekleneceği solüsyon için 3 ml 1X PBS solüsyonunun içine 3 μl 

Tween-20 eklendi. 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre Kültürü 

Çalışmada kullanılan insan lösemi hücre hattı HL-60 hücreleri %10 FBS (Sigma), %1 

penisilin/streptomisin (Sigma), %1 L-glutamin içeren RPMI 1640 (Gibco) besiyerine 

ekilerek 37 ˚C’de %5 CO2’li inkübatörde çoğaltıldı.  

3.2.1.1. Düşük Glutaminli Hücre Kültürü 

 

Tablo 8. Düşük glutaminli RPMI 1640 besiyerinin hazırlanması. 

Düşük Glutaminli RPMI 1640 Normal Glutaminli RPMI 1640 

RPMI 1640 besiyeri (glikoz ve glutamin 

içermeyen)  

RPMI 1640 besiyeri (glikoz ve glutamin 

içermeyen) 

%10 FBS  %10 FBS 

%1 Pen/strep % Pen/strep 

­ 2 mM Glutamin 

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

 

3.2.1.2. Hücre Sayımı  

TET2 geni baskılanmış HL-60 lösemi hücre hatlarının düşük ve yüksek glutaminli 

besiyerlerinde hücre proliferasyonunu gözlemlemek için manuel olarak Thoma lamı ile 

hücre sayımı yapıldı. Hücrelerden sayım için homojen şekilde 50 μl alınarak 20 μl Thoma 

lamına yüklenerek sayıldı. Alınan partikül sayısından mililitredeki hücre sayısı aşağıdaki 

formülle hesaplandı.  

Hücre sayısı (ml) = Sayılan partikül sayısı× 104 x (dilüsyon kat sayısı) 

 

3.2.1.3.Hücre Canlılık Deneyi: ATP seviyesinin ölçülmesi  

Hücre canlılık deneyinde CellTiter GLO Luminescent Reagent (Promega) kiti kullanıldı. 

25000 hücre/ml hücre süspansiyonu deneye uygun besiyeri içerisinde hazırlandı. 100 μL 

hücre süspansiyonu çok kanallı pipet yardımıyla beyaz opak duvarlı 96 kuyucuklu plate 

içine ekildi. Hücre süspansiyonu kuyucuklara dağıtıldıktan sonra üzerlerine uygun 

besiyerinden 100 μL eklendi. Plate 4 gün boyunca 37°C’de, %5 CO2’li etüvde inkübe 
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edildi. Deney süresi sonunda plate inkübatörden alınarak üzerlerine 40 μL CellTiter Glo 

solüsyonu multichannel pipet yardımıyla ilave edildi. Plate çalkalayıcıda 2 dk oda ısısında 

300 rpm’de çalkalandı. 10 dk oda ısısında bekletildikten sonra luminasans değerleri optik 

okuyucu da okutuldu. Her bir hücre hattı için her bir deney grubu üç kere çalışıldı. 

Microsoft Office Excel programında üçlü kontrol grubunun ortalamaları alınarak diğer 

grupların luminasans değerleri bu değere bölünerek, rölatif canlılık değerleri hesaplandı 

ve grafikleri GraphPad Prism version9 (GraphPAD software inc, ABD) grafik 

programında çizildi. 

 

3.2.2. HL-60 Hücre Hattında TET2 Ekspresyonun shRNA Aracılı Plazmidlerle 

Baskılanması 

HL60 hücre hattında TET2 ekspresyonunu baskılamak için SureSilencing shRNA 

Plasmid (Qiagen) kiti kullanılarak kitin önerdiği protokole göre yapıldı. Kit içerisindeki 

4 adet (klon 1 TET2, klon 2 TET2, klon 3 TET2, klon 4 TET2) SureSilencing TET2 

shRNA plazmidleri kimyasal olarak kompetan hale getirilmiş DH5α suşuna transforme 

edildi.  

 -80 ºC’de alikot olarak saklanan 50 mL kompetan hücre DH5α buz üzerinde 

çözüldü.  

 50 µL plazmid 50 mL kompetan hücre DH5α içerisine konuldu.  

 42 ºC’de 30 sn inkübe edilerek ısı şoku yapıldı.  

 Tüp tekrar buza konuldu ve buz üzerinde 2 dk bekletildikten sonra içerisine 300 

µL SOC besiyeri ilave edildi.  

 Çalkalayıcı üzerinde 37 ºC’de 1 saat inkübe edildi (recovery aşaması). 

 İnkübasyon sonrası 50 µL bakteri 1:1000 ampisilin içeren LB-Agar plate’lere 

ekildi.  

 Plateler 37 ºC’de bir gece inkübe edildi. 

 Ertesi gün plateler kontrol edildi. Transformasyonu başarılı olan, koloni 

oluşturmuş her plateden tek koloni seçildi. NucleoSpin Plasmid Miniprep 

(Macherey-Nagel) kiti kullanarak plazmid izolasyonu yapıldı. 
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3.2.3. MiniPrep Kit ile Plazmid İzolasyonu 

3.2.3.1. Tek Koloni Süspansiyonu Hazırlanması 

Petrilerden tek koloniler 10 µL pipet ucu ile alınarak 1:1000 ampisilin içeren 4 mL LB 

besiyerine alındı. Tüpler 37 ºC’ye 250 rpm çalkalayıcı da bir gece bırakıldı.  

 

3.2.3.2. Plazmid İzolasyonu 

Tek koloni süspansiyonlarından plazmid izolasyonu NucleoSpin Plasmid Miniprep Kit 

(Macherey-Nagel) kullanılarak, aşağıdaki protokole göre yapıldı.  

 

 15 ml falkon içerisinde çoğalan bakteri süspansiyonu 4000 g’de 10 dk santrifüj 

edildi.  

 Süpernatant atıldı. Pelet üzerine 250 µL Buffer A1 ilave edildi ve pelet pipetaj 

yapılarak resüspanse edildi. Daha sonra, bakteri süspansiyonu 15 ml falkondan 1.5 ml 

mikrosantrifüj tüpe alındı. 

 250 µL Buffer A2 ilave edildi ve tüp yaklaşık 6 kez yavaşça aşağı yukarı 

çevrilerek karıştırıldı. 5 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

 300 µL Buffer A3 ilave edildi ve tüp 6 kez aşağı yukarı çevrilerek karıştırıldı. 

 11000 g’de 10 dk santrifüj edildi. 

 Süpernatant kit ile gelen kolona transfer edildi. Kolon 11000 g’de 1 dk santrifüj 

edildi. 

 Toplama tüpünde biriken atık döküldü. Kolona yıkama amaçlı önceden 50 ºC’de 

ısıtılmış 500 µL Buffer AW konuldu. Kolon 11000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Toplama tüpünde biriken atık döküldü. Kolona 600 µL içerisine önceden 24 mL 

etanol ilave edilmiş olan Buffer A4 konuldu. Kolon 11000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Toplama tüpünde biriken atık döküldü. Kolon yeni bir toplama tüpüne transfer 

edildi. Kolonun kuruması için 11000 g’de 2 dk santrifüj edildi. 

 Kolon 1,5 mL mikrosantrifüj tüpüne transfer edildi. Üzerine 50 µL Buffer AE 

(Elüsyon Buffer) konuldu. 1 dk oda sıcaklığında bekletildi. 11000 g’de 1 dk santrifüj 

edildi.  

 Kolon atıldı, mikrosantrifüj tüpünde biriken plazmid konsantrasyonu nanodrop’ta 

ölçüldü. 
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3.2.4. Transfeksiyon  

Miniprepi yapılan 4 adet SureSilencing TET2 shRNA (Qiagen) plazmidleri, FuGENE 

HD transfeksiyon ajanı (Promega) kullanılarak üreticinin önerdiği protokole göre HL-60 

hücrelerine transfekte edildi. 

24 well plate’in 5 kuyusuna 5 x 104 hücre ekildi ve bir gece 37 ºC, %5 CO2’li inkübatörde 

inkübe edildi. Ertesi gün son hacim besiyeri ile 500 µL’ye tamamlanacak şekilde, 

mikrosantrifüj tüpüne 0.5 µg plazmid ve 1.5 µg transfeksiyon reaktifi FuGENE HD (1: 3 

oranı) eklendi ve karışım 15 dk oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra hücrelere 

transfekte edildi. Hücreler tekrar inkübatöre konuldu. Transfeksiyondan sonraki gün 

hücrelerin besiyeri değiştirildi. Transfeksiyonun ikinci gününde besiyeri tekrar 

değiştirildi ve hücrelere 1:1000 oranında puromisin eklenerek antibiyotik seleksiyonu 

başlatıldı. 3 gün sonra besiyeri değiştirildi ve TET2 down-regülasyonu qPCR ile 

doğrulandı. 

 

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

Glutamin metabolizmasında rol alan GLUL, GLUD1, GLS1, GLS2, SLC38A1 ve 

SLC238A2 gen ekspresyonları, düşük glutaminli ve normal glutaminli besiyerlerinde 

çoğaltılan HL-60 hücre hattında ve TET2 geni baskılanmış HL-60 hücre hatlarında Real-

Time PCR ile kontrol edildi. Konrol için house-keeping gen olarak RPLP0 kullanıldı. 

 

3.2.5.1. RNA İzolasyonu 

 HL-60, HL-60 Tet2 ShRNA1, HL-60 Tet2 ShRNA3 ve HL-60 Tet2 ShRNA4 hücre 

hatlarından RNA izolasyonu Qiagen RNeasy Plus Mini Kit’in protokolüne uygun yapıldı.  

 Hücreler toplandı ve 1250 rpm’de 5dk santrifüj edildi. Santrifüjden sonra atık 

besiyeri uzaklaştırıldı. Pellet PBS ile süspanse edildikten sonra 1250 rpm’de 5 dk 

santrifüj edildi ve atık PBS tamamen uzaklaştırıldı.  

 Pelletin üzerine 350 μl RLT lizis buffer ve 350 μl %70 Etanol eklendi. Yavaşça 

birkaç defa pipetaj yapılarak pellet çözüldü.  

 Süspansiyon kit ile verilen altında toplama tüpleri bulunan kolonlara transfer 

edildi. 9000 g’de 15 sn santrifüj edildi. 

 Kolonlar yeni toplama tüplerine transfer edildikten sonra üzerlerine 700 μl RW1 

wash buffer eklendi. 9000 g’de 15 sn santrifüj edildi. 
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 Toplama tüplerindeki sıvı atık uzaklaştırıldı. Kolonlar tekrar aynı toplama 

tüplerine yerleştirildi ve üzerine 500 μl RPE buffer eklendi. 9000 g’de 15 sn santrifüj 

edildi. 

 Toplama tüplerindeki sıvı atık uzaklaştırıldı. Kolonlar tekrar aynı toplama 

tüplerine yerleştirildi ve üzerine ikinci kez 500 μl RPE buffer eklendi. 9000 g’de 2 dk 

santrifüj edildi. 

 Toplama tüplerindeki sıvı atık uzaklaştırıldı. Kolonlar yeni toplama tüpüne 

yerleştirilerek membranın kuruması için 14000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Kolonlar RNAse-free mikrosantrifüj tüplere transfer edilerek üzerine 30 μl 

RNAse-free su konuldu ve 9000 g’de 1 dk santrifüj edildi.  

 Santrifüjden sonra içerisinde RNA bulunan eppendorflar buz üzerine alındı ve 

konsantrasyonları nanodropla ölçüldü. Elde edilen RNA’lar daha sonra cDNA 

sentezinde kullanıldıktan sonra -80°C’ ye kaldırıldı. 

 

3.2.5.2. cDNA Sentezi 

RNA örneklerinden cDNA sentezi için High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied 

Biosystems) kiti ile Biorad Thermal Cycler cihazı kullanıldı. Reaksiyon, kit protokolüne 

uygun gerçekleştirildi. Bütün işlemler buz üzerinde gerçekleştirildi. 

 

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

Karışım Bileşenleri 1X (Hacim) 

2X RT Buffer Mix 10μl 

20X RT Enzyme Mix 1 μl 

RNA Örneği (1 μg/μl olacak şekilde hesaplama 
yapıldı.) 

Nükleaz içermeyen su (Total hacim 20μl olacak şekilde 

ayarlandı.) 

 

Son hacmi 20 μl RNA örnekleri Thermal Cycler’da önce 37°C’ de 60 dk, sonra 95°C 5 

dk inkübe edildi. İnkübasyon tamamlanınca cDNA’lar 1:8 oranında nükleaz içermeyen 

su ile sulandırıldı. cDNA’lar qRT-PCR için kullanılmak üzere -20°C’ ye kaldırıldı. 
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qRT-PCR reaksiyonu PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

ile Qiagen Rotor Gene Q cihazı kullanılarak yapıldı. Çalışmada kullanılan primerler 

Tablo 10’da verilmiştir.  

 

Tablo 10.  qRT-PCR için kullanılan PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) protokolü. 

qRT-PCR Karışım Bileşenleri 1X (Hacim) 

PowerUp SYBR® Green PCR Master Mix  10 μl 

Primer Forward (10 μM) 0,5 μl 

Primer Reverse (10 μM) 0,5 μl 

cDNA 2 μl 

dH2O 7 μl 

Total 20 μl 

 

Tablo 11. qRT-PCR Koşulları 

qRT PCR Koşulları 

Başlangıç denatürasyonu 95°C 10 dk 

Denatürasyon 95°C 15 sn 

Bağlanma 60°C 60 sn 

Sentez  72°C 15 sn 

Bekleme 4°C ∞ 

 

Tablo 12. qRT-PCR primer listesi 

Gen Primer Yönü (5'3') Primer Dizisi 

RPLP0 Forward 

Reverse 

AGCATCTACAACCCTGAAGTG 

AGCAAGTGGGAAGGTGTAATC 

GLUL Forward 

Reverse 

TGGGAACTGGAATGGTGC 

CGTTGATGTTGGAGGTTTCATG 

GLUD1 Forward 

Reverse 

CTGTTGGTGAGTCTGATGGG 

TCTGGGTGCGTTGGATTTG 

GLS1 Forward 

Reverse 

GAAAGAGTACTGAGCCCTGAAG 

GTTGCCCATCTTATCCAGAGG 

GLS2 Forward 

Reverse 

TGTGGATCGCATCTTTGAGG 

TGGAGATGGCATAGGTGAGG 

40 Döngü 
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SLC38A1 Forward 

Reverse 

CATTATGGGCAGTGGGATTTTG 

AGGTGGCTCCAAAGATTACG 

SLC38A2 Forward 

Reverse 

GTTCTGTTGGTGTCATTGGTG 

TGTTGGCTGTGTTAAGGTGG 

 

 

3.2.6. Western Blot  

Qiagen SureSlicing shRNA plazmidleri kullanılarak HL-60 hücre hattında TET2 geni 

baskılanan hücre klonlarında GLUL, AMPK-alpha ve P-AMPK-alpha proteinlerinin 

ekspresyonları western blot yöntemi ile kontrol edildi. 

 

3.2.6.1. Hücre Hatlarından Protein İzolasyonu 

5 ml lizis solüsyonu içerisine yarım tablet PhosStop (Roche, USA) ve yarım tablet 

complete EDTA-free proteaz inhibitör kokteyl tableti eklendi. Solüsyon soğuk odada (+ 

4 ºC) falkon çeviriciye konuldu ve tabletler tamamen çözülünceye kadar beklendi.  

 Süspansiyon hücreler 15 ml falkona toplandı. 1250 rpm’de 5 dk + 4 ºC’de santrifüj 

edildi. Besiyeri atığı uzaklaştırıldı. 

 Pellet buzda soğutulmuş 500 µL PBS ile resüspanse edilip eppendorf tüplere 

alındı. 1250 rpm’de 5 dk + 4 ºC’de santrifüj edildi. PBS pelleti bozmadan ortamdan 

uzaklaştırıldı. 

 Pelletin üzerine 200 µL (100000-300000 hücre için) lizis solüsyonu eklenip birkaç 

kez pipetlendi. Lizis için 10 dk buzda bekletildi. 

 

3.2.6.2. Protein Konsantrasyonlarının Ölçülmesi  

Protein konsantrasyonları Bicinchoninic Acid (BCA) Assay kit (Pierce BCA kit, 

ThermoScientific) kullanılarak üretici firmanın önerdiği protokol uygulanarak ölçüldü. 

BCA solüsyonu örnek sayısına göre gereken miktarda Reagent A ile Reagent B’nin 50:1 

oranında karıştırılması ile elde edildi (2 ml için; 2 ml Reagent A, 40 µL Reagent B). Kit 

ile gelen 2 mg/ml albüminden sırasıyla 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ve 0 (blank) 

µg/ml dilüsyonlar hazırlandı. 96 kuyucuklu platelere konsantrasyonu belirlenecek 

lizatlardan ve albümin dilüsyonlarından 20 µL dağıtıldı. Üzerlerine 200 µL BCA 
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solüsyonu konuldu. Plate 37 ºC’de 30 dk karanlıkta çalkalayıcıda inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası plate-reader’da 562 nm’de absorbanslar ölçüldü. Albümin seri 

dilüsyonlarının sonuçları ile standart eğrisi çizildi. Eğriden elde edilen denklem 

kullanılarak örneklerin protein konsantrasyonları hesaplandı. Western Blotlama için 

örneklerin konsantrasyonları 1000 µg/ml’ye son hacim 160 µL olacak şekilde ayarlandı. 

Üzerlerine 5X protein yükleme tamponundan son hacim 1X olacak şekilde 40 µL eklendi 

ve ısıtıcı blokta 75 ºC’de 5 dk bekletildi. Proteinler -20 ºC’de saklandı. 

 

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

Arasına ayırma jelinin yükleneceği 1.0 mm’lik camlar %70 etanol ile yıkanır ve toz 

bırakmayan mendil ile silindi. Camlar jel kasetine takıldı ve jel dökme tablasına 

yerleştirildi. Taze %10’luk APS solüsyonu hazırlandı. 15ml’lik falkon tüpte 0,3 gram toz 

APS, 3 ml dH2O ile çözüldü, +4 ºC’de saklandı. 

 

a) Protein örneklerinin ayrılacağı %10’luk Ayırma Jeli (Resolving Gel) 

hazırlanması 

1. Camların yerleştirildiği kaset yatay pozisyona alındı. 

2. 15 ml falkon tüpe sırasıyla 3,9 ml dH2O, 2 ml %40 akrilamid ve 2 ml 

Resolving buffer eklendi ve tüp iki kez alt-üst yapıldı. 

3. Daha sonra hazırlanan solüsyona önce +4 ºC’den alınan APS’den 80 µL, 

sonra 8 µL TEMED eklendi ve tüp tekrar alt-üst yapıldı. 

4. Solüsyon serolojik pipetle iki kez hızlıca pipetaj yapıldıktan sonra kasete 

yerleştirilen camların arasında hava kabarcığı bırakılmadan camın bir 

köşesinden Fill line yazısına kadar aktarıldı.  

5. Camların arasına dökülen ayırma jelinin eşit dağılım göstermesini 

sağlamak için yığma jeli için boş bırakılan kısmın (Fill line yazısının yukarısı) 

üzerine Pasteur pipetle eser miktarda izopropanol damlatıldı. Kaset dik 

pozisyona alındı ve jelin polimerizasyonu için 20 dk bekletildi. 

6.  Jel donduktan sonra jelin üzerindeki izopropanol döküldü. Ortamdaki 

fazla izopropanolden kurtulmak için jel yüzeyi eser miktarda dH2O ile 

yıkandı. 
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7. Jeldeki fazla dH2O, jelin yüzeyine fazla dokunmadan kurutma kağıdıyla 

alındı ve kaset tekrar yatay pozisyona alındı. 

b) Protein örneklerinin yükleneceği %4’lük Yükleme Jeli (Stacking Gel) 

hazırlanması 

1. 15 ml’lik falkon tüpe sırasıyla 1,92 ml dH2O, 0,3 ml %40 akrilamid ve 

0,75 ml Stacking buffer eklendi ve iki kez alt-üst yapıldı. 

2. Daha sonra hazırlanan solüsyona önce +4 ºC’den alınan APS’den 30 µL, 

sonra 3 µL TEMED eklendi ve serolojik pipetle iki kez pipetaj yapılıp camın 

bir köşesinden boşaltıldı. 

3. Tarak eklendikten sonra akan fazla jel silindi, kaset dik pozisyona alındı 

ve jelin polimerizasyonu için dakika beklendi. Jel donduktan sonra taraklar 

çıkarıldı. 

c) SDS-PAGE yürütme aşaması 

Jelin polimerleşmesi tamamlandıktan sonra tarak çıkarıldı ve cam jel tablası 

elektroforez tankına yerleştirildi. Tank 1X SDS solüsyonu ile dolduruldu. İlk 

kuyucuğa 3 µL protein ladder yüklendi. Sırayla diğer kuyucuklara 15 µL protein 

örnekleri yüklendi. Örnekler 120 voltta 120 dk yürütüldü.  

 

3.2.6.4. Blotlama (Islak Transfer) 

Örneklerin yürüdüğü jel kaset dikkatlice kırılarak çıkartıldı ve kenarlarındaki fazlalıklar 

kesildi. Bir kaba hazırlanan transfer solüsyonundan döküldü. 0.45 mikron por çapına 

sahip PDVF membran metanol içerisinde 2 dk tutularak aktive edildi. Transfer solüsyonu 

dolu kaba önce tutucu kaset yerleştirildi ve tutucu kaset içerisine sırayla en alta bir sünger 

üzerine whatman kâğıdı, jel, membran, whatman kâğıdı ve sünger yerleştirildi, arada hiç 

hava kabarcığı kalmamasına özen gösterildi. Bu sırada whatman kâğıtlarının, süngerlerin, 

jelin, membranın ve tutucu kasetin kabın içerisindeki transfer solüsyonu ile iyice 

ıslatılmasına dikkat edildi. Tutucu kasetin üst kapağı kapatıldı ve bir klips ile kapakların 

bir arada tutulması sağlandı. Jel (-) yönde kalacak şekilde transfer tankına yerleştirildi. 

Tankın içerisi transfer solüsyonu ile dolduruldu ve 45 voltta 120 dk transfer yapıldı. 
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3.2.6.5. Membranın Bloklanması ve Proteinin İmmunokimyasal 

Görüntülenmesi 

Transfer sonrası fosforile antikor uygulanacak membranlar %5 BSA/1X TBS-T 

solüsyonunda, fosforile antikor uygulanmayacak membranlar 45 dk %5 yağsız süt 

tozu/1X TBS-T solüsyonu içerisinde çalkalayıcı üzerinde bloklandı. Bloklanan 

membranlar naylon poşetlere konuldu, içerisine birincil antikor solüsyonundan (GLUL- 

Rabbit, AMPKalpha-Rabbit, P-AMPKalpha-Rabbit, Beta-ACTİN-mouse) döküldü ve 

kenarı poşet kapatıcı ile içerisinde hava kabarcığı kalmayacak şekilde kapatıldı. Membran 

+4 ºC’de bir gece çalkalayıcıda inkübe edildi. İnkübasyon sonrası poşet bir kenardan 

kesilerek membran bir penset yardımıyla çıkartıldı, 1X TBS-T solüsyonunda üç kez 10’ar 

dk yıkandı. Son yıkamadan sonra membran vakumlu poşete konuldu, içerisine ikincil 

antikor solüsyonu (anti-rabbit ve anti-mouse) döküldü ve kenarı poşet kapatıcı ile 

dikkatlice kapatıldı. Oda ısısında çalkalayıcıda 1 saat inkübe edildi. Birincil antikor 

solüsyonları GLUL ve AMPK-alpha için %5 süt tozu ile 1:1000, P-AMPKalpha için %0.1 

PBS-T ile 1:1000 oranında hazırlandı. Beta Actin için %5 süt tozu ile 1:2000 oranında 

hazırlandı. İkincil antikor solüsyonları ise %5 süt tozu ile anti-rabbit için 1:2000, anti-

mouse için 1:5000 dilüsyonda kullanıldı. Sekonder antikor ile inkübasyondan sonra 

poşetten penset ile çıkarılan membran bir kaba alınarak çalkalayıcı üzerinde 1X TBS-T 

solüsyonu ile üç kez 10 dk yıkandı. Proteinlerin kemilüminasan görüntülenebilmesi için 

membran 1 dk hazırlanan ECL solüsyonu (Pierce ECL, ThermoScientific) ile bekletildi. 

Membran üzerindeki fazla ECL solüsyonu bir kenarından peçeteye değdirilerek jel 

görüntüle sistemindeki görüntüleme tablasına yerleştirildi. Membran cihazda 2 ile 10 

dakika arasında bekletilerek görüntü alındı.  

 

3.2.7. İstatistiksel Hesaplamalar  

Elde edilen sonuçlardan her biri veri için Ortalama ± Standart Sapma olarak ifade edildi. 

Farklı gruplar içinde ve arasında anlamlı bir fark olup olmadığını analiz etmek için 

Student’s t-test uygulandı. Analizler ve grafikler GraphPad PrismV9 programında 

yapıldı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Düşük Glutaminli Ortamda HL-60 Hücrelerinin TET2 mRNA Ekspresyonu 

HL-60 lösemi hücreleri, 2 mM (normal) ve 50 µM (düşük) glutamin içeren besiyerinde 

72 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası TET2 mRNA ekspresyonlarına qPCR 

yöntemiyle bakıldı. HL-60 hücrelerinin düşük glutaminli ortamda TET2 mRNA 

ekspresyonunu yaklaşık 2 kat arttırdığı bulundu (Şekil 11). Sonuç, istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (*p <0.05).   
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Şekil 11. HL-60 hücrelerinin düşük glutaminli besiyerinde TET2 mRNA ekspresyonu analizi. 

20000 hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD olarak sunuldu, *p< 0.05. 

 

 

Şekil 11’de gösterilen veriden yola çıkılarak, HL-60 hücre hattında HL-60 hücre hattında 

TET2 mRNA ekspresyonu shRNA aracılılığıyla baskılandı ve HL-60 shTET2 hücreleri 

ile glutamin metabolizması arasındaki ilişkinin incelenmesi amaçlandı.  

HL-60 hücre hattı 4 farklı shRNA kullanılarak ayrı ayrı transfekte edildi. Toplam 4 hücre 

hattından (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 hücrelerinde TET2 ekspresyonunun 
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baskılandığı doğrulandı.  Kontrol HL-60 hücrelerine kıyasla, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 

shTET2-3 hücrelerinde TET2 mRNA ekspresyonunu yaklaşık olarak yarım kat azaldı. 

HL-60 shTET2-1 hücre hattında TET2 ekspresyonun baskılanma oranı %56 iken, HL-60 

shTET2-3 hücrelerinde bu oran %43 tespit edildi (Şekil 12).  
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Şekil 12. HL-60 hücre hattında shRNA aracılı TET2 mRNA ekspresyonunun baskılanması. 
Hücreler 20000 hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD olarak sunuldu, 

**p<0.01, ***p<0.001. 

 

 

4.2. Düşük Glutaminli Ortamda Hücre Proliferasyonu 

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücreleri, 2 mM (normal) ve 50 µM 

(düşük) glutamin içeren besiyerinde 72 saat inkübe edildi. Hücre proliferasyonları hücre 

sayım yöntemi ile belirlendi. Hem normal hem de düşük glutaminli ortamda HL-60 

shTET2-1 hücrelerinin proliferasyonu kontrol HL-60 hücrelerine kıyasla azaldı. HL-60 

shTET2-3 hücrelerinin proliferasyonu ise kontrol HL-60 hücrelerine kıyasla normal ve 

düşük glutaminli ortamda az miktarda arttı. Sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(Şekil 13) (**p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001).  
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Şekil 13. 2 mM (Normal) ve 50 µM (Düşük) glutamin içeren besiyerlerinde hücre 

proliferasyonu. Hücreler 20000 hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD 

olarak sunuldu. **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001. 

 

 

4.3. Düşük Glutaminli Ortamda Hücre Canlılığı 

Düşük glutaminli ortamda HL-60 hücrelerinde canlılık oranı %100’den %52,79’a, HL-

60 shTET2-1 hücrelerinde %69,81’e ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinde %70,53’e düştüğü 

tespit edildi. Her üç hücre hattının düşük glutaminli ortamda hücre canlılıklarının azaldığı 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (*p<0.05, **p<0.01) (Şekil 14).  Bununla birlikte, 

düşük glutaminli ortamda TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinde hücre 

canlılığının kontrol HL-60’a kıyasla daha fazla olduğu bulundu. Sonuç istatiksel olarak 

anlamlı bulundu (*p<0.05, **p<0.01).  
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Şekil 14. TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinde düşük glutaminli ortamın hücre 

canlılığına etkisi. Hücreler 20000 hücre/ml şeklinde 4 gün inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD 
olarak sunuldu, *p<0.05, **p< 0.01. 

 

 

4.4. Düşük Glutaminli Ortamda GLUL, GLS1, GLS2, GLUD1, SLC38A1 ve 

SLC38A2 mRNA Ekspresyonları 

HL-60 lösemi hücre hattında TET2 geni baskılanmış hücrelerde, TET2 geni ve glutamin 

metabolizması arasındaki ilişkinin incelenmesi amacıyla glutamin metabolizmasında rol 

oynayan GLUL, GLS1, GLS2, GLUD1, SLC38A1 ve SLC38A2 genlerinin düşük 

glutaminli ortamdaki mRNA ekspresyon seviyeleri kantitatif Real-Time PCR ile analiz 

edildi. 

 

4.4.1. GLUL mRNA Ekspresyonları 

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinin düşük glutaminli ortamda 

GLUL mRNA ekspresyonlarına qPCR yöntemiyle bakıldı (Şekil 15).  

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

kodlar. Her üç hücre hattında normal glutaminli GLUL ekspresyonunda değişim 
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olmazken; düşük glutaminli ortamda GLUL mRNA ekspresyonunun arttığı bulundu. HL-

60 shTET2-1 hücrelerinde düşük glutamindeki artış istatiksel olarak anlamlı bulunurken 

(*p <0.05), HL-60 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerindeki artış istatiksel olarak anlamlı 

bulunmadı (nsp ≥ 0.05). 
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Şekil 15. Düşük glutaminli besiyerinde GLUL mRNA ekspresyonlarının analizi. Hücreler 
20000 hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD olarak sunuldu, *p <0.05, 

nsp ≥ 0.05. 

 

 

4.4.2. GLS1 ve GLS2 mRNA Ekspresyonları 

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinin düşük glutaminli ortamda 

GLS1 ve GLS2 mRNA ekspresyonlarına qPCR yöntemiyle bakıldı (Şekil 16 ve 17). 

Tablo 13’te normal ve düşük glutaminli ortamda GLS2 ekspresyonunun ortalama ct 

değeri verilmiştir. 

GLS1 ve GLS2 genleri, glutamini glutamat ve amonyağa hidrolize eden mitokondriyal 

enzimleri kodlar. Her üç hücre hattında da düşük glutaminli ortamda GLS1 mRNA 

ekspresyonunda artış bulundu. HL-60 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerindeki artış istatiksel 
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olarak anlamsızken (nsp ≥ 0.05), HL-60 shTET2-1 hücrelerindeki artış anlamlı bulundu 

(*p <0.05). 
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Şekil 16. Düşük glutaminli besiyerinde GLS1 mRNA ekspresyonlarının analizi. Hücreler 20000 

hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD olarak sunuldu, *p <0.05, nsp ≥ 
0.05. 

 

 

Her üç hücre hattında da düşük glutaminli ortamda GLS2 mRNA ekspresyonunun arttığı 

ancak istatiksel olarak anlamlı olmadığı bulundu (nsp ≥ 0.05). Bununla birlikte, HL-60 

hücrelerinde TET2 ekspresyonu baskılandığında hem normal hem de düşük glutaminli 

ortamda kontrole kıyasla GLS2 mRNA ekspresyonunun azaldığı bulundu.  
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Şekil 17. Düşük glutaminli besiyerinde GLS2 mRNA ekspresyonlarının analizi. Hücreler 20000 
hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD olarak sunuldu, nsp ≥ 0.05. 

 

Tablo 13. Normal ve düşük glutaminli besiyerinde GLS2 ekspresyonunun ortalama ct değerleri.  

Hücre Hatları 2mM Glutamin 50µM Glutamin 

HL-60 GLS2 mRNA ortalama ct değeri  29,1 29,06 

HL-60 shTET2-1 GLS2 mRNA ortalama ct 

değeri 

29,37 30,58 

HL-60 shTET2-3 GLS2 mRNA ortalama ct 

değeri 

33,88 30,22 

 

 

4.4.3. GLUD1 mRNA Ekspresyonları 

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinin düşük glutaminli ortamda 

GLUD1 mRNA ekspresyonlarına qPCR yöntemiyle bakıldı (Şekil 18).  

GLUD1 geni, glutamatın α-ketoglutarat ve amonyağa oksidatif deaminasyonunu katalize 

eden bir mitokondriyal matris enzimi olan glutamat dehidrojenazı kodlar. HL-60 

hücrelerinde GLUD1 ekspresyonunda düşük glutaminde azalış olmasına rağmen 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (nsp ≥ 0.05). HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-
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3 hücrelerinde ise HL-60’a zıt bir şekilde, düşük glutaminde artış bulundu. GLUD1 

ekspresyon artışı HL-60 shTET2-1 için istatiksel olarak anlamlı bulunurken (**p <0.01), 

HL-60 shTET2-3 hücrelerinde anlamlı bulunmadı (nsp ≥ 0.05). 
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Şekil 18. Düşük glutaminli besiyerinde GLUD1 mRNA ekspresyonlarının analizi. Hücreler 

20000 hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD olarak sunuldu, **p <0.01, 
nsp ≥ 0.05. 

 

 

4.4.4. SLC38A1 ve SLC38A2 mRNA Ekspresyonları 

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinin düşük glutaminli ortamda 

SLC38A1 ve SLC38A2 mRNA ekspresyonlarına qPCR yöntemiyle bakıldı (Şekil 19 ve 

20). Tablo 14’te normal ve düşük glutaminli besiyerinde SLC38A1 ekspresyonunun 

ortalama ct değeri verilmiştir. 

Nötr amino asit taşıyıcıları SLC38A1 ve SLC38A2 kanser hücre hatlarında glutamin 

alımını sağlayarak glutaminolize aracılık ederler. HL-60 hücrelerinde SLC38A1 

ekspresyonunun düşük glutaminde azaldığı bulundu. HL-60 shTET2-1 hücrelerinde ise 

normal glutaminli ortamda SLC38A1 ekspresyon seviyesinin kontrole kıyasla oldukça 

azaldığı, düşük glutaminli ortamda ise ekspresyonun yok denecek kadar az olduğu 



45 
 

bulundu. HL-60 shTET2-3 hücrelerinde ise her iki besiyerinde ekspresyon tespit 

edilmedi. Her üç hücre hattı için de ekspresyon seviyesindeki değişiklikler istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı (nsp ≥ 0.05). 
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Şekil 19. Düşük glutaminli besiyerinde SLC38A1 mRNA ekspresyonlarının analizi. Hücreler 
20000 hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD olarak sunuldu, nsp ≥ 0.05. 

 

Tablo 14. Normal ve düşük glutaminli besiyerinde SLC38A1 ekspresyonunun ortalama ct 
değerleri. 

Hücre Hatları 2mM Glutamin 50µM Glutamin 

HL-60 SLC38A1 mRNA ortalama ct değeri  26,28 27,39 

HL-60 shTET2-1 SLC38A1 mRNA 

ortalama ct değeri 

28,28 33,4 

HL-60 shTET2-3 SLC38A1 mRNA 

ortalama ct değeri 

35,27 34,53 

 

 

Her üç hücre hattında düşük glutaminde SLC38A2 ekspresyon seviyesinin azaldığı tespit 

edildi. Kontrol HL-60 hücrelerinin hem normal hem de düşük glutaminli ortamda 
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SLC38A2 ekspresyon seviyelerinin TET2 geni baskılanmış hücrelerden daha yüksek 

olduğu bulundu. HL-60 shTET2-3 hücrelerinde düşük glutaminde ekspresyon 

seviyesindeki azalış, HL-60 shTET2-1 hücresine kıyasla daha fazla ve istatiksel olarak 

anlamlı bulundu (**p <0.01). HL-60 ve HL-60 shTET2-1 hücrelerindeki azalış istatiksel 

olarak anlamlı bulunmadı (nsp ≥ 0.05). 
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Şekil 20. Düşük glutaminli besiyerinde SLC38A2 mRNA ekspresyonlarının analizi. Hücreler 

20000 hücre/ml şeklinde 72 saat inkübe edildi. Veriler ortalama ±SD olarak sunuldu, **p <0.01, 
nsp ≥ 0.05. 

 

 

4.5. TET2 Geni Baskılanmış HL-60 Hücrelerinde GLUL Protein Sentezi 

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinin GLUL protein sentezine 

normal ve düşük glutaminli ortamda western blot yöntemiyle bakıldı (Şekil 21). 

Housekeeping protein olarak Beta-Aktin kullanıldı. 

Kontrol ve TET2 geni baskılanmış her iki HL-60 hücrelerinde GLUL protein seviyesi, 

mRNA ekspresyonuna benzer şekilde düşük glutaminli ortamda artış gösterdi. HL-60 

shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerdeki GLUL seviyesinin kontrol HL-60’a kıyasla 

nispeten daha fazla olduğu görüldü.  
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Şekil 21. HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinde normal ve düşük 

glutaminli ortamda GLUL proteininin immünoblotlanması. Housekeeping protein olarak Beta-

Aktin kullanıldı. 

 

 

4.6. TET2 Geni Baskılanmış HL-60 Hücrelerinde AMPKα ve P- AMPKα 

Protein Sentezi 

HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinin AMPKα ve P-AMPKα 

protein sentezine normal ve düşük glutaminli ortamda western blot yöntemiyle bakıldı 

(Şekil 22 ve 23). AMPKα ve P-AMPKα’nın aktivasyon artışını doğrulamak için 

oligomisin kompleksi (Cayman) HL-60 hücrelerine normal ve düşük glutaminli ortamda 

3 gün boyunca 1:1000 oranında uygulandı. Housekeeping protein olarak Beta-Aktin 

kullanıldı.  

Hücrelerdeki AMPK aktivitesinin kontrolü için bakılan AMPKα protein seviyesi hem 

düşük hem de normal glutamin içeren ortamda tüm hücre hatlarında neredeyse aynı 

bulundu (Şekil 22).  
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Şekil 22. HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinde normal ve düşük 

glutaminli ortamda AMPKα proteininin immünoblotlanması. AMPKα aktivitesinin pozitif 
kontrolü için kontrol HL-60 hücrelerine 3 gün boyunca oligomisin uygulandı. Housekeeping 

protein olarak Beta-Aktin kullanıldı. 

 

HL-60 hücre hattında, P-AMPKα protein sentezinin pozitif kontrolü için hücrelere 

normal ve düşük glutamin ortamında oligomisin uygulandı. Oligomisin uygulamasının 

kontrol HL-60’a kıyasla normal ve düşük glutamin ortamında P-AMPKα protein 

sentezini arttırdığı bulundu.  

P-AMPKα protein seviyesi, her üç hücre hattında da düşük glutaminde artış gösterdi. 

TET2 ekspresyonu baskılanmış her iki HL-60 hücre hattında P-AMPKα protein seviyesi, 

HL-60 hücre hattına kıyasla normal ve düşük glutaminli ortamda arttığı bulundu (Şekil 

23). 

 

 

Şekil 23. HL-60, HL-60 shTET2-1 ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinde normal ve düşük 

glutaminli ortamda P-AMPKα proteininin immünoblotlanması. P-AMPKα aktivitesinin pozitif 

kontrolü için kontrol HL-60 hücrelerine 3 gün boyunca oligomisin uygulandı. Housekeeping 
protein olarak Beta-Aktin kullanıldı. 



49 
 

5. TARTIŞMA 

Küresel olarak ikinci önde gelen ölüm nedeni olan kanser, anormal hücrelerin kontrolsüz 

çoğalması ve bağışıklık sisteminin anormal bir şekilde tanınması ile karakterizedir (14). 

Tümör hücrelerinde en iyi karakterize edilen metabolik fenotip, normal oksijen 

konsantrasyonları altında bile oksidatif fosforilasyon yerine glikoliz yoluyla ATP 

üretildiği Warburg etkisidir (40).  Kanser hücreleri, değişen metabolizmaları gereği artan 

enerji ihtiyacını karşılamak ve hızlı çoğalmak için daha fazla besine ihtiyaç duyarlar. 

Glikoz ve glutamin, plazmada en bol bulunan besinlerden ikisidir ve memeli hücrelerinde 

çoğu karbon ve nitrojen metabolizmasından sorumludurlar (107). Glutamin, glutaminaz 

enzimi aracılığıyla glutamata dönüştürülür ve glutamat, trikarboksilik asit döngüsünde 

bir ara metabolit olan α-ketoglutarat üretir. Hem in vivo hem de in vitro olarak yapılan 

çalışmalar, kanser hücresi ortamındaki glutamin miktarının kısıtlı olduğunu öne 

sürmüştür. Bu nedenle, kanser hücrelerinin hayatta kalmak ve çoğalmak için 

metabolizmalarını çevreye uyarladıkları bilinmektedir (40,56,107). Glutamin 

gereksinimleri, glutamin oksotroflarından, eksojen bir glutamin kaynağının yokluğunda 

hayatta kalabilen ve çoğalabilenlere kadar farklı kanser hücre hatları arasında çok 

heterojendir (6).  

Normal hücrelere kıyasla neoplastik hücrelerin daha çok glutamin tüketmesi ve in vitro 

kültürde kanser hücrelerinin optimal büyüme ortamına glutamin takviyesi gerekliliği, 

glutaminin kanser hücresi proliferasyonu için ana enerji kaynağı olduğunu 

göstermektedir. Kanser hücrelerinin glutamin tüketiminin normal hücrelere kıyasla 5 ila 

10 kat daha yüksektir (5). AML dahil olmak üzere birçok kanser hücre çeşidi yüksek 

oranda glutamine bağımlıdır (108). 2014 yılında 4 farklı AML hücre hattında yapılan bir 

çalışmada, en çok HL-60 hücre hattının glutamine bağımlı olduğu, HL-60 hücrelerinin 

büyümesinin glutamin yoksunluğu ve trikarboksilik asit döngü ara maddesi oksaloasetik 

asit tarafından kurtarılan glutaminolizin inhibisyonu ile baskılandığı bulunmuştur (109). 

Kanser hücrelerindeki glutamin bağımlılığının tümör mikroçevresindeki glikoz 

miktarından bağımsızdır. P483B Burkitt lenfoma hücre hattında, glutaminden yoksun 

koşullarda değiştirilen ara TCA döngüsü metabolitlerinin miktarının glikoz miktarına 

bağlı olmadığı göstermiştir (110).  K562, HL-60 ve NB-4 lösemi hücre hatlarında yapılan 

bir başka çalışmada ise hücrelerin proliferasyon için tümör mikroçevresindeki glikoz 

miktarından bağımsız olarak glutamine bağımlı gösterilmiştir (56). Glutamin açlığına ek 

olarak, glutaminaz inhibitörü CB-839 kullanımıyla glutamin metabolizmasının bloke 
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edilmesinin, birden fazla AML tipinde antioksidan glutatyon üretimini önemli ölçüde 

azalttığı, bunun da mitokondriyal ROS birikimine ve apoptotik hücre ölümüne yol açtığı 

bulunmuştur (108). 

TET2 geni, 5-metilsitozini 5-hidroksimetilsitozine oksitleyerek DNA'nın epigenetik 

durumunu değiştiren TET ailesi enzimlerinin bir üyesini kodlar. TET2'nin somatik 

fonksiyon kaybı mutasyonları, miyelodisplastik sendromlar, miyeloproliferatif 

neoplazmalar ve kronik miyelomonositik lösemi dahil olmak üzere çeşitli miyeloid 

maligniteleri olan hastalarda sıklıkla görülür (60). TET2 mutasyonları, DNA 

hipermetilasyonu, artmış MDS ilerlemesi riski ve AML'de kötü prognoz ile ilişkilidir 

(99). 

Birkaç çalışma, farelerde TET2 fonksiyon kaybını modellemiştir ve shRNA tabanlı 

yaklaşımların kullanıldığı in vitro çalışmalar, TET2'nin miyeloid farklılaşmasını ve 

kök/progenitör hücre proliferasyonunu düzenlemede bir rolü olduğunu göstermiştir 

(111). Hematopoietik kök ve progenitör hücrelerde (HSPC'ler) TET2 delesyonu, 5hmC 

kaybına, DNA hipermetilasyonuna ve kendini yenileyen progenitörlerde bir miyeloid soy 

genişlemesi dahil olmak üzere hematopoezde ilerleyici kusurlara neden olmaktadır. TET2 

eksikliği olan farelerin önemli bir kısmı, dolaşımda artan beyaz kan hücreleri (WBC'ler), 

monositoz ve splenomegali ile karakterize edilen CMML benzeri bir hastalık 

geliştirmiştir (99).  

Çalışmamızda, HL-60 hücre hattının glutamin bağımlılığı kanıtlayan yukarıdaki 

verilerden yola çıkarak, HL-60 lösemi hücre hattında TET2 geni ve glutamin 

metabolizması arasındaki ilişkinin incelenmesi amaçlanmıştır. Düşük (50 µM) glutamin 

içeren ortamda çoğaltılan HL-60 hücrelerinin TET2 mRNA ekspresyonunu yaklaşık 

olarak 2 kat arttırdığı bulunmuştur (Şekil 11). Bu nedenle, HL-60 hücrelerinde TET2 

ekspresyonu shRNA aracılığıyla baskılanmış (Şekil 12) ve hücre proliferasyonunu 

kontrol etmek amacıyla hücreler normal (2 mM) ve düşük (50 µM) glutamin içeren 

besiyerlerinde çoğaltılmıştır. 

Hücre sayım sonuçlarına göre, her üç hücre hattında düşük glutamin içeren ortamda hücre 

çoğalmasının azaldığını bulunmuştur. HL-60 shTET2-1 hücrelerindeki hücre çoğalması 

hem normal hem de düşük glutamin içeren ortamda kontrol HL-60 hücrelerine kıyasla 

daha az bulunmuştur. Buna karşılık, HL-60 shTET2-3 hücrelerindeki hücre çoğalması 

her iki besiyerinde de kontrol HL-60 hücrelerinden daha fazla bulunmuştur (Şekil 13). 
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TET2 ekspresyonu baskılanmış bu iki HL-60 hücre hattındaki farklılığın nedeninin TET2 

ekspresyonunun baskılanma oranından kaynaklandığı düşünülmüştür. HL-60 shTET2-1 

hücre hattında TET2 ekspresyonun baskılanma oranı %56 iken, HL-60 shTET2-3 

hücrelerinde bu oran %43 bulunmuştur (Şekil 12). Düşük glutamin ortamında azalan 

hücre sayım sonuçlarımıza benzer bir sonuç daha önce çeşitli AML hücre hatlarında 

yapılan bir çalışmada bulunmuştur. K562, HL-60 ve NB-4 hücre hatları düşük glutamin 

ortamında daha az çoğalmış ve proliferasyon için glutamine bağımlı oldukları 

bulunmuştur (56). 

Düşük glutamin içeren ortamdaki hücrelerin canlılıkları Cell TiterGlo Assay yöntemi ile 

ölçülmüş ve TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinin canlılık oranı kontrol 

HL-60’a kıyasla daha fazla olduğu bulunmuştur. Cell TiterGlo Assay sonucunda 

hücrelerin canlılık değerleri HL-60 hücrelerinde %100’den %52,79’a, HL-60 shTET2-1 

hücrelerinde %69,81’e ve HL-60 shTET2-3 hücrelerinde %70,53’e düştüğü tespit 

edilmiştir (Şekil 14). Sonuçlar, HL-60 hücre hattında TET2 ekspresyonun 

baskılanmasının glutamin eksikliğine karşı direnç kazandırdığı düşündürmüştür. 

AML hücre hattı K562’de yapılan bir çalışmada, TET2 ekspresyonu shRNA aracılığıyla 

%50 oranında baskılanmış ve TET2 baskılanmasının hücre proliferasyonunu önemli 

ölçüde değiştirmediği ancak TET2 baskılanmış K562 hücrelerinin CAPE tedavisine daha 

dirençli olduğu bulunmuştur (90).  

Bildiğimiz kadarıyla literatürde henüz AML hücrelerinde TET2 ekspresyonu ile glutamin 

metabolizması arasındaki ilişkiyi araştıran bir çalışma bulunmamaktadır. Bununla birlikte 

TET2 ekspresyonun özellikle karsinogenezdeki rolüne dair çalışmalar farklı kanser 

türlerinde çalışılmıştır. 

Bir çalışmada, SUM149 üçlü negatif meme kanseri hücreleri glutamin içermeyen 

ortamda kültüre edilmesiyle metabolik olarak uyumlu (MA) SUM149-MA hücreleri elde 

edilmiştir. TET2 gen delesyonları ve düşük TET2 ekspresyonu gösteren SUM149-MA 

hücrelerinde, TET2 protein seviyesi SUM149 hücrelerinden %90 daha düşük 

bulunmuştur. MA hücrelerindeki düşük TET2 protein seviyesi nedeninin düşük gen 

dozajından veya EMT programlarının bir parçası olarak artan ZEB1 ekspresyonunun 

TET2 anlatımının baskılanmasından kaynaklandığı düşünülmüştür (112).  

2018 yılında yapılan bir çalışmada, normoksik (%20 O2) koşullarda, düşük glikoz (5 mM) 

veya glutamin (0.5 mM) ile kültürlenmiş HepG2 insan hepatoma hücre hattında TET2 ve 
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TET3 mRNA seviyelerini arttığı; hipoksik (%1 O2) koşullarda ise TET genlerinin mRNA 

seviyesinin, düşük glutamine kıyasla düşük glikozda daha çok azaldığı bulunmuştur. 

Bununla birlikte, değişen ortam koşullarının hücre canlılığını olumsuz etkilememiştir. 

Ayrıca, hipokside azalan TET ekspresyonunun, DNA hidroksimetilasyonunun 

azalmasına ve DNA metilasyonunun artmasına neden olduğu bulunmuştur. Yine aynı 

çalışmada, hepatoselüler karsinomda (HCC), tümör olmayan numunelere kıyasla tümör 

olanlarda azaltılmış TET2 transkriptleri bulunmuştur. Bununla birlikte, tümör 

numunelerinde TET1 ve TET3 ekspresyon seviyelerini arttığı, nedeninin ise HCC'de 

azalan TET2 seviyesinin telafisi amaçlı olduğu düşünülmüştür (113). 

Çalışmamızda TET2 geni baskılanmış HL-60 hücrelerinde glutamin metabolizmasında 

rol oynayan GLUL, GLS1, GLS2, GLUD1, SLC38A1 ve SLC38A2 genlerinin düşük 

glutamin içeren ortamdaki mRNA ekspresyon seviyeleri kantitatif Real-Time PCR ile 

analiz edilmiştir. 

Yüksek GLUL ekspresyonu, glioblastoma, over kanseri ve hepatoselüler karsinomda 

kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir (56,57,114). Bazal tip meme kanseri hücrelerinin 

GLUL ekspresyonunun düşük olduğu ve luminal tip meme kanseri hücrelerine göre 

glutamine daha fazla bağımlı oldukları bildirilmiştir. Ayrıca, GLUL ekspresyonunun 

bazal tip hücrelerde cMYC tarafından düzenlendiği gösterilmiştir, bu da glutamin 

bağımlılığının dokuya özgü olabileceğini düşündürmektedir (56,115). Başka bir 

çalışmada, L-asparaginazın bazı AML hücre hatlarında mTORC1'i inhibe ederek GS 

ekspresyonunu arttırdığı ve bu hücrelerde GS'nin azaltılmış ilaca bağlı apoptozu inhibe 

ettiği bulunmuş ve GS ekspresyonunun AML'de ilaç tepkisi için önemli olabileceğini 

düşünülmüştür (56). 

Düşük glutaminli ortamda K562, HL-60 ve NB-4 lösemi hücre hatlarında GS protein 

ekspresyonunun arttığı, ancak mRNA seviyelerinin önemli ölçüde değişmediği 

gösterilmiştir. Ek olarak, HL-60 hücre hattında GLUL geni CRISPR/Cas9 aracılığıyla 

susturulmuş ve GS susturulan hücrelerin düşük glikoz/düşük glutamin ortamında ve 

düşük glutamin ortamında hücre çoğalmasının azaldığı tespit edilmiştir (56). 

Sonuçlarımız, literatürle uyumlu şekilde, düşük glutamin ortamının hem TET2 

ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinde hem de kontrol hücrelerinde GLUL mRNA 

ekspresyonunda artışa neden olduğunu göstermektedir (Şekil 15). Bununla birlikte, HL-

60 shTET2-1 hücrelerinde düşük glutamindeki GLUL ekspresyon artışı kontrol HL-60 
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hücrelerinden fazlayken, HL-60 shTET2-3 hücrelerindeki artış kontrol HL-60 

hücrelerinden daha az bulunmuştur. Bunun nedeninin yine TET2 ekspresyonu bastırılma 

oranından kaynaklandığı düşünülmektedir. Western sonuçlarımız, qPCR sonuçlarını 

doğrulayan bir şekilde düşük glutaminli ortamda GLUL protein seviyesinin tüm 

hücrelerde arttığını göstermektedir (Şekil 21).  

AML hastalarında, GLS izoformlarının ve GLUD1 ekspresyonun arttığı bilinmektedir 

(15,16,116). Yüksek GLS ve GLUD1 ekspresyonu gösteren AML hücre hatlarında, 

glutamin kısıtlaması veya glutaminaz inhibisyonu yoluyla hücre büyümesinin 

baskılandığı, iki AML hücre hattında (Kasumi-1, HL-60) ve bir ALL hücre hattında (Raji) 

apoptozun indüklendiği bulunmuştur. Bu bulgular, spesifik AML alt tiplerinin, TCA 

döngüsünde enerji kaynağı olarak glutamini kullanabilmek için gerekli olan genleri 

yüksek düzeyde eksprese ettiğini göstermektedir (117). 

GLS1 ve GLS2, tümör gelişiminde karşıt rollere sahiptir. GLS1 genellikle kanserlerde 

yukarı doğru düzenlenirken, GLS2'nin ifadesi genellikle kanserlerde bastırılır (17). 

GLS1, tümör malignitesi ile pozitif olarak ilişkilidir ve c-Myc onkoproteini tarafından 

tarafından düzenlenirken, GLS2 tümör baskılayıcı özelliklere sahip olma eğilimindedir 

ve p53 proteini tarafından düzenlenir (118,119). Bir çalışmada, p53’ün indirgenmiş 

glutatyon üretimini artıran GLS2 ekspresyonunu arttırarak ROS üretimini baskıladığı ve 

eksojen GLS2 ekspresyonunun, p53'ün tümör baskılayıcı aktivitesi ile tutarlı olarak in 

vivo tümör büyümesini inhibe ettiği gösterilmiştir (70).  Promotör hipermetilasyonu 

yoluyla GLS2’nin epigenetik susturulmasının insan karaciğer ve kolon kanserlerinde 

yaygın olduğu ve GLS2’nin aşırı ekspresyonunun karaciğer ve kolon kanser hücrelerinin 

çoğalmasını ve koloni oluşumunu baskıladığı bulunmuştur (120). Ek olarak, glutaminaz 

enzimlerinin ekspresyonu ve aktivasyonu çeşitli faktörlerle düzenlenir. GLS1, yüksek 

fosfat seviyeleri ile aktive edilir ve son ürün glutamat tarafından inhibe edilirken, GLS2 

düşük fosfat seviyeleri ile aktive edilir ve glutamat tarafından inhibe edilmez (70). 

MYC onkogeni, glutamin taşıyıcılarının ve glutaminazın ekspresyonunu 

düzenlemektedir. MYC kaynaklı karaciğer tümörlerinde, glutamin sentezinin (GLUL) 

azalırken glutamin taşınmasının (SLC1A5) ve katabolizmasının (GLS1) arttığı 

bulunmuştur. Karaciğer tümörlerinin aksine, MYC kaynaklı akciğer tümörlerinde hem 

GLUL hem de GLS1 artan ekspresyonunu göstermiştir. Bununla birlikte, glutamin 

katabolizması için GLS2 yerine GLS1’in tercih edildiği ve GLS1 inhibisyonunun, 

MYC'yi aşırı eksprese eden hücrelerde apoptozu indüklediği görülmüştür (120,121). 
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Ayrıca, glutamin metabolizmasını bloke etmek için kullanılan GLS1 inhibitörü CB-

839’nın üçlü negatif meme kanseri, akciğer adenokarsinomu, kondrosarkom, lenfomalar, 

özofagus skuamöz hücreli karsinomu ve hepatoselüler karsinoma karşı antikanser 

aktivitesine sahip olduğunu göstermiştir (116). 

Akciğer kanseri H1299 ve meme kanseri MDA-MB231 hücrelerinde GLUD1’in shRNA 

aracılığıyla baskılanması sonucu glutaminoliz, hücre proliferasyonu, tümör büyümesi, 

lipidlerin ve glutaminden türetilen RNA'nın biyosentezinde azalma olduğu bulunmuştur. 

Ayrıca, hücrelerde mitokondriyal ROS seviyesi, hücre içi H2O2 seviyesi, glikoz alımı ve 

laktat üretiminin artarken; hücre içi ATP seviyesi değişmemiştir. Hücreler glikolitik 

inhibitör 2-deoksiglikoz (2-DG) veya glikoz açlığı uygulandığında hücre içi ATP seviyesi 

önemli ölçüde azalmış ancak oksidatif fosforilasyon inhibitörü oligomisin ile tedavi 

edildiğinde ATP seviyesinde değişim olmamıştır. Tüm bu sonuçlar, GLUD1’in 

susturulması sonucu azalmış glutaminolizin, hücreleri biyoenerji için glikolize bağımlı 

hale getirdiğini göstermektedir (122). 

Çalışmamızda, GLS1 ve GLS2 ekspresyonunun hem kontrol hem de TET2 baskılanmış 

HL-60 hücrelerinde düşük glutaminli ortamda arttığı bulunmuştur (Şekil 16 ve 17). 

Bununla birlikte, düşük glutaminli ortamdaki GLS2 mRNA ekspresyonu TET2 

baskılanmış hücre hatlarında kontrole kıyasla daha az tespit edilirken; GLS1 için farklı 

ekspresyon seviyeleri gösteren TET2 baskılanmış hücre hatları nedeniyle anlamlı bir 

sonuç bulunamamıştır. TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinde düşük 

glutaminli ortamda GLS1 ekspresyonun GLS2’ye kıyasla daha fazla olması, glutaminin 

glutamata dönüşümünden GLS1’in sorumlu olduğunu düşündürmüştür.   

GLUD1 mRNA ekspresyonu ise düşük glutaminde kontrol HL-60 hücrelerinde azalırken 

TET2 baskılanmış hücrelerde artmıştır (Şekil 18). Ayrıca, normal glutaminde TET2 

baskılanmış hücreler, kontrole kıyasla daha az TET2 eksprese etmiştir.  

SLC38A1 ve SLC38A2 aktivitesi, kanser hücre hatlarında net glutamin alımına ve 

glutaminolize aracılık etmeden sorumludur (123). SLC38A1'in susturulması, çeşitli katı 

tümör hücrelerinin çoğalmasını ve/veya göç etme potansiyelini önemli ölçüde azaltmıştır. 

Artan SLC38A1 ekspresyonu, insan osteosarkoma, kolanjiyokarsinom, mide kanseri, 

kolon kanseri ve AML’de kötü prognoz ile ilişkilidir (124). SLC38A1 ekspresyon 

seviyesi AML alt tipine göre değişmektedir. SLC38A1, AML hastalarının M0 alt tipinde 

en yüksek, M3 alt tipinde en düşük ekspresyon değerine sahiptir(7). FLT3 -
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ITD + AML'de tirozin kinaz inhibitörü gilteritinib kullanımı SLC38A1 ekspresyonunu 

azaltarak, glutamin alımını ve kullanımını inhibe etmiş, azalmış glutaminoliz ve redoks 

homeostazının bozulması hücresel yaşlanmaya neden olmuştur (125). 

SLC38A2, hücreler amino asit açısından zengin ortamlarda büyütüldüğünde aktivitesi zar 

zor saptanabilen, oldukça indüklenebilir bir taşıyıcıdır. Ancak, hücrelerin amino asitsiz 

bir ortamda birkaç saat inkübe edilmesiyle yüzey ekspresyonu artabilir ve hücre içi 

depolardan yer değiştirmeyi ve de novo sentezi artırır (126). Üçlü negatif meme kanseri 

hücre hatlarında aşırı eksprese edilen SLC38A2’nın susturulması hücrelerde glutamin 

tüketimini azalttı, hücre büyümesini inhibe etti, otofajiyi indükledi ve ROS seviyelerini 

artırırdı (127). Ayrıca SLC38A2 ekspresyonu, hipoksi ve östrojen reseptörü alfa (ERα) 

tarafından indüklenir ve meme kanserinde anti-endokrin tedaviye dirence katkıda bulunur 

(128). 

Çalışmamızda, TET2 baskılanmış HL-60 hücrelerinin düşük glutamin ortamında 

neredeyse hiç SLC38A1 eksprese etmediği ve SLC38A2 ekspresyonunun ise azaldığı 

bulunmuştur (Şekil 19 ve Şekil 20).  Bununla birlikte, qRT-PCR sonuçları HL-60 

hücrelerinde SLC38A2 ekspresyonunun SLC38A1’den fazla olduğunu göstermiştir. Bu 

nedenle hem kontrol hem de TET2 baskılanmış HL-60 hücrelerinde glutamin taşıyıcısı 

olarak SLC38A1 yerine SLC38A2’nin görev aldığı düşünülmüştür.  

AMPK, hücrelerin merkezi enerji sensörüdür ve yüksek AMP/ATP veya ADP/ATP 

oranları AMPK'nın α-alt biriminin Thr-172'sinde fosforilasyonu yoluyla AMPK'yı aktive 

ederek enerji homeostazı korur (129). AMPK düzensizliği diyabet, obezite, iltihaplanma 

ve kanser gibi çeşitli hastalıklarına neden olur (130). 

AMPK'nın, TET2'yi fosforile ederek DNA metilasyonu üzerinde etki ettiğini ve 

miyogenezde önemli bir rol oynadığını gösterilmiştir (131). Yakın tarihli bir çalışmada, 

AMPK’nın TET2’yi serin99’dan fosforillediği gösterilmiştir. Bununla birlikte, 

AMPK’nın hiperglisemi aracılı inaktivasyonun TET2'nin AMPK aracılı fosforilasyonun 

engellenmesine ve kalpain aracılı proteolize duyarlılığının artmasına neden olduğu 

bulunmuştur. TET2 destabilizasyonu, hem 5-hmC seviyelerinin hem de TET2'nin in vitro 

ve in vivo tümör baskılayıcı fonksiyonunun düzensizleşmesine neden olarak diyabet 

hastalarını kansere yatkın hale getirmiştir. Ayrıca, anti-diyabetik ilaç metformin ile 

tedavinin, TET2'nin AMPK aracılı fosforilasyonunu koruyarak 5hmC seviyelerini 

arttırdığı ve tümör büyümesini baskıladığı gözlemlenmiştir (132).  
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İnsan AML U937 hücrelerinde, malign ilerlemeye neden olan hidrokinon (HQ) 

maruziyetinin AMPK aktivitesini arttırarak hem U937 hem de U937/HQ hücrelerinde 

artan TET2 ve FOXP3 ekspresyonuna yol açtığı bulunmuştur. Bununla birlikte, bileşik C 

tarafından baskılanan AMPK aktivitesi, TET2 ve FOXP3 ekspresyonunun azaltarak 

U937 ve U937/HQ hücrelerinin ölümüne yol açmıştır. Bu sonuçlar, AMPK'nın AML 

hücrelerinin hayatta kalmasını modüle etmede TET2-FOXP3 ekseni ile bağlantı 

olduğunu ve AMPK-TET2-FOXP3 ekseninin baskılanmasının, AML'nin ilerlemesini ve 

AML hücrelerinin HQ kaynaklı malign dönüşümünü baskıladığını öne sürmektedir (47).  

Endometriyal karsinomda, AMPK gen ekspresyonunun siRNA ile susturulmasının TET2 

ekspresyonunu ve 5hmC seviyesini önemli ölçüde azalttığını ve metformin tedavisinin 

AMPK'yi aktive ederek TET2 ekspresyonunu düzenlediği bulunmuştur. Ayrıca siRNA 

aracılı TET2 yıkımı, kanser hücrelerinin çoğalmasını arttırmıştır (133). Buna karşılık 

kolorektal kanserde, AMPK ve TET2'nin ekspresyon seviyeleri arasında anlamlı bir 

korelasyon olmasına rağmen, çelişkili prognozlarla ilişkili olduğunu 

gösterilmiştir. Kanser ilerledikçe metilasyona yanıt olarak TET2'nin arttığı ve tümör 

hücrelerinin metabolik ihtiyaçlarına göre tümör hücresi göçü ve istilası sırasında 

AMPK'nın rolünün arttığı düşünülmüştür (11). 

Çalışmamızda, düşük glutaminli ortamda TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 

hücrelerinde kontrole kıyasla P-AMPKα (Şekil 23) seviyesinin daha da arttığı 

görülmüştür. Literatürde, TET2 ekspresyonunun glikoza bağımlı AMPK aktivitesi 

tarafından düzenlediği gösterilmiştir. Bulduğumuz sonuç, literatüre ek olarak, TET2 

ekspresyonunun AMPK aracılı düzenlenebileceği ve AMPK aktivitesi için düşük 

glutamin gerektiğini düşündürmüştür.  

Sonuç olarak, çalışmasının sonucunda hem kontrol hem de TET2 baskılanmış HL-60 

hücre hatlarında glutaminin az olduğu ortamda hücre canlılıklarının ve 

proliferasyonlarının azaldığı belirlenmiştir. Bununla birlikte, düşük glutaminde hücre 

canlılığı kontrol HL-60’a kıyasla TET2 baskılanmış hücrelerde daha yüksek 

bulunmuştur. Ayrıca, TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinde glutaminin az 

olduğu ortamda GLUL, GLS1, GLS2 ve GLUD1 ekspresyon seviyesinin arttığı, 

SLC38A1 ve SLC38A2 ekspresyon seviyelerinin ise düştüğü ve AMPKα protein seviyesi 

pek değişmezken P- AMPKα protein seviyesinin arttığı bulunmuştur.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Çalışmamızın sonucunda,  

1. Düşük glutaminli ortamda HL-60 lösemi hücrelerinde TET2 ekspresyonunun arttığını 

gördük. Bu nedenle HL-60 hücre hattı iki farklı shRNA ile TET2 ekspresyonu 

baskılanmıştır. Ancak qRT-PCR sonuçlarımız shRNA ile ekspresyonun en fazla 

yaklaşık %50’sinin baskılandığını göstermiştir. Ayrıca TET2 ekspresyonu 

azaldığında düşük glutaminli ortamda hücre canlılığının arttığını belirledik. Daha 

etkin sonuç almak adına TET2 ekspresyonu Crispr/Cas9 gen düzenlenme yöntemi ile 

tamamen susturulabilir. 

2. TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 hücrelerinde düşük glutaminli ortamda 

GLUL, GLS1, GLS2 ve GLUD1 ekspresyonları arttığını belirledik. Bu genlerin 

ekspresyonlarının protein seviyesinde de immunoblotlama ile kontrol edilebilir. 

3. Düşük glutaminli ortamda TET2 baskılanmış hücrelerde glutamin taşıyıcılarından 

SLC38A1’in neredeyse hiç eksprese edilmediği, SLC38A2’nin ekspresyonunun ise 

azaldığı tespit edilmiştir. Ayrıca, kontrol HL-60 hücrelerinde SLC38A2 

ekspresyonunun SLC38A1’den fazla olduğu bulunmuştur. Bu sonuçlar, TET2 

baskılanmış HL-60 hücrelerinde glutamin taşıyıcı olarak SLC38A2’nin tercih edildiği 

ya da hücrelerin glutamini dışarıdan alma yerine de novo sentezlemeyi tercih ettiğini 

düşündürmüştür. İleride yapılacak çalışmalarda, bu çalışmada ekspresyonu 

bakılmayan SLC1A5, SLC7A5 gibi diğer glutamin taşıyıcılarının ekspresyon ve 

protein seviyeleri incelenmelidir. 

4. Düşük glutaminli ortamda GLUL protein ekspresyonunun her hücrede arttığını 

gördük. GLUL ve TET2 ilişkisinin daha iyi değerlendirilmesi için Crispr/Cas9 gen 

düzenlenme yöntemiyle GLUL susturulmuş hücrelerde TET2 ekspresyon seviyeleri 

kontrol edilebilir. 

5. Düşük glutaminli ortamda TET2 baskılanmış hücrelerde P-AMPKα seviyesinin daha 

da arttığı tespit edilmiştir. Bu durum TET2 baskılanmış hücrelerde enerji ihtiyacının 

arttığını düşündürdü. İleride yapılacak çalışmalarda, TET2 ve AMPK ilişkisinin daha 

fazla incelenmesi için düşük glutamin ortamında AMPK’nın TET2’yi nereden 

fosforillediğine bakılmalıdır. Ayrıca, TET2 ekspresyonu baskılanmış HL-60 

hücrelerinde normal ve düşük glutaminde 5-hmC seviyeleri ölçülmeli, ek olarak bu 
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hücrelerin yüksek glutamin ortamındaki AMPK seviyesine ve 5-hmC seviyelerine 

bakılmalıdır.  
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