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Meme Kanseri ve Hepatoselliiler Karsinom Hiicre Dizilerinde
Serum Starvasyonu ve Hipoksik Ortam Kosullarinin Metabolik
Yolak Protein Ekspresyonlarina Etkisinin Incelenmesi

Evaluation of the Effects of Serum Starvation and Hypoxic Conditions on Metabolic Pathway
Protein Expressions in Breast and Hepatocellular Cancers

©® Giircan Giinaydin, ® Mustafa Emre Gedik

Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye

Amag: Adenozin monofosfat (AMP) aktive edici protein kinaz (AMPK), hiicrenin gesitli metabolik stres durumlarinda aktive olarak hiicredeki enerji
homeostazini saglayan nemli bir serin/treonin protein kinazdir. Besin azligi ve hipoksi gibi stres kosullarinda organizmadaki enerji miktarinin dustik
oldugu veya enerji tiiketiminin yiiksek oldugu durumlarda hiicresel AMP miktari artmakta ve AMPK aktivasyonu ile birlikte yag asidi oksidasyonu ve
glikolizis gibi katabolik reaksiyonlar indiiklenmektedir. Kanser hiicrelerinin tiimor mikro ¢evresinde en ¢cok maruz kaldigi durumlarin oksijen ve besin
yetersizligi oldugu raporlanmistir. Bu calismada, kanser hiicrelerinin cesitli stres kosullarinda AMPK reglilasyonu sayesinde bu stres kosullarina karsi
gelistirdigi epitelyal-mezenkimal-doniisiim epitelial mezenkimal gecis ve metastaz gibi adaptasyon mekanizmalari ile sagkalim avantaji saglamasinin
arastiriimasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Meme kanseri (SKBR-3, MDA-MB-453) ve hepatoselliiler karsinom (HepG2, Huh-7) hiicre hatlarinin serum starvasyon kosulunda
p-AMPK, total AMPK; hipoksik ortam kosullarinda HIF-1a, E-kadherin, p-AMPK ve total AMPK ekspresyonlari Western-blot yontemi ile tespit
edilmistir. Stres kosullarinin kanser hiicrelerinde metabolik yolak ve invazyonla iliskili protein regiilasyonlarina etkisi incelenmistir. Bu sayede, in vivo
tlimor mikrogevresi stres kosullarinin similasyonu araciligiyla bu stres faktorlerinin in vitro deneysel kosullardaki etkileri arastiriimistir.

Bulgular: Calismadan elde edilen bulgular, starvasyon ve hipoksi kosullarinin hem kanser hiicresi metabolik regiilasyonu hem de timor progresyonu
lizerinde belirgin ve istatistiksel olarak anlamli etki yaratabilecegini gostermektedir. AMPK gen ekspresyonu yiiksek olan hiicrelerde (Huh7, SKBR-3),
hiicresel stres ile birlikte AMPK'nin regiile oldugu ve bu regiilasyonun hiicreye adaptasyon avantaji sagladi sonucuna ulasiimistir.

Sonuc: Bu calismanin sonuclari, kanser hiicre stres mekanizmalarina ve AMPK'ye yonelik terap6tik stratejilerin belirlenebilmesine katki saglamakta
ve ileride yapilacak in vivo arastirmalar icin temel olusturarak literatiire katki saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ampk, Hipoksi, Hiicresel Stres, Kanser Metabolizmasi, Timér Immiinolojisi

Abstract

Objectives: Adenosine monophosphate (AMP) activating-protein-kinase (AMPK) is a crucial serine/threonine protein kinase that is activated in
cellular metabolic stress conditions to maintain cellular energy-homeostasis. Under conditions of stress such as starvation and hypoxia, when
the amount of energy in the organism is low or energy consumption is increased, the amount of cellular AMP increases and catabolic reactions
such as fatty acid oxidation and glycolysis are induced due to AMPK activation. The most common conditions that cancer cells face in tumor-
microenvironment were reported to be nutrient deficiency and lack of oxygen. This study aims to investigate whether cancer cells bear survival
advantages with mechanisms of adaptation such as epithelial-mesenchymal-transition and metastasis by the reqgulation of AMPK under various
stress conditions.
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Materials and Methods: p-AMPK, total-AMPK protein expression levels of breast (SKBR-3, MDA-MB-453) and hepatocellular cancer (HepG2,
Huh-7) cell lines under conditions of serum starvation were determined by Western-blot method. In addition, HIF-1a, E-cadherin, p-AMPK and
total-AMPK protein expression levels under conditions of hypoxia were also determined by Western-blot method. The effects of stress conditions
on regulation of proteins associated with metabolic pathway and invasion in cancer cells were investigated. As a result, the in vitro effects of stress
factors which are observed in tumor-microenvironment in vivo were experimentally investigated by this simulation approach.

Results: Our findings demonstrate that conditions of starvation and hypoxia may show prominent and statistically significant effects on both
cancer cell metabolic regulation and tumor progression. AMPK was shown to be requlated as a result of cellular stress in cancer cells (Huh7, SKBR3)
with high AMPK gene expression. Such a regulation seems to provide an adaptive advantage to those cells.

Conclusion: Our results will contribute to determining therapeutic strategies targeting cancer cell stress mechanisms and AMPK. In addition, the

results will pave the way for future in vivo studies; thus, will contribute to the literature.
Key Words: AMPK, Hypoxia, Cellular Stress, Cancer Metabolism, Tumor Immunology

Anabolik biyokimyasal reaksiyonlar, hiicrede en fazla enerji
tiketen mekanizmalardir. Protein sentezi, hiicrede baslica enerji
kaybi nedenidir. Besin ve oksijen azligi gibi olumsuz kosullar
altinda hiicrenin hayatta kalabilmesi icin yliksek seviyedeki bu
tiketimin sinirlandirilmasi ve enerji kaybini en aza indirilmesi
gereklidir (1-3). Adenozin monofosfat (AMP), aktive edici protein
kinaz (AMPK), hiicrenin bircok metabolik stres durumlarinda
aktive olarak hiicredeki enerji homeostazini diizenleyen kritik
bir serin/treonin protein kinazdir (4). Bu protein kinaz, enerji
homeostazini saglayan bir besin ve enerji sensorii niteligine
sahiptir (5). Hicre icinde enerji seviyesi azaldijinda aktive
olarak ATP iiretimini arttinir. Besin azligi ve hipoksik mikrogevre
gibi stres kosullarinda, organizmadaki enerji miktarinin diisuik
oldugu veya enerji tiiketiminin artrmis oldugu durumlarda
hicresel AMP miktari artmaktadir. Artan AMP aracih AMPK
aktivasyonu ile birlikte yag asidi oksidasyonu ve glikolizis gibi
katabolik reaksiyonlar indiiklenmektedir. Bunun sonucu olarak
da baslica protein, yag asidi ve kolesterol sentezi gibi anabolik
reaksiyonlar baskilanmaktadir (6-8). Béylece, hiicresel biiyiime
sinyalinin blokasyonu ve translasyonel uzamanin durdurulmasi
saglanmakta ve de hiicrenin enerji depolamasi saglanmaktadir.
AMPK'nin  baskilanmasi  sonucu diren¢ mekanizmalarinin
kirilmasi araciligiyla kanser hiicrelerinin ilaca karsi duyarli hale
gelebildigi rapor edilmistir (9).

Oksijen azhginin yasandi§r durumlarda, hiicrenin strese
girmesiyle birlikte endoplazmik retikulumda (ER) katlanmayan
protein miktariartmaktadir (10). ER'de olusan bustresdurumunun
kontrol altina alinabilmesi amaciyla, protein sentezi inhibe
olmakta ve saperonlarin ekspresyonlariyla birlikte katlanmayan
protein miktari kontrol altina alinmaktadir (11). AMPK, bu
asamada onemli bir reglilatuvar protein gorevi gormektedir.
Protein sentezi asamasinin baskilanabilmesi amaciyla AMPK
aktive olmaktadir (12). Starvasyon ve yiiksek karbonhidrat diyeti
durumlan sonrasinda yapilan egzersizlerin kaslardaki etkisinin
incelendigi bir calismada, starvasyon kosulunda yag asidi
oksidasyonunun arttigi ve kaslardaki protein degredasyonunun
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karbonhidratl diyet sonrasi yapilan egzersiz kosuluna oranla
arttigi belirtilmektedir (13). Hipoksik kosul, dusiik pH, DNA
hasari ve starvasyon gibi stres kosullarinin yani sira diistik
sicaklik durumunda da diger stres kosullarina benzer olarak,
hiicre i¢i ER stresinin indiikledigi Ca*? iyon salinimi artmakta,
ve AMPK aracili protein sentezi baskilanmaktadir (14). Glukoz
baglanma afinitesinde ve glukoz parcalanmasindaki artis, buna
bagh olarak oksidatif fosforilasyonun azalmasi, hipoksik (oksijen
azh@i) alanlarin artisi, cevresel asidoz, proteotoksik diizeyin
artisl, metabolik ve oksidatif diizenin degismesi gibi metabolik
farkhliklar, kanser hucrelerinin sagkahmi icin gerek duydugu
onemli adaptif degisikliklerdir (11,15,16). Hiicrenin cogalmasi
icin gerek duydugu enerjinin var olmadigi veya hipoksik ortam
kosullari gibi hiicresel stresin oldugu durumlarda, hiicrenin
metabolik faaliyetlerinin yavasladigi belirtiimektedir (2,16). Bu
sayede, kanser hicresinin anjiyogenez, epitelyal-mezenkimal
donlisiim, invazyon ve metastaz gibi adaptasyon mekanizmalari
ile sagkahm avantaji sagladigi 6ne siirtilmektedir (17,18).

Pirkmajer ve Chibalin'in yapmis olduklari calismada (19),
sirkadyen ritim, endokrinoloji ve metabolik c¢alismalar gibi
molekiler teknik uygulamalarinda, hiicrelerin bazal hiicresel
aktivitesini azaltabilmek ve hiicre dongusiinii G, fazina
sokabilmek amaciyla siklikla kullanilan serum stravasyon
asamasinin, hiicrenin fenotipik karakteri ve metabolik yolak
aktivasyon diizeyi basta olmak iizere bircok stimulusunu
degistirdigini gostermektedirler.

Bu calisma ile meme kanseri (SKBR-3, MDA-MB-453) ve
hepatoselliiler karsinom (HepG2, Huh-7) hiicre dizilerinin
serum starvasyon kosulunda p-AMPK, total AMPK, hipoksik
ortam kosullarinda HIF-1a, E-kadherin, p-AMPK ve total AMPK
protein ekspresyonlari tespit edilmistir. Bu amacla belirtilen
hiicreler, serum starvasyonu (serumsuz besiyeri ortami) ve
hipoksik (hipoksi ¢cemberi) stres kosullarina maruz birakilmistir.
Bu uygulamalar sonucunda elde edilen protein lizatlari ile
hedef proteinlerin ekspresyonlari Western blot ydntemi ile
tespit edilmistir ve elde edilen sonuclar kontrol 6rnekleri ile
karsilastinimistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, in vivo
ttimorler ile iliskili stres kosullarinin kanser hiicre dizilerinin
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metabolik yolak ve invazyonla iliskili protein regiilasyonlarina
etkisi incelenmistir.

Gerec ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Calisma kapsaminda kullanilan meme kanseri (SKBR-3,
MDA-MB-453) ve hepatoselliiler kanser (HepG2, Huh-7) hiicre
dizileri ile yapilan calismalar, hicre kiiltiirii cahsmalarimiz icin
laboratuvarimizda mevcut olan dikey akim kabini (laminar flow)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Hlicre dizileri %10 FBS, 2 mM
L-Glutamin, %1 Penisilin/streptomisin ilave edilmis RPMI-1640
(MDA-MB-453, HepG2) ve DMEM (SKBR-3, Huh-7) besiyerinde
cogaltilarak CO,'li etlivde 37 °C'da inkiibe edilmistir.

Hipoksik ve Normoksik Ortam Kosullarinin Simiilasyonu

Hicre dizileri tizerinde normoksik ve hipoksik kosullar altinda
olusacak etkileri belirlemek amaciyla hiicreler normal inkiibasyon
kosullarinda (%21 0,, %5 CO, ve %74 N,) veya hipoksik (%5 O,,
%5 CO, ve %90 N,) ortam kosullari altinda 24 saat siiresince
inklibe edilmistir. Hipoksik ortam kosullari, "hipoksi chamber”
(Billups Rothenberg, Inc.) icerisinde gergeklestirilmistir (20).
Kisaca, hiicre kiiltliri plaklarina hicrelerin eklenmesinden
sonra hazirlanmis olan plateler, "hipoksi chamber"i icerisine
konulmustur. Devaminda, "hipoksi chamber"inin kelepcesi
araciligiyla kapak hava sizdirmaz sekilde sikistirilmistir. Daha
sonra, (%5 0,, %5 CO,, %90 N,) gaz karigimi 20 L/dk miktarinda
5 dakika siireyle "hipoksi chamber” icerisine doldurulmustur.
Bu asamadan sonra “hipoksi chamber”, 37 °C etiivde inkiibe
edilmistir. Hlcre plaklari ortaminda bulunan oksijen miktarinin
kesin eliminasyonu amaciyla deneyin baslangicindan 1 saat
sonra “hipoksi chamber” icerisine tekrardan ayni gaz karisimi
verilmistir. Bu sayede, in vivo timor mikrogevresinin karakteristik
ozelliklerinden olan hipoksinin, in vitro olarak simile edilmesi
saglanmstir.

Protein Lizatlarinin Elde Edilmesi & Protein Kantitasyonu

Hicrelerin kiiltiir ortaminda cogaltiimasi asamasindan sonra
6 kuyulu plaklarin her birine 2x10°-1x10°® hiicre eklenmistir.
Hiicrelerin kuyu zeminlerine tutunmasi icin 37 °C'de %5 CO,'li
etlivde 24 saat inkilibasyon gerceklestirilmistir. Yirmi dort saat
sonra kuyu icerisinde bulunan tam besiyerleri cekilmistir. Bu
asamadan sonra, serum starvasyonu kosulu uygulanacak grup
icin serumsuz besiyeri eklenmistir. Kontrol ve hipoksi gruplariicin
ise tam besiyeri eklenmistir. Serum starvasyon islemi 1, 3, 6, 12
ve 24 saat siirelerince ayri ayri uygulanmustir. Diger stres kosulu
icin bu asamadan sonra, "hipoksi chamber” icerisinde hipoksik
ortam inkiibasyonu 24 saatlik siire boyunca gergeklestirilmistir.
Yirmi dort saatlik inkiibasyon sonunda, besiyerleri cekilmistir.
Daha sonra, lizis tamponu ile plak icerisinde bulunan hiicreler
lizis edilmistir ve hiicre lizatlari elde edilmistir. Western- blot

deneyinde kullanilacak olan protein lizatlarinin, protein
miktarlarinin tespiti amaciyla protein kantitasyonu yapilmistir.
Protein kantitasyonundan sonra lizatlar 95 °C'ye getirilmis olan
kuru 1sitma blogu icerisinde 5 dakika bekletilerek proteinlerin
denatlirasyonu saglanmistir. Her kosul icin deneyler 3 kez
tekrarlanmistr.

Western Blot

Western blot ydntemi kullanilarak, uygulanan stres
kosullarinda insan meme kanseri ve hepatoselliler karsinom
hiicrelerinde p-AMPK, AMPK, HIF-1o. ve E-kadherin protein
ekspresyon diizeyleriincelenmistir. Kisaca, protein denatiirasyonu
asamasindan sonra, lizat icerisinde bulunan farkh agirhga
(kDa) sahip proteinlerin SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile
yiritiilerek ayrismasi saglanmistir. Bu asama tamamlandiktan
sonra, jel icerisinde agirliklarina gore ayrisan proteinlerin, jelden
PVDF membrana transferi saglanmistir. Transfer asamasindan
sonra membranin, %5 BSA TBST soliisyonu icerisinde blokasyonu
gerceklestirilmistir. Blokasyon islemi bittikten sonra 1xPBS-T
ile membran yikanmistir. Bu sayede BSA kalintilari membran
ylizeyinden temizlenmistir. Bu islemden sonra membran, primer
antikor ile muamele edilmistir. Denatlire olmus proteinlerin
tek bir determinantini ylksek afinite ve ozgiilliikte taniyan
monoklonal antikorlar, hedefledigimiz proteinlerin  tayini
icin kullanilmistir. Kontrol proteini olarak p-aktin ve GAPDH
kullanilmistir. Primer antikor inkiibasyonundan sonra primer
antikorun goriintiilenebilmesi icin Horseradish Peroksidaz
(HRP) konjuge primer antikorun tretildigi organizmaya karsi
uretilmis sekonder antikor ile inkiibasyon asamasina gecilmistir.
Son olarak sekonder antikorun baglanmis oldugu proteinlerin
kemiluminesans 1sima vyapabilmesi icin, sekonder antikora
konjuge HRP'de bulunan peroksidaz enziminin substrati olan
luminol iceren Enhanced chemiluminescence (ECL) soliisyonu
kullanilmistir ve kemilliminesans goriinttileme ile elde edilen
bantlarin dansitometrik yogunluklari tespit edilmistir.

istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin analizi icin "IBM SPSS Statistics 23"
programi kullanilmistir. istatistiksel analiz amaciyla "Student's
t-test” uygulanmistir. Yapilan testin sonucunda p<0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular

Hepatoselliller Karsinom Hiicre Dizilerinde Serum
Starvasyonu Sonucu Olusturulan Hiicresel Stresin AMPK
Regiilasyonuna Etkisi

Hiicrelerin 6 kuyulu plaklara ekimi sonrasi, tiim hiicrelerin
kuyu tabanina tutunmalari ve adaptasyonu icin 24 saatlik
inklibasyon gerceklestirilmistir. Devaminda, serum starvasyonu
uygulamasi icin hiicrelere serumsuz besiyeri ile 1, 3, 6, 12
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ve 24 saatlik inklibasyonlar ayri ayri gerceklestirilmistir.
Kontrol hiicrelerinin, serumlu tam besiyeri ile ink{ibasyon
gerceklestirilmistir.

Huh7 ve HepG2 hepatoselliler karsinom hiicre dizilerine
belirtilen saatler siiresince serum starvasyonu uygulamasi
gerceklestirildikten sonra farkl saatlerde serum starvasyonuna
maruz kalan hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda total
AMPK ve p-AMPK protein dizeyleri incelenmistir. Kontrol
proteini olarak B-aktin kullaniimistir.

Serum starvasyonu sonucu olusturulan hiicresel stres
sebebiyle, Huh7 hiicrelerinin AMPK fosforilasyonu zamana bagh
olarak artmaktadir (Sekil 1A). Artan siirelerde uygulanan serum
starvasyonu sonucu fosfo-AMPK (p-AMPK) diizeyi kontrol
hiicre grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artmistir (Sekil 1B). HepG2 hiicre dizisi kontrol grubu
ile serum starvasyonu uygulanan gruplar karsilastinldiginda 1.
ve 3. saatlerde kademeli olarak fosfo-AMPK dizeyinde artis
oldugu, fakat bu regiilasyonun 6. saatten itibaren bozuldugu

A) Huh7

Kontrol
(0sa.) l1sa. 3sa. 6sa. 12sa. 24sa.

p-AMPK 62 kDa
AMPK 62 kDa
B-aktin 45 kDa
B) Huh7
1.5
Ak I
Ak 1 .
ek 1 I
1.0 1

Relatif Bant Yogunlugu
p-AMPK/AMPK
o
2

0.0-

Serum Starvasyonu (saat)

Sekil 1: Huh7 hepatoselliiler karsinom hiicre dizisinde serum starvasyonu
sonucu olusturulan hiicresel stresin AMPK regtilasyonuna etkisi. A) 0, 1,
3, 6, 12 ve 24 saatlik serum starvasyonu uygulanmis Huh7 hiicrelerinin
p-AMPK (fosfo-AMPK), AMPK ve B-aktin proteinleri bant goriintiileri. B)
Huh7 hiicrelerinin normalize edilmis p-AMPK protein yogunlugu analizi
*: p<0,01, **: p<0,001
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gozlemlenmistir  (Sekil 2A). HepG2 hiicrelerinde goriilen
fosfo-AMPK diizeylerindeki degisiklikler, kontrol hiicreleri ile
karsilastinldiginda, degisimlerin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi tespit edilmistir (Sekil 2B).

Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde Serum Starvasyonu
Sonucu Olusturulan Hiicresel Stresin AMPK Regiilasyonuna
Etkisi

MDA-MB-453 ve SKBR-3 meme kanseri hiicre dizilerine
belirtilen saatler siiresince serum starvasyonu uygulamasi
gerceklestirilmistir. Farkli saatlerde serum starvasyonuna maruz
kalan hiicrelerden elde edilen protein lizatlarinda AMPK ve
p-AMPK protein diizeyleri incelenmistir.

Serum starvasyonu sonucu olusturulan hiicresel stres
sebebiyle, MDA-MB-453 hiicrelerinin AMPK fosforilasyonunun
3. ve 12.saatlerde kontrol grubuna oranla arttig, diger saatlerde
ise kontrol grubu diizeylerinde oldugu goriilmektedir (Sekil 3A).
Ancakbureglilasyonun,kontrolhiicregrubuilekarsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur (Sekil 3B).

A) HepG2

Kontrol
(0sa.)

sa. 3sa. 6sa. 12sa. 24sa.

AMPK 62 kDa

B-aktin 45 kDa

2 2
2] =)
1 1

Relatif Bant Yogunlugu
p-AMPK/AMPK
e
T

Serum Starvasyonu (saat)

Sekil 2: HepG2 hepatosellller karsinom hiicre dizisinde serum
starvasyonu sonucu olusturulan hiicresel stresin AMPK regliilasyonuna
etkisi. A) 0, 1, 3, 6, 12 ve 24 saatlik serum starvasyonu uygulanmis HepG2
hiicrelerinin p-AMPK, AMPK ve (-aktin proteinleri bant goriintiileri.
B) HepG2 hiicrelerinin normalize edilmis p-AMPK protein yogunlugu
analizi. n.s.: istatistiksel olarak anlamli degil
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SKBR-3 hiicre dizisinde ise, kontrol grubu ile serum starvasyonu
uygulanan gruplar karsilastinldiginda zamana bagli olarak
fosfo-AMPK diizeyinde anlamli bir degisiklik gdzlemlenmemistir
(Sekil 4A ve 4B).

Hepatoselliller Karsinom Hiicre Dizilerinde Hipoksik
Ortam Aracili Olusturulan Hiicresel Stresin AMPK ve Yolak
Proteinleri Regiilasyonlarina Etkisi

Hiicrelerin 6 kuyulu plaklara ekimi sonrasi, tim hticrelerin
kuyu tabanina tutunmalari ve adaptasyonu icin 24 saatlik
inklibasyon gerceklestirilmistir. Devaminda, hiicre plaklari
"hiposki chamber” icerisine konulmustur. Ortami distik oksijen
duzeyine getirmek (hipoksik) amaciyla, “hiposki chamber”
icerisine 4 dakika siiresince (%5 O,, %5 CO,, %94 N,) gaz dolumu
yapiimistir. Devaminda, hiicreler 24 saat siresince “hiposki
chamber” icerisinde (etliv icinde) inkiibe edilmistir. Kontrol
hiicreleri ise ayni etiiv icerisinde "hiposki chamber” disinda
normoksik (%21 0,, %5 CO,, %74 N,) ortamda inkiibe edilmistir.

Huh7 ve HepG2 hepatoselliiler karsinom hiicre dizilerinin 24
saat hipoksik ortamda inklibasyonu sonucu elde edilen protein

A) MDA-MB-453

Kontrol
{0sa.) 1sa. 3sa. 6sa. 12sa. 24sa.

p-AMPK 62 kDa

AMPK 62 kDa

B-aktin 45 kDa

B) MDA-MB-453

1.5+ |

Relatif Bant Yogunlugu
p-AMPK/AMPK

0.0~

8
S
&

Serum Starvasyonu (saat)

Sekil 3: MDA-MB-453 meme kanseri hiicre dizisinde serum starvasyonu
sonucu olusturulan hiicresel stresin AMPK regiilasyonuna etkisi. A) 0,
1, 3, 6, 12 ve 24 saatlik serum starvasyonu uygulanmis MDA-MB-453
hiicrelerinin p-AMPK, AMPK ve B-aktin proteinleri bant goriintileri. B)
MDA-MB-453 hiicrelerinin normalize edilmis p-AMPK protein yogunlugu
analizi. n.s.: istatistiksel olarak anlamli degil

lizatlarinda AMPK ve p-AMPK protein dizeyleri incelenmistir.
Kontrol grubu proteini olarak GAPDH kullaniimistir.

Hipoksik ortam sonucu olusturulan hiicresel stres
sebebiyle, Huh7 hiicrelerinde AMPK fosforilasyonunun arttigi
gbzlemlenmistir (Sekil 5A). Normoksik ortamdaki hiicre grubu ile
hipoksik ortamdaki hiicre grubu karsilastirildiginda fosfo-AMPK
diizeyi hipoksik ortamda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artmistir (Sekil 5B). Hipoksik ortam kosulunda normoksik ortam
kosuluna oranla HIF-1a. protein ekspresyonu artmaktadir (Sekil
5A). Ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit
edilmistir (Sekil 5C). Elde edilen veriler sonucu, ortamda oksijen
diizeyindeki hassas degisikligin Huh7 hiicrelerinde AMPK
reglilasyonunu etkiledigi goriilmektedir. Ek olarak, bu hassas
degisim sonucunda E-kadherin protein ekspresyonu hipoksik
ortam kosulunda azalmaktadir (Sekil 5A). E-kadherin protein
ekspresyonundaki bu azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edilmistir (Sekil 5D).

HepG2 hiicre dizisinde ise, hipoksik ortamda AMPK
fosforilasyonunun arttigi ancak bu artisin istatistiksel olarak

A) SKBR-3
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Sekil 4: SKBR-3 meme kanseri hiicre dizisinde serum starvasyonu sonucu
olusturulan hiicresel stresin AMPK regiilasyonuna etkisi. A) 0, 1,3, 6, 12 ve
24 saatlik serum starvasyonu uygulanmis SKBR-3 hiicrelerinin p-AMPK,
AMPK ve B-aktin proteinleri bant gériintileri. B) SKBR-3 hiicrelerinin
normalize edilmis p-AMPK protein yogunlugu analizi. n.s.: istatistiksel
olarak anlamli degil
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Sekil 5: Huh7 hepatoselliiler karsinom hiicre dizisinde hipoksik
ortam aracili olusturulan hiicresel stresin AMPK ve yolak proteinleri
reglilasyonlarina etkisi. A) 24 saatlik hipoksik ortam inkiibasyonu sonucu
Huh7 hiicrelerinin E-kadherin, HIF-1a, p-AMPK, AMPK ve GAPDH
proteinleri bant gorintiileri. B) Huh7 hiicrelerinin normalize edilmis
p-AMPK  protein yogunlugu analizi. C) Huh7 hiicrelerinin normalize
edilmis HIF-1a protein yogunlugu analizi. D) Huh7 hiicrelerinin normalize
edilmis E-kadherin protein yogunlugu analizi. *:p<0,05, n.s.: istatistiksel
olarak anlamli degil
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Sekil 6: HepG2 hepatoselliiler karsinom hiicre dizisinde hipoksik
ortam aracili olusturulan hiicresel stresin AMPK ve yolak proteinleri
reglilasyonlarina etkisi. A) 24 saatlik hipoksik ortam inkiibasyonu sonucu
HepG2 hiicrelerinin E-kadherin, HIF-1a, p-AMPK, AMPK ve GAPDH
proteinleri bant goriintileri. B) HepG2 hiicrelerinin normalize edilmis
p-AMPK protein yogunlugu analizi. C) HepG2 hiicrelerinin normalize
edilmis HIF-10. protein yogunlugu analizi. D) HepG2 hiicrelerinin
normalize edilmis E-kadherin protein yogunlugu analizi. n.s.: istatistiksel
olarak anlamli degil

anlamli olmadigi g6riilmektedir (Sekil 6A ve 6B). HIF-1a protein
ekspresyonunun HepG2 hiicrelerinde degismedigi ve E-kadherin
protein artis gosterdigi
gozlemlenmistir (Sekil 6A). Ancak, bu artisin istatistiksel olarak
anlamli olmadigr tespit edilmistir (Sekil 6C ve 6D).

ekspresyonunun ise bir miktar

Meme Kanseri Hiicre Dizilerinde Hipoksik Ortam Aracili
Olusturulan Hiicresel Stresin AMPK ve Yolak Proteinleri
Regiilasyonlarina Etkisi

Hipoksik ortam sonucu olusturulan hiicresel stres sebebiyle,
SKBR-3  hiicrelerinde  AMPK  fosforilasyonunun  arttigi
gozlemlenmistir (Sekil 7A). Normoksik ortamdaki hiicre grubu ile
hipoksik ortamdaki hicre grubu karsilastinldiginda fosfo-AMPK
diizeyi hipoksik ortamda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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Sekil 7: SKBR-3 meme kanseri hiicre dizisinde hipoksik ortam aracili
olusturulan hiicresel stresin AMPK ve yolak proteinleri regiilasyonlarina
etkisi. A) 24 saatlik hipoksik ortam inkiibasyonu sonucu SKBR-3
hiicrelerinin E-kadherin, HIF-1a, p-AMPK, AMPK ve GAPDH proteinleri
bant goriintiileri. B) SKBR-3 hiicrelerinin normalize edilmis p-AMPK
protein yogunlugu analizi. C) SKBR-3 hiicrelerinin normalize edilmis
HIF-10. protein yogunlugu analizi. D) SKBR-3 hiicrelerinin normalize
edilmis E-kadherin protein yogunlugu analizi. **: p<0,01, *: p<0,05, n.s.:
istatistiksel olarak anlamli degil
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Sekil 8: Meme kanseri hiicre dizilerinde hipoksik ortam aracili olusturulan
hiicresel stresin AMPK ve yolak proteinleri regiilasyonlarina etkisi. A) 24
saatlik hipoksik ortam inkiibasyonu sonucu MDA-MB-453 hiicrelerinin
E-kadherin, HIF-1a, p-AMPK, AMPK ve GAPDH proteinleri bant
gorintileri. B) MDA-MB-453 hiicrelerinin normalize edilmis p-AMPK
protein yogunlugu analizi. C) MDA-MB-453 hiicrelerinin normalize
edilmis HIF-10. protein yogunlugu analizi. D) MDA-MB-453 hiicrelerinin
normalize edilmis E-kadherin protein yogunlugu analizi. n.s.: istatistiksel
olarak anlamli degil

artmistir (Sekil 7B). Hipoksik ortam kosulunda normoksik ortam
kosuluna oranla HIF-1o0 protein ekspresyonu artmaktadir
(Sekil 7A). Ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
tespit edilmistir (Sekil 7C). Ayni zamanda E-kadherin protein
ekspresyonu hipoksik ortam kosulunda azalmaktadir (Sekil 7A).
E-kadherin protein ekspresyonundaki bu azalisin istatistiksel

olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil 7D).

MDA-MB-453 hiicre dizisinde ise, hipoksik ortamda AMPK
fosforilasyonunun arttigi ancak bu artigin istatistiksel olarak
anlamli olmadi§i goriilmektedir (Sekil 8A ve 8B). Hipoksik
kosullar altinda HIF-1a protein ekspresyonunun MDA-MB-453
hiicrelerinde degismedigi ve E-kadherin protein ekspresyonunda
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minimal bir artis oldugu gozlemlenmistir (Sekil 8A). Ancak bu
artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edilmistir (Sekil
8C ve 8D).

Literatlirde yer alan metabolizma calismalarinda deneysel
stres kosullarinin metabolik aktivasyon mekanizmalarina yonelik
etkileri net olarak bilinmemektedir. Bu calisma ile meme kanseri
ve hepatosellller kanser hiicre dizilerinde serum starvasyonu ve
hipoksi kosullarinin AMPK' aktivitesi iizerine etkisi incelenmis
ve literatiirde eksik olan bu kisma katki saglanmistir. Ozellikle
Western blot calismalarinda deneysel calisma oncesi flask
icerisinde bulunan kimiilatif hiicrelerin protein ekspresyon
diizeylerini stabilize ve senkronize etmek amaciyla siklikla
uygulanan serum starvasyon basamaginin, hiicrenin metabolik
regiilasyonuna etkisi ilk defa incelenmistir.

Kanser hiicrelerindeki sinyal kaskadi; koken aldigi dokuya,
hiicredeki mutasyon veya gen ekspresyon paternine gore
cesitlilik gosterebilmektedir (21,22). AMPK basta olmak
Uzere cesitli metabolik yolak proteinleri kanser hucrelerinde
deregiile olmaktadir (23). Meme kanseri ve hepatoselliiler
kanser hiicre dizileriyle gerceklestirilen bu calismada, Huh-7
hepatoselliler karsinom hiicrelerinin, farkli saatlerde uygulanan
serum starvasyonu sonucu olusan hiicresel stresten belirgin
diizeyde etkilenerek, AMPK protein ekpsreyonunu upregiile
ettigi tespit edilmistir. Bu durum, tahmin edilebilecegi Uzere
Huh7 hiicrelerinin starvasyona diren¢ amaciyla hiicre ici enerji
metabolizmalarini yeniden programlama kabiliyetine sahip
oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, bir diger hiicresel
stres kosulu olan distik oksijen seviyesine (hipoksik ortam) 24
saat suire ile maruz kalan kanser hiicreleri arasindan hem Huh-
7 hem de SKBR-3 hiicrelerinde AMPK protein ekspresyonunun
upreglilasyonu gozlemlenmistir. Cancer Cell Line Encylopedia
(CCLE) veri tabani aracihgryla dort hicre dizisinin AMPK gen
ekspresyonu karsilastinldiginda, Huh-7 ve SKBR-3 hiicre
dizilerinin diger kanser hiicre dizilerine kiyasla bazal AMPK
gen ekspresyon diizeyinin fazla oldugu gorilmektedir (24)
(Sekil 9). Bu durum, Huh-7 ve SKBR-3 hiicre dizilerinde AMPK
aracili sinyal yolagi aktivasyonunun hiicre proliferasyonu ve
sagkaliminda major etkiye sahip oldugunu dogrulamaktadir
(25,26). Bu nedenle, bizim sonuclarimizda gordiigimiiz tzere,
hipoksinin fosfo-AMPK protein ekspresyon dizeyi lizerindeki
etkisinin baslica Huh7 ve SKBR-3 hiicrelerinde istatistiksel
olarak anlamli olmasi oldukca akla yatkindir.

Ayni zamanda, Huh-7 ve SKBR-3 hiicrelerinde HIF-
lo. protein ekspresyonunun arttigi ve E-kadherin protein
ekspresyonlarinin da istatistiksel olarak anlamli dizeyde
azaldigi goriilmektedir. Kanser hiicrelerinde E-kadherin kaybinin
migrasyonu ve invazyonu arttirdigi rapor edilmistir. Bu nedenle
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Sekil 9: Cancer Cell Line Encylopedia (CCLE) veri tabaninda HepG2, Huh-
7, MDA-MB-453 ve SKBR-3 hiicre dizileri AMPK gen (PRKAA1) ekspresyon
dizeylerinin karsilastirilmasi. ["Sicaklik haritasi (Heatmap)'nda kirmizi
renk yiiksek ekspresyonu, mavi renk diisiik ekspresyonu temsil etmektedir.]
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E-kadherin kaybi, metastaz icin potansiyel bir belirtec olarak 6ne
siiriilmektedir (27). Benzer sekilde, E-kadherin kaybinin, epitelial
mezenkimal gecisi (EMT) ile iliskili oldugu da bilinmektedir
(28,29). Dahasi, E-kadherin kaybinin tiimér progresyonunda
kritik bir asama oldugu 6ne sirtilmistir (30). Ttim bu bilgiler
1siginda bizim sonuclarimiz dikkate alindiginda, hipoksik ortam
kosullarinda Huh7 ve SKBR-3 hiicrelerinin AMPK regiilasyonu
araciligiyla EMT dondsimiinii indiikledigi goriilmektedir (31,32).
Bunun sonucu olarak da hipoksik kosullar altinda Huh7 ve
SKBR-3 kanser hiicrelerinde progresyondan ve daha malign bir
fenotipten soz edilebilir.

Bu calismada, meme kanseri (SKBR-3, MDA-MB-453) ve
hepatoselliiler karsinom (HepG2, Huh-7) hiicre dizilerinin
serum starvasyonunda p-AMPK, total AMPK diizeyleri ve
hipoksik ortam kosullarinda p-AMPK, total AMPK, HIF-1a
ve E-kadherin protein ekspresyon diizeyleri incelenmistir.
iki farkli dokuda kanserler olmak iizere toplamda dért farkli
tip hiicrede, hiicresel stresin metabolik yolak ana regiilator
proteini olan AMPK {lzerine etkileri karsilastirlmistir. Elde
edilen bulgular dogrultusunda, AMPK gen ekspresyonu yliksek
olan hiicre dizilerinde (Huh7 ve SKBR-3; Sekil 9), hiicresel
stres ile birlikte AMPK'nin regiile oldugu ve bu regiilasyonun
hiicreye adaptasyon avantaji sagladigr sonucuna ulasiimistir.
Hiicrenin lehine olan bu adaptif mekanizma sayesinde, EMT
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donlisiminiin indlklendigi goriilmekte ve hicrenin agresif
fenotip kazandigi disiinilmektedir. Calismadan elde edilen
veriler 1s1ginda, hiicresel stres kosullarinin, hiicrenin metabolik
regiilasyonunda 6nemli rol oynayan AMPK ve diger metabolik
yolak proteinlerinin  ekspresyonlari tzerindeki etkilerinin
incelenmesi amacina yonelik uygun model olusturulmasina katki
saglanmistir. Ozellikle Huh7 ve SKBR-3 kanser hiicrelerinde,
hiicreyi strese sokacak mekanizmalarin sonucunda kanser hiicre
malign fenotipinin ve agresifliginin artabilecegi goriilmustiir.
Tiim bu sonuclar, AMPK aracili sinyal yolagi yiiksek diizeyde
aktif olan kanser tlrlerinde, metabolik yolagin hedeflenmesinin
kritik oneme sahip olabilecegini gostermektedir. Bu durum
da, AMPK inhibitorlerinin anti-tiiméral etkisi olabilecegine
ve kanser tedavisinde umut vaat eden terapdtikler arasinda
yer alabilecegine isaret etmektedir. Farkh tip kanser hiicreleri
ile yapilan bu calismada, stres kosullarinin farkli etkilerinin
goriilmesi, in vitro kosullarda hiicre tipinin molekiler profiline
bagli olabilecedi gibi in vivo kosullarda tim6r mikrocevresindeki
degisken kosullara bagh olarak da degerlendirilebilir.

Yakin zamanli bir calismanin sonugclarina gore, hipoksik
tlmor mikrocevresi, tlimor hicrelerinde kanser kok hiicresi
fenotipini indilikleyerek malign progresyonu ve tedavi direncini
destekleyebilmektedir (33). Gercekten de tlimdr progresyonu,
tlmor hicreleri ile timor mikrogevresinin etkilesimine kritik
sekilde bagimlidir (34,35). Timor mikrogevresi heterojen bir
yapiya sahiptir ve baslica ekstraseltiler matriksten, stromal
hiicrelerden, projenitér hiicrelerden, endotel hiicrelerden
ve de immiin hiicrelerden olusmaktadir (36). Hipoksik stres;
makrofajlari, myeloid kdkenli supresor hiicreleri ve regllatuvar T
hiicreleri ilgilendiren immiinosupresif yolaklar etkileyebilmekte
ve timor direnci saglayabilmektedir. Hipoksi ayrica, sitotoksik
T hicre yanitlarini da etkilemektedir. Yine hipoksi nedeniyle
kanser hiicrelerinde indiiklenen otofaji, dogal 6ldiriici (NK)
hiicre aracili anti-timor immiin yanitlara karsi intrensek bir
direng mekanizmasi olarak islev gérmektedir (37). Hipoksinin
hem kanser hiicredeki intrensek mekanizmalar lizerindeki,
hem tlimor progresyonu lzerindeki, hem de immiin supresyon
Uzerindeki kritik etkileri g6z oniline alindiginda; hipoksinin
terapotik olarak hedeflenmesinin, kombine immdinoterapi
uygulamalari icin de 6nemli katki saglayabilecedi dustnilebilir.
Ayrica, hipoksik kosullar altinda dnemli bir hiicre homeostaz
regiilatuvari olan AMPK'nin immiin sistemdeki onemi g0z
oniine alindiginda da, hipoksinin hedeflenmesine benzer sekilde
AMPK'ye yonelik yaklasimlarin da anti-tlimor immin yanitlar
icin ne kadar biylik 6nem tasiyabilecegi tahmin edilebilir.
Baslica T lenfosit aracili adaptif immiin yanitlarda, AMPK-aracih
metabolik regiilasyonun kritik oldugu rapor edilmistir (38). Buna
ilaveten, AMPK agonistlerinin dogal ve adaptif immin yanitlari
baskilayabildigi de bilinmektedir (39). Literatiirde yer alan bu
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bilgiler ve bizim ¢alismamizin sonuglari dikkate alindiginda,
kanser tedavisinde hiicresel strese neden olan hipoksi gibi
mikrocevre kosullarinin ve/veya AMPK'nin hedeflenmesinin,
kanserin "hallmark” o6zellikleri arasinda vyer alan kanser
metabolizmasi ve anti-tiimor immiin yanitlar (40) Ulzerinde
kritik bir dlizenleyici potansiyeli oldugu 6ne surilebilir.

Bu calismada, in vivo kanser dokularinda siklikla g6zlenen
starvasyon ve hipoksi kosullarinin kanser hilicre metabolizmasi
ve invazyonla iliskili proteinlerin ekspresyonu Uzerindeki
etkileri in vitro incelenmistir. Serum starvasyonunun etkilerinin
kinetik olarak incelenebilmesi amaciyla 1, 3, 6, 12 ve 24 saat
stireyle 4 farkli kanser dizisi, serum starvasyonuna maruz
birakilmistir. Hipoksik ortam kosullarinin simiile edilmesi
amaciyla da "hipoksi chamber" kullanilarak %5 O,, %5 CO,,
%90 N, gaz karisimi iceren ortam kosullari yaratilmistir. Kanser
metabolizmasi homeostazinda kritik 6neme sahip olan fosfo-
AMPK, starvasyona maruz birakilan Huh7 hiicrelerinde zaman
baglh kinetik bir sekilde anlamh diizeyde artis gdstermistir.
Hipoksik strese maruz birakilan hem Huh7 hem de SKBR-
3 hiicrelerinde de yine anlamli diizeyde fosfo-AMPK artisi
izlenmistir. Hem starvasyona hem de hipoksiye verilen bu yanit,
hiicrenin azalan enerji miktarini kompanse etmek icin kullandigi
bir regililatuvar mekanizmay ortaya koyabilir. Ayrica, hipoksik
ortam kosullarina maruz kalan Huh7 ve SKBR-3 hiicrelerinde
E-kadherin ekspresyonunda anlamli azalma izlenmistir. Kanser
hiicrelerinde E-kadherin azalmasi, literatiirde, artan EMT,
progresyon, invazyon ve metasataz ile iliskilendirilmistir.
Meme ve hepatoselliiler kokenli dort farkl kanser hiicresinden
elde edilen bu bulgular, kanser heterojenitesine de dikkat
cekmektedir. Aslinda, CCLE veri tabani araciligiyla dort hicre
dizisinin AMPK gen ekspresyonu karsilastirildiginda, Huh-7 ve
SKBR-3 hiicre dizilerinin diger kanser hiicre dizilerine kiyasla
bazal AMPK gen ekspresyon dizeyinin fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu durum, Huh-7 ve SKBR-3 hiicre dizilerinde AMPK
aracili sinyal yolagi aktivasyonunun hiicre Uzerinde belirgin
etkiye sahip oldugunu dogrulamaktadir. Bu nedenle, kanser
metabolizmasini hedef alan anti-kanser tedavi stratejilerinin
farkli kanserlerde dikkatle uygulanmasi gerekmektedir. Ayrica,
kanser tedavisinde hipoksi ve/veya AMPK hedefli yaklasimlarin
anti-tlimoér immin yanitlar lizerinde de dnemli bir diizenleyici
potansiyeli oldugu da unutulmamalidir. Bu calisma ile kanser
hiicre stres mekanizmalarina ve AMPK'ye yonelik terapotik
stratejilerin belirlenebilmesine katki saglanmistir. Daha sonra
yapilacak calismalarda hipoksiye ve AMPK'ye yonelik terapotik
yaklasimlarin degerlendirilmesi, bu calismanin
sonuglarina deger katacaktir.

etkilerinin
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