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ORJINAL CALISMA

MEME KANSERi VE HEPATOSELLULER KANSER HUCRE
DiZILERINDE AMPK MODULASYONUNUN KANSER HUCRE
PROLIFERASYONU UZERINE ETKiSININ GERCEK-ZAMANLI
HUCRE ANALIZ SISTEMi xCELLigence ARACILIGIYLA
INCELENMESI

Evaluation of the Effects of AMPK Modulation on Cancer
Cell Proliferation via Real-Time Cell Analysis System
XCELLigence in Breast and Hepatocellular Cancers

Giircan GUNAYDIN, M. Emre GEDIK

OZET

AMP (adenozin monofosfat) aktive edici protein kinaz (AMPK), hiicrenin gesitli metabolik stres durumlarinda
aktive olarak hiicredeki enerji homeostazini saglayan énemli bir serin / treonin protein kinazdir. Stres ve hipoksik
ortam kosullari gibi organizmadaki enerji miktarinin distik oldugu veya enerji tiikketiminin yiksek oldugu kosullarda
hiicresel AMP miktari artmakta ve AMPK aktivasyonu ile birlikte yag asidi oksidasyonu ve glikolizis gibi katabolik
reaksiyonlar artmaktadir. AMPK aktivasyonu; bircok kanser tlriinde deregile olmaktadir. Yapilan gesitli galismalar,
AMPK agonisti ajanlarile kanser hiicrelerinin hedeflenebilecegini ve bu sayede ortalama sagkalimin arttirilabilecegini
one stirmektedir. Bu gorislin aksine bazi ¢alismalar ise, timor gelisimi stirecinde AMPK aktivasyonunun arttigini
gostermektedir. Kanser hiicrelerinin olumsuz kosullar altinda AMPK aktivasyonu gésterdigi ve AMPK'in protiiméral
ozellikte oldugu iddia edilmektedir. Kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikan bu celiskili durumun,
hicrenin molekiler profiline ve timor mikrogevresindeki kosullara bagh oldugu 6ne strilmektedir. Ayrica, AMPK
aktivitesi enflamasyonu ve anti-timor immin yanitlari diizenleyerek timor gelisimi ve ilerlemesini azaltabilir.
Bu galismada, farkli molekiler profillere sahip meme kanseri (SK-BR-3) ve hepatoselliler kanser (Huh-7) hiicre
dizileri, AMPK inhibitér ve aktivatér ajanlari ile ayri ayri olarak inkiibe edilmistir. ilag inkiibasyonlari sonucu
hiicre proliferasyon paternleri, gergek-zamanl hicre analiz sistemi (xCELLigence) kullanilarak analiz edilmis ve
gozlemlenen degisimler kendi aralarinda ve ilag ile inkiibe edilmemis kontrol gruplariyla karsilagtirilmistir. Bu
sayede, iki farkli kanser tiriinde AMPK hedefine yonelik dogru stratejinin karsilastiriimali olarak belirlenmesi
hedeflenmistir. Genel olarak AMPK aktivasyonu, hem meme kanserinde hem de hepatoselliiler kanserde hiicre
proliferasyonunu ve agresifligini arttirmistir. Obiir taraftan, AMPK inhibisyonu ise genel anti-timéral etkiler
gostermistir. Ancak, hepatoselliiler kanser hiicrelerinde disliik-doz AMPK inhibisyonuyla proliferasyon artmistir.
Kanser tedavisinde AMPK modulasyonunun, kanser metabolizmasi ve anti-timér immin yanitlar tGzerinde kritik
bir regtilasyon potansiyeli oldugu unutulmamalidir. Bu ¢alismanin sonuglari, kanser metabolizmasini ve anti-timor
immun yanitlari hedef alan anti-kanser tedavi stratejilerinin farkli kanserlerde dikkatle gelistirilmesi ve uygulanmasi
gerekliligine dikkat cekmektedir.

Anahtar Sozciikler: AMPK; Hepatoselliiler kanser; Kanser metabolizmasi; Meme kanseri; Timdr immdiinolojisi;
XxCELLigence

ABSTRACT

AMP (adenosine monophosphate) activating protein kinase (AMPK), is a crucial serine / threonine protein kinase
that is activated in several cellular metabolic stress conditions in order to maintain cellular energy metabolism. In
states of low energy or high energy expenditure in the organism such as conditions of stress and hypoxia, cellular
AMP level increases and AMPK becomes activated. This, in turn, results in an increase in catabolic reactions like
fatty acid oxidation and glycolysis. AMPK activation becomes dysregulated in several types of cancer. Several
studies suggest that AMPK agonist agents can be utilized to target cancer cells, which may increase mean survival.
On the contrary, several other studies report that AMPK activation is increased during tumor development. It
is proposed that cancer cells show AMPK activation under unfavorable conditions and AMPK has pro-tumoral
features. This contradiction that has arisen in studies with varying results obtained from cancer cells was proposed
to be due to the molecular profile of the cells and the conditions of the tumor microenvironment. In addition,
AMPK activity may decrease tumor development and progression by regulating inflammation and anti-tumor
immune responses. In the current study, breast (SK-BR-3) and hepatocellular (Huh-7) cancer cell lines with different
molecular profiles were incubated with either AMPK inhibitor or activator agents. Cellular proliferation patterns
after drug incubations were analyzed with a real-time cell analysis system (xCELLigence) and the results were
compared with other treatment group as well as the control group was not incubated with any of the drugs. By
this way, we aimed to determine the right strategy to target AMPK in two different cancer types in a comparative
manner. In general, activation of AMPK increased cancer cell proliferation and aggressiveness in both breast and
hepatocellular cancers. On the other hand, AMPK demonstrated anti-tumoral effects in general. However, low-
dose AMPK inhibition increased the proliferation of hepatocellular cancer cells. It should be kept in mind that
AMPK modulation as a cancer treatment approach has a critical regulatory potential on cancer metabolism and
anti-tumor immune responses. The results of the current study call attention to the importance of meticulous
development and application of anticancer treatment modalities that target cancer metabolism in different cancer
types.

Keywords: AMPK; Hepatocellular cancer; Cancer metabolism; Breast cancer; Tumor immunology; xCELLigence
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GIRIS

AMP (adenozin monofosfat) aktive edici protein kinaz
(AMPK), hicrenin gesitli metabolik stres durumlarinda
aktive olarak hiicredeki enerji homeostazini saglayan
onemli bir serin / treonin protein kinazdir (1). Bu
protein kinaz, enerji homeostazinda rol alan bir besin
ve enerji sensorl ozelligi tasir (2). Enerji seviyesi
dustligiinde aktive olarak ATP Uiretimini destekler. Stres
ve hipoksik ortam kosullari gibi organizmadaki enerji
miktarinin distik oldugu veya enerji tiketiminin yliksek
oldugu kosullarda hiicresel AMP miktari artmakta ve
AMPK aktivasyonu ile birlikte yag asidi oksidasyonu
ve glikolizis gibi katabolik reaksiyonlar artmaktadir.
Bunun sonucunda yag asidi, kolesterol ve protein
sentezi gibi anabolik reaksiyonlar baskilanmaktadir (3).
AMPK, buyimenin regiilasyonunda ve metabolizmanin
tekrar programlanmasinda 6nemli role sahiptir (4).
Hem kemirgenlerde (5) hem de insanlarda (6) kas
kontraksiyonlari ile siddete bagimh bir sekilde aktive
olmaktadir (7). Bu sayede, egzersiz sirasinda iskelet
kasi enerji dengesinin saglanmasinda rol oynamaktadir.
AMPK ayrica, otofaji ve hicresel polarite gibi
hiicresel sireclerle de iliskilidir. intakt hiicrelerde
AMPK'In aktivasyonu i¢cin AMP analogu olarak AICAR
(5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside)
kullanilabilir (8). AMPK’In AICAR ile farmakolojik
aktivasyonu, hem iskelet kaslarinda (9) hem de kalpte
(10) yag asidi alimini artirmaktadir. Ayrica, Foretz
ve arkadaslarinin sonuglarina gore AMPK, yag asidi
sentazin glukoz-uyarimli transkripsiyonunu inhibe
etmektedir (11). Adiponektin’in, AMPK’I aktive ettigi
gosterilmistir (12, 13). Bunailaveten, invivo AMPKaracih
HMG-CoA rediiktaz'in hormonal diizenlenmesinin,
kolesterol metabolizmasi regillasyonunda 6nemli
olabilecegi duslinilmektedir (14). AMPK, protein
sentezini de bircok noktada inhibe etmektedir (15).
White ve arkadaslari AMPK ile enflamasyon arasinda
da bir etkilesim oldugu ifade etmistir (16). AMPK
aktivatorleri, insan adipositlerinde pro-enflamatuvar
yanitlari modiile etmektedir (16). AMPK, kriptokrom
fosforilasyonu ve yikimi araciligiyla sirkadyan saatin
diizenlenmesinde de rol almaktadir (17).

Yakin zamanli ¢alismalarin sonuglarina gére AMPK,

enflamatuvar sinyal yolaklarinda kritik role sahiptir
(18). Pro-enflamatuvar uyari (LPS) sonucunda AMPK
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aktivitesi azalmakta iken anti-enflamatuvar sitokin
(IL-10, TGF-B) uyarisi sonucu artmaktadir (19). AMPK
inhibisyonu durumunda TNFa, IL-6 ve IL-1 Uretimi
artarken; AMPK artisi durumunda enflamatuvar
yanitlar zayiflamakta ve IL-10 {retimi artmaktadir
(19). Blagih ve arkadaslarinin sonuglarina gére, AMPK
ayni zamanda T hicre metabolik adaptasyonunu
regiile etmekte ve efektor yanitlarini diizenlemektedir
(20). Aktive T hucrelerde, AMPK tarafindan kontrol
edilen metabolik bir kontrol-noktasi bulunmaktadir
(20). Bu sayede T hiicre metabolizmasi etkin bir
sekilde saglanabilmektedir. Bu nedenle de T hiicre
yanitlart icin AMPK kritik bir 6nem tasimaktadir.
AMPK aktivitesi enflamasyonu ve anti-timor immin
yanitlari dizenleyerek timor gelisimi ve ilerlemesini
de azaltabilir (21).

AMPK aktivasyonu; diyabette, kalp kasi
bozukluklarinda, enflamatuvar hastaliklarda ve viral
enfeksiyonlarda oldugu gibi bircok kanser tiriinde
de deregiile olmaktadir (22). Ciddi obezitede
baskilanmis AMPK sinyal iletimi, metabolik sendromu
alevlendirebilmektedir (15). Literatirde vyer alan
cesitli arastirmalar, diyabet tedavisinde etkili sonuglar
olusturan AMPK agonisti ajanlarin kanser olusumunu
baskilayici 6zellige sahip oldugunu belirtmektedir (23).
AMPK'In gesitli timor supresorlerle baglantili olmasi,
bu vyolagin yerlesmis diyabet ilaglariyla terapotik
manipillasyonunun kanserde o6nemli olabilecegini
dusindirmektedir (24).

Bucalismada, meme kanseri (SK-BR-3) ve hepatosellller
karsinom (Huh-7) hiicre dizileri, AMPK inhibitor ve
aktivator ajanlari ile ayri ayri olarak inkiibe edilmistir.
ilac inkiibasyonlari sonucu hiicre proliferasyon
paternleri analiz edilmistir ve gozlemlenen degisimler
kendi aralarinda ve ilag ile inkiibe edilmemis kontrol
gruplariyla karsilastirilmistir. Bu sayede, iki farkli kanser
tiriinde AMPK hedefine yonelik dogru stratejinin
karsilastirilmali olarak belirlenmesi hedeflenmistir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Dizileri ve ila¢ Uygulamalart:

Calisma kapsaminda kullanilan meme kanseri (SK-BR-3
[American Type Culture Collection, Manassas, VA,
ABD]) ve hepatoselliiler kanser (Huh-7 [Prof. Dr. ihsan
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Girsel'in nazik hediyesi, Bilkent Universitesi, Ankara,
Turkiye]) hicre dizileri ile yapilan galismalar, hiicre
kiltlrt galismalarimiz igin laboratuvarimizda mevcut
olan dikey akim kabini (laminar flow) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hicre dizileri %10 FBS, 2 mM
L-Glutamin, %1 Penisilin/streptomisin ilave edilmis
DMEM besiyerinde (Lonza, Isvicre) cogaltilarak CO2’li
etivde 37o0C’da inklibe edilmistir. Hicrelerin, farkh
dozlarda AMPK aktivatérii “A 769662 (Abcam, ingiltere)”
veya inhibitori “Compound C (Dorsomorphin) (Abcam,
ingiltere)” ajanlari ile inkiibasyonlari saglanmistir. “A
769662” etkili, tersinir bir AMPK aktivatortdir. AMP
etkilerini taklit ederek AMPK'I direkt olarak aktive
eder. AMPK'I hem allosterik olarak hem de AMPK
defosforilasyonunu inhibe ederek aktive etmektedir .
“Compound C (Dorsomorphin)” ise etkili ve tersinir bir
AMPK inhibitoradur.
XxCELLigence Aracih Gergek-Zamanli Hiicre
Proliferasyon Analizi:

Gergek-zamanli hiicre analiz sistemi, altin biyosensor
mikroelektrotlar kullanarak elektriksel empedans
olgmektedir. Bu sistemin hiicre saghg ve davranisi
lizerine zarari olmadig gosterilmistir (25). Hiicre
sayisinin artisi, empedansi degistirmektedir. Bu
sayede de gercek-zamanli kantitatif hiicre analizi
yapilabilmektedir. Bu uygulamalar i¢in hicrenin
isaretlenmesi de gerekmemektedir (26). Bu ¢alismada,
RTCA SP xCELLigence Sistemi (ACEA, San Diego,
CA, ABD) kullanilarak dinamik ve gercek-zamanlh
hiicre proliferasyonu incelenmistir. Analiz prosediri
kisaca soyledir. Gergek-zamanli hiicre analiz sistemi
icindeki altin mikroelektrotlarin empedansi, iginde
hicre bulunmayan tam hiicre besiyeri kullanilarak
oOlgllmektedir. Bunu arkasindan kanser hicreleri
E-plakaya ekilmektedir. Gergek-zamanli hiicre analiz
sisteminin “E-plate”lerine her kosul i¢in 3000 hticre/
kuyu-basi Huh-7 veya 4000 hicre/kuyu-basi SK-
BR-3 ekilmistir. Hiicrelerin plakaya tutunmalari igin
19 saat beklenilmistir. Bu sirenin sonunda degisen
konsantrasyonlarda AMPK aktivatori (A 769662)
veya inhibitéri (Compound C) ajanlar hicrelerin
Gzerine eklenmektedir. Kanser hiicrelerine calisma
konsantrasyonu olarak 63 uM, 100 puM, 158 uM
ve 250 uM AMPK aktivatord (A 769662) veya 4,5
uM, 10 pM, 22 uM, ve 50 pM AMPK inhibitori
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(Compound C) uygulanmistir. Literatlrde yer alan
c¢alismalarda daha o6nce kullanilmis olan A 769662
ve Compound C konsantrasyonlari arastiriimis ve
kullanilacak maksimum / minimum konsantrasyonlar
belirlenmistir. Bu aralikta yer alacak sekilde ara
konsantrasyonlar, logaritmik artis / azalis gosterecek
bicimde belirlenmistir. Eklenen ajanlarin varliginda
hiicrelerin proliferasyonu takip edilerek toplam 120
saatlik proliferasyon kinetigi incelenmistir. Prolifere
olan hiicreler, “E-plate”e tutunan toplam hiicre sayisini
arttirdigl icin empedans degismektedir ve bu degisim
96 saat slireyle dinamik olarak tespit edilmektedir.
Bu yontemle dinamik hiicre proliferasyonu kinetigi
tespit edilmistir ve farkli zaman noktalarindaki “hiicre
indeksleri (Cl)” hesaplanmistir.

BULGULAR

Gergek-zamanl hicre analiz sisteminin “E-plate”lerine
Huh-7 veya SK-BR-3 hicreleri ekilmistir. Kanser
hicrelerine  AMPK aktivatori (A 769662) veya
AMPK inhibitori  (Compound C) uygulanmistir.
Hicrelerin belirtilen ajanlara >4 glin siireyle maruz
kalmasi saglanmistir. Her kosul icin deneyler 3 kez
tekrarlanmistir. Ayrica, herhangi bir ajana maruz
birakilmayan Huh-7 ve SK-BR-3 hdcreleri, kontrol
olarak kullaniimistir.

AMPK aktivasyonu yapilan meme kanseri hcreleri,
63 uM, 100 uM, 158 uM dozlarinda kontrole gore
daha fazla proliferasyon goéstermistir. Ancak 250 uM
konsantrasyonda bu etki bulunmamaktadir (Sekil 1).

Benzer sekilde, 250 uM disindaki AMPK aktivatori
dozlarinda hepatoselliiler kanser hiicre proliferasyonu
artis gostermektedir (Sekil 2).

Obiir taraftan, AMPK inhibisyonu uygulanana meme
kanseri hicrelerinde en distk doz olan 4,5 uM
bile hiicre proliferasyonunu arttirmamistir (Sekil 3).
Dahasi, 10 uM, 22 uM, ve 50 pM gibi daha yiliksek
AMPK inhibitéri konsantrasyonlarinda hicrelerde
belirgin sagkalim azalmasi izlenmisti. Meme kanseri
hiicrelerine benzer sekilde, hepatoselliiler kanser
hicreleri de 10 uM, 22 uM, ve 50 uM AMPK inhibitori
varliginda hayatta kalamamistir (Sekil 4).
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48 saat siire boyunca AMPK aktivasyonu yapilan hiicrelerde, aktivatér konsantrasyonunun hiicreler tizerindeki
etkileridegerlendirilmistir. Sekil 5 ve Sekil 6’da gorildiigu Gzere, 63 uM, 100 uM, 158 uM AMPK aktivatérii varliginda
hem meme kanseri hem de hepatoselliiller kanser hiicrelerinin proliferatif 6zelliklerinde artis gérilmektedir.

Sekil 1. Degisen konsantrasyonlarda AMPK aktivatériine maruz birakilan meme kanseri hiicrelerinin
ortalama gergek-zamanli hiicre analizi.

JInn
;

Sekil 2. Degisen konsantrasyonlarda AMPK aktivatériine maruz birakilan hepatoselliler kanser
hicrelerinin ortalama gergek-zamanli hiicre analizi.

Pt

63 M
100 M
158 uM
250 pM

Tl

Tl L L L L L

Jin
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Sekil 3. Degisen konsantrasyonlarda AMPK inhibitoriine maruz birakilan meme kanseri
hicrelerinin ortalama gergek-zamanli hiicre analizi.

JInn
:
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Sekil 4. Degisen konsantrasyonlarda AMPK inhibitoriine maruz birakilan hepatoselliiler kanser

hicrelerinin ortalama gergek-zamanli hiicre analizi.

s -

45puM
10 pM
22uM
50 M

i

Sekil 5. (A) Meme kanseri hiicrelerinin 48 saat AMPK aktivatori maruziyeti
doz-cevap grafigi. (B) Meme kanseri hiicrelerinin 48 saatlik AMPK aktivato-
ri maruziyeti donemindeki hiicre proliferasyon egrisinin egimleri grafigi. Her
kuyu igin 48 saatlik ilag maruziyeti periyodu igindeki normalize CI degerleri
dogrusal bir modele oturtulduktan sonra, egimler hesaplanmistir.

A B
Meme Kanseri Doz-Cevap Egrisi (48 sa)
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Sekil 6. (A) Hepatoselliiler kanser hiicrelerinin 48 saat AMPK aktivatori ma-
ruziyeti doz-cevap grafigi. (B) Hepatosellliler kanser hicrelerinin 48 saatlik
AMPK aktivatorii maruziyeti donemindeki hiicre proliferasyon egrisinin egim-
leri grafigi. Her kuyu icin 48 saatlik ilag maruziyeti periyodu igcindeki normalize
Cl degerleri dogrusal bir modele oturtulduktan sonra, egimler hesaplanmistir.
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TARTISMA

Bu calismanin sonucunda saglikli hicrenin kanser
hiicresine transformasyonu sonucu gelisen metabolik
degisiklikte 6nemli rol oynayan AMPK proteininin
aktivasyonu ve inhibisyonu sonucu hiicrenin
proliferatif paternindeki degisiklikler karsilastiriimistir.
AMPK'In  hedeflenmesine yonelik cesitli literatdr

calismalarinda karsilasilan farkli sonuglarin ¢apraz
analizler vyapilarak degerlendiriimesi saglanmistir.
Ayni hicre dizilerinin zit yonde AMPK modiilasyonu,
ilk defa karsilastinlmistir. AMPK diyabette, kalp kasi
bozukluklarinda, enflamatuvar hastaliklarda ve viral
enfeksiyonlarda oldugu gibi bircok kanser tiriinde
de deregiile olmaktadir. Hicrenin metabolik sinyal
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yolaginin ana regilatuvar proteini olan AMPK
aktivasyonunun, hiicre proliferasyonu, apoptotik yolak
aktivasyonu, protein translasyonunun baskilanmasi
gibi bir takim degisikliklere yol actigi ileri strilmektedir.
Kanser hiicresinde AMPK ifadesindeki degisikliklerin
hicrenin  sagkalimini  etkiledigi ve metabolik
faaliyetlerini minimalize ederek saglkli htcreler ile
kiyaslandiginda kanser hiicresine cesitli avantajlar
sagladigl belirtiimektedir. Gergeklestirilen bu ¢alisma
aracihgiyla farkli molekiler profillere sahip meme
kanseri ve hepatoselliler kanser hiicre dizilerinde
AMPK'In farmakolojik olarak hedeflenmesi sonucunda
hicrenin proliferasyonunda ve sagkaliminda meydana
gelen degisiklikler incelenmistir.

Calismamizda, hicrelerin  AMPK aktivatori ile
inkiibasyonlari sonucu hem meme kanseri hem
de hepatoselliler kanser hiicrelerinde 100 uM ilag
konsantrasyonuna kadar hicre proliferasyonu /
agresifligi giderek artmaktadir (Sekil 5 ve Sekil 6).
Bu bulgu, literatiirde ifade edildigi lzere AMPK
aktivitesinin kanser hiicre sagkalimi {izerinde ne
kadar énemli oldugunu gostermektedir. Ancak AMPK
aktivator dozu daha da arttirilirsa, bu etki yavasca
tersine donmektedir. 158 puM AMPK aktivatori
varliginda hiicre proliferasyonu hala kontrolden fazla
olsa da, 100 uM ilag konsantrasyonuna kiyasla daha
diisiiktiir. ilag konsantrasyonu daha da arttirilirsa (250
uM), AMPK aktivatériinin pro-tiumoral etkisi tersine
donmektedir. Bu sonuglar, kanser hicresi icin AMPK
aktivitesinin regilasyonunun ne kadar kritik oldugunun
altini ¢cizmektedir. Yapilan klinik ve preklinik cahismalar,
AMPK agonisti ajanlar ile kanser hicrelerinin
hedeflenebilecegini ve bu sayede ortalama sagkalimin
arttirilabilecegini gostermektedir (27-29). Bu goérisin
aksine bazi calismalar ise, timor gelisimi slirecinde
AMPK aktivasyonunun arthgini gostermektedir (30,
31). Hepatoselliler kanser hicreleri ile yapilan bir
calismada, kanser baglatici hicrelerin  kok hiicre
belirteci ve homeo kutu proteini olan NANOG'un hiicre
metabolizmasiniregiile ettigini gostermektedir. NANOG
ve AMPK aktivasyonuyla birlikte oksidatif fosforilasyon
metabolizmasinin yag asidi oksidasyonuna donlisimu
gerceklesmektedir. Bu durumun, kanser baslatici kok
hicrelerin ilaca karsi direng gelistirmelerini sagladigi
one slrilmektedir. (32). Kanser hiicrelerinin olumsuz
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kosullar altinda metabolik faaliyetlerini AMPK
aktivasyonuileregiile ederek sagkalim avantaji sagladigi
ve bu baglamda AMPK'in pro-tiimdral bir protein kinaz
oldugu ifade edilmektedir (33, 34). AMPK aktivitesinin
baskilanmasiyla  birlikte  hiicredeki  metabolik
stresi kontrol edemeyen kanser hicresinin olimi
hedeflenmektedir (35, 36). Yakin zamanh ¢alismalarin
sonuglarina gore AMPK, kanserde farkl kosullarda pro-
veya anti- tiimorijenik etki gésterebilmektedir (22, 33).
Kanser hicreleri ile yapilan galismalarda ortaya ¢ikan
bu celiskili durumun, hiicrenin molekiiler profiline ve
timor mikrogevresindeki kosullara bagh oldugu 6ne
strilmektedir (37, 38). Bizim ¢alismamizda da kanser
hiicresi hizli cogalmasini desteklemek icin belirli bir
diizeye kadar AMPK aktivite artisindan fayda gorurken,
kritik esigin lizerinde bu fayda kaybolmaktadir. Dahasi,
AMPK aktivasyonunun yapilmasinin ve bu aktivasyonun
dizeyinin hicreler (zerindeki etkisi meme kanseri
ve hepatoselliiler kanser hicrelerinde benzer olarak
bulunmustur.

AMPK inhibisyonunun kanser hiicreleri Uzerindeki
etkisi ise daha farkhdir. 10 pM, 22 pM, ve 50 uM
AMPK inhibitori uygulanan hem meme kanseri hem
de hepatoselliiler kanser hiicreleri proliferasyon
ozelliklerini  belirgin dlizeyde kaybetmistir. AMPK
fonksiyonlarinin  kanser  hiicresi  metabolizmasi
lizerindeki 6nemi disiinildiginde aslinda bu bulgu
olduk¢a mantiklidir. Zaten hiicrenin proliferasyonu ve
hayatta kalmasi icin AMPK fonksiyonu oldukga kritiktir.
ilging olan bir bulgu ise, 4,5 pM AMPK inhibitér
dozunda izlenmistir. Meme kanseri hiicrelerinde distk
dizeyli bu inhibisyon, kontrole kiyasla ¢ok belirgin bir
fark yaratmamistir (Sekil 3). Ozellikle 60 saat siireyle
AMPK inhibitériine maruz kalan hicreler kontrole
benzer dlizeyde proliferasyon gostermistir. Ancak 60
saatten sonra hicrelerin AMPK inhibisyonuna tolerans
ozelligi azalmakta ve meme kanseri hicrelerinin
proliferasyonu kontrole kiyasla dismektedir (Sekil
3). Bu kinetik degisim, gercek-zamanli hiicre analizi
yapilmasinin kanser metabolizmasi c¢alismalari igin
ne kadar 6énemli oldugunun bir gostergesidir. Meme
kanserihticrelerinin 4,5 uM AMPK inhibitériine 60 saate
kadar dayanabildiginin tespiti, sadece bu ydntemle
ortaya konulabilir, ¢linki belirli bir zaman noktasi
temelli sitotoksisite tespiti yaklagimlari, bu kinetik
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degisimi kolaylikla atlayabilecektir. Bu gercek-zamanl
yaklasimin énemi, hepatoselliiler kanser hiicrelerinin
AMPK inhibisyonuna verdigi yanitlar incelendiginde
daha fazla ortaya g¢ikmaktadir. Hepatoselliler kanser
hiicrelerinin 4,5 uM AMPK inhibitérine verdigi yanit,
meme kanseri hiicrelerinin verdigi yanitin tam tersidir.
Yaklasik 72 saate kadar ilag maruziyeti stiresince distk
dozda AMPK inhibitori ile inklibe edilen hepatoselliiler
kanser hiicreleri, kontrol hiicrelerine kiyasla daha
az proliferasyon gostermisti.  Ancak 72 saatlik
inkGibasyondan sonra 4,5 uM AMPK inhibitoriine maruz
kalan hicrelerin sayisi, kontrol grubunu gecmistir (Sekil
4). Dahayiksek dozda AMPK inhibitérine karsi hiicreler
tolerans gosteremeseler de, hepatoselliler kanser
hiicrelerinin diisik dozda AMPK inhibitoriine yaklasik
72 saat gibi bir siirede adapte olmasi oldukga ilgingtir.
Aslinda bu bulgu, timorin degisimi ve de bunun
sonucu olarak farkli kosullara adaptasyonunun ne
kadar kuvvetli oldugunun bir géstergesi olarak da kabul
edilebilir. Bunlara ilaveten, AMPK’in immin sistemdeki
onemi goz oniline alindiginda, AMPK modulasyonunun
anti-timor immdin yanitlar icin ne kadar kritik oldugu
gorilebilir. AMPK-aracili metabolik homeostazin, T
hiicre aracili adaptif immin yanitlarda 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir (20). Ayrica AMPK agonistleri
dogal ve adaptif immin yanitlari baskilayabilmektedir
(39). Obir taraftan, AMPK'In dogal immiin sistemi
indiikledigi de rapor edilmistir (40). Bu bulgular, kanser
tedavisinde AMPK modilasyonunun kanserin énemli
ozellikleri arasinda yer alan hem kanser metabolizmasi
hem de anti-timor immin yanitlar Gzerinde kritik bir
regilasyon potansiyeli oldugunu ortaya koymaktadir.

SONUC

Bu calismada, kanser hiicre metabolizmasi igin kritik
oneme sahip oldugu bilinen AMPK’in modilasyonunun
meme ve hepatoselliler kanser hiicre proliferasyonu ve
sagkalimi tzerindeki etkileri incelenmistir. Bu etkilerin
kinetik degisimlerini detayli olarak tespit edebilmek
amacliyla xCELLigence gergek-zamanli hiicre analizi
sistemi kullanilarak dinamik o&lgiimler yapilmistir.
Cesitli calismalarda kanser hiicresi proliferasyonunda
ve protein translasyonunda regilator gorev saglayan
AMPK aktivasyonunun, hiicreye rezistans 06zellik
kazandirdigi belirtilmektedir. Gercekten de bu calisma
kapsaminda elde edilen bulgular dogrultusunda, AMPK
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aktivasyonun belirli sinirlar dahilinde kalmak kosuluyla
hem meme kanserinde hem de hepatosellller
kanserde hiicre proliferasyonunu ve agresifligini
arttirdig) tespit edilmisti. AMPK inhibisyonu ise genel
olarak anti-timoral etkiler gostermistir. Bunun bir
istinasi ise hepatoselliiler kanser hicrelerinin disik
dozda AMPK inhibisyonuna artmis proliferasyon yaniti
vermesidir. Bu bulgular, kanser heterojenitesine dikkat
cekmekte ve dolayisiyla kanser metabolizmasini hedef
alan anti-kanser tedavi stratejilerinin farkl kanserlerde
dikkatle uygulanmasi gerekliliginin altini gizmektedir.
Ayrica kanser tedavisinde AMPK modilasyonunun anti-
timoér immin yanitlar Gzerinde kritik bir regiilasyon
potansiyeli oldugu da unutulmamalidir. Bu baglamda
bu calisma ile AMPK'a yonelik terapotik stratejilerin
belirlenebilmesine katki saglanmigtir. Daha sonra
yapilacak ¢alismalarda AMPK modiilasyonunun in vivo
etkilerinin degerlendirilmesi, bu gcalismanin sonuglarina
deger katabilecektir.
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