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OZET

Deliktas O., Uvea melanomu hiicre dizilerinde AMPK modiilasyonunun hiicre
proliferasyonuna etkisinin incelenmesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Goz Hastahklar1 Anabilim Dah, Uzmanhk Tezi, Ankara 2020. Bu calisma ile,
AMPK (AMP Aktive Edici Protein Kinaz) aktivasyonu ve inhibisyonu sonucunda
uvea melanomu hiicre dizilerinin hiicre proliferasyonu yaniti incelenerek AMPK
hedefine yonelik dogru stratejinin karsilastirmali olarak belirlenmesi amaglanmustir.
Uvea melanomu en sik goriilen intraokiler primer malign tiimordiir. AMPK, saglikli
hicrenin kanser hiicresine dontisiimiinde ve timor gelisiminde metabolik adaptasyonu
saglayarak onemli rol oynamaktadir. AMPK farkli kosullarda tiimor supresor veya
protimoral etki gosterebilmektedir. Calismamizda MEL, OMMZ2.5, 92.1 ve MP46
uvea melanomu hiicre dizileri farkli dozlarda AMPK aktivator (A-769662) ve inhibitor
(Dorsomorfin) ajanlari ile ayr1 olarak inkiibe edilmistir. MTT hiicre proliferasyon
deneylerinde hiicre dizilerinin 24 saatlik proliferasyon hizlar1 sirasiyla en hizli
prolifere olan 92.1 olmak Uzere MP46, OMM2.5, MEL270 seklinde bulunmustur.
Hiicrelerin proliferasyon hizlar1 ve farkli ila¢ gruplarina verdikleri proliferasyon
yanitlart arasinda iligki gézlenmemistir. Hlcre dizilerinin AMPK duzenleyici ajanlara
verdigi yanit 48 saatlik ila¢ inkiibasyonu sonrasinda XTT hiicre proliferasyon deneyi
yapilarak saptanmigtir. Tiim hiicre dizilerinin (92.1 hiicre dizisi, <50 pM AMPK
aktivatorii disinda) AMPK  aktivatoriine verdigi yanit ayni hiicre dizisinin ilag
eklenmemis kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunda azalma
oldugu gozlenmistir. Ayn1 hiicre dizisinde hiicre proliferasyonundaki azalma miktari
ve doz artis1 arasinda bir iliski gozlenmemistir. MP46 hiicre dizisinde AMPK
aktivatorinin 50 pM Uzerindeki uygulamalarinda artan ilag dozlarinda hiicre
proliferasyonunun daha fazla oldugu saptanmistir. Tiim hiicre dizilerinin 5 pM
uzerindeki AMPK inhibitériniin artan dozlarda uygulanmasina verdigi yanit, doz

arttikca proliferasyonun daha da azalmasi olarak gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Uvea melanomu, AMPK, hiicre proliferasyonu



ABSTRACT

Deliktas O., The effect of AMPK modulation on cell proliferation in uveal
melanoma cell lines, Hacettepe University School of Medicine, Ophthalmology
Department, Thesis in Ophthalmology, Ankara 2020. The aim of this study is to
comparatively determine the accurate strategy regarding AMPK targeting by
analyzing the cell proliferation response of uveal melanoma cell lines to AMPK
activation and/or inhibition. Uveal melanoma is the most common primary intraocular
malignant tumor. AMPK plays an important role in the transformation of a healthy cell
into a tumor cell and tumor progression by providing metabolic adaptation. AMPK
can have a tumor suppressor or a protooncogenic impact under different
circumstances. In our study, uveal melanoma cell lines MEL270, OMM2.5, 92.1 and
MP46, were incubated separately with varying doses of AMPK activator (A-769662)
or inhibitor (Dorsomorphin) agents. MTT cell proliferation assays, the 24-hour rates
of proliferation were determined and 92.1 cells showed the highest proliferation rate
(92.1, MP46, OMM2.5, MEL270 in the decreasing order). There was no correlation
between the cell proliferation rates and the proliferation responses to the different drug
groups. The responses of cell lines to these AMPK modulating agents were
determined by XTT cell proliferation assays after a 48-hour incubation. There was a
decrease in cell proliferation response in all cell lines incubated with AMPK activator,
compared to the control group of the corresponding cell lines which were not exposed
to any agents. There was no correlation between the amount of decrease in cell
proliferation and dosage increment in any of the cell lines. In MP46 cell line, the cell
proliferation was found to be higher as a result of the treatment of AMPK activator in
increasing doses over 50 uM. The response of all cell lines to the treatment of AMPK
inhibitor was observed significantly, as cell proliferations declined further with the

increasing doses over 5 uM.

Keywords: Uveal melanoma, AMPK, cell proliferation
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1. GIRIS ve AMAC

Uvea melanomu en sik goriilen intraokiler primer malign timoérdar (1-3).
Yillik insidansi milyonda 5-8 olarak bildirilmistir (3-5). Baz1 klinik, histopatolojik ve
genetik faktorler uvea melanomununu prognozunda belirleyicidir (6, 7). Uvea
melanomu tedavisinde tumor boyutu ve lokalizasyonuna gore konservatif ya da radikal
tedavi uygulanmaktadir. Tiimoriin fovea ve optik diske olan mesafesi ile iliskili olarak
konservatif tedavi sonras1 gérme korunmaktadir. Son yillarda konservatif tedavi 6n
planda uygulanmaktadir. Konservatif tedavi sonrasi lokal rekiirens oranlar1 %5’in
altindadir.  Biiyiik capli, kalin, komplike olmus ve ekstraokiiler yayilimi1 olan
timorlere radikal tedavi (goéziin anatomik olarak yerinde kalmadigi tedaviler)
uygulanmaktadir (8, 9). Uygun tedaviye ragmen hastalarin yaklagik yaris1 metastatik
hastaliga bagli 6lmektedir. Yasam siiresi, metastaz oranlar1 konservatif tedavi ve
radikal tedavide degismemektedir (10, 11).

Metastaz hematojen yolla en sik karaciger (%93), akciger (%24) ve kemiklere
(%16) olmaktadir. Karaciger metastazi sonrasi ortalama yasam siiresi 4-6 aydir.
Metastaz gelisen hastalarin %15 ‘i 1 yillik yasam siiresine ulasmaktadir. Son 30 yilda
uvea melanomu hastalarinin yasam siiresinde iyilesme olmamistir. Metastatik
hastalikta etkin bir tedavi yonteminin olmayis1 yiiksek riskli hastalarin erken tespitinin
hastalik yonetimi agisindan Onemini ortaya koymaktadir (12-17). Son yillarda
caligmalar genetik prognostik belirtecler ve gen spesifik tedavilere yogunlagmistir.
Genetik ve epigenetik degisimleri igeren ¢ok asamali bir siire¢ olan uvea melanomu
gelisimi ve progresyonundaki patogenezin molekiiler diizeyde anlasilmasi tedavi
gelistirilmesine katki saglayacaktir (18).

AMPK (AMP Aktive Edici Protein Kinaz) hiicrenin ¢esitli metabolik stres
durumlarinda aktive olarak hiicredeki enerji homeostazini saglayan onemli bir
serin/treonin protein kinazdir. Besin eksikligi, hipoksi gibi organizmadaki enerji
miktarmin diisiikk oldugu veya enerji tiiketiminin yiiksek oldugu stres kosullarinda;
AMPK aktivasyonu ile birlikte yag asidi oksidasyonu ve glikolizis gibi katabolik
reaksiyonlar artmakta, yag asidi, kolesterol ve protein sentezi gibi anabolik

reaksiyonlar baskilanmaktadir (19).



Hiicrenin  maruz kaldigi  stresin  karsinogenezde Onemli oldugu
disiiniilmektedir. Saglikli hiicreler kanser hiicrelerine donlisme siirecinde onkogen
aktivasyonu, hipoksi, besin eksikligi, radyoterapi ve kemoterapi gibi strese maruz
kalirlar. Stres altinda hiicrenin blyimesi ve hayatta kalabilmesi icin enerji
homeostazini saglamasi gerekir. AMPK enerji ve oksidorediiksiyon homeostazinda
temel dizenleyicidir. AMPK diyabette, kalp kasi bozukluklarinda, enflamatuvar
hastaliklarda ve viral enfeksiyonlarda oldugu gibi bircok kanser tiiriinde de deregiile
olmaktadir (20, 21).

Yapilan ¢alismalara gére AMPK ’1n kanserle iliskisi iki yonliidiir. AMPK farkli
kosullarda timor supresor veya protimoral etki gosterebilmektedir. LKB1, TSC2, P53
gibi bircok proteinin fosforile edilerek diizenlenmesi ile AMPK’1n hiicre b6liinmesini
durdurarak timor supresor ozellikler gostermektedir (22). AMPK diger hiicreler gibi
tiimor hiicrelerinin de hipoksi, besin eksikligi gibi stres kosullarinda hayatta kalmasini
sagladigimi destekleyen galismalar mevcuttur. Calismalardaki bu ¢eliskili durumun
tiimdriin molekiiler profiline ve mikrocevre kosullarina bagli oldugu diisiintilmektedir
(23, 24).

Calismamizda farkli molekiiler profillerdeki MEL270, OMM2.5, 92.1 ve
MP46 uvea melanomu hiicre hatlart AMPK inhibitdr ve aktivatdr ajanlart ile ayri
olarak inklbe edilmistir. Ilag inkiibasyonlar1 sonucu hiicre proliferasyonu analiz
edilerek ve grup i¢i gozlenen degisimler kendi aralarinda ve kendi grubunda ilag
inkiibe edilmemis kontrol gruplariyla karsilastirilmistir. Bu c¢alisma ile uvea
melanomunda AMPK regiilasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uvea Melanomu

Uvea melanomu intraokiiler en sik goriilen primer malign tiimérdiir. Iris, siliyer
cisim ve koroideada yer alan melanositlerden kaynaklanir. Okiiler melanomlar tiim
melanomlarin = %3’linii  olusturmaktadir. Okiiler melanomlarin  %85’ini  uvea
melanomu, %10 unu kapak/orbita melanomu, %5’ini konjonktiva melanomu olusturur
(1-3). Uvea melanomu ortalama tani yasi 60 olmak iizere 30 yas altinda nadir
goriilmektedir. Yillik insidans1 milyonda 5-8 olarak bildirilmistir (3-5).

Beyaz 1rk, acik ten rengi, acik renk iris, uveal neviis, okiiler ve okiilodermal
melanositoz, displastik nevis sendromu uvea melanomu gelisme riskini artiran
faktorlerdir (25-28). Uvea melanomlu hastalarin %0.6’sinda ailesel uvea melanomu
saptanmugtir. Inkomplet gegisli otozomal dominant kalitimla aktarilan ailesel uvea
melanomu hastalarinda BAP1 mutasyonu ve sekonder kanser riskinin arttig1 tespit
edilmistir. (29-31)

Uvea melanomu hastalarinda monozomi 3, kromozom 8q kazanimi, GNAQ,
GNAll, EIF1AX, SF3B1 ve BAP1 mutasyonu gibi genetik degisiklikler tespit
edilmistir. Uvea melanomu gen ekspresyon profilinin prognozda 6nemli rol oynadigi
goriilmiistiir. Uvea melanomu hastalar1 gen ekspresyon profiline gore diisiik ve yiiksek
metastaz riskine sahip iki sinifa ayrilmistir. Smif-1A tiimorlerde %2, sinif-1B
timorlerde %21, siif-2 tiimorlerde %72 oraninda metastaz tespit edilmistir (32-38).

Klinik ve histopatolojik faktorler uvea melanomunda bilinen prognostik
faktorlerdir. Klinik parametrelerden tiimor kalinligy, timor ¢apy, siliyer cisim tutulumu
ve ekstraokiiler yayilim prognozunu etkilemektedir. American Joint Committee on
Cancer (AJCC) timor evrelemesinde ayni klinik parametreler kullanilmaktadir (38).
Tumor, kalinlig1 ve ¢apina gore kiiciik (ytliksekligi <3 mm, en biiyiik ¢ap1 <10mm),
orta (yiiksekligi >3-8 mm, en biiyiik ¢ap1 10-15mm) ve biiyiik (yiiksekligi >8 mm, en
biiylik ¢capr> 15mm) olmak {izere siniflandirilmaktadir. Siliyer cisim tutulumu ve
sklera dis1 yayilim kotii prognozla iliskilidir (39, 40). Histopatolojik olarak uvea
melanomu ig8si hiicreli, epiteloid hiicreli ve karisik hiicreli melanom olmak tizere 3

smifa ayrilmaktadir. Hicre tipleri prognozu etkileyen 6nemli faktorlerdendir. Mitoz



sayisi, lenfosit infiltrasyonu, pigmentasyon derecesi, vaskiiler patern olusumu ve
nekroz orani histopatolojik diger prognostik faktorlerdir (6, 7, 41-44).

Uvea melanomu tedavisinde tumoér boyutu ve lokalizasyonuna gore
fotodinamik tedavi, transpupiller termoterapi (TTT), plak brakiterapi, yukli partikul
radyoterapi, fraksiyone stereotaktik radyoterapi, lokal rezeksiyon ve radikal tedavi
(eniikleasyon, ekzenterasyon) uygulanmaktadir. Konservatif tedavide gorme ve gozii
korumak amaglanmaktadir. Tiimoriin fovea ve optik diske olan mesafesi ile iligkili
olarak konservatif tedavi sonrasi1 gorme korunmaktadir. Son yillarda konservatif tedavi
on planda uygulanmaktadir. Konservatif tedavi sonrasi lokal rekiirens oranlart %5’in
altindadir.  Biiyiikk capli, kalin, komplike olmus ve ekstraokiiler yayilimi olan
timorlere radikal tedavi uygulanmaktadir (8, 9). Uygun tedaviye ragmen hastalarin
yaklagik yaris1 metastatik hastaliga bagl 6lmektedir. Yasam siiresi, metastaz oranlari
konservatif tedavi ve radikal tedavide degismemektedir (10, 11).

Metastaz hematojen yolla en sik karaciger (%93), akciger (%24) ve kemiklere
(%16) olmaktadir. Karaciger metastazi sonrasi ortalama yasam siiresi 4-6 aydir.
Hastalarin %15 ‘i 1 yillik yagam siiresine ulagmaktadir. Diger organ metastazlarinda
19-28 aylik sag kalimlar raporlanmistir (12-14). Son 30 yilda uvea melanomu
hastalarinin yasam siiresinde iyilesme olmamistir. Metastatik hastalikta etkin bir
tedavi yonteminin olmayisi yiiksek riskli hastalarin erken tespitinin hastalik yonetimi
agisindan 6nemini ortaya koymaktadir (13, 15-17).Son yillarda c¢aligmalar genetik
prognostik belirtecler ve gen spesifik tedavilere yogunlasmistir. Genetik ve epigenetik
degisimleri iceren c¢ok asamali bir siire¢ olan uvea melanomu gelisimi ve
progresyonundaki patogenezin molekiiler diizeyde anlasilmasi tedavi gelistirilmesine

katki saglayacaktir (18).

2.2. AMP Aktive Edici Protein Kinaz (AMPK)

Hiicreler gerekli enerji ihtiyacim1 besin kaynaklarinin ulasilabilirligine gore
metabolizmalarin1 adapte ederek karsilamaktadir. Hiicrenin enerji homeostazini
olusturan bu siire¢ serin/treonin kinaz olan AMPK’1n regiilasyonu ile saglanmaktadir
(19). AMPK a, B ve y olmak iizere 3 alt birimden olusan heterotrimerik bir yapidadir.
a (al ve 02), B (Bl ve B2 ) ve y (yl, y2 ve y3) alt birimlerinden degisik

kompozisyonlarda birleserek farkli substratlara spesifik, farkli gorevleri ve yerlesimi



olan AMPK ’lar olusturulur. Omurgalilarda 12 farkli AMPK alt birimi kombinasyonu
bilinmektedir. AMPK, y alt birimindeki CBS (sistatyonin § sentaz) alanina baglanan
adenin niikleotitleri araciligi ile hiicredeki ATP diizeyi ve ATP nin ADP ve AMP’ye
oranini algilamaktadir (45, 46). AMPK stres ve hipoksi gibi diisiik enerji kosullarinda
gorevli enzimleri fosforilleyerek ATP (retiminin artmasint ve ATP tiiketiminin

azalmasini saglamaktadir (21, 47, 48).
2.2.1 AMPK Fosforilasyonunun Regulasyonu

AMPK tiim hiicrelerin enerji dengesini arz ve talepleri degerlendirerek yonetir.
Bu slirecte AMPK aktivasyonu a alt birimindeki treonin-172’nin LKB1, CaMKK} ve
TAK1 araciligiyla fosforilasyonu ile diizenlenmektedir. Treonin-172 disinda o ve B alt
biriminde bir¢ok fosforillenme bélgesi mevcuttur, bunlar da AMPK regulasyonunda
rol almaktadir. AMPK aktive olduktan sonra anahtar rol oynayan enzimleri ve
transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek metabolizmanin ve gen ekspresyonunun
kontroliinii saglar (47, 49, 50).

2.2.2 AMPK-Karbonhidrat, Lipit ve Protein Metabolizmasi

Karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde, enerji ihtiyacinin arttigi
durumlarda AMPK aktive olur. Devaminda glukozun hiicre i¢ine alim1 ve glikoliz hizi
artar. AMPK aktivasyonu saglayan AICAR ya da metformin ile yapilan deneylerde
instilin duyarli hiicrelerde GLUT4 ekspresyonunun, glukozun hiicre i¢ine aliminin
artt1g1 bu mekanizma ile insiilin direncinin azaltildig1 saptanmistir. AS160 ve TBC1D1
molekiillerinin AMPK tarafindan fosforillenmesi GLUT4’lin hiicre membranina
translokasyonunu ve GLUT4 aracili insiiline bagli glukoz alimini artirmaktadir (51).
Hiicre i¢ine aliman glukoz AMPK tarafindan fosforillenerek aktive edilen
fosfofruktokinaz-2 basta olmak iizere glikoliz enzimlerinin aktive olmasi ile enerji
ihtiyacinin karsilanmasinda kullanilir. AMPK aktive oldugunda glikojen sentazi
fosforile ederek inhibisyonunu saglar ve glikojen fosforilazi aktive eder. Bu durumun
kas dokuda glikojen deposunu azaltmasi beklenir. Fakat hiicrenin glukoz ihtiyaci hizla
yerine kondugunda ve glukoz-6 fosfat miktar1 arttiginda glikojen sentaz enzimi aktive
olabilir (52, 53). AMPK aktivasyonu ile glukoneogenez igin gerekli enzimlerin

transkripsiyonunu baskilayarak hepatik glukoz {iretimi azaltir (21).



1987 yilinda Carling ve arkadaslar1 tarafindan yag asidi ve kolesterol
metabolizmasi arastirmalarinda anahtar diizenleyici olarak AMPK kesfedilmistir.
Lipit metabolizmas1 aglik durumunda hiicredeki ATP ve glukoz miktarinin
azalmasiyla enerji kaynagi olarak 6nemli hale gelir. AMPK ’1n asetil-CoA karboksilaz
enzimini fosforillemesi ile insiilin bagimli hiicrelerde yag asidi alimi ve yag asidi
oksidasyonu artar, karacigerde lipogenez azalir. AMPK’1n aktiflesmesi ile yag asidi
ve kolesterol sentezi icin gerekli enzimler fosforillenerek inhibe edilir. Karaciger ve
yag dokuda yag asidi, kolesterol sentezi azaltilir (54-56).

Protein sentezi hiicre i¢i enerjinin harcandigi 6nemli anabolik reaksiyonlardan
biridir. Hiicre metabolik stres ve enerji ihtiyacinin arttigt durumlarda enerji
homeostazini saglamak icin AMPK’1 aktive eder. AMPK mTORC1 (mammalian
target of rapamycin complex 1), EF2 (elongation factor 2) gibi ¢esitli yolak
proteinlerini fosforile ederek protein sentezini inhibe eder (57, 58).

2.2.3. AMPK- Hiicre Gelisimi, Otofaji ve Apoptozis

AMPK 1 aktive olmasi hiicre boliinmesinde G1/S fazinda gecisini durdurur.
Bu etkinin timor supresor o6zelligi olan p53, p21 ve p27°’nin AMPK tarafindan
fosforillenmesi ile saglandig diisiiniilmektedir. Ayrica AMPK mRNA stabilizasyonu
saglayan proteinlerin ve RNA baglayici diger proteinlerin sitoplazma ve ¢ekirdekteki
dagilimlarini etkileyerek hiicre boliinmesini inhibe eder (59-61).

Besin gereksinimi karsilanmayan, stres altindaki hiicre biitiinligiini
koruyabilmek i¢in otofajiyi kullanir. AMPK, ULK1 (Unc-51 Like Autophagy
Activating Kinase 1) ve mTOR ile etkileserek otofaji mekanizmasini1 diizenlemektedir
(62). AMPK’mn aktivasyonunun p27 gibi hlcre dongisiinde 6énemli rol oynayan
faktorler Uzerine olan etkisi ve protein sentezini inhibisyonu, hicrenin otofaji ve

apoptoz dengesi i¢in 6nemli rol oynamaktadir (21, 63)
2.2.4. AMPK 1 Fizyolojik Regiilasyonu ve Hastaliklarda Disregiilasyonu
2.2.4.1. AMPK-Egzersiz

Egzersizin kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser ve depresyonun

onlenmesinde etkili oldugu bilinmektedir. Egzersiz sirasinda hiicrelerde ATP dongiisii



100 kata kadar artmaktadir. AMP/ATP oraninin artmast AMPK aktivasyonuna neden
olur. AMPK’in aktive olmast ile anabolik reaksiyonlar baskilanir, katabolik
reaksiyonlar hizlandirilarak hiicrenin gerekli enerjiyi kazanmasi saglanir (21, 64).
Hiicrenin artan metabolizmasi i¢in ihtiya¢ duyulan substratlarin saglanmasi, atiklarin
bolgeden uzaklastirilmast i¢in kan akiminin artmasi gerekir. Aktive AMPK endotel
hiicrelerinde nitrik oksit sentazi (eNOS) aktive ederek kan akim hizinin
diizenlenmesine yardimci olur (65, 66).

Yillardir egzersizin hiicrelerde mitokondri igerigi ve kapasitesini arttirdigi
bilinmektedir. AMPK ile etkilesime girerek mitokondri biyogenezi kontrol edilir,

gerekli transkripsiyon faktorleri ve koaktivatorlerin diizenlenmesi saglanir (67).
2.2.4.2. AMPK- Sirkadyen Ritm

Sirkadyen ritm gece ve giindiiz dongilisiinde 1s18a organizmanin verdigi
davranigsal ve fizyolojik yanitin diizenlenmesini saglar. Beyinde 1s18a bagimli yanit
diizenlenirken periferal dokularda besin alimina gore sirkadyen ritmin diizenlendigi
diistiniilmektedir. Besin alimu ile aktive olan AMPK kriptokrom-1 (CRY-1)’i fosforile

ederek sirkadyen ritm diizenlenmesinde gorev alir (68).
2.2.4.3. AMPK- inflamatuar ve Endokrin Regiilasyon

Asir1 beslenme ve obezite insiilin rezistansi, diyabet ve kanser i¢cin 6nemli risk
faktorlerindendir. Besin aliminin artmasi ile hiicre i¢inde glukoz ve yag asitleri artar,
NAD/NADH orani azalir. Bunun sonucunda SIRT1/LKB1 yolag: inhibe edilir, bu
stirec AMPK fosforilasyonu onlenmesi ve inhibe olmasiyla sonuglanir. Kalori
kisitlamasinin bu siireci tersine ¢evirerek AMPK ’1n aktive olmasini; insiilin rezistansi,
diyabet ve kanser riskinin azalmasini sagladig: diisiiniilmektedir. Yasla azalan AMPK
aktivasyonuna kars1 egzersiz ve kalori kisitlamasi yaslanma karsit1 olarak kullanilabilir
(69-71).

Obezite kronik inflamasyonu artirarak da insiilin rezistansi, diyabet ve kanser
riskini artirmaktadir. Makrofaj ve adipoz dokuda artan yag asitleri toll like reseptor-4
(TLR-4) ile proinflamatuar cevap olusumuna ve insiilin rezistansina neden olur (72).
TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler, AMPK’1n aktivasyonunu baskilar; IL-
10, TGF- B gibi antiinflamatuar sitokinler, AMPK aktivasyonunu artirir. AMPK



inhibisyonu hiicrede inflamatuar cevabin (TNFa, IL-6 ve IL-1 Uretimi artar) artisiyla,
AMPK aktivasyonu hucrede inflamatuar cevabin azalmasiyla (antiinflamatuar olan
IL-10 {iretimi artar) sonuglanir. Ozetle AMPK baslayan antiinflamatuar ya da
inflamatuar siireci daha da kuvvetlendirecek sekilde cevap verir (73).

Aktive T hicrelerin immiin yanit olusturabilmesi, artan metabolizma
ihtiyacinin karsilanmasi (hiicrenin metabolik kontrolil) AMPK aktivasyonu aracili
MRNA translasyonu ve mitokondriyal cevapla saglanir. Bu nedenle T hiicre yanitlart
icin AMPK kritik bir 6nem tasimaktadir (74).

Makrofaj ve adipositler leptin, adiponektin, visfatin, retinol baglayici protein-
4 ve rezistin gibi adipokin olarak adlandirilan hormon ve sitokinler salgilamaktadir.
Adipokinlerin organizmada olusturdugu degisiklikler AMPK aracili olarak saglanir.
Adipokinlerin ve diger istah diizenleyici hormonlarin hipotalamusta aclik ve enerji

tiiketimi dengesinin diizenlenmesinde AMPK aracili etki ettigi digiiniilmektedir. (75).
2.2.4.3. AMPK- Karsinogenez

Hiicrenin maruz kaldigi  stresin  karsinogenezde o6nemli oldugu
diisiniilmektedir. Saglikli hiicreler kanser hiicrelerine doniisme surecinde onkogen
aktivasyonu, hipoksi, besin eksikligi, radyoterapi ve kemoterapi gibi strese maruz
kalirlar. Stres altinda hiicrenin biyumesi ve hayatta kalabilmesi igin enerji
homeostazini saglamasi gerekir. AMPK hiicrenin enerji homeostazinin yonetimini
yag, protein ve karbonhidrat metabolizmasini diizenleyerek saglar. AMPK enerji ve
oksidorediiksiyon homeostazinda temel diizenleyicidir (20).

Yapilan ¢alismalara gore AMPK’mn kanserle iligkisi iki yonlidir. Farkli
kosullarda tiimor supresor veya tiimor gelisimini destekleyen etki gosterebilmektedir.
Calismalardaki bu ¢eliskili durumun tiimoriin molekiiler profiline ve mikrogevre
kosullarina bagl oldugu diisiiniilmektedir (23, 24).

Metforminin  etki mekanizmalarindan  biri  AMPK  aktivasyonudur,
kullaniminin kanser riskini azalttigi distiniilmektedir (76). Peutz-Jeghers sendromu
AMPK aktivasyonunda kritik rolti olan LKB1’de otozomal dominant olarak aktarilan
mutasyon sonucu olusur. Peutz-Jeghers sendromunun kanser prevelansini artirdigi
bilinmektedir (21). AMPK timor supresor LKB1, TSC2 tarafindan fosforile edilerek

aktive olmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan rapamisinin hedefledigi mTOR,



LKB1-AMPK yolag: tarafindan inhhibe edilmektedir (58). AMPK p53’in
regulasyonu, transkripsiyon faktorleri ve koaktivatorlerin aktivasyonunu etkileyerek
hicre siklusuna yon vermekte, hiicrelerinin bélinme stirecini durdurabilmektedir (60).
AMPK aktivitesi inflamasyonu ve anti timor immin yanitlar1 diizenleyerek timor
gelisimini Onleyebilir. AMPK aktivasyonu ile HIF-1a azalarak Wargburg etkisinin
baskilanmasi ile tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasi 6nlenmis olur. Bunlar g6z 6niine
alindiginda ¢esitli yolak proteinlerinin fosforile edilerek diizenlenmesi ile AMPK’1n
hiicre boliinmesini durdurarak tiimor supresor dzellikler gosterdigi sdylenebilir (22).
AMPK’1n tiimdr supresor birgok 6zelligine ragmen AMPK mutasyonu Kanser
Genom Atlas projesi datalarinda nadir goriilmektedir. AMPK diger hiicreler gibi tumor
hicrelerinin de hipoksi, besin eksikligi gibi stres kosullarinda hayatta kalmasini
sagladiginy, ila¢ direnci ve metastazda dnemli rol oynadigin1 destekleyen calismalar
mevcuttur. AMPK’in otofaji indiiksiyonu, yag asidi oksidasyonunu artirmasi ve
hicredeki NADPH artis1 ile oksidorediiksiyon dengesine yardimei olmasi metabolik
strese olan cevabina katki saglayarak tiimor gelisimine destek olmaktadir. AMPK
aktivasyonu ayrica metastaz ve timor biiylimesine yardimci olan matrix ayrilmasini

artirarak protiimoral etki gosterir (23, 24).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Hacettepe Universitesi Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali ve Hacettepe
Universitesi Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dalinda gergeklesmistir.
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu’ndan 01/10/2019 tarih ve GO 19/974 karar numarali etik kurul onay1 alinmistir

3.1. Geregler
Tablo 3.1. Proje Kapsaminda Kullanilan Geregler

Ekipman Turdq, Projede Kullanim

Bulundugu Kurum/Kurulus

Modeli Amaci
Hacettepe Universitesi Temel Kitlerin ve soliisyonlarin
+4°C dolap (Alarko) - o
Onkoloji Anabilim Dal1 saklanmasi
Hacettepe Universitesi Temel Kitlerin ve soliisyonlarin
-20°C dolap (Bosch)
Onkoloji Anabilim Dali saklanmasi
o Partikiilden arindirilmis
Dikey Akim Kabini | Hacettepe Universitesi Temel ) i
steril ortamda deneylerin
(Heraeus) Onkoloji Anabilim Dali

yapilmasi i¢in

Inverted Mikroskop

Hacettepe Universitesi Temel

Hucrelerin incelenmesi

(Olympus) Onkoloji Anabilim Dali

Inkiibator (CO2’1i) - Hicrelerin proliferasyonu
Hacettepe Universitesi Temel o

(Heraeus 1¢1n uygun ortamin
Onkoloji Anabilim Dali

Instruments) saglanmasi

Lam (26x76mm)
(Marienfeld)

Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Anabilim Dali

Hiicre sayim araci

Lamel (24x60mm)
(Marienfeld)

Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Anabilim Dali

Hiicre sayim arac1

Manyetik Karistirict
(Stuart Scientific)

Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Anabilim Dali

DMF/SDS hazirlama

asamasinda karigtirici
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Otomatik pipetler

Hacettepe Universitesi Temel

Pipetaj islemleri

(Eppendorf) Onkoloji Anabilim Dali
Spektrofotometre Hacettepe Universitesi Temel Hiicre proliferasyonu
(SpectraMax) Onkoloji Anabilim Dali kantitasyonu
) Hacettepe Universitesi Temel )
Terazi Maddelerin kitle 6lcimi

Onkoloji Anabilim Dali

Ultrasantriftj
(Thermo Scientific)

Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Anabilim Dal1

Soliisyonlarin ve

hiicrelerin ayristirilmast

Vorteks, (Vortex-

Hacettepe Universitesi Temel

Tiip iceriginin

Genie) Onkoloji Anabilim Dal1 karistirilmasi
Yatay calkalayici Hacettepe Universitesi Temel Kimyasallarin
(Edmund Biihler) Onkoloji Anabilim Dali karigtirilmasi

Kodak Gel Logic

Gorlntileme sistemi

Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Anabilim Dali

Mikoplazma jel

goruntilemesi

Yatay jel

elektroforez sistemi

Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Anabilim Dali

Jel elektroforez sistemi

Konvansiyonel
Polimeraz Zincir

Reaksiyon Cihazi

Hacettepe Universitesi Temel
Onkoloji Anabilim Dal1

Mikoplazma PCR’1 i¢in

3.2. Hiicre Hatlan ve Kiiltiir Kosullari

Calisma kapsaminda uvea melanomu hiicre hatlari olan MEL270, OMMZ2.5,
92.1 ve MP46 kullanildi. [Leiden Universitesi, Prof. Dr. Martine Jager'in
labotaruvarindan temin edilmistir.] MEL270, OMMZ2.5 ve 92.1 hiicre hatlar1 %10
FBS, 2 mM L-Glutamin, %2 Penisilin/streptomisin ilave edilmis RPMI-1640 (Dutch
Modified), MP46 hiicre hatt1 ise %20 FBS, 3 mM L-Glutamin, %2
Penisilin/streptomisin ilave edilmis IMDM besiyerlerinde ¢ogaltilarak CO- etlivde 37
°C 'da inkiibe edildi. Her 3 giinde bir besi yeri degistirildi, tek tabaka halinde biiyliyen
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hiicreler haftada bir defa tripsinizasyon yapilarak pasajlandi. Hicre kalturd

calismalarimiz i¢in dikey akim kabini (laminar flow) kullanildi.
3.3. Mikoplazma Testi

Hilcre kiiltiiriinde kullanilacak hiicre dizilerinin, hiicre 1i¢i bakteri
(mikoplazma) kontaminasyonunu test etmek i¢in, flask igerisindeki yogunlugu %75-
80 diizeylerine ulasmis MEL 270, OMMZ2.5, 92.1 ve MP46 hiicre hatlarina ait 1’er ml
besiyeri alinarak 1,5 ml’lik deney tipd icerisine konuldu. Aldigimiz 6rnek +4 °C'da
2000 rpm'de 90 saniye santrif(j edildi.

Santrifiij sonras1 olusan siipernatant ayr1 bir tiipe alind1 ve pelet atildi. Alinan
stipernatant 14000 rpm'de 10 saniye santrifiij edildi. Bu islemden sonra siipernatant
pipet ile ¢ekilerek atildi. Tiipiin alt kisminda olusan pelet 25 pl mikoplazma tampon
soluisyonu icerisinde suspanse hale getirildi. Stispansiyon 95 °C'ye getirilmis kuru blok
uzerinde 3 dakika inkibe edildi.

Bu agamadan sonra Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) gegildi. Polimeraz
zincir reaksiyonu EZ-PCR Mikoplazma kitinde (Biological Industries-Zsrail) onerilen
miktarlarda 6rnek tiip, pozitif kontrol tiipii ve negatif kontrol tiipii olarak hazirlandi.
5ul test 6rnegi, 10ul reaksiyon karigimi, 35ul distile su PCR tuptne eklendi. 40ul
mineral yagi ile kaplanarak reaksiyon karigiminin buharlasmasi 6nlendi. DNA termal
dontistiiriiciiye tiipler yerlestirilip uygun zaman ve sicaklik parametreleri (94°C 30
saniye, 60°C 120 saniye, 72°C 60 saniye-5 dakika) ayarlanarak PCR caligtirtldi. 20ul
PCR o0rnegi jel elektroforeze yerlestirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda
tiplerin igerisindeki Grlnler %2’lik agaroz jele yuklendi. Yiklenen driinler agaroz
jelde yiiriitiilerek elektroforezde amplifiye iiriin ve biiylikligii saptandi. 1ul pozitif
kontrol 6rnegi PCR etkinligini test etmek i¢in kullanildi.

3.4. MTT Hucre Proliferasyonu Deneyi

Hiicre canliligi ve proliferasyonunun olgiilmesi in vitro deneylerdeki hicre
popiilasyonunun dis etkenlere verdigi yanitin degerlendirilmesinin temelini olusturur.
Tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesi hiicre proliferasyonunu incelemek i¢in giivenilir
bir yol olarak kabul edilmektedir. Sar1 tetrazolium MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-

difeniltetrazoluum bromid) metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan dehidrogenaz
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enzimleriyle NADH ve NADPH olusturularak indirgenmektedir. Elde edilen hiicre igi
mor formazan ¢Ozunebilir ve spektrofotometrik olarak olculebilir. MTT hicre
proliferasyon deneyi hlicre miktarin1 6lgmektedir. MTT diisiik hiicre yogunlugunda
diisiik absorbans degerleri vermektedir. Her hiicre tipi i¢in hiicre sayisi ile tretilen
sinyal arasinda ayr1 dogrusal iliski kurularak hiicre proliferasyonu oranindaki
degisikliklerin dogru bir sekilde 6l¢iilmesi saglanir.

MTT igin hiicre saymminin yapilmasi: Flask icerisindeki hiicrelerin mikroskop
altinda canlilig1 ve yogunlugu kontrol edildikten sonra dikey akim kabininde besiyeri
uzaklastirildi. 3 ml PBS ile hiicreler yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra 3 ml %0.05
tripsin-EDTA eklendi. 4-6 dk inklbatorde bekletildi. Mikroskopta htcrelerin flask
tabanindan ayrildig1 goriildiikten sonra 7ml besiyeri eklenerek karigim cam pipet
yardimi ile santrifijj tlipline aktarildi. 2000 devir/dakika hizda 6 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant pelletten uzuklastirildi. Pellet Sml besiyeri eklenerek tekrar karistirildi. 15
pL tripan mavisi ile elde edilen siispansiyondan 15 pL karigtirildi, bekletilmeden
Neubauer sayim lamina uygulandi. Isik mikroskobu altinda, Neubauer sayim lamini
olusturan dort karenin kenar cizgileri hari¢ iizerlerindeki parlak ve renksiz olan
yasayan hiicreler soldan saga ve yukaridan asagiya gidilerek sayildi. Yasayan hiicre
konsantrasyonu hesaplandiktan sonra (hiicre sayist x 10000x2/4) hiicre siispansiyonu
besi yeri ile seyreltilerek planlanan sayida hiicre ekimine hazir hale getirildi.

MEL 270, OMMZ2.5, 92.1 ve MP46 hiicre hatlar1 i¢in 4 farkli 96 kuyucuklu
steril plak hazirlandi. 96 kuyucuklu steril plaklara 2000°den 20000’e artan sayilarda
(her siitunda 3 kuyucuk esit sayida hiicre eklenmis, 3 kuyucuk hiicresiz kontrol grubu
olusturacak sekilde) hiicre ekildi. 37°C CO2’li inkiibatdrde 24 saat inkiibasyon yapildi.
Her kuyucuga 25 pLL MTT soliisyonu eklendi. 4 saat inkibasyondan sonra mor
formazan goriiniir hale gelince her kuyucuga 75 pL MTT ¢6zlicli DMSO (dimetil
stlfoksit) eklendi. 24 saat inklbasyondan sonra spektrofotometrede (570 nm)

absorbans kayd1 yapildi.
3.5. XTT Hucre Proliferasyonu Deneyi

MTT ve XTT hiicre canlilig1 ve proliferasyonunun 6l¢iilmesi i¢in kullanilan
benzer caligma prensiplerine sahip metotlardir. MTT ¢6ziinmeyen formazan igerdigi

icin 4 saat sonra eklenmesi gereken bir ¢oziiciye ihtiyag duyar. XTT ¢Ozinebilir boya
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icerir. Coziicliye ihtiyag duymamasi ve daha kisa siirede daha az basamakli protokole
sahip olmasi1 nedeniyle tercih edildi.

XTT (Biological Industries Israil) metabolik aktif hiicrelerin tetrazolyum
tuzlarini turuncu renkli formazana indirgenmesi prensibi ile calismaktadir. Uretici
kilavuzlarina gore, XTT eklendikten sonra 2-24 saatlik inkubasyon suresi
onerilmektedir. Metabolik aktif hiicre sayisi, aktif mitokondriyel enzim miktari, boya
konsantrasyonunun artmasi spektrofotometrik olarak ol¢iilebilmektedir.

96 kuyucuklu steril plaklara 50ul besiyeri icerisinde hicre slspansiyonu
eklendi. Hiicresiz kontrol kuyucuklari da hazirlandi. 37°C CO2’li inkiibatdrde 24 saat
inkiibasyon yapildi. -20 °C’da saklanan reaktif ¢ozelti ve aktivasyon ¢ozeltisi 37°C lik
su banyosunda berraklasincaya kadar ¢6ziildii. 0.1 ml aktivasyon ¢ozeltisi Sml XTT
reaktif ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon ¢ozeltisi olusturuldu. Her kuyucuga 50 uL XTT
reaksiyon ¢ozeltisi eklendi. Boyanin homojen dagilimi i¢in yatay karistirict yardimi
ile karigtirildi. 4 saat inkiibasyondan sonra spektrofotometrede (465 nm) absorbans

kaydi1 yapildi.
3.6. Dorsomorfin (Compound C) ve A-769662 ila¢ Dozlarimin Belirlenmesi

AMPK aktivatorii olarak A-769662 (Abcam, Ingiltere)) AMPK inhibitori
olarak Dorsomorfin (Compound C) (4bcam, Ingiltere) kullamlmistir. A-769662 etkili,
tersinir bir AMPK aktivatoriidiir. AMP’yi taklit ederek, AMPK’1 hem allosterik olarak
hem de AMPK defosforilasyonunu inhibe ederek aktive etmektedir. Dorsomorfin ise
etkili ve tersinir bir AMPK inhibitoradur.

A-769662 100mM konsantrasyonda DMSO iginde hazirlandi. Dorsomorfin
10mM konsantrasyonda DMSO iginde 55°C su banyosunda isitilarak hazirlandi.
Protokolde onerildigi gibi 50000 pM A-769662 ve Dorsomorfin hazirlandiktan sonra
-20°C’da muhafaza edildi. ilag eklenecegi zaman sicakligin dengelenmesi icin oda

sicakliginda 1 saat bekletildi.
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Tablo 3.2. Literatirdeki ¢alismalarda kullanilan AMPK aktivatorii dozlari

A-769662
Hiicre hatti Konsantrasyon Aktivite Turd
L6 iskelet Kas Hiicresi(77) 250 uM AM};ES;:;;XSMQI
MDA-MB231 (meme kanseri) (78) 400 uM Apoptozis indiksiyonu
Mezenkimal Kok Hicre (79) 10 uM AMPK aktivasyonu
Mezenkimal Kok Hcre (79) 100 uM Proliferasyonun azalmasi
AICAR
Uvea Melanomu (80) 1-2-4mM Proliferasyonun azalmasi

AICAR 1-2 mM konsantrasyondaki etkisinin saglanabilmesi i¢in A-769662 100pM -200puM
konsatrasyonda olmas1 gerektigi belirtilmistir (81)

Tablo 3.3. Literatiirdeki ¢alismalarda kullanilan AMPK inhibitorii dozlari

Dorsomorfin

Hiicre hatta Konsantrasyon Aktivite Tara
WMO9I83A, SK-Mel-5 ve
MALME-3M (melanom hticresi) 20 uM Proteozomal degredasyon
(82)
U251 (gliom hucresi) (83) 10 uM Otofajinin azalmasi
HCT116, DLD-1, SW480,
KM12C (kolorektal CA 10 uM Proliferasyonun azalmasi
hlicresi)(84)

Literaturdeki galismalar incelediginde A-769662 ve Dorsomorfin dozlarinin ve

bu dozlardaki DMSO igeriklerinin Tablo 3.4’te belirtilen dozlarda uygulanmasi

kararlastirildi.




Tablo 3.4. Calismada kullanilan A-769662 ve Dorsomorfin dozlar1 ve DMSO igerikleri

A-769662 (Z\élgg%g/g) Dorsomorfin (D()Drzzsrf])oﬁin)
200 UM 0,4 20 UM 0.4
143 uM 0.29 14.3 uM 0.29
102 UM 0.2 10.2 UM 0.2
72.9 UM 0.15 7.29 UM 0.15
52.1 uM 0.1 5.21 uM 0.1
37.2 uM 0.07 3.72 uM 0.07
26.6 UM 0.05 2.66 UM 0.05
19 uM 0.04 1.9 uM 0.04
13.6 M 0.03 1.36 UM 0.03
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Hatlarimin Mikoplazma Kontaminasyonunun Belirlenmesi

Mikoplazma DNA fragmenti 270 bp'de, deney i¢i kontrol fragmenti 357 bp’de
bant vermektedir. Deney i¢i kontrol banti her bir 6rnegin PCR reaksiyonunun
etkinligini onaylamak amaciyla olusmaktadir. 357 bp’de tek bant olmasi deneyin
diizgiin ¢alistigini ve mikoplazma negatif oldugunu, pozitif kontrol érnekte oldugu
gibi 270 ve 357 bp olmak iizere ¢ift bantin varlig1 deneyin diizgiin ¢alistigini ve
mikoplazma pozitif oldugunu gostermektedir. Bu baglamda, 92.1, MEL 270, OMM2.5
ve MP46 hiicre dizilerinde sadece 357 bp’de bant goriilmesi hiicrelerde herhangi bir

mikoplazma kontaminasyonu olmadigin1 géstermektedir.

Sekil 4.1. Jel elektroforez sonuglari
4.2. Hiicre Hatlarimin 24 Saatlik Proliferasyon Hizlar:

MTT proliferasyon deneyinde plak okuyucu spektrofotometri cihazi ile dl¢iilen
OD (optical density) degerinin optimal olarak sonuglanmasi i¢in MEL 270, OMM2.5,
92.1 ve MP46 hiicre hatlarindan kuyucuklara yerlestirilecek hiicre sayisinin
belirlenmesi amaciyla yapildi. 2000, 4000, 6000, 8000, 10000, 12000, 14000, 16000,
18000, 20000 hiicre ayn1 sayidaki 3 hiicre hatt1 ve 3 kontrol kuyucugu ayni siitunda
olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara yerlestirildi. Plak okuyucu spektrofotometri
cihaz ile hiicre hatlarinin OD degerleri tespit edildi (n=3).
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Tablo 4.1. OMM2.5, MEL270, MP46, 92.1 hiicre dizilerinin farkli hiicre sayilarinda OD

degerleri
Hiicre | 2000 | 4000 | 6000 | 8000 | 10000 | 12000 | 14000 | 16000 | 18000 | 20000
Sayisi
0.283 | 0.466 | 0.583 | 0.661 | 0.746 | 0.809 | 0.830 | 0.878 | 0.960 | 1.057
0'2’5“3)2'5 0.288 | 0.489 | 0.592 | 0.639 | 0.717 | 0.772 | 0.796 | 0.869 | 0.886 | 0.995
0.203 | 0.486 | 0.568 | 0.639 | 0.707 | 0.777 | 0.819 | 0.869 | 0.925 | 0.985
0.258 | 0.393 | 0.535 | 0.635 | 0.695 | 0.830 | 0.938 | 1.009 | 1.088 | 1.228
M(%'bz)m 0.237 | 0.420 | 0522 | 0.676 | 0.719 | 0.859 | 0.912 | 1.019 | 1.123 | 1.168
0.233 | 0.408 | 0537 | 0.659 | 0.719 | 0.834 | 0.903 | 1.023| 1.107 | 1.190
0.546 | 0.712 | 0.847 | 0.916 | 0.983 | 1.114 | 1.199 | 1.284 | 1.405 | 1.542
'\("OP[‘)‘)G 0525 | 0.710 | 0.817 | 0.882 | 0.941 | 1.045 | 1.120 | 1.252 | 1.343 | 1.514
0.556 | 0.690 | 0.802 | 0.883 | 0.913 | 1.064 | 1.120 | 1.250 | 1.326 | 1.487
0.292 | 0.429 | 0.603 | 0.723 | 0.847 | 0.975 | 1.147 | 1.195 | 1.457 | 1.545
(9023) 0.280 | 0.451 | 0.607 | 0.732 | 0.903 | 0.981 | 1.129 | 1.314 | 1.359 | 1.644
0.266 | 0.445 | 0.602 | 0.728 | 0.899 | 0.980 | 1.279 | 1.279 | 1.404 | 1.607
24 saat
2.0+
- 921
T ) = MP46
g -+ OMM
2 40 - MEL
]
S
O 0.54
O

=
=)
4

-

T

6

T

8

T

10 12 14 16 18 20
Hicre Sayisi (x1000)

Grafik 4.1. OMM2.5, MEL270, MP46, 92.1 hiicre dizilerinin hiicre sayilarina gére OD

degisimi

4.3. Hiicre Hatlarimin 48 Saatlik Proliferasyon Hizlar:

MTT ve XTT hiicre canlilig1 ve proliferasyonunun 6lciilmesi i¢in kullanilan

benzer ¢aligma prensiplerine sahip metotlardir. MTT ¢oziinmeyen formazan igerdigi

icin 4 saat sonra eklenmesi gereken bir ¢oziclye ihtiya¢ duyar. XTT ¢6zlnebilir boya

igerir. Coziiciiye ihtiya¢ duymamasi ve daha kisa siirede daha az basamakli protokole

sahip olmasi nedeniyle bu asamadan sonraki proliferasyon deneylerinin XTT ile
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tamamlanmasina ve hiicre inkiibasyon siiresinin 48 saate yiikseltilmesine karar verildi.

XTT proliferasyon deneyinde plak okuyucu spektrofotometri cihazi ile 6l¢iilen
OD degerinin optimal olarak sonuc¢lanmasi amaciyla MEL270, OMM2.5, 92.1 ve
MP46 hiicre hatlarindan kuyucuklara yerlestirilecek hiicre sayisinin belirlenmesi
amaciyla yapildi. 96 kuyucuklu plaklara 92.1 hucre dizisine ait 5000, 7500, 10000,
12500 ayn1 sayidaki 3 hiicre hatt1 ve 1 kontrol kuyucugu ayni siitunda olacak sekilde
2 adet 96 kuyucuklu plaklara yerlestirildi. Plaklardan biri MTT proliferasyon deneyi
uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazi ile hiicre hatlarinin OD degerleri
tespit edildi. Diger plakta XTT proliferasyon deneyi uygulanarak plak okuyucu

spektrofotometri cihazi ile hiicre hatlarinin OD degerleri tespit edildi.

Tablo 4.2. 92.1 hiicre dizilerinin farkli hiicre sayilarinda XTT ve MTT proliferasyon
deneylerinde OD degerleri

Hiicre Sayis1 5000 7500 10000 12500
0.719 1.240 1.613 1.904
0.711 1.310 1.608 1.832
1.433 2.004 2.384 2.609
1.507 2.004 2.300 2.465

92.1 (MTT) OD

92.1 (XTT) OD

48 saat 92.1
3-
- XIT
= MTT
2-
]
O
1-
0 T T 1
0 5000 10000 15000

Hiicre sayisi

Grafik 4.2. 92.1 hicre dizilerinin hiicre sayilarina gére XTT ve MTT huicre proliferasyon
deneylerinde OD degisimi
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92.1 hiicre dizisi icin XTT ve MTT hiicre proliferasyon deneyi sonuglar
karsilastirildi. AMPK modiilasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenecegi
48 saatlik XTT deneyinde ila¢ eklenmemis kontrol kuyucugunda plak okuyucu
spektrofotometri cihazi ile dlgiilen hiicre hatlarinin OD sonucunun yaklasik 1 A.U.
(absorbance units) degerinde olmasi hedeflendi. Bu hedefe ulagabilmek icin her
kuyucuga 92.1 hiicre hattindan 3000, MP46 ve OMM2.5 hiicre hattindan 4000,
MEL270 hiicre hattindan 5000 hiicre ekilmesi planlandi.

4.4. AMPK Modulasyonunun Hicre Proliferasyonuna Etkisi

44.1. 921 Hucre Dizisinde AMPK Modulasyonunun Hiucre

Proliferasyonuna Etkisi

92.1 hiicre hattt hiicrelerine AMPK aktivatorii (A-769662) ve AMPK
inhibitdrinin (Dorsomorfin) hucre proliferasyonu dizeyinde etkisinin g6zlenmesi
amaglanarak XTT hiicre proliferasyon deneyi gergeklestirildi. 96 kuyucuklu steril
plaklara ayni siitunda A-769662 (n=3), A-769662 i¢in gerekli olan DMSO miktari
(n=1) 3000 hicre uzerine eklendi. A-769662 dozu Tablo 4.3’te belirtilen dozlarda
hazirlandi. Referans Ol¢um icin hiicresiz bir kuyu hazirlandi. XTT proliferasyon
deneyi uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazi ile hiicrelerin OD degerleri
tespit edildi. Dorsomorfin i¢in de Tablo 4.4’te belirtilen dozlarda aynm1 sekilde 96
kuyucuklu bir plak hazirlanarak XTT proliferasyon deneyi uygulandi.

Sekil 4.2. 92.1 hiicre dizisinin 96 kuyucuklu plakta XTT hiicre proliferasyon deneyi
(+): hiicre var, (-): hucre yok, K: kontrol



A

C

21

Sekil 4.3. 92.1 hicre dizisinin parlak alan mikroskopisi altindaki goriintiisii incelendiginde
belirtilen ilag dozlarinda hiicrelerin normal morfolojilerini kaybettikleri gézlemlendi.

A. 92.1 kontrol grubu B. 200uM A-769662 C. 20uM Dorsomorfin hiicrelerin belirtilen ilag

dozu uygulamasi sonucu morfolojilerini kaybettikleri

gdzlemlenmistir.

parlak alan mikroskopisi ile

Tablo 4.3. 92.1 hicre dizisinde farkli A-769662 dozlarinin 48 saat uygulanmast sonucunda

OD degerleri
A'ZS,?A(;BZ Kontrol | 13.6 | 19 | 26.6 | 372 | 521 | 72.9 | 102 | 143 | 200
1221 | 1.265 | 1.282 [ 1.291 | 1.255 | 1.413 | 1.541 | 1.283 | 1.175 | 1.007
(90251) 1.229 | 1.255 | 1.197 | 1.156 | 1.260 | 1.245 | 1.269 | 1.192 | 1.125 | 0.884
1.265 | 1.233 | 1.234 | 1.223 | 1.242 | 1.410 | 1.241 | 1.333 | 1.203 | 0.914

Tablo 4.4. 92.1 hicre dizisinde farkli Dorsomorfin dozlarinin 48 saat uygulanmasi sonucunda

OD degerleri
Dorim‘)’rf'” Kontrol | 1.36 | 1.9 | 2.66 | 3.72 | 521 | 7.29 | 102 | 143 | 20
1302 |1.110 | 0977 ] 0.922 | 0.784 | 0.676 | 0.621 | 0.387 | 0.230 | 0.057
(9551) 1.268 | 1.040 | 0.984 | 0.832 | 0.865 | 0.703 | 0.600 | 0.386 | 0.248 | 0.148
1.205 |1.180|1.109 | 1.059 | 0.924 | 0.697 | 0.518 | 0.350 | 0.283 | 0.110
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Grafik 4.3. 92.1 hiicre dizilerinin 48 saatlik farkli A-769662 ve Dorsomorfin dozlarinda
hiicre proliferasyonu degisimi

IC50 degerleri nonlineer regresyon modeli analizi sonucu elde edilmistir.

4.4.2. MP46 Hucre Dizisinde AMPK Modulasyonunun Hucre Proliferasyonuna

Etkisi

MP46 hiicre hatt1 hiicrelerine AMPK aktivatorii (A-769662) ve AMPK
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inhibitérinin (Dorsomorfin) hicre proliferasyonu diizeyinde etkisinin gdzlenmesi

amaglanarak XTT hiicre proliferasyon deneyi gerceklestirildi. 96 kuyucuklu steril

plaklara ayni siitunda A-769662 (n=3), A-769662 icin gerekli olan DMSO miktari
(n=1) 4000 hucre tzerine eklendi. A-769662 dozu Tablo 4.5’te belirtilen dozlarda

hazirlandi. Referans 6l¢iim igin hiicresiz bir kuyu hazirlandi. XTT proliferasyon

deneyi uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazi ile hiicrelerin OD degerleri

tespit edildi. Dorsomorfin i¢in de Tablo 4.6’da belirtilen dozlarda ayni sekilde 96

kuyucuklu bir plak hazirlanarak XTT proliferasyon deneyi uygulandi.



23

Sekil 4.4. MP46 hiicre dizisinin parlak alan mikroskopisi altindaki goriintusu

A. MP46 kontrol grubu B. %0.4 DMSO C. 20uM Dorsomorfin htcrelerin belirtilen ilag

dozu uygulamasi sonucu normal morfolojilerini kaybettikleri parlak alan mikroskopisi ile

gdzlemlenmistir.

Tablo 4.5. MP46 hiicre dizisinde farkli A-769662 dozlarinin 48 saat uygulanmasi sonucunda

OD degerleri
A-ZL?I\Q/IE;ESZ Kontrol | 13.6 19 26.6 | 37.2 [ 521 | 729 | 102 | 143 | 200
1.141 | 1.026 |1.012 [ 0.935(1.031 | 0.918 [ 0.803 [ 0.763 | 0833 [ 0.752
MP46 1.145 | 1.067 | 0.967 [ 0.975]0.872]0.826 | 0.826 | 0.819 | 0.751 | 0.767
1.117 | 0.948 [ 0.972 ( 0.883 [ 0.981 [ 0.889 [ 0.901 | 0.833 | 0.835 | 0.754

Tablo 4.6. MP46 hicre dizisinde farkli Dorsomorfin dozlarinin 48 saat uygulanmasi
sonucunda OD degerleri

Doriﬁm‘)’rf'” Kontrol | 1.36 | 1.9 | 2.66 | 3.72 | 5.21 | 7.29 | 102 | 143 | 20
1.022 | 1.017 | 1.015 | 1.030 [ 0.859 | 0.746 | 0.625 | 0.482 | 0.271 | 0.261

MP46 1.130 | 1.005 | 0.953 | 1.009 | 0.898 | 0.781 | 0.620 | 0.446 | 0.236 | 0.277
1.067 | 0.981 | 1.007 | 0.992 | 0.933 | 0.806 | 0.622 | 0.417 | 0.353 | 0.322
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Grafik 4.4. MP46 hicre dizilerinin 48 saatlik farkli A-769662 ve Dorsomorfin dozlarinda
hiicre proliferasyonu degisimi

IC50 degerleri nonlineer regresyon modeli analizi sonucu elde edilmistir.

44.3. OMM25 Hicre Dizisinde AMPK Modilasyonunun  Hicre

Proliferasyonuna Etkisi

OMM2.5 hiicre hatti hiicrelerine AMPK  aktivatori (A-769662) ve AMPK
inhibitorintn (Dorsomorfin) hicre proliferasyonu diizeyinde etkisinin gdzlenmesi
amaglanarak XTT hiicre proliferasyon deneyi gerceklestirildi. 96 kuyucuklu steril
plaklara ayni siitunda A-769662 (n=3), A-769662 i¢in gerekli olan DMSO miktar1
(n=1) 4000 hiicre uzerine eklendi. A-769662 dozu Tablo 4.7’de belirtilen dozlarda
hazirlandi. Referans 6l¢iim igin hiicresiz bir kuyu hazirlandi. XTT proliferasyon
deneyi uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazi ile hiicrelerin OD degerleri
tespit edildi. Dorsomorfin i¢in de Tablo 4.8’de belirtilen dozlarda ayni sekilde 96
kuyucuklu bir plak hazirlanarak XTT proliferasyon deneyi uygulandi.
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Sekil 4.5. OMMZ2.5 hiicre dizisinin parlak alan mikroskopisi altindaki goriintiisii

Tablo 4.7. OMM2.5 hicre dizisinde farkli A-769662 dozlarmin 48 saat uygulanmasi
sonucunda OD degerleri

A‘Zj&‘;& Kontrol| 13.6 | 19 | 266 | 372 | 521 | 72.9 | 102 | 143 | 200
1153 | 1.115 | 1.100 | 1.146 | 1.057 | 1.000 | 1.088 | 0.926 | 0.923 | 0.818
OMM25 | 1.163 | 1.093 | 1.142 | 1.073 | 1.035 | 0.962 | 0.984 | 0.933 | 0.876 | 0.751
1.155 | 1.206 | 1.122 | 1.065 | 0.999 | 0.974 | 0.985 | 1.002 | 0.916 | 0.761

Tablo 4.8. OMM2.5 hiicre dizisinde farkli Dorsomorfin dozlarinin 48 saat uygulanmasi
sonucunda OD degerleri

Doriﬁ%’rf'” Kontrol| 1.36 | 1.9 | 266 | 3.72 [ 521 | 7.20 | 102 | 143 | 20
1.438 |1.458 | 1.413]1.370 [ 1.341 [ 1.393 | 1.317 [ 1.392 | 1.193 | 1.023
OMM25 | 1.458 | 1.429 | 1.414|1.420 | 1.352 [ 1.326 | 1.268 | 1.265 | 1.283 | 1.023
1476 | 1.389 | 1.426 | 1.346 | 1.352 | 1.293 | 1.198 | 1.202 | 1.188 | 1.062
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Grafik 4.5. OMM2.5 hiicre dizilerinin 48 saatlik farkli A-769662 ve Dorsomorfin dozlarinda
hiicre proliferasyonu degisimi

IC50 degerleri nonlineer regresyon modeli analizi sonucu elde edilmistir.
44.4. MEL270 Huicre Dizisinde AMPK Modilasyonunun  Hicre

Proliferasyonuna Etkisi

MEL270 hiicre hatt1 hiicrelerine AMPK aktivatori (A-769662) ve AMPK
inhibitérinin (Dorsomorfin) hicre proliferasyonu diizeyinde etkisinin gdzlenmesi
amaglanarak XTT hiicre proliferasyon deneyi gerceklestirildi. 96 kuyucuklu steril
plaklara ayni siitunda A-769662 (n=3), A-769662 i¢in gerekli olan DMSO miktari
(n=1) 5000 htcre tzerine eklendi. A-769662 dozu Tablo 4.9’daki gibi hazirland1.
Referans oOl¢iim igin hiicresiz bir kuyu hazirlandi. XTT proliferasyon deneyi
uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazi ile hiicrelerin OD degerleri tespit
edildi. Dorsomorfin i¢in de Tablo 4.10°da belirtilen dozlarda 96 kuyucuklu bir plak
hazirlanarak XTT proliferasyon deneyi uygulandi.
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Sekil 4.6. MEL270 hucre dizisinin parlak alan mikroskopisi altindaki gorintusu

Tablo 4.9. MEL270 hiicre dizisinde farkli A-769662 dozlarmin 48 saat uygulanmasi
sonucunda OD degerleri

A-ZSI\Q/IE;GZ Kontrol| 136 | 19 | 26.6 | 37.2 | 52.1 | 729 | 102 | 143 | 200
0.929 |0.775]0.705 | 0.746 | 0.738 | 0.638 | 0.618 | 0.565 | 0.570 | 0.488

MEL270 0.762 |0.762 | 0.733 | 0.696 | 0.722 | 0.674 | 0.618 | 0.605 | 0.553 | 0.486
0.872 | 0.779 ] 0.741 | 0.695 | 0.727 | 0.696 | 0.645 | 0.580 | 0.615 | 0.484

Tablo 4.10. MEL270 hiicre dizisinde farkli Dorsomorfin dozlarinin 48 saat uygulanmasi
sonucunda OD degerleri

Doriﬁm‘)’rf'” Kontrol | 1.36 | 1.9 | 2.66 | 3.72 | 521 | 7.29 | 102 | 143 | 20
0.890 |0.936 | 0.860 | 0.801 | 0.830 | 0.748 | 0.681 | 0.442 | 0.285 | 0.036
MEL270 | 0.881 |0.926 | 0.891 |0.844 | 0.854 | 0.735 | 0.580 | 0.515 | 0.298 | 0.039
0.897 |0.900 | 0.850 | 0.816 | 0.802 | 0.721 | 0.629 | 0.498 | 0.290 | 0.045
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Grafik 4.6. MEL270 hicre dizilerinin 48 saatlik farkli A-769662 ve Dorsomorfin dozlarinda
hiicre proliferasyonu degisimi

IC50 degerleri nonlineer regresyon modeli analizi sonucu elde edilmistir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada farkli molekiiler profillerdeki 92.1, MP46, OMM2.5 ve MEL270
uvea melanomu hiicre hatlarina farkli dozlarda AMPK aktivator ve inhibitor ajanlar
uygulanmistir. AMPK hiicrenin ¢esitli metabolik stres durumlarinda aktive olarak
hiicredeki enerji homeostazini saglayan énemli bir proteindir (19). Stres ve hipoksik
ortam kosullar1 gibi organizmadaki enerji miktarinin diisiik oldugu veya enerji
tikketiminin yiiksek oldugu kosullarda hiicresel AMP miktar1 artmakta ve AMPK
aktivasyonu ile birlikte yag asidi oksidasyonu ve glikolizis gibi katabolik reaksiyonlar
artmakta, yag asidi, kolesterol ve protein sentezi anabolik reaksiyonlar
baskilanmaktadir (21). AMPK saglikli hiicrenin kanser hiicresine doniisiimiinde ve
timor gelisiminde metabolik adaptasyonu saglayarak onemli rol oynamaktadir.
AMPK’1n karsinogenez iizerine olan etkisi iki yonliidir (85). AMPK’in 6nemli
yolaklarda gorevli birgok proteini fosforile ederek, immun regilasyona etki ederek
hiicre boliinmesini ¢esitli asamalarda durduran bir timor supresér olarak
degerlendirildigi bir¢ok calisma mevcuttur. Aynt zamanda AMPK’1n tiimor hiicresinin
karsilastig1 strese karst hiicrenin enerji ve oksidorediiksiyon metabolizmasini
diizenleyerek tiimoriin  direncini  artirabilecegini, metastaz ve ila¢ direng
mekanizmalarinda gorev alabilecegini destekleyen caligmalar da mevcuttur (85).
Calismalardaki bu celiskili durumun tiimoriin molekiiler profiline ve mikrogevre
kosullarina bagli oldugu diistiniilmektedir (23, 24).

Calismamizda farkli uvea melanomu hicre dizilerinin AMPK aktivator ve
inhibitdr ajanlarin farkli dozlarmin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi analiz
edilmistir. Gozlenen degisimler farkli ilag dozlarinda kendi aralarinda ve kendi
grubunda ila¢ inkiibe edilmemis kontrol gruplariyla karsilastirilmistir.

Hiicre dizilerinin 24 saatlik proliferasyon hizlari sirasiyla en hizli prolifere olan
92.1 olmak lzere MP46, OMM2.5, MEL270 seklindedir. Hiicrelerin proliferasyon
hizlart ve farkli ilag gruplarma verdikleri proliferasyon yanitlar1 arasinda iligki
gozlenmemistir. TUm hucre dizilerinin AMPK  aktivatoriine cevabi (92.1 hiicre
dizisine eklenen 50 pM AMPK aktivatorii disinda) ayni hiicre dizisinin ilag
eklenmemis kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunda azalma
oldugu gozlenmistir. Bu azalmanin AMPK’m tumor supresor etkisini ortaya ¢ikaracak

yolaklarin aktive edilerek hiicre boliinmesinin durdurulmasi sonucu gelistigi
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diistintilebilir. Ayn1 hiicre dizisinde hiicre proliferasyonundaki azalma miktar1 ve doz
artig1 arasinda bir iliski gézlenmemistir. MP46 hiicre dizisinin 50 pM Uzerindeki
AMPK aktivatorinin artan dozlarda uygulanmasina proliferasyondaki azalma olarak
verdigi yanit diger hiicre dizilerinin aksine giderek azalmistir. Bu durum hiicre
dizisinde yiikselen ilag dozlarina, tiimor hiicrelerinin direncini artiran farkli bir yolagin
aktivasyonu ile cevap vermesiyle iliskili olabilir. Gelecekte molekiiler diizeyde aktive
edilen yolaklarin incelenmesi ve daha uzun siireli ila¢ uygulamalariyla bu direncin
diger hiicre dizilerinde gelisip gelismeyecegi test edilebilir.

Tum htcre dizilerinin 5 uM UGzerindeki AMPK inhibitéruniin artan dozlarda
uygulanmasina verdigi yanit, doz arttik¢a proliferasyonun daha da azalmasi olarak
gozlenmistir. AMPK’in  kanser hiicresi metabolizmasi  iizerindeki  roli
diistiniildiigiinde hiicrenin proliferasyonu ve hayatta kalmasi i¢in fonksiyonu oldukca
onemlidir. OMM2.5 hari¢ hucre dizilerinin 20 pM AMPK inhibitdriine cevabi ayni
hicre dizisinin ila¢ eklenmemis kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda hiicre
proliferasyonunda %50’nin iizerinde azalma oldugu gozlenmisti. AMPK
inhibitériiniin tim dozlarinda kontrol grubuna goére hicre proliferasyonunun
azalmasinin nedeni hiicrenin enerji homeostazinin en 6énemli diizenleyicisi AMPK’in
inhibe edilmesi ile hiicrenin canlilig1 ve proliferasyonu i¢in gerekli enerji dengesinin
saglanamamasi olabilir.

OMM2.5, MEL270, MP46, 92.1 hiicre dizilerinin daha 6nceki ¢aligmalarda
bahsedilen klinik, genetik ve patolojik 6zellikleri incelenmistir. OMM2.5 metastatik
uvea melanomu hastasinin metastaz doku drneginden gelistirilmistir. 54 P/ mutasyonu
(), 8q kazanimi (+)’dir. MEL270 koroidal neviis ile takip altinda uvea melanomu
gelismesi lizerine radyoterapi ile tedavi edilen (takiplerde lokal rekiirens ve metastaz
gelismis) hasta doku Orneginden gelistirilmistir. Primer uvea melanomu hiicre
dizisidir. GNAQ mutasyonu (+), 8q kazanimi (+)’dir. MP46 hiicre dizisinin BAPI
mutasyonu (-), 8q kazanimi (+) oldugu tespit edilmistir. 92.1 ekstaraokiiler invazyonu
ve metastazi olan hasta doku drneginden gelistirilmis, primer uvea melanomu hiicre
dizisidir. 8q kazanimi (+), BAPI mutasyonu (-), dizomi 3, EIF 14X mutasyonu (+)
oldugu belirtilmistir (87). Calismamizda OMM?2.5 hiicre dizilerinden metastaz
dokusundan gelistirilmis tek hiicre dizisidir. Hiicre dizileri arasinda AMPK

inhibitoriine en direngli hiicre dizisi olmasi arasinda bir iliski olabilir. Gelecekte
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molekiiler diizeyde yapilacak arastirmalarla AMPK’mn  metastatik uvea
melanomundaki ila¢ direncinde rolii aragtirilabilir.

Al-Moujahed ve arkadaslart MEL270, MEL202 ve 92.1 uvea melanomu hiicre
dizilerine AICAR (AMPK aktivatorii) uygulandiginda hiicre proliferasyonunun
azaldigin tespit etmistir. Hiicre dizilerinde 4E-BP1’in (mTOR yolag1 aktivasyonu
iliskili) azaldig, siklin A1 ve siklin D1 in azaldigi (G1-S fazinda b6linme sirecinin
durdurulmasiyla iligkilendirilmistir) ve otofaji markerlarinda belirgin bir degisiklik
goriilmedigi belirtilmistir. AMPK aktivatoriniin hiicre toksisitesinin diisiik oldugu
vurgulanmig, uvea melanomu tedavisinde AMPK aktivatorlerinin etkili olabilecegi
saptanmigtir. AICAR AMP benzeri etki gostererek selektif olmayan AMPK
aktivasyonu saglamaktadir. Bizim calismamizda AMPK’1 yiiksek spesifik ozellikte
allosterik olarak aktive eden A-769662 kullanilmistir (80, 86).

Ambrosini ve arkadaslarinin yaptig1 calismada GNAQ mutasyonu olan uveal
melanom hicrelerinde MEK-AKT yolag1 araciligi ile AMPK regiilasyonu hedef
olarak kullanilmistir. AMPK aktivasyonu ile otofaji aracili hiicre o6limi
gerceklesirken AMPK inhibe edildiginde apoptozis aracili hiicre 6limii gézlenmistir
(87).

Sevim ve Kiratli’nin yaptig1 ¢alismada diisiik serum adiponektin diizeyi ve
insllin direncinin uvea melanomu gelisimi ve agresif klinik seyri ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Adiponektinin hicrede AMPK aktivasyonuna neden oldugu bu
sayede insiilin direncini azalttig1 bilinmektedir. Diigiikk serum adiponektin diizeyi ve
instlin direnci sonucunda AMPK aktivasyonu azalmistir. AMPK’n aktivasyonundaki
azalma timor supresor 6zelliginin azalmasina neden olarak timor baslangicina ve
daha agresif timor hiicreleri gelismesine neden olmus olabilir (88).

Kutan6z melanomda yapilan ¢alismalarda BRAF V600E mutasyonu tasiyan
timor hicrelerinde LKB1’in ERK ve RSK araciligi ile fosforile edilerek inaktif hale
gelmesiyle AMPK inhibe edilir. AMPK’mn inhibisyonunun timdr progresyonuna
neden oldugu disiiniilmektedir. BRAF V600E mutasyonuna sahip hcrelerde
LKB1’in defosforile edilmesi ile melanom hiicrelerinde boliinmenin durduruldugu
saptanmistir (89). LKB1’in AMPK disindaki etkileri ve diger kullanilan molekiiller
aracilig ile hiicrenin strese direncinin saglanabilmesi bizim calismamizin aksine

AMPK inhibisyonunun tlimdrigenezis lehine sonuglanmasina neden olmus olabilir.
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Kiiciik hiicreli akciger kanseri hastalarinin yaklasik yarisinda LKB1’1 kodlayan
genlerde mutasyon saptanmigtir. Hiicrenin tiimor gelisimine AMPK’1 aktive ederek
yanit verememesi nedeniyle hiicre proliferasyonunda artis gozlenmistir. Sigara
kullanan hastalarda LKB1 mutasyonu ve diisik AMPK aktivitesi daha sik
saptanmistir. Hastalarin AMPK aktivasyonunun yiiksek olmasi iyi prognoz ve uzun
sagkalimla iliskilendirilmistir (90, 91).

Astrositik timorlerde yapilan hayvan ¢alismasinda AMPK aktivasyonuyla
retinoblastom proteinin fosforile edilmesinin timdér hdcrelerinin proliferasyonunu
artirdig1 saptanmistir (92). Hepatoseliiler ve meme kanseri hiicre dizilerinde yapilan
gercek zamanli hiicre analizi ile diisiik dozlarda AMPK aktivatoriiniin  hiicre
proliferasyonunda artisa neden oldugu yiiksek dozlarda bu etkinin tersine dondigi
tespit edilmistir (93). AMPK aktivatori glioblastom hicresinde lipogenezi durdurarak,
kolon kanserinde NF-kB yolagi ile apoptozu indUkleyerek, akut lenfoblastik 16semide
p21 etkisini artirarak timor gelisimini Onledigi tespit edilmistir (80). Calismalarda
belirtildigi gibi AMPK’1in karsinogenez iizerinde etkisi iki yonliidiir, farkli kanser
tiirlerinde farkli molekiiler mekanizmalar {izerinden etki gostererek etki etmektedir.
AMPK’m karsinogenez tlizerindeki etkileri molekiiler diizeyde anlasabildigi takdirde
AMPK modulatort ajanlar ile kanser hicrelerinin hedeflenebilecegi ve bu sayede
ortalama sagkalim arttirilabilecegi diisiiniilmektedir (93).

Uvea melanomu hiicre dizileri sayisi calisilan tiim merkezlerde sinirlidir.
Calismalarin sonucunda ¢ogu uvea melanomu hiicre dizisi gelistirme denemesi
basarisizlikla sonuglanmaktadir. Hiicre dizisi elde edilebilen uvea melanomlarinin
klinikk ve patolojik oOzellikleri hastaligin genel 0Ozelliklerinden farkli oldugu
gozlenmistir. Metastaz gelisen uvea melanomu hastalarinda monozomi 3 ve BAP!
mutasyonu sik goriilmektedir. Uvea melanomu hiicre dizilerinin metastaz gelistirmis
hasta orneklerinden hazirlanmis olsa bile karyotip analizinde dizomi 3 goriilmesi,
GNAQ/GNAII mutasyonu yoklugu hiicre dizisi olusturabilen hiicre klonunun ancak
bu oOzelliklere sahip hiicreler arasindan gelisebilmesi ile aciklanmistir. Tiim bu
kisitlamalara ragmen uvea melanomu ile ilgili ¢alismalarda kullanilmakta ve uvea

melanomunu in vitro kosullarda yansittig1 diistiniilmektedir (94).
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Calismamizda 48 saatlik ila¢ inkiibasyonu sonucunda hiicre proliferasyon
analizi elde edilmistir. TUmOr hiicrelerinin degisim ve farkli kosullara adaptasyonunun
kuvvetli oldugu g6z 6niine alinarak daha uzun siireli ilag inkiibasyonu yapilmasi ilag
direncinin gozlenmesi agisindan 6nemli olabilir. AMPK’1n immiin sistemdeki 6nemi
g6z Oniine alindiginda, AMPK modulasyonunun anti-timor immiin yanitlar igin ne
kadar kritik oldugu goriilebilir. Daha 6nce yapilan calismalarda farkli kanser tiirlerinde
AMPK modiilasyonunun farkli yolaklar1 etkileyerek protiimdral ve antitlimdral
yanitlara neden oldugu goriilmiistir. Calismamizda hiicre proliferasyonunun
azalmasinda etkili olan molekiiler mekanizmalarin incelenmemis olmasi, immiin
yanitlarin aragtirilmamasi ve ilag inkiibasyon siiresinin degisimi ile gelisebilecek ilag

direncinin gozlenememesi ¢alismanin kisitlayicilaridir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada, karsinogenez baslangici ve gelisiminde hiicre metabolizmasinda
temel duzenleyici ozelliklere sahip oldugu bilinen AMPK’m modiilasyonunun farkli
uvea melanomu hicre dizilerinde hicre proliferasyonu ve sagkalimi tizerindeki etkileri
incelenmistir. AMPK aktivatori ve AMPK inhibitorQ ile 48 saat inkiibe edilen tim
hicre dizilerinde (92.1 <50 pM AMPK aktivatorii uygulamas: disinda) hiicre
proliferasyonunda azalma gozlenmistir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda AMPK
modulasyonunun karsinogenez (zerinde antitimdéral ve protimoral olarak etki
edebilecegi vurgulanmis, heniiz AMPK’nin karsinogenezdeki rolii tam olarak
aydinlatilamamistir (85). Bu durum kanser heterojenitesine dikkat cekmekte ve
dolayistyla kanser metabolizmasini hedef alan anti-kanser tedavi stratejilerinin farkli
kanserlerde dikkatle uygulanmasi gerekliligini vurgulamaktadir. Bu ¢alisma ile uvea
melanomunda AMPK'a yonelik anti-kanser stratejilerin belirlenebilmesine katki
saglanmigtir. Takip eden ¢alismalarda AMPK modiilasyonunun molekiler diizeydeki
etkilerinin kavranmasi ve in vivo etkilerinin degerlendirilmesi ile AMPK’in uvea

melanomu Uzerindeki etkileri detaylandirilabilecektir.
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