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ÖZET 

Deliktaş Ö., Uvea melanomu hücre dizilerinde AMPK modülasyonunun hücre 

proliferasyonuna etkisinin incelenmesi, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi, 

Göz Hastalıkları Anabilim Dalı, Uzmanlık Tezi, Ankara 2020. Bu çalışma ile, 

AMPK (AMP Aktive Edici Protein Kinaz) aktivasyonu ve inhibisyonu sonucunda 

uvea melanomu hücre dizilerinin hücre proliferasyonu yanıtı incelenerek AMPK 

hedefine yönelik doğru stratejinin karşılaştırmalı olarak belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Uvea melanomu en sık görülen intraoküler primer malign tümördür. AMPK, sağlıklı 

hücrenin kanser hücresine dönüşümünde ve tümör gelişiminde metabolik adaptasyonu 

sağlayarak önemli rol oynamaktadır.  AMPK farklı koşullarda tümör supresör veya 

protümoral etki gösterebilmektedir. Çalışmamızda MEL, OMM2.5, 92.1 ve MP46 

uvea melanomu hücre dizileri farklı dozlarda AMPK aktivatör (A-769662) ve inhibitör 

(Dorsomorfin) ajanları ile ayrı olarak inkübe edilmiştir.  MTT hücre proliferasyon 

deneylerinde hücre dizilerinin 24 saatlik proliferasyon hızları sırasıyla en hızlı 

prolifere olan 92.1 olmak üzere MP46, OMM2.5, MEL270 şeklinde bulunmuştur. 

Hücrelerin proliferasyon hızları ve farklı ilaç gruplarına verdikleri proliferasyon 

yanıtları arasında ilişki gözlenmemiştir. Hücre dizilerinin AMPK düzenleyici ajanlara 

verdiği yanıt 48 saatlik ilaç inkübasyonu sonrasında XTT hücre proliferasyon deneyi 

yapılarak saptanmıştır. Tüm hücre dizilerinin (92.1 hücre dizisi, <50 µM AMPK 

aktivatörü dışında) AMPK aktivatörüne verdiği yanıt aynı hücre dizisinin ilaç 

eklenmemiş kontrol grubu ile karşılaştırıldığında hücre proliferasyonunda azalma 

olduğu gözlenmiştir. Aynı hücre dizisinde hücre proliferasyonundaki azalma miktarı 

ve doz artışı arasında bir ilişki gözlenmemiştir. MP46 hücre dizisinde AMPK 

aktivatörünün 50 µM üzerindeki uygulamalarında artan ilaç dozlarında hücre 

proliferasyonunun daha fazla olduğu saptanmıştır. Tüm hücre dizilerinin 5 µM 

üzerindeki AMPK inhibitörünün artan dozlarda uygulanmasına verdiği yanıt, doz 

arttıkça proliferasyonun daha da azalması olarak gözlenmiştir.  

 

Anahtar kelimeler: Uvea melanomu, AMPK, hücre proliferasyonu 
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ABSTRACT 

Deliktaş Ö., 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 µM.  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 µM.  

 

Keywords: Uveal melanoma, AMPK, cell proliferation    
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1. GİRİŞ ve AMAÇ    

Uvea melanomu en sık görülen intraoküler primer malign tümördür  (1-3). 

Yıllık insidansı milyonda 5-8 olarak bildirilmiştir (3-5). Bazı klinik, histopatolojik ve 

genetik faktörler uvea melanomununu prognozunda belirleyicidir (6, 7). Uvea 

melanomu tedavisinde tümör boyutu ve lokalizasyonuna göre konservatif ya da radikal 

tedavi uygulanmaktadır. Tümörün fovea ve optik diske olan mesafesi ile ilişkili olarak 

konservatif tedavi sonrası görme korunmaktadır. Son yıllarda konservatif tedavi ön 

planda uygulanmaktadır. Konservatif tedavi sonrası lokal rekürens oranları %5’in 

altındadır.  Büyük çaplı, kalın, komplike olmuş ve ekstraoküler yayılımı olan 

tümörlere radikal tedavi (gözün anatomik olarak yerinde kalmadığı tedaviler) 

uygulanmaktadır (8, 9). Uygun tedaviye rağmen hastaların yaklaşık yarısı metastatik 

hastalığa bağlı ölmektedir. Yaşam süresi, metastaz oranları konservatif tedavi ve 

radikal tedavide değişmemektedir (10, 11).  

Metastaz hematojen yolla en sık karaciğer (%93), akciğer (%24) ve kemiklere 

(%16) olmaktadır. Karaciğer metastazı sonrası ortalama yaşam süresi 4-6 aydır. 

Metastaz gelişen hastaların %15 ‘i 1 yıllık yaşam süresine ulaşmaktadır. Son 30 yılda 

uvea melanomu hastalarının yaşam süresinde iyileşme olmamıştır. Metastatik 

hastalıkta etkin bir tedavi yönteminin olmayışı yüksek riskli hastaların erken tespitinin 

hastalık yönetimi açısından önemini ortaya koymaktadır (12-17). Son yıllarda 

çalışmalar genetik prognostik belirteçler ve gen spesifik tedavilere yoğunlaşmıştır. 

Genetik ve epigenetik değişimleri içeren çok aşamalı bir süreç olan uvea melanomu 

gelişimi ve progresyonundaki patogenezin moleküler düzeyde anlaşılması tedavi 

geliştirilmesine katkı sağlayacaktır (18). 

AMPK (AMP Aktive Edici Protein Kinaz) hücrenin çeşitli metabolik stres 

durumlarında aktive olarak hücredeki enerji homeostazını sağlayan önemli bir 

serin/treonin protein kinazdır. Besin eksikliği, hipoksi gibi organizmadaki enerji 

miktarının düşük olduğu veya enerji tüketiminin yüksek olduğu stres koşullarında; 

AMPK aktivasyonu ile birlikte yağ asidi oksidasyonu ve glikolizis gibi katabolik 

reaksiyonlar artmakta, yağ asidi, kolesterol ve protein sentezi gibi anabolik 

reaksiyonlar baskılanmaktadır (19).  
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Hücrenin maruz kaldığı stresin karsinogenezde önemli olduğu 

düşünülmektedir. Sağlıklı hücreler kanser hücrelerine dönüşme sürecinde onkogen 

aktivasyonu, hipoksi, besin eksikliği, radyoterapi ve kemoterapi gibi strese maruz 

kalırlar. Stres altında hücrenin büyümesi ve hayatta kalabilmesi için enerji 

homeostazını sağlaması gerekir. AMPK enerji ve oksidoredüksiyon homeostazında 

temel düzenleyicidir.  AMPK diyabette, kalp kası bozukluklarında, enflamatuvar 

hastalıklarda ve viral enfeksiyonlarda olduğu gibi birçok kanser türünde de deregüle 

olmaktadır (20, 21).  

Yapılan çalışmalara göre AMPK’ın kanserle ilişkisi iki yönlüdür. AMPK farklı 

koşullarda tümör supresör veya protümoral etki gösterebilmektedir. LKB1, TSC2, P53 

gibi birçok proteinin fosforile edilerek düzenlenmesi ile AMPK’ın hücre bölünmesini 

durdurarak tümör supresör özellikler göstermektedir (22). AMPK diğer hücreler gibi 

tümör hücrelerinin de hipoksi, besin eksikliği gibi stres koşullarında hayatta kalmasını 

sağladığını destekleyen çalışmalar mevcuttur. Çalışmalardaki bu çelişkili durumun 

tümörün moleküler profiline ve mikroçevre koşullarına bağlı olduğu düşünülmektedir 

(23, 24).  

Çalışmamızda farklı moleküler profillerdeki MEL270, OMM2.5, 92.1 ve 

MP46 uvea melanomu hücre hatları AMPK inhibitör ve aktivatör ajanları ile ayrı 

olarak inkübe edilmiştir. İlaç inkübasyonları sonucu hücre proliferasyonu analiz 

edilerek ve grup içi gözlenen değişimler kendi aralarında ve kendi grubunda ilaç 

inkübe edilmemiş kontrol gruplarıyla karşılaştırılmıştır. Bu çalışma ile uvea 

melanomunda AMPK regülasyonunun hücre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi 

hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Uvea Melanomu 

Uvea melanomu intraoküler en sık görülen primer malign tümördür. İris, siliyer 

cisim ve koroideada yer alan melanositlerden kaynaklanır. Oküler melanomlar tüm 

melanomların %3’ünü oluşturmaktadır. Oküler melanomların %85’ini uvea 

melanomu, %10’unu kapak/orbita melanomu, %5’ini konjonktiva melanomu oluşturur 

(1-3). Uvea melanomu ortalama tanı yaşı 60 olmak üzere 30 yaş altında nadir 

görülmektedir. Yıllık insidansı milyonda 5-8 olarak bildirilmiştir (3-5). 

 Beyaz ırk, açık ten rengi, açık renk iris, uveal nevüs, oküler ve okülodermal 

melanositoz, displastik nevüs sendromu uvea melanomu gelişme riskini artıran 

faktörlerdir  (25-28). Uvea melanomlu hastaların %0.6’sında ailesel uvea melanomu 

saptanmıştır. İnkomplet geçişli otozomal dominant kalıtımla aktarılan ailesel uvea 

melanomu hastalarında BAP1 mutasyonu ve sekonder kanser riskinin arttığı tespit 

edilmiştir. (29-31)  

Uvea melanomu hastalarında monozomi 3, kromozom 8q kazanımı, GNAQ, 

GNA11, EIF1AX, SF3B1 ve BAP1 mutasyonu gibi genetik değişiklikler tespit 

edilmiştir. Uvea melanomu gen ekspresyon profilinin prognozda önemli rol oynadığı 

görülmüştür. Uvea melanomu hastaları gen ekspresyon profiline göre düşük ve yüksek 

metastaz riskine sahip iki sınıfa ayrılmıştır. Sınıf-1A tümörlerde %2, sınıf-1B 

tümörlerde %21, sınıf-2 tümörlerde %72 oranında metastaz tespit edilmiştir (32-38).  

Klinik ve histopatolojik faktörler uvea melanomunda bilinen prognostik 

faktörlerdir. Klinik parametrelerden tümör kalınlığı, tümör çapı, siliyer cisim tutulumu 

ve ekstraoküler yayılım prognozunu etkilemektedir. American Joint Committee on 

Cancer (AJCC) tümör evrelemesinde aynı klinik parametreler kullanılmaktadır (38). 

Tümör, kalınlığı ve çapına göre küçük (yüksekliği ≤3 mm, en büyük çapı <10mm), 

orta (yüksekliği >3-8 mm, en büyük çapı 10-15mm) ve büyük (yüksekliği >8 mm, en 

büyük çapı> 15mm) olmak üzere sınıflandırılmaktadır. Siliyer cisim tutulumu ve 

sklera dışı yayılım kötü prognozla ilişkilidir (39, 40). Histopatolojik olarak uvea 

melanomu iğsi hücreli, epiteloid hücreli ve karışık hücreli melanom olmak üzere 3 

sınıfa ayrılmaktadır. Hücre tipleri prognozu etkileyen önemli faktörlerdendir. Mitoz 
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sayısı, lenfosit infiltrasyonu, pigmentasyon derecesi, vasküler patern oluşumu ve 

nekroz oranı histopatolojik diğer prognostik faktörlerdir (6, 7, 41-44).   

Uvea melanomu tedavisinde tümör boyutu ve lokalizasyonuna göre 

fotodinamik tedavi, transpupiller termoterapi (TTT), plak brakiterapi, yüklü partikül 

radyoterapi, fraksiyone stereotaktik radyoterapi, lokal rezeksiyon ve radikal tedavi 

(enükleasyon, ekzenterasyon) uygulanmaktadır. Konservatif tedavide görme ve gözü 

korumak amaçlanmaktadır. Tümörün fovea ve optik diske olan mesafesi ile ilişkili 

olarak konservatif tedavi sonrası görme korunmaktadır. Son yıllarda konservatif tedavi 

ön planda uygulanmaktadır. Konservatif tedavi sonrası lokal rekürens oranları %5’in 

altındadır.  Büyük çaplı, kalın, komplike olmuş ve ekstraoküler yayılımı olan 

tümörlere radikal tedavi uygulanmaktadır (8, 9). Uygun tedaviye rağmen hastaların 

yaklaşık yarısı metastatik hastalığa bağlı ölmektedir. Yaşam süresi, metastaz oranları 

konservatif tedavi ve radikal tedavide değişmemektedir (10, 11). 

Metastaz hematojen yolla en sık karaciğer (%93), akciğer (%24) ve kemiklere 

(%16) olmaktadır. Karaciğer metastazı sonrası ortalama yaşam süresi 4-6 aydır. 

Hastaların %15 ‘i 1 yıllık yaşam süresine ulaşmaktadır. Diğer organ metastazlarında 

19-28 aylık sağ kalımlar raporlanmıştır (12-14). Son 30 yılda uvea melanomu 

hastalarının yaşam süresinde iyileşme olmamıştır. Metastatik hastalıkta etkin bir 

tedavi yönteminin olmayışı yüksek riskli hastaların erken tespitinin hastalık yönetimi 

açısından önemini ortaya koymaktadır (13, 15-17).Son yıllarda çalışmalar genetik 

prognostik belirteçler ve gen spesifik tedavilere yoğunlaşmıştır. Genetik ve epigenetik 

değişimleri içeren çok aşamalı bir süreç olan uvea melanomu gelişimi ve 

progresyonundaki patogenezin moleküler düzeyde anlaşılması tedavi geliştirilmesine 

katkı sağlayacaktır (18).  

2.2. AMP Aktive Edici Protein Kinaz (AMPK) 

 Hücreler gerekli enerji ihtiyacını besin kaynaklarının ulaşılabilirliğine göre 

metabolizmalarını adapte ederek karşılamaktadır. Hücrenin enerji homeostazını 

oluşturan bu süreç serin/treonin kinaz olan AMPK’ın regülasyonu ile sağlanmaktadır 

(19). AMPK α, β ve γ olmak üzere 3 alt birimden oluşan heterotrimerik bir yapıdadır. 

α (α1 ve α2), β (β1 ve β2 ) ve γ (γ1, γ2 ve γ3) alt birimlerinden değişik 

kompozisyonlarda birleşerek farklı substratlara spesifik, farklı görevleri ve yerleşimi 
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olan AMPK’lar oluşturulur. Omurgalılarda 12 farklı AMPK alt birimi kombinasyonu 

bilinmektedir. AMPK, γ  alt birimindeki CBS (sistatyonin β sentaz) alanına bağlanan 

adenin nükleotitleri aracılığı ile hücredeki ATP düzeyi ve ATP’nin ADP ve AMP’ye 

oranını algılamaktadır (45, 46). AMPK stres ve hipoksi gibi düşük enerji koşullarında 

görevli enzimleri fosforilleyerek ATP üretiminin artmasını ve ATP tüketiminin 

azalmasını sağlamaktadır (21, 47, 48). 

2.2.1 AMPK Fosforilasyonunun Regülasyonu 

AMPK tüm hücrelerin enerji dengesini arz ve talepleri değerlendirerek yönetir. 

Bu süreçte AMPK aktivasyonu α alt birimindeki treonin-172’nin LKB1, CaMKKβ ve 

TAK1 aracılığıyla fosforilasyonu ile düzenlenmektedir. Treonin-172 dışında α ve β alt 

biriminde birçok fosforillenme bölgesi mevcuttur, bunlar da AMPK regülasyonunda 

rol almaktadır.  AMPK aktive olduktan sonra anahtar rol oynayan enzimleri ve 

transkripsiyon faktörlerini fosforile ederek metabolizmanın ve gen ekspresyonunun 

kontrolünü sağlar (47, 49, 50). 

2.2.2 AMPK-Karbonhidrat, Lipit ve Protein Metabolizması 

Karbonhidrat metabolizmasının düzenlenmesinde, enerji ihtiyacının arttığı 

durumlarda AMPK aktive olur. Devamında glukozun hücre içine alımı ve glikoliz hızı 

artar. AMPK aktivasyonu sağlayan AICAR ya da metformin ile yapılan deneylerde 

insülin duyarlı hücrelerde GLUT4 ekspresyonunun, glukozun hücre içine alımının 

arttığı bu mekanizma ile insülin direncinin azaltıldığı saptanmıştır. AS160 ve TBC1D1 

moleküllerinin AMPK tarafından fosforillenmesi GLUT4’ün hücre membranına 

translokasyonunu ve GLUT4 aracılı insüline bağlı glukoz alımını artırmaktadır (51). 

Hücre içine alınan glukoz AMPK tarafından fosforillenerek aktive edilen 

fosfofruktokinaz-2 başta olmak üzere glikoliz enzimlerinin aktive olması ile enerji 

ihtiyacının karşılanmasında kullanılır. AMPK aktive olduğunda glikojen sentazı 

fosforile ederek inhibisyonunu sağlar ve glikojen fosforilazı aktive eder. Bu durumun 

kas dokuda glikojen deposunu azaltması beklenir. Fakat hücrenin glukoz ihtiyacı hızla 

yerine konduğunda ve glukoz-6 fosfat miktarı arttığında glikojen sentaz enzimi aktive 

olabilir (52, 53). AMPK aktivasyonu ile glukoneogenez için gerekli enzimlerin 

transkripsiyonunu baskılayarak hepatik glukoz üretimi azaltır (21). 
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1987 yılında Carling ve arkadaşları tarafından yağ asidi ve kolesterol 

metabolizması araştırmalarında anahtar düzenleyici olarak AMPK keşfedilmiştir. 

Lipit metabolizması açlık durumunda hücredeki ATP ve glukoz miktarının 

azalmasıyla enerji kaynağı olarak önemli hale gelir. AMPK’ın asetil-CoA karboksilaz 

enzimini fosforillemesi ile insülin bağımlı hücrelerde yağ asidi alımı ve yağ asidi 

oksidasyonu artar, karaciğerde lipogenez azalır. AMPK’ın aktifleşmesi ile yağ asidi 

ve kolesterol sentezi için gerekli enzimler fosforillenerek inhibe edilir. Karaciğer ve 

yağ dokuda yağ asidi, kolesterol sentezi azaltılır (54-56).  

Protein sentezi hücre içi enerjinin harcandığı önemli anabolik reaksiyonlardan 

biridir. Hücre metabolik stres ve enerji ihtiyacının arttığı durumlarda enerji 

homeostazını sağlamak için AMPK’ı aktive eder. AMPK mTORC1 (mammalian 

target of rapamycin complex 1 ), EF2 (elongation factor 2) gibi çeşitli yolak 

proteinlerini fosforile ederek protein sentezini inhibe eder (57, 58). 

2.2.3. AMPK- Hücre Gelişimi, Otofaji ve Apoptozis 

 AMPK’ın aktive olması hücre bölünmesinde G1/S fazında geçişini durdurur. 

Bu etkinin tümör supresör özelliği olan p53, p21 ve p27’nin AMPK tarafından 

fosforillenmesi ile sağlandığı düşünülmektedir. Ayrıca AMPK mRNA stabilizasyonu 

sağlayan proteinlerin ve RNA bağlayıcı diğer proteinlerin sitoplazma ve çekirdekteki 

dağılımlarını etkileyerek hücre bölünmesini inhibe eder (59-61). 

           Besin gereksinimi karşılanmayan, stres altındaki hücre bütünlüğünü 

koruyabilmek için otofajiyi kullanır. AMPK, ULK1 (Unc-51 Like Autophagy 

Activating Kinase 1) ve mTOR ile etkileşerek otofaji mekanizmasını düzenlemektedir 

(62). AMPK’ın aktivasyonunun p27 gibi hücre döngüsünde önemli rol oynayan 

faktörler üzerine olan etkisi ve protein sentezini inhibisyonu, hücrenin otofaji ve 

apoptoz dengesi için önemli rol oynamaktadır (21, 63) 

2.2.4. AMPK’ın Fizyolojik Regülasyonu ve Hastalıklarda Disregülasyonu 

2.2.4.1. AMPK-Egzersiz 

Egzersizin kardiyovasküler hastalıklar, diyabet, kanser ve depresyonun 

önlenmesinde etkili olduğu bilinmektedir. Egzersiz sırasında hücrelerde ATP döngüsü 
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100 kata kadar artmaktadır. AMP/ATP oranının artması AMPK aktivasyonuna neden 

olur. AMPK’ın aktive olması ile anabolik reaksiyonlar baskılanır, katabolik 

reaksiyonlar hızlandırılarak hücrenin gerekli enerjiyi kazanması sağlanır (21, 64). 

Hücrenin artan metabolizması için ihtiyaç duyulan substratların sağlanması, atıkların 

bölgeden uzaklaştırılması için kan akımının artması gerekir. Aktive AMPK endotel 

hücrelerinde nitrik oksit sentazı (eNOS) aktive ederek kan akım hızının 

düzenlenmesine yardımcı olur (65, 66). 

Yıllardır egzersizin hücrelerde mitokondri içeriği ve kapasitesini arttırdığı 

bilinmektedir. AMPK ile etkileşime girerek mitokondri biyogenezi kontrol edilir, 

gerekli transkripsiyon faktörleri ve koaktivatörlerin düzenlenmesi sağlanır (67). 

2.2.4.2. AMPK- Sirkadyen Ritm   

Sirkadyen ritm gece ve gündüz döngüsünde ışığa organizmanın verdiği 

davranışsal ve fizyolojik yanıtın düzenlenmesini sağlar. Beyinde ışığa bağımlı yanıt 

düzenlenirken periferal dokularda besin alımına göre sirkadyen ritmin düzenlendiği 

düşünülmektedir. Besin alımı ile aktive olan AMPK kriptokrom-1 (CRY-1)’i fosforile 

ederek sirkadyen ritm düzenlenmesinde görev alır (68). 

2.2.4.3. AMPK- İnflamatuar ve Endokrin Regülasyon 

Aşırı beslenme ve obezite insülin rezistansı, diyabet ve kanser için önemli risk 

faktörlerindendir. Besin alımının artması ile hücre içinde glukoz ve yağ asitleri artar, 

NAD/NADH oranı azalır. Bunun sonucunda SIRT1/LKB1 yolağı inhibe edilir, bu 

süreç AMPK fosforilasyonu önlenmesi ve inhibe olmasıyla sonuçlanır. Kalori 

kısıtlamasının bu süreci tersine çevirerek AMPK’ın aktive olmasını; insülin rezistansı, 

diyabet ve kanser riskinin azalmasını sağladığı düşünülmektedir. Yaşla azalan AMPK 

aktivasyonuna karşı egzersiz ve kalori kısıtlaması yaşlanma karşıtı olarak kullanılabilir 

(69-71). 

  Obezite kronik inflamasyonu artırarak da insülin rezistansı, diyabet ve kanser 

riskini artırmaktadır. Makrofaj ve adipoz dokuda artan yağ asitleri toll like reseptör-4 

(TLR-4) ile proinflamatuar cevap oluşumuna ve insülin rezistansına neden olur (72). 

TNF-α ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler, AMPK’ın aktivasyonunu baskılar; IL-

10, TGF- β gibi antiinflamatuar sitokinler, AMPK aktivasyonunu artırır. AMPK 



8 

 

 

inhibisyonu hücrede inflamatuar cevabın (TNFα, IL-6 ve IL-1 üretimi artar) artışıyla, 

AMPK aktivasyonu hücrede inflamatuar cevabın azalmasıyla (antiinflamatuar olan 

IL-10 üretimi artar) sonuçlanır. Özetle AMPK başlayan antiinflamatuar ya da 

inflamatuar süreci daha da kuvvetlendirecek şekilde cevap verir (73).  

Aktive T hücrelerin immün yanıt oluşturabilmesi, artan metabolizma 

ihtiyacının karşılanması (hücrenin metabolik kontrolü) AMPK aktivasyonu aracılı 

mRNA translasyonu ve mitokondriyal cevapla sağlanır. Bu nedenle T hücre yanıtları 

için AMPK kritik bir önem taşımaktadır (74). 

 Makrofaj ve adipositler leptin, adiponektin, visfatin, retinol bağlayıcı protein-

4 ve rezistin gibi adipokin olarak adlandırılan hormon ve sitokinler salgılamaktadır. 

Adipokinlerin organizmada oluşturduğu değişiklikler AMPK aracılı olarak sağlanır.  

Adipokinlerin ve diğer iştah düzenleyici hormonların hipotalamusta açlık ve enerji 

tüketimi dengesinin düzenlenmesinde AMPK aracılı etki ettiği düşünülmektedir. (75). 

2.2.4.3. AMPK- Karsinogenez 

Hücrenin maruz kaldığı stresin karsinogenezde önemli olduğu 

düşünülmektedir. Sağlıklı hücreler kanser hücrelerine dönüşme sürecinde onkogen 

aktivasyonu, hipoksi, besin eksikliği, radyoterapi ve kemoterapi gibi strese maruz 

kalırlar. Stres altında hücrenin büyümesi ve hayatta kalabilmesi için enerji 

homeostazını sağlaması gerekir. AMPK hücrenin enerji homeostazının yönetimini 

yağ, protein ve karbonhidrat metabolizmasını düzenleyerek sağlar. AMPK enerji ve 

oksidoredüksiyon homeostazında temel düzenleyicidir (20).  

Yapılan çalışmalara göre AMPK’ın kanserle ilişkisi iki yönlüdür. Farklı 

koşullarda tümör supresör veya tümör gelişimini destekleyen etki gösterebilmektedir. 

Çalışmalardaki bu çelişkili durumun tümörün moleküler profiline ve mikroçevre 

koşullarına bağlı olduğu düşünülmektedir (23, 24).  

Metforminin etki mekanizmalarından biri AMPK aktivasyonudur, 

kullanımının kanser riskini azalttığı düşünülmektedir (76). Peutz-Jeghers sendromu 

AMPK aktivasyonunda kritik rolü olan LKB1’de otozomal dominant olarak aktarılan 

mutasyon sonucu oluşur. Peutz-Jeghers sendromunun kanser prevelansını artırdığı 

bilinmektedir (21). AMPK tümör supresör LKB1, TSC2 tarafından fosforile edilerek 

aktive olmaktadır. Kanser tedavisinde kullanılan rapamisinin hedeflediği mTOR, 
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LKB1-AMPK yolağı tarafından inhhibe edilmektedir (58). AMPK p53’ün 

regülasyonu, transkripsiyon faktörleri ve koaktivatörlerin aktivasyonunu etkileyerek 

hücre siklusuna yön vermekte, hücrelerinin bölünme sürecini durdurabilmektedir (60). 

AMPK aktivitesi inflamasyonu ve anti tümör immün yanıtları düzenleyerek tümör 

gelişimini önleyebilir. AMPK aktivasyonu ile HIF-1α azalarak Wargburg etkisinin 

baskılanması ile tümör hücrelerinin hayatta kalması önlenmiş olur.  Bunlar göz önüne 

alındığında çeşitli yolak proteinlerinin fosforile edilerek düzenlenmesi ile AMPK’ın 

hücre bölünmesini durdurarak tümör supresör özellikler gösterdiği söylenebilir (22).  

AMPK’ın tümör supresör birçok özelliğine rağmen AMPK mutasyonu Kanser 

Genom Atlas projesi datalarında nadir görülmektedir. AMPK diğer hücreler gibi tümör 

hücrelerinin de hipoksi, besin eksikliği gibi stres koşullarında hayatta kalmasını 

sağladığını, ilaç direnci ve metastazda önemli rol oynadığını destekleyen çalışmalar 

mevcuttur. AMPK’ın otofaji indüksiyonu, yağ asidi oksidasyonunu artırması ve 

hücredeki NADPH artışı ile oksidoredüksiyon dengesine yardımcı olması metabolik 

strese olan cevabına katkı sağlayarak tümör gelişimine destek olmaktadır. AMPK 

aktivasyonu ayrıca metastaz ve tümör büyümesine yardımcı olan matrix ayrılmasını 

artırarak protümöral etki gösterir  (23, 24).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışma Hacettepe Üniversitesi Göz Hastalıkları Anabilim Dalı ve Hacettepe 

Üniversitesi Kanser Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalında gerçekleşmiştir. 

  Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik 

Kurulu’ndan 01/10/2019 tarih ve GO 19/974 karar numaralı etik kurul onayı alınmıştır 

3.1. Gereçler 

Tablo 3.1. Proje Kapsamında Kullanılan Gereçler 

Ekipman Türü, 

Modeli 
Bulunduğu Kurum/Kuruluş 

Projede Kullanım 

Amacı 

+40C dolap (Alarko) 
Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Kitlerin ve solüsyonların 

saklanması 

-200C dolap (Bosch) 
Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Kitlerin ve solüsyonların 

saklanması 

Dikey Akım Kabini 

(Heraeus) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Partikülden arındırılmış 

steril ortamda deneylerin 

yapılması için 

Inverted Mikroskop 

(Olympus) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 
Hücrelerin incelenmesi 

İnkübatör (CO2’li) 

(Heraeus 

Instruments) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Hücrelerin proliferasyonu 

için uygun ortamın 

sağlanması 

Lam (26x76mm) 

(Marienfeld) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 
Hücre sayım aracı 

Lamel (24x60mm) 

(Marienfeld) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 
Hücre sayım aracı 

Manyetik Karıştırıcı 

(Stuart Scientific) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

DMF/SDS hazırlama 

aşamasında karıştırıcı 
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Otomatik pipetler 

(Eppendorf) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 
Pipetaj işlemleri  

Spektrofotometre 

(SpectraMax) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Hücre proliferasyonu 

kantitasyonu 

Terazi 
Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 
Maddelerin kütle ölçümü 

Ultrasantrifüj 

(Thermo Scientific) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Solüsyonların ve 

hücrelerin ayrıştırılması 

Vorteks, (Vortex-

Genie) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Tüp içeriğinin 

karıştırılması 

Yatay çalkalayıcı 

(Edmund Bühler) 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Kimyasalların 

karıştırılması 

Kodak Gel Logic 

Görüntüleme sistemi 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 

Mikoplazma jel 

görüntülemesi 

Yatay jel 

elektroforez sistemi  

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 
Jel elektroforez sistemi 

Konvansiyonel 

Polimeraz Zincir 

Reaksiyon Cihazı 

Hacettepe Üniversitesi Temel 

Onkoloji Anabilim Dalı 
Mikoplazma PCR’ı için 

 

3.2. Hücre Hatları ve Kültür Koşulları 

Çalışma kapsamında uvea melanomu hücre hatları olan MEL270, OMM2.5, 

92.1 ve MP46 kullanıldı. [Leiden Üniversitesi, Prof. Dr. Martine Jager'in 

labotaruvarından temin edilmiştir.] MEL270, OMM2.5 ve 92.1 hücre hatları %10 

FBS, 2 mM L-Glutamin, %2 Penisilin/streptomisin ilave edilmiş RPMI-1640 (Dutch 

Modified), MP46 hücre hattı ise %20 FBS, 3 mM L-Glutamin, %2 

Penisilin/streptomisin ilave edilmiş IMDM besiyerlerinde çoğaltılarak CO2 etüvde 37 

°C 'da inkübe edildi. Her 3 günde bir besi yeri değiştirildi, tek tabaka halinde büyüyen 
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hücreler haftada bir defa tripsinizasyon yapılarak pasajlandı. Hücre kültürü 

çalışmalarımız için dikey akım kabini (laminar flow) kullanıldı.   

3.3. Mikoplazma Testi 

Hücre kültüründe kullanılacak hücre dizilerinin, hücre içi bakteri 

(mikoplazma) kontaminasyonunu test etmek için, flask içerisindeki yoğunluğu %75-

80 düzeylerine ulaşmış MEL 270, OMM2.5, 92.1 ve MP46 hücre hatlarına ait 1’er ml 

besiyeri alınarak 1,5 ml’lik deney tüpü içerisine konuldu. Aldığımız örnek +4 oC'da 

2000 rpm'de 90 saniye santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonrası oluşan süpernatant ayrı bir tüpe alındı ve pelet atıldı. Alınan 

süpernatant 14000 rpm'de 10 saniye santrifüj edildi. Bu işlemden sonra süpernatant 

pipet ile çekilerek atıldı. Tüpün alt kısmında oluşan pelet 25 µl mikoplazma tampon 

solüsyonu içerisinde süspanse hale getirildi. Süspansiyon 95 oC'ye getirilmiş kuru blok 

üzerinde 3 dakika inkübe edildi. 

Bu aşamadan sonra Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) geçildi. Polimeraz 

zincir reaksiyonu EZ-PCR Mikoplazma kitinde (Biological Industries-İsrail) önerilen 

miktarlarda örnek tüp, pozitif kontrol tüpü ve negatif kontrol tüpü olarak hazırlandı. 

5µl test örneği, 10µl reaksiyon karışımı, 35µl distile su PCR tüpüne eklendi. 40µl 

mineral yağı ile kaplanarak reaksiyon karışımının buharlaşması önlendi. DNA termal 

dönüştürücüye tüpler yerleştirilip uygun zaman ve sıcaklık parametreleri (94°C 30 

saniye, 60°C 120 saniye, 72°C 60 saniye-5 dakika) ayarlanarak PCR çalıştırıldı. 20µl 

PCR örneği jel elektroforeze yerleştirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu sonunda 

tüplerin içerisindeki ürünler %2’lik agaroz jele yüklendi. Yüklenen ürünler agaroz 

jelde yürütülerek elektroforezde amplifiye ürün ve büyüklüğü saptandı. 1µl pozitif 

kontrol örneği PCR etkinliğini test etmek için kullanıldı.  

3.4. MTT Hücre Proliferasyonu Deneyi  

Hücre canlılığı ve proliferasyonunun ölçülmesi in vitro deneylerdeki hücre 

popülasyonunun dış etkenlere verdiği yanıtın değerlendirilmesinin temelini oluşturur. 

Tetrazolyum tuzlarının indirgenmesi hücre proliferasyonunu incelemek için güvenilir 

bir yol olarak kabul edilmektedir. Sarı tetrazolium MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-

difeniltetrazoluum bromid) metabolik olarak aktif hücreler tarafından dehidrogenaz 
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enzimleriyle NADH ve NADPH oluşturularak indirgenmektedir. Elde edilen hücre içi 

mor formazan çözünebilir ve spektrofotometrik olarak ölçülebilir. MTT hücre 

proliferasyon deneyi hücre miktarını ölçmektedir. MTT düşük hücre yoğunluğunda 

düşük absorbans değerleri vermektedir. Her hücre tipi için hücre sayısı ile üretilen 

sinyal arasında ayrı doğrusal ilişki kurularak hücre proliferasyonu oranındaki 

değişikliklerin doğru bir şekilde ölçülmesi sağlanır. 

MTT için hücre sayımının yapılması: Flask içerisindeki hücrelerin mikroskop 

altında canlılığı ve yoğunluğu kontrol edildikten sonra dikey akım kabininde besiyeri 

uzaklaştırıldı. 3 ml PBS ile hücreler yıkandı. PBS uzaklaştırıldıktan sonra 3 ml %0.05 

tripsin-EDTA eklendi. 4-6 dk inkübatörde bekletildi. Mikroskopta hücrelerin flask 

tabanından ayrıldığı görüldükten sonra 7ml besiyeri eklenerek karışım cam pipet 

yardımı ile santrifüj tüpüne aktarıldı. 2000 devir/dakika hızda 6 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant pelletten uzuklaştırıldı. Pellet 5ml besiyeri eklenerek tekrar karıştırıldı. 15 

μL tripan mavisi ile elde edilen süspansiyondan 15 μL karıştırıldı, bekletilmeden 

Neubauer sayım lamına uygulandı. Işık mikroskobu altında, Neubauer sayım lamını 

oluşturan dört karenin kenar çizgileri hariç üzerlerindeki parlak ve renksiz olan 

yaşayan hücreler soldan sağa ve yukarıdan aşağıya gidilerek sayıldı. Yaşayan hücre 

konsantrasyonu hesaplandıktan sonra (hücre sayısı x 10000x2/4) hücre süspansiyonu 

besi yeri ile seyreltilerek planlanan sayıda hücre ekimine hazır hale getirildi. 

MEL 270, OMM2.5, 92.1 ve MP46 hücre hatları için 4 farklı 96 kuyucuklu 

steril plak hazırlandı. 96 kuyucuklu steril plaklara 2000’den 20000’e artan sayılarda 

(her sütunda 3 kuyucuk eşit sayıda hücre eklenmiş, 3 kuyucuk hücresiz kontrol grubu 

oluşturacak şekilde) hücre ekildi. 37°C CO2’li inkübatörde 24 saat inkübasyon yapıldı. 

Her kuyucuğa 25 µL MTT solüsyonu eklendi. 4 saat inkübasyondan sonra mor 

formazan görünür hale gelince her kuyucuğa 75 µL MTT çözücü DMSO (dimetil 

sülfoksit) eklendi. 24 saat inkübasyondan sonra spektrofotometrede (570 nm) 

absorbans kaydı yapıldı.  

3.5. XTT Hücre Proliferasyonu Deneyi  

MTT ve XTT hücre canlılığı ve proliferasyonunun ölçülmesi için kullanılan 

benzer çalışma prensiplerine sahip metotlardır. MTT çözünmeyen formazan içerdiği 

için 4 saat sonra eklenmesi gereken bir çözücüye ihtiyaç duyar. XTT çözünebilir boya 
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içerir. Çözücüye ihtiyaç duymaması ve daha kısa sürede daha az basamaklı protokole 

sahip olması nedeniyle tercih edildi. 

XTT (Biological Industries İsrail) metabolik aktif hücrelerin tetrazolyum 

tuzlarını turuncu renkli formazana indirgenmesi prensibi ile çalışmaktadır. Üretici 

kılavuzlarına göre, XTT eklendikten sonra 2-24 saatlik inkübasyon süresi 

önerilmektedir. Metabolik aktif hücre sayısı, aktif mitokondriyel enzim miktarı, boya 

konsantrasyonunun artması spektrofotometrik olarak ölçülebilmektedir. 

 96 kuyucuklu steril plaklara 50µl besiyeri içerisinde hücre süspansiyonu 

eklendi. Hücresiz kontrol kuyucukları da hazırlandı. 37°C CO2’li inkübatörde 24 saat 

inkübasyon yapıldı. -20 °C’da saklanan reaktif çözelti ve aktivasyon çözeltisi 37°C lik 

su banyosunda berraklaşıncaya kadar çözüldü. 0.1 ml aktivasyon çözeltisi 5ml XTT 

reaktif çözeltisi eklenerek reaksiyon çözeltisi oluşturuldu. Her kuyucuğa 50 µL XTT 

reaksiyon çözeltisi eklendi. Boyanın homojen dağılımı için yatay karıştırıcı yardımı 

ile karıştırıldı.  4 saat inkübasyondan sonra spektrofotometrede (465 nm) absorbans 

kaydı yapıldı. 

3.6. Dorsomorfin (Compound C)   ve A-769662 İlaç Dozlarının Belirlenmesi 

AMPK aktivatörü olarak A-769662 (Abcam, İngiltere), AMPK inhibitörü 

olarak Dorsomorfin (Compound C) (Abcam, İngiltere) kullanılmıştır. A-769662 etkili, 

tersinir bir AMPK aktivatörüdür. AMP’yi taklit ederek, AMPK’ı hem allosterik olarak 

hem de AMPK defosforilasyonunu inhibe ederek aktive etmektedir. Dorsomorfin ise 

etkili ve tersinir bir AMPK inhibitörüdür. 

A-769662 100mM konsantrasyonda DMSO içinde hazırlandı. Dorsomorfin 

10mM konsantrasyonda DMSO içinde 55°C su banyosunda ısıtılarak hazırlandı. 

Protokolde önerildiği gibi 50000 µM A-769662 ve Dorsomorfin hazırlandıktan sonra 

-20°C’da muhafaza edildi. İlaç ekleneceği zaman sıcaklığın dengelenmesi için oda 

sıcaklığında 1 saat bekletildi.  
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Tablo 3.2. Literatürdeki çalışmalarda kullanılan AMPK aktivatörü dozları 

A-769662 

Hücre hattı Konsantrasyon Aktivite Türü 

L6 İskelet Kası Hücresi(77) 250 μM 
AMPK sinyal yolağı 

aktivasyonu 

MDA-MB231 (meme kanseri) (78) 400 μM Apoptozis indüksiyonu 

Mezenkimal Kök Hücre (79) 10 µM AMPK aktivasyonu 

Mezenkimal Kök Hücre (79) 100 µM Proliferasyonun azalması 

AICAR 

Uvea Melanomu (80) 1-2-4mM Proliferasyonun azalması 

AICAR 1-2 mM konsantrasyondaki etkisinin sağlanabilmesi için A-769662 100µM -200µM 

konsatrasyonda olması gerektiği belirtilmiştir (81)                

 

Tablo 3.3. Literatürdeki çalışmalarda kullanılan AMPK inhibitörü dozları 

Dorsomorfin 

Hücre hattı Konsantrasyon Aktivite Türü 

WM983A, SK-Mel-5 ve 

MALME-3M (melanom hücresi) 

(82) 

20 μM Proteozomal degredasyon 

U251 (gliom hücresi) (83) 10 μM Otofajinin azalması 

HCT116, DLD-1, SW480, 

KM12C (kolorektal CA 

hücresi)(84) 

10 µM Proliferasyonun azalması 

 

Literatürdeki çalışmalar incelediğinde A-769662 ve Dorsomorfin dozlarının ve 

bu dozlardaki DMSO içeriklerinin Tablo 3.4’te belirtilen dozlarda uygulanması 

kararlaştırıldı. 
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Tablo 3.4. Çalışmada kullanılan A-769662 ve Dorsomorfin dozları ve DMSO içerikleri 

A-769662  
DMSO %  

(A-769662)  
Dorsomorfin 

DMSO % 
(Dorsomorfin) 

200 µM 0,4 20 µM 0.4 

143 µM 0.29 14.3 µM 0.29 

102 µM 0.2 10.2 µM 0.2 

72.9 µM 0.15 7.29 µM 0.15 

52.1 µM 0.1 5.21 µM 0.1 

37.2 µM 0.07 3.72 µM 0.07 

26.6 µM 0.05 2.66 µM 0.05 

19 µM 0.04 1.9 µM 0.04 

13.6 µM 0.03 1.36 µM 0.03 
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre Hatlarının Mikoplazma Kontaminasyonunun Belirlenmesi 

Mikoplazma DNA fragmenti 270 bp'de, deney içi kontrol fragmenti 357 bp’de 

bant vermektedir. Deney içi kontrol bantı her bir örneğin PCR reaksiyonunun 

etkinliğini onaylamak amacıyla oluşmaktadır. 357 bp’de tek bant olması deneyin 

düzgün çalıştığını ve mikoplazma negatif olduğunu, pozitif kontrol örnekte olduğu 

gibi 270 ve 357 bp olmak üzere çift bantın varlığı deneyin düzgün çalıştığını ve 

mikoplazma pozitif olduğunu göstermektedir. Bu bağlamda, 92.1, MEL 270, OMM2.5 

ve MP46 hücre dizilerinde sadece 357 bp’de bant görülmesi hücrelerde herhangi bir 

mikoplazma kontaminasyonu olmadığını göstermektedir. 

 

Şekil 4.1. Jel elektroforez sonuçları 

4.2. Hücre Hatlarının 24 Saatlik Proliferasyon Hızları 

MTT proliferasyon deneyinde plak okuyucu spektrofotometri cihazı ile ölçülen 

OD (optical density) değerinin optimal olarak sonuçlanması için MEL 270, OMM2.5, 

92.1 ve MP46 hücre hatlarından kuyucuklara yerleştirilecek hücre sayısının 

belirlenmesi amacıyla yapıldı. 2000, 4000, 6000, 8000, 10000, 12000, 14000, 16000, 

18000, 20000 hücre aynı sayıdaki 3 hücre hattı ve 3 kontrol kuyucuğu aynı sütunda 

olacak şekilde 96 kuyucuklu plaklara yerleştirildi. Plak okuyucu spektrofotometri 

cihazı ile hücre hatlarının OD değerleri tespit edildi (n=3). 
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Tablo 4.1. OMM2.5, MEL270, MP46, 92.1 hücre dizilerinin farklı hücre sayılarında OD 

değerleri 

 

Hücre 

Sayısı 

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 

OMM2.5     

(OD) 

0.283 0.466 0.583 0.661 0.746 0.809 0.830 0.878 0.960 1.057 

0.288 0.489 0.592 0.639 0.717 0.772 0.796 0.869 0.886 0.995 

0.293 0.486 0.568 0.639 0.707 0.777 0.819 0.869 0.925 0.985 

MEL270 

(OD) 

0.258  0.393  0.535  0.635  0.695  0.830  0.938  1.009  1.088  1.228  

 0.237  0.420  0.522  0.676  0.719  0.859  0.912  1.019  1.123  1.168 

 0.233  0.408  0.537  0.659  0.719  0.834  0.903  1.023  1.107  1.190 

MP46 

(OD) 

 0.546 0.712  0.847  0.916  0.983  1.114  1.199  1.284  1.405  1.542  

 0.525  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 

92.1 

(OD) 

0.292 0.429 0.603 0.723 0.847 0.975 1.147 1.195 1.457 1.545 

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 

 

 

Grafik 4.1. OMM2.5, MEL270, MP46, 92.1 hücre dizilerinin hücre sayılarına göre OD 

değişimi 

4.3. Hücre Hatlarının 48 Saatlik Proliferasyon Hızları  

MTT ve XTT hücre canlılığı ve proliferasyonunun ölçülmesi için kullanılan 

benzer çalışma prensiplerine sahip metotlardır. MTT çözünmeyen formazan içerdiği 

için 4 saat sonra eklenmesi gereken bir çözücüye ihtiyaç duyar. XTT çözünebilir boya 

içerir. Çözücüye ihtiyaç duymaması ve daha kısa sürede daha az basamaklı protokole 

sahip olması nedeniyle bu aşamadan sonraki proliferasyon deneylerinin XTT ile 
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tamamlanmasına ve hücre inkübasyon süresinin 48 saate yükseltilmesine karar verildi. 

 XTT proliferasyon deneyinde plak okuyucu spektrofotometri cihazı ile ölçülen 

OD değerinin optimal olarak sonuçlanması amacıyla MEL270, OMM2.5, 92.1 ve 

MP46 hücre hatlarından kuyucuklara yerleştirilecek hücre sayısının belirlenmesi 

amacıyla yapıldı.  96 kuyucuklu plaklara 92.1 hücre dizisine ait 5000, 7500, 10000, 

12500 aynı sayıdaki 3 hücre hattı ve 1 kontrol kuyucuğu aynı sütunda olacak şekilde 

2 adet 96 kuyucuklu plaklara yerleştirildi. Plaklardan biri MTT proliferasyon deneyi 

uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazı ile hücre hatlarının OD değerleri 

tespit edildi. Diğer plakta XTT proliferasyon deneyi uygulanarak plak okuyucu 

spektrofotometri cihazı ile hücre hatlarının OD değerleri tespit edildi. 

Tablo 4.2. 92.1 hücre dizilerinin farklı hücre sayılarında XTT ve MTT proliferasyon 

deneylerinde OD değerleri 

Hücre Sayısı 5000 7500 10000 12500 

92.1 (MTT) OD 
0.719 1.240 1.613 1.904 

0.711 1.310 1.608 1.832 

92.1 (XTT) OD  
1.433 2.004 2.384 2.609 

1.507 2.004 2.300 2.465 

 

 

Grafik 4.2. 92.1 hücre dizilerinin hücre sayılarına göre XTT ve MTT hücre proliferasyon 

deneylerinde OD değişimi 
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92.1 hücre dizisi için XTT ve MTT hücre proliferasyon deneyi sonuçları 

karşılaştırıldı. AMPK modülasyonunun hücre proliferasyonuna etkisinin inceleneceği 

48 saatlik XTT deneyinde ilaç eklenmemiş kontrol kuyucuğunda plak okuyucu 

spektrofotometri cihazı ile ölçülen hücre hatlarının OD sonucunun yaklaşık 1 A.U. 

(absorbance units) değerinde olması hedeflendi. Bu hedefe ulaşabilmek için her 

kuyucuğa 92.1 hücre hattından 3000, MP46 ve OMM2.5 hücre hattından 4000, 

MEL270 hücre hattından 5000 hücre ekilmesi planlandı. 

4.4. AMPK Modülasyonunun Hücre Proliferasyonuna Etkisi 

4.4.1. 92.1 Hücre Dizisinde AMPK Modülasyonunun Hücre 

Proliferasyonuna Etkisi 

 92.1 hücre hattı hücrelerine AMPK aktivatörü (A-769662) ve AMPK 

inhibitörünün (Dorsomorfin) hücre proliferasyonu düzeyinde etkisinin gözlenmesi 

amaçlanarak XTT hücre proliferasyon deneyi gerçekleştirildi. 96 kuyucuklu steril 

plaklara aynı sütunda A-769662 (n=3), A-769662 için gerekli olan DMSO miktarı 

(n=1) 3000 hücre üzerine eklendi. A-769662 dozu Tablo 4.3’te belirtilen dozlarda 

hazırlandı. Referans ölçüm için hücresiz bir kuyu hazırlandı. XTT proliferasyon 

deneyi uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazı ile hücrelerin OD değerleri 

tespit edildi. Dorsomorfin için de Tablo 4.4’te belirtilen dozlarda aynı şekilde 96 

kuyucuklu bir plak hazırlanarak XTT proliferasyon deneyi uygulandı. 

 

Şekil 4.2. 92.1 hücre dizisinin 96 kuyucuklu plakta XTT hücre proliferasyon deneyi  

(+): hücre var, (-): hücre yok, K: kontrol 
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Şekil 4.3. 92.1 hücre dizisinin parlak alan mikroskopisi altındaki görüntüsü incelendiğinde 

belirtilen ilaç dozlarında hücrelerin normal morfolojilerini kaybettikleri gözlemlendi. 

A. 92.1 kontrol grubu B. 200µM A-769662 C. 20µM Dorsomorfin hücrelerin belirtilen ilaç 

dozu uygulaması sonucu morfolojilerini kaybettikleri parlak alan mikroskopisi ile 

gözlemlenmiştir. 

Tablo 4.3. 92.1 hücre dizisinde farklı A-769662 dozlarının 48 saat uygulanması sonucunda 

OD değerleri  

A-769662 

(µM) 
Kontrol 13.6  19  26.6 37.2 52.1  72.9 102 143 200  

92.1 

(OD) 

1.221 1.265 1.282 1.291 1.255 1.413 1.541 1.283 1.175 1.007 

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 1.419 1.241 1.333 1.203 0.914 

 

Tablo 4.4. 92.1 hücre dizisinde farklı Dorsomorfin dozlarının 48 saat uygulanması sonucunda 

OD değerleri  

Dorsomorfin 

(µM) 
Kontrol 1.36  1.9  2.66 3.72 5.21  7.29 10.2 14.3 20  

92.1 

(OD) 

1.302 1.110 0.977 0.922 0.784 0.676 0.621 0.387 0.230 0.057 

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 hücre dizilerinin 48 saatlik farklı A-769662 ve Dorsomorfin dozlarında 
hücre proliferasyonu değişimi 

IC50 değerleri nonlineer regresyon modeli analizi sonucu elde edilmiştir. 

 

4.4.2. MP46 Hücre Dizisinde AMPK Modülasyonunun Hücre Proliferasyonuna 

Etkisi 

MP46 hücre hattı hücrelerine AMPK aktivatörü (A-769662) ve AMPK 

inhibitörünün (Dorsomorfin) hücre proliferasyonu düzeyinde etkisinin gözlenmesi 

amaçlanarak XTT hücre proliferasyon deneyi gerçekleştirildi. 96 kuyucuklu steril 

plaklara aynı sütunda A-769662 (n=3), A-769662 için gerekli olan DMSO miktarı 

(n=1) 4000 hücre üzerine eklendi. A-769662 dozu Tablo 4.5’te belirtilen dozlarda 

hazırlandı. Referans ölçüm için hücresiz bir kuyu hazırlandı. XTT proliferasyon 

deneyi uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazı ile hücrelerin OD değerleri 

tespit edildi. Dorsomorfin için de Tablo 4.6’da belirtilen dozlarda aynı şekilde 96 

kuyucuklu bir plak hazırlanarak XTT proliferasyon deneyi uygulandı. 
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Şekil 4.4. MP46 hücre dizisinin parlak alan mikroskopisi altındaki görüntüsü 

A. MP46 kontrol grubu B. %0.4 DMSO C. 20µM Dorsomorfin hücrelerin belirtilen ilaç 

dozu uygulaması sonucu normal morfolojilerini kaybettikleri parlak alan mikroskopisi ile 

gözlemlenmiştir. 

 

Tablo 4.5. MP46 hücre dizisinde farklı A-769662 dozlarının 48 saat uygulanması sonucunda 

OD değerleri  

A-769662 

(µM) 
Kontrol 13.6  19  26.6 37.2 52.1  72.9 102 143 200  

MP46 

1.141 1.026 1.012 0.935 1.031 0.918 0.803 0.763 0833 0.752 

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 hücre dizisinde farklı Dorsomorfin dozlarının 48 saat uygulanması 

sonucunda OD değerleri  

Dorsomorfin 

(µM) 
Kontrol 1.36  1.9  2.66 3.72 5.21  7.29 10.2 14.3 20  

MP46 

1.022 1.017 1.015 1.030 0.859 0.746 0.625 0.482 0.271 0.261 

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 hücre dizilerinin 48 saatlik farklı A-769662 ve Dorsomorfin dozlarında 
hücre proliferasyonu değişimi 

IC50 değerleri nonlineer regresyon modeli analizi sonucu elde edilmiştir. 

 

4.4.3. OMM2.5 Hücre Dizisinde AMPK Modülasyonunun Hücre 

Proliferasyonuna Etkisi 

OMM2.5 hücre hattı hücrelerine AMPK aktivatörü (A-769662) ve AMPK 

inhibitörünün (Dorsomorfin) hücre proliferasyonu düzeyinde etkisinin gözlenmesi 

amaçlanarak XTT hücre proliferasyon deneyi gerçekleştirildi. 96 kuyucuklu steril 

plaklara aynı sütunda A-769662 (n=3), A-769662 için gerekli olan DMSO miktarı 

(n=1) 4000 hücre üzerine eklendi. A-769662 dozu Tablo 4.7’de belirtilen dozlarda 

hazırlandı. Referans ölçüm için hücresiz bir kuyu hazırlandı. XTT proliferasyon 

deneyi uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazı ile hücrelerin OD değerleri 

tespit edildi. Dorsomorfin için de Tablo 4.8’de belirtilen dozlarda aynı şekilde 96 

kuyucuklu bir plak hazırlanarak XTT proliferasyon deneyi uygulandı. 
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Şekil 4.5. OMM2.5 hücre dizisinin parlak alan mikroskopisi altındaki görüntüsü 

Tablo 4.7. OMM2.5 hücre dizisinde farklı A-769662 dozlarının 48 saat uygulanması 

sonucunda OD değerleri  

A-769662 

(µM) 
Kontrol 13.6  19  26.6 37.2 52.1  72.9 102 143 200  

OMM2.5 

1.153 1.115 1.100 1.146 1.057 1.000 1.088 0.926 0.923 0.818 

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 hücre dizisinde farklı Dorsomorfin dozlarının 48 saat uygulanması 

sonucunda OD değerleri  

Dorsomorfin 

(µM) 
Kontrol 1.36  1.9  2.66 3.72 5.21  7.29 10.2 14.3 20  

OMM2.5 

1.438 1.458 1.413 1.370 1.341 1.393 1.317 1.392 1.193 1.023 

1.458 1.429 1.414 1.420 1.352 1.326 1.268 1.265 1.283 1.023 

1.476 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 hücre dizilerinin 48 saatlik farklı A-769662 ve Dorsomorfin dozlarında 
hücre proliferasyonu değişimi 

IC50 değerleri nonlineer regresyon modeli analizi sonucu elde edilmiştir. 

4.4.4. MEL270 Hücre Dizisinde AMPK Modülasyonunun Hücre 

Proliferasyonuna Etkisi 

MEL270 hücre hattı hücrelerine AMPK aktivatörü (A-769662) ve AMPK 

inhibitörünün (Dorsomorfin) hücre proliferasyonu düzeyinde etkisinin gözlenmesi 

amaçlanarak XTT hücre proliferasyon deneyi gerçekleştirildi. 96 kuyucuklu steril 

plaklara aynı sütunda A-769662 (n=3), A-769662 için gerekli olan DMSO miktarı 

(n=1) 5000 hücre üzerine eklendi. A-769662 dozu Tablo 4.9’daki gibi hazırlandı. 

Referans ölçüm için hücresiz bir kuyu hazırlandı. XTT proliferasyon deneyi 

uygulanarak plak okuyucu spektrofotometri cihazı ile hücrelerin OD değerleri tespit 

edildi. Dorsomorfin için de Tablo 4.10’da belirtilen dozlarda 96 kuyucuklu bir plak 

hazırlanarak XTT proliferasyon deneyi uygulandı. 
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Şekil 4.6. MEL270 hücre dizisinin parlak alan mikroskopisi altındaki görüntüsü 

Tablo 4.9. MEL270 hücre dizisinde farklı A-769662 dozlarının 48 saat uygulanması 

sonucunda OD değerleri  

A-769662 

(µM) 
Kontrol 13.6  19  26.6 37.2 52.1  72.9 102 143 200  

MEL270 

0.929 0.775 0.705 0.746 0.738 0.638 0.618 0.565 0.570 0.488 

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 hücre dizisinde farklı Dorsomorfin dozlarının 48 saat uygulanması 

sonucunda OD değerleri  

Dorsomorfin 

(µM) 
Kontrol 1.36  1.9  2.66 3.72 5.21  7.29 10.2 14.3 20  

MEL270 

0.890 0.936 0.860 0.801 0.830 0.748 0.681 0.442 0.285 0.036 

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 hücre dizilerinin 48 saatlik farklı A-769662 ve Dorsomorfin dozlarında 

hücre proliferasyonu değişimi 

IC50 değerleri nonlineer regresyon modeli analizi sonucu elde edilmiştir. 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada farklı moleküler profillerdeki 92.1, MP46, OMM2.5 ve MEL270 

uvea melanomu hücre hatlarına farklı dozlarda AMPK aktivatör ve inhibitör ajanları 

uygulanmıştır. AMPK hücrenin çeşitli metabolik stres durumlarında aktive olarak 

hücredeki enerji homeostazını sağlayan önemli bir proteindir (19). Stres ve hipoksik 

ortam koşulları gibi organizmadaki enerji miktarının düşük olduğu veya enerji 

tüketiminin yüksek olduğu koşullarda hücresel AMP miktarı artmakta ve AMPK 

aktivasyonu ile birlikte yağ asidi oksidasyonu ve glikolizis gibi katabolik reaksiyonlar 

artmakta, yağ asidi, kolesterol ve protein sentezi anabolik reaksiyonlar 

baskılanmaktadır (21). AMPK sağlıklı hücrenin kanser hücresine dönüşümünde ve 

tümör gelişiminde metabolik adaptasyonu sağlayarak önemli rol oynamaktadır. 

AMPK’ın karsinogenez üzerine olan etkisi iki yönlüdür (85). AMPK’ın önemli 

yolaklarda görevli birçok proteini fosforile ederek, immun regülasyona etki ederek 

hücre bölünmesini çeşitli aşamalarda durduran bir tümör supresör olarak 

değerlendirildiği birçok çalışma mevcuttur. Aynı zamanda AMPK’ın tümör hücresinin 

karşılaştığı strese karşı hücrenin enerji ve oksidoredüksiyon metabolizmasını 

düzenleyerek tümörün direncini artırabileceğini, metastaz ve ilaç direnç 

mekanizmalarında görev alabileceğini destekleyen çalışmalar da mevcuttur (85). 

Çalışmalardaki bu çelişkili durumun tümörün moleküler profiline ve mikroçevre 

koşullarına bağlı olduğu düşünülmektedir (23, 24). 

Çalışmamızda farklı uvea melanomu hücre dizilerinin AMPK aktivatör ve 

inhibitör ajanların farklı dozlarının hücre proliferasyonu üzerindeki etkisi analiz 

edilmiştir. Gözlenen değişimler farklı ilaç dozlarında kendi aralarında ve kendi 

grubunda ilaç inkübe edilmemiş kontrol gruplarıyla karşılaştırılmıştır.  

Hücre dizilerinin 24 saatlik proliferasyon hızları sırasıyla en hızlı prolifere olan 

92.1 olmak üzere MP46, OMM2.5, MEL270 şeklindedir. Hücrelerin proliferasyon 

hızları ve farklı ilaç gruplarına verdikleri proliferasyon yanıtları arasında ilişki 

gözlenmemiştir. Tüm hücre dizilerinin AMPK aktivatörüne cevabı (92.1 hücre 

dizisine eklenen 50 µM AMPK aktivatörü dışında) aynı hücre dizisinin ilaç 

eklenmemiş kontrol grubu ile karşılaştırıldığında hücre proliferasyonunda azalma 

olduğu gözlenmiştir. Bu azalmanın AMPK’ın tümör supresör etkisini ortaya çıkaracak 

yolakların aktive edilerek hücre bölünmesinin durdurulması sonucu geliştiği 
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düşünülebilir. Aynı hücre dizisinde hücre proliferasyonundaki azalma miktarı ve doz 

artışı arasında bir ilişki gözlenmemiştir. MP46 hücre dizisinin 50 µM üzerindeki 

AMPK aktivatörünün artan dozlarda uygulanmasına proliferasyondaki azalma olarak 

verdiği yanıt diğer hücre dizilerinin aksine giderek azalmıştır. Bu durum hücre 

dizisinde yükselen ilaç dozlarına, tümör hücrelerinin direncini artıran farklı bir yolağın 

aktivasyonu ile cevap vermesiyle ilişkili olabilir. Gelecekte moleküler düzeyde aktive 

edilen yolakların incelenmesi ve daha uzun süreli ilaç uygulamalarıyla bu direncin 

diğer hücre dizilerinde gelişip gelişmeyeceği test edilebilir. 

Tüm hücre dizilerinin 5 µM üzerindeki AMPK inhibitörünün artan dozlarda 

uygulanmasına verdiği yanıt, doz arttıkça proliferasyonun daha da azalması olarak 

gözlenmiştir. AMPK’ın kanser hücresi metabolizması üzerindeki rolü 

düşünüldüğünde hücrenin proliferasyonu ve hayatta kalması için fonksiyonu oldukça 

önemlidir. OMM2.5 hariç hücre dizilerinin 20 µM AMPK inhibitörüne cevabı aynı 

hücre dizisinin ilaç eklenmemiş kontrol grubu ile karşılaştırıldığında hücre 

proliferasyonunda %50’nin üzerinde azalma olduğu gözlenmiştir. AMPK 

inhibitörünün tüm dozlarında kontrol grubuna göre hücre proliferasyonunun 

azalmasının nedeni hücrenin enerji homeostazının en önemli düzenleyicisi AMPK’ın 

inhibe edilmesi ile hücrenin canlılığı ve proliferasyonu için gerekli enerji dengesinin 

sağlanamaması olabilir. 

OMM2.5, MEL270, MP46, 92.1 hücre dizilerinin daha önceki çalışmalarda 

bahsedilen klinik, genetik ve patolojik özellikleri incelenmiştir. OMM2.5 metastatik 

uvea melanomu hastasının metastaz doku örneğinden geliştirilmiştir. BAP1 mutasyonu 

(+), 8q kazanımı (+)’dir. MEL270 koroidal nevüs ile takip altında uvea melanomu 

gelişmesi üzerine radyoterapi ile tedavi edilen (takiplerde lokal rekürens ve metastaz 

gelişmiş) hasta doku örneğinden geliştirilmiştir. Primer uvea melanomu hücre 

dizisidir. GNAQ mutasyonu (+), 8q kazanımı (+)’dir. MP46 hücre dizisinin BAP1 

mutasyonu (-), 8q kazanımı (+) olduğu tespit edilmiştir. 92.1 ekstaraoküler invazyonu 

ve metastazı olan hasta doku örneğinden geliştirilmiş, primer uvea melanomu hücre 

dizisidir. 8q kazanımı (+), BAP1 mutasyonu (-), dizomi 3, EIF1AX mutasyonu (+) 

olduğu belirtilmiştir (87). Çalışmamızda OMM2.5 hücre dizilerinden metastaz 

dokusundan geliştirilmiş tek hücre dizisidir. Hücre dizileri arasında AMPK 

inhibitörüne en dirençli hücre dizisi olması arasında bir ilişki olabilir. Gelecekte 
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moleküler düzeyde yapılacak araştırmalarla AMPK’ın metastatik uvea 

melanomundaki ilaç direncinde rolü araştırılabilir. 

Al-Moujahed ve arkadaşları MEL270, MEL202 ve 92.1 uvea melanomu hücre 

dizilerine AICAR (AMPK aktivatörü) uygulandığında hücre proliferasyonunun 

azaldığını tespit etmiştir. Hücre dizilerinde 4E-BP1’in (mTOR yolağı aktivasyonu 

ilişkili) azaldığı, siklin A1 ve siklin D1 in azaldığı (G1-S fazında bölünme sürecinin 

durdurulmasıyla ilişkilendirilmiştir) ve otofaji markerlarında belirgin bir değişiklik 

görülmediği belirtilmiştir.  AMPK aktivatörünün hücre toksisitesinin düşük olduğu 

vurgulanmış, uvea melanomu tedavisinde AMPK aktivatörlerinin etkili olabileceği 

saptanmıştır. AICAR AMP benzeri etki göstererek selektif olmayan AMPK 

aktivasyonu sağlamaktadır. Bizim çalışmamızda AMPK’ı yüksek spesifik özellikte 

allosterik olarak aktive eden A-769662 kullanılmıştır (80, 86). 

Ambrosini ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada GNAQ mutasyonu olan uveal 

melanom hücrelerinde MEK-AKT yolağı aracılığı ile AMPK regülasyonu hedef 

olarak kullanılmıştır. AMPK aktivasyonu ile otofaji aracılı hücre ölümü 

gerçekleşirken AMPK inhibe edildiğinde apoptozis aracılı hücre ölümü gözlenmiştir 

(87).  

Sevim ve Kıratlı’nın yaptığı çalışmada düşük serum adiponektin düzeyi ve 

insülin direncinin uvea melanomu gelişimi ve agresif klinik seyri ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Adiponektinin hücrede AMPK aktivasyonuna neden olduğu bu 

sayede insülin direncini azalttığı bilinmektedir. Düşük serum adiponektin düzeyi ve 

insülin direnci sonucunda AMPK aktivasyonu azalmıştır. AMPK’ın aktivasyonundaki 

azalma tümör supresör özelliğinin azalmasına neden olarak tümör başlangıcına ve 

daha agresif tümör hücreleri gelişmesine neden olmuş olabilir (88).  

Kutanöz melanomda yapılan çalışmalarda BRAF V600E mutasyonu taşıyan 

tümör hücrelerinde LKB1’in ERK ve RSK aracılığı ile fosforile edilerek inaktif hale 

gelmesiyle AMPK inhibe edilir. AMPK’ın inhibisyonunun tümör progresyonuna 

neden olduğu düşünülmektedir. BRAF V600E mutasyonuna sahip hücrelerde 

LKB1’in defosforile edilmesi ile melanom hücrelerinde bölünmenin durdurulduğu 

saptanmıştır (89). LKB1’in AMPK dışındaki etkileri ve diğer kullanılan moleküller 

aracılığı ile hücrenin strese direncinin sağlanabilmesi bizim çalışmamızın aksine 

AMPK inhibisyonunun tümörigenezis lehine sonuçlanmasına neden olmuş olabilir. 
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Küçük hücreli akciğer kanseri hastalarının yaklaşık yarısında LKB1’i kodlayan 

genlerde mutasyon saptanmıştır. Hücrenin tümör gelişimine AMPK’ı aktive ederek 

yanıt verememesi nedeniyle hücre proliferasyonunda artış gözlenmiştir. Sigara 

kullanan hastalarda LKB1 mutasyonu ve düşük AMPK aktivitesi daha sık 

saptanmıştır. Hastaların AMPK aktivasyonunun yüksek olması iyi prognoz ve uzun 

sağkalımla ilişkilendirilmiştir (90, 91). 

Astrositik tümörlerde yapılan hayvan çalışmasında AMPK aktivasyonuyla 

retinoblastom proteinin fosforile edilmesinin tümör hücrelerinin proliferasyonunu 

artırdığı saptanmıştır (92). Hepatoselüler ve meme kanseri hücre dizilerinde yapılan 

gerçek zamanlı hücre analizi ile düşük dozlarda AMPK aktivatörünün hücre 

proliferasyonunda artışa neden olduğu yüksek dozlarda bu etkinin tersine döndüğü 

tespit edilmiştir (93). AMPK aktivatörü glioblastom hücresinde lipogenezi durdurarak, 

kolon kanserinde NF-kB yolağı ile apoptozu indükleyerek, akut lenfoblastik lösemide 

p21 etkisini artırarak tümör gelişimini önlediği tespit edilmiştir (80). Çalışmalarda 

belirtildiği gibi AMPK’ın karsinogenez üzerinde etkisi iki yönlüdür, farklı kanser 

türlerinde farklı moleküler mekanizmalar üzerinden etki göstererek etki etmektedir. 

AMPK’ın karsinogenez üzerindeki etkileri moleküler düzeyde anlaşabildiği takdirde 

AMPK modülatörü ajanlar ile kanser hücrelerinin hedeflenebileceği ve bu sayede 

ortalama sağkalım arttırılabileceği düşünülmektedir (93). 

Uvea melanomu hücre dizileri sayısı çalışılan tüm merkezlerde sınırlıdır. 

Çalışmaların sonucunda çoğu uvea melanomu hücre dizisi geliştirme denemesi 

başarısızlıkla sonuçlanmaktadır. Hücre dizisi elde edilebilen uvea melanomlarının 

klinik ve patolojik özellikleri hastalığın genel özelliklerinden farklı olduğu 

gözlenmiştir. Metastaz gelişen uvea melanomu hastalarında monozomi 3 ve BAP1 

mutasyonu sık görülmektedir. Uvea melanomu hücre dizilerinin metastaz geliştirmiş 

hasta örneklerinden hazırlanmış olsa bile karyotip analizinde dizomi 3 görülmesi, 

GNAQ/GNA11 mutasyonu yokluğu hücre dizisi oluşturabilen hücre klonunun ancak 

bu özelliklere sahip hücreler arasından gelişebilmesi ile açıklanmıştır. Tüm bu 

kısıtlamalara rağmen uvea melanomu ile ilgili çalışmalarda kullanılmakta ve uvea 

melanomunu in vitro koşullarda yansıttığı düşünülmektedir (94).  
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Çalışmamızda 48 saatlik ilaç inkübasyonu sonucunda hücre proliferasyon 

analizi elde edilmiştir. Tümör hücrelerinin değişim ve farklı koşullara adaptasyonunun 

kuvvetli olduğu göz önüne alınarak daha uzun süreli ilaç inkübasyonu yapılması ilaç 

direncinin gözlenmesi açısından önemli olabilir. AMPK’ın immün sistemdeki önemi 

göz önüne alındığında, AMPK modülasyonunun anti-tümör immün yanıtlar için ne 

kadar kritik olduğu görülebilir. Daha önce yapılan çalışmalarda farklı kanser türlerinde 

AMPK modülasyonunun farklı yolakları etkileyerek protümöral ve antitümöral 

yanıtlara neden olduğu görülmüştür. Çalışmamızda hücre proliferasyonunun 

azalmasında etkili olan moleküler mekanizmaların incelenmemiş olması, immün 

yanıtların araştırılmaması ve ilaç inkübasyon süresinin değişimi ile gelişebilecek ilaç 

direncinin gözlenememesi çalışmanın kısıtlayıcılarıdır.   
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6. SONUÇLAR 

Bu çalışmada, karsinogenez başlangıcı ve gelişiminde hücre metabolizmasında 

temel düzenleyici özelliklere sahip olduğu bilinen AMPK’ın modülasyonunun farklı 

uvea melanomu hücre dizilerinde hücre proliferasyonu ve sağkalımı üzerindeki etkileri 

incelenmiştir. AMPK aktivatörü ve AMPK inhibitörü ile 48 saat inkübe edilen tüm 

hücre dizilerinde (92.1 <50 µM AMPK aktivatörü uygulaması dışında) hücre 

proliferasyonunda azalma gözlenmiştir. Daha önce yapılan çalışmalarda AMPK 

modülasyonunun karsinogenez üzerinde antitümöral ve protümöral olarak etki 

edebileceği vurgulanmış, henüz AMPK’nın karsinogenezdeki rolü tam olarak 

aydınlatılamamıştır (85). Bu durum kanser heterojenitesine dikkat çekmekte ve 

dolayısıyla kanser metabolizmasını hedef alan anti-kanser tedavi stratejilerinin farklı 

kanserlerde dikkatle uygulanması gerekliliğini vurgulamaktadır. Bu çalışma ile uvea 

melanomunda AMPK'a yönelik anti-kanser stratejilerin belirlenebilmesine katkı 

sağlanmıştır. Takip eden çalışmalarda AMPK modülasyonunun moleküler düzeydeki 

etkilerinin kavranması ve in vivo etkilerinin değerlendirilmesi ile AMPK’ın uvea 

melanomu üzerindeki etkileri detaylandırılabilecektir. 
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