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OzZET

Malign Melanomda Hipoksik Siireg ve iliskili Genlerin Arastirilmasi, Kirikkale Universitesi Tip

Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Uzmanlik Tezi, Kirikkale, 2014.

Basamakli karsinogenez siirecinde neoplazinin icinde bulundugu mikrogevre olduk¢a 6nemli
bir yere sahiptir. Hipoksi de timor gelisimi ve progresyonuna katkida bulunan mikrocevresel
etmenlerden biridir. Artmis proliferasyon ve metabolik gereksinim sonucu fizyolojik oksijen
dizeyinin dismesi solid tiimorlerin tipik ozelligidir ve timor hipoksisi olarak adlandirilir. Timoér
hiicresi meydana getirmis oldugu bu hipoksik mikrocevreye adaptasyonu saglamak ve bu negatif
durumu kendi lehine gevirmek icin araci olarak énemli bir protein olan hipoksi indiklenebilir

faktoru (HIF-1) kullanir.

HIF-1, hipoksinin en énemli dizenleyici proteinidir. HIF-1, alfa ve beta (ARNT) olmak lzere
iki komponentten olusur. Normoksik kosullarda HIF-1 alfa proteini hizla ubikitinlenip
proteozomda vyikilirken, hipoksik kosullarda stabilize edilip sitoplazmada birikir. Biriken HIF-1
alfa cekirdek icine go¢ eder ve nikleusta beta alt Unite ile birlesip hipoksiye cevap veren
genlerin aktive olmasini saglar. Hedefe yonelik tedavide hipoksi ile iligkili genler

arastirilmaktadir.

Biz bu calismamizda malign melanom hiicre hatlarinda (CRL-1675, CRL-1676) hipoksik siire¢
ve iligkili gen ekspresyonlarinin arastirilmasini amagladik. Primer ve metastatik hiicre hatlari
uygun ortamda blydtllerek, Real-Time PCR vyontemiyle hipoksi ile iliskili 84 genin
ekspresyonlari incelenmistir. Ayrica primer malign melanom hiicre hattinda hiposik ortam
olusturularak, 1., 4.ve 8. saatlerde gen ekspresyonlari arasinda farkliliklar arastirilmistir.
Cikan sonuglar literatir esliginde degerlendirilerek saptanan aday Ug¢ genin (HIF-1 Beta, JMJD6,
NDRG-1) kodladigi proteinlerin nevils, melanom ve metastazlarinda ekspresyonlari, doku

array ve arsiv materyallerinde incelenmistir.

Primer ve metastatik hatlar karsilastirildiginda toplam 37 genin 2 kat ve Usti farklihk
gosterdigi gorllmustiir. Primer kutanéz melanomlarda intradermal nevislere gére NDRG-1

dizeylerinin diistugl, HIF-1 Beta sitoplazmik boyanmanin ise arttigi saptandi. Yumusak dokuda
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saptanan melanomlarda JMJD6 proteinin daha yilksek oranda ifade buldugu gorildid. Tim

gruplarda Uc¢ protein arasinda degisik diizeylerde istatistiksel iliski saptandi.

Galismamizda primer ve metastatik hilicre hatlarinda ekspresyon patternlerinin
farkhliginin ~ saptanmasi metastatik timor klonlarinda hipoksiye yanitin farkli oldugunu
disindlirmustir. Ayrica benign lezyonlara gore hipoksik proteinlerin melanomlarda farkh
bir profil ortaya ¢ikardigi dikkati ¢ekmistir. Bu bulgular, melanomlarda hipoksik sireglere igik

tutacak ve tedaviye katki saglayacak bilgileri saglamistir.

Anahtar Kelimeler:

Melanom, Deri Kanserleri, Hipoksi, HIF-1, PCR-array, Karsinogenez, Metastaz, JMJD6, NDRG-1,
ARNT



Vil

ABSTRACT

Analysis of hypoxic process and related genes in malignant melanoma, University of
KIRIKKALE, Faculty of Medicine, Department of Pathology, Specialization Thesis, KIRIKKALE,
2014.

Tumor microenvironment has a significiant role in the multistep carcinogenesis process.
Hypoxia is one of the microenviromental factors that contributes to tumor development and
progression. Decreasing physiological O, levels due to increased proliferation and metabolic
demand, is a characteristic feature of solid tumors and known as tumor hypoxia. To adapt this
hypoxic microenvironment and turn this unfavorable condition in its favor, tumor cell uses HIF-1

(Hypoxia Inducible Factor-1) which is an important protein as a messenger.

HIF-1 is the most important regulatory protein of hypoxia. It is composed of two subunits: a
and B (ARNT). HIF-1 a is rapidly ubiquinated and degraded in proteozome in normoxia whereas
it is stabilized and increased in cytoplasm in hypoxia. Accumulated HIF-1 o then migrates into
nucleus and activates hypoxia responsive genes by binding with B subunit. Hypoxia related

genes are investigated in targeted therapy.

In our study we aimed to analyze hypoxic process and related gene expressions in malignant
melanoma cell lines (CRL-1675, CRL-1676). Expressions of hypoxia-related 84 genes were
investigated by RT-PCR method in cell lines which were grown in convenient medium
conditions. Besides, differences between gene expressions were examined in primary
malignant melanoma cell lines which were exposed to 1, 4 and 8 hours hypoxia.
Expressions of proteins encoded by three candidate genes (HIF-1 Beta, JMJD6, NDRG-1),
selected after evaluation of our study results by literature, in nevi, melanoma and their

metastases were studied in tissue arrays and archival materials.

Totally 37 genes were exhibited 22 fold differences in metastatic melanoma vis-a-vis
primary melanoma. NDRG-1 total staining scores were decreased in primary melanoma than

nevi. On the other hand, HIF-1 Beta cytoplasmic staining score was increased. JMJD6 protein
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levels were up-regulated in soft tissue localized melanoma. Statistically correlations were

determined between three genes in all study groups.

It was suggested that hypoxic response was different in metastatic tumor lineages
after differences were detected between primary and metastatic melanomas expression
patterns. Furthermore, hypoxic proteins were demonstrated distinct profiles in melanoma with
compared benign lesions. These findings will shed light to hypoxic processes in melanoma

and provide data for development of new treatment strategies.
Keywords:

Malignant Melanoma, Skin Cancers, Hypoxia, HIF-1, PCR array, Carcinogenesis, Targeted

Therapy, Invasion, Metastasis, JMJD6, NDRG-1, ARNT
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GIRIS
Melanom noral krest kaynakh pigment Uretici hiicrelerden kdken alan yasami tehdit edici

malign neoplazmdir.(1) Malign melanom en sik deride gorilmekle birlikte okiler, mukozal ve

leptomeningeal olarak viicudun diger yerlerinde de saptanabilir.(2)

Melanom kompleks etyopatogeneze sahiptir ve germline, somatik mutasyonlar ile
sitogenetik degisiklikler timorogenez slirecine katkida bulunmaktadir. Germline mutasyonlar
icerisinde CDKN2A, CDK4, BAP1, MCI1R, VDR ile Kseroderma Pigmentozuma neden olan gen
grubu yer almaktadir.(3-5) Somatik mutasyonlar icerisinde kutan6z melanomlarda siklikla B-RAF,
N-RAS, akral ve mukozal melanomlarda siklikla c-KIT, uveal melanomda GNAQ/11 mutasyonlari
bulunmaktadir.(6-9) Sitogenetik degisklikler arasinda 1q, 6p, 79, 7p, 20q kazanimlari ile 6q, 9p,
9q, 11q kayiplari izlenmektedir.(10, 11)

Metabolik mikrogevre timor olusumunda 6nemli faktorlerden birisidir.(12) Hipoksi
karsinogenezde yer alan oOnemli mikrogevresel faktorlerden biridir.(13) Metabolik
gereksinimlerin hizli proliferasyon sonucunda artmasi ile fizyolojik oksijen diizeyinin diismesi
solid tumorlerin karakteristik ozelligidir ve timor hipoksisi olarak bilinmektedir.(14, 15)
Hipoksinin melanosit transformasyonunda, sagkaliminda ve melanom olusumunun tim

basamaklarinda rolii oldugu distnilmektedir. (16)

HIF-1 hipoksi sinyal yolagini kontrol eden en &nemli proteindir ve alfa ile beta olmak
Uzere iki alt Gniteden olusur.(17) Normoksik kosullarda HIF-1 a sitoplazmada ubikitin bagimh
olarak yikilir. Ancak agir hipoksi durumunda HIF-1 a sitoplazmada birikir ve nikleusa go¢ ederek
HIF-1 B ile heterodimerik bir kompleks olusturarak hipoksi iliskili hedef genlerin
transkripsiyonunu arttirir.(18, 19) Kromatin duizenleyiciler (JMD2B, JMJD2C, MLL), transkripsiyon
faktorleri (Snail, Twistl, 8-catenin, SMAD7), enzimler (MMP1, MMP3, LOX, IDH2), adhezyon
molekdlleri (CD151, LICAM), reseptorler (c-Met, TLR4), miRNAlar (miR-210, miR-126, miR-21,

miR-34a) hedef genler arasinda yer almaktadir.(20, 21)

Calismamiz sirasinda gen ekspresyon analizi sonucunda ¢ proteine bu calismada

odaklanilmistir. Bunlar JMJD6, HIF-1 Beta ve NDRG-1'dir. HIF-1 8, 789 aminoasitten olusan 87



kDa agirhginda bir proteindir. N-ucu basic-helix-loop-helix (bHLH) ve PER-ARNT-SIM (PAS)
bolgelerini icermektedir. Basic bolgesi DNA baglanmasi icin gereklidir. HLH-PAS bolgesine ise
HIF-1 alfa ve beta’'nin dimerizasyonu icin ihtiyac duyulur. C-ucunda transaktivasyon bdlgesi

(TAD) icermektedir.(22, 23)

JMJID6, posttranslasyonel hidroksilasyon (U2AF65-LUC7L2) ile histon 3 (H3R2)-histon 4
(H4R3) demetilasyonunda (histon arjinin demetilaz) gorevli oldugu dlstnilen ve
embriyogenezde bircok hiicrenin ve dokunun farklilasmasinda gerekli olan 47 kDa agirliginda
403 aminoasitten olusan bir proteindir.(24) JmjC bolgesi iceren histon demetilazlar lizin
rezidilerindeki metil gruplari uzaklastirirken sadece JMJD6 arjinin rezidlleri tzerindeki metil
gruplarini uzaklastirir. Literatlirde 6zellikle histon demetilasyonda yer alan JmjC-bdlgesi iceren

enzimleri (/MJD1A, JMJD2B) hipoksinin upregiile ettigi gosterilmistir.(25, 26)

NDRG-1 (Cap43/Drgl), ilk olarak Charcot-Marie-Tooth Tip 4D hastaliginda tanimlanan
metastazin baskilanmasi, stres cevabi ve hiicresel diferansiyasyon ile iliskisi oldugu distinilen 43
kDa agirliginda 394 aminoasitten olusan bir proteindir.(27, 28) Hipoksinin RNA ve protein
diizeyinde NDRG-1 geninin ekspresyonunu indiikledigi ve kolon kanseri disindaki birgok timorde
(Melanom, bobrek, akciger, beyin, meme kanseri) hem sitoplazmik hem de nikleer

ekspresyonunun arttigi gosterilmistir.

Biz bu galismamizda WM-115 ve WM-266-4 malign melanom hiicre hatlarinda hipoksinin
gen ekspresyon patterni Gizerine olan etkisini belirlemeyi amagladik. Bu amag¢ dogrultusunda gen
ekspresyon analizi sonucunda secilen 3 gene (JMJD6, HIF-1 Beta ve NDRG-1) ait antikorlarla
hiicre hatlarindan hazirlanan hiicre bloklarini, bolimimizdeki 16 malign melanom ve 10
intradermal nevuse ait parafine gomilli dokulardan hazirlanan kesitleri ve toplam 208 (primer
ve metastatik melanoma) vaka bulunduran doku arrayini immiinohistokimyasal olarak

boyandiktan sonra karsilastirmali olarak gruplar arasindaki fark incelendi.



GENEL BILGILER
2.1. Melanositler:

Melanositler deride epidermisin bazal tabakasinda yer alan 06zellesmis hicrelerdir.
Melanositler embriyogenezde noral-krest prekirsor hiicrelerden gelisirler.(29) Deri disinda goz,

mukoza, i¢ kulak, meninks, kemik ve kalpte de bulunmaktadir.(30, 31)

Dendritik uzantilar ile epidermal-melanin birimindeki yaklasik 40 keratinosit ile iliski
kurarlar.(32) Membrana bagimli organeller icerisinde (melanozomlarda) melanin pigmentini
Uretip epidermisteki cevre keratinositlere ve yeni olusturulan kil folikine géndermek
melanositlerin asil gorevleridir.(33) Melanin pigmenti ultraviyolenin (UV) neden oldugu DNA

hasarindan korunmada ve termoregtilasyonda gorevlidir.(34)

Melanositlerin proliferasyonu, diferansiasyonu ve melanogenezis ¢evre keratinositlerden
salgilanan faktorlerin (NGF,ET-1,SCF,a-MSH,bFGF) kontroli altindadir.(35) Melanositlerin gelisim

surecinde yer alan genler arasinda MITF, Kit, Snail/Slug, SOX ve Endotelinler bulunmaktadir.(36)

2.2. Melanom Tanimi ve Tarihgesi:

Melanomlar noéral krestten kdken alan pigment Uretici hlicrelerin olusturdugu yasami
tehdit edici malign neoplazmlardir. Siklikla kutanéz orijinli olmakla birlikte daha az siklikla

okiler, mukozal ve leptomeningeal melanom olarak da karsimiza ¢ikabilmektedir.

Melanomlardan M.O. 5. Yizyilda Hippokrat metastaz yapan olimcil siyah timérler
olarak ilk defa bahsetmistir. 1960 yilinda paleopatologlarin 9 inka mumyasina ait kemik ve deri
drneklerine yapmis olduklari incelemede 6rneklerin M.O. 4 yiizyila ait oldugu ve kafatasi ve
ekstremite kemikleri ile deriye metastaz yapmis malign melanom olgular oldugu
gorilmastir.(37) 1787 yilinda John Hunter metastatik melanomu “kanserli mantarsi yumru”
olarak tarifleyerek opere etmistir. 1968 yilinda bu olgunun metastatik malign melanom oldugu
mikroskopik incelemede anlasiimistir. 1806 yilinda Rene Laennee ayrintili bir sekilde hastalig
tariflemis ve melanozis olarak isimlendirmistir. 1840 yilinda ingiliz cerrah Samuel Cooper ileri

evre melanomun tedavisinin olmadiginin ve hastanin tek fayda gérecegi durumun melanomun



erken rezekte edilmesi oldugu gortsinil ortaya atmistir. 1956 yilinda Henry Oliver Lancaster ise

melanomun etyolojisinde giines 15181 ile direkt iliskilendirmistir. (38)

2.2.1. Epidemiyoloji ve insidans:

Amerika’da 2013 yilinda 76690 yeni olgunun ortaya c¢iktigi ve 9780 hastanin melanom
nedeniyle kaybedildigi bildirilmistir. Erkeklerde 5. ve kadinlarda 7. en sik gorilen kanser
tipidir.(39) Etnik gruplar agisindan incelendiginde her iki cinsiyette beyaz irkta en fazla
gorilirken, siyah irkta daha az gériilmektedir. insidansindaki artisa ragmen 6liim oranlari daha

yavas bir artis gostermektedir.(40)

En yiksek insidansa Avustralya ve Yeni Zelanda sahiptir.(41) En duslik insidans ise
Akdeniz tlkelerindedir. Bunun nedeni olarak daha koyu deri rengine (Fitzpatrick IlI-1V) sahip
olmalari disinidlmektedir. Almanya’daki 78809 malign melanoma vakasi incelendiginde
erkeklerde en sik govde (6zellikle sirt) ve kadinlarda en sik alt ekstremitede gorildugi
bulunmustur. 80 yas ve Ustl hastalarda gévde ve alt ekstremite gérilme sikhgl azalirken, bas

boyun melanomu daha sik gortlmektedir.(42)

Turkiye’de kanser kayit sistemindeki yetersizlikler nedeniyle insidans ve prevelans
istatistikleri giivenilir degildir. Ulkemizde 1988-2007 vyillari arasindaki malign melanom tanisi
alan 1131 hastayi inceleyen bir calismada ortalama tani yasinin 52 oldugu ve 70 yas ve (st

hastalarda gorilme sikliginin arttigi gértlmastur. (43)

National Cancer Intelligence Network tarafindan ingiltere’de 1990-2009 yillari arasindaki
malign melanom olgulari incelendiginde siklikla glinesten etkilenen bolgelerde ortaya ciktig ve
daha az siklikla glinesten etkilenmeyen diger anatomik bolgelerde gorilebilecegi ortaya

cikmistir. Kadinlarda en sik alt ekstremite iken, erkeklerde gévdede daha sik gorilir.

Beyaz irkta siklikla glines goren bolgelerde goriliirken, siyah irkta glinesten
etkilenmeyen mukozal ve akral (plantar, palmar, subungual) bolgelerde goriilmektedir. Beyaz
irkta sikhkla yizeyel yayilan malign melanom, siyah irkta akral lentigen6z malign melanom

gorulir. (44)



2.2.2. Molekiiler Patogenez:

Melanomun dinyada insidansinin artmasi ve ileri evre tedavi cevabinin digik olmasi
nedeniyle calismalar molekiler mekanizmalara odaklanmistir. “MAPK” ve “PI3K-Akt-mTOR”

yolaklari sporadik melanomlarin onkogenezinde yer alan iki 6nemli yolaktir. (Sekil-1)
MAPK (Ras-Raf-Erk) Yolagi:
Kit:

Kit (CD117) melanosit gelisiminde 6nemli rol oynayan reseptor tirozin kinazi kodlayan
gendir. UV'ye daha az maruz kalan akral ve mukozal anatomik bolgelerde Kit lokusunun (4q11)

mutasyonu veya amplifikasyonu daha sik goriilmektedir.(45)
Ras:

N-Ras; Ras ailesi igerisinde melanomda en sik mutasyona ugrayan gendir. H-Ras ve K-Ras
mutasyonlari melanomda nadirdir. Melanomda en sik goérilen N-Ras mutasyonu Q61R’dir.
Primer ve metastatik melanomlarin yaklasik 1/3’G N-Ras mutasyonu icermektedir ve siklikla

nodiler melanomda gorulir. (46)
B-Raf:

A-Raf, B-Raf ve C-Raf olmak lzere 3 izoformdan olusan Rdf ailesi serin-treonin 6zgil
protein kinazdir. Melanomlarin vyaklasik %50-70’inde B-Raf mutasyonu gorulir. B-Raf
mutasyonlarin %90’1 600. kodonda valinin glutamik asitle yer degistirmesi sonucu (B-Ra 600F)
sonucunda ortaya cikar. B-Raf mutasyonu kanser ile iliskili genlerin (VEGF, HIF-1, MDM?2, Siklin
D, MMP2, Urokinaz) ekspresyonlarinin artmasina neden olur.(47, 48) Displastik neviis dahil
benign melanotik lezyonlarin %80’inde B-raf mutasyonlarinin bulunmasi bu lezyonlarin
olusumunda erken degisiklik oldugunu ancak malign transformasyon igin yeterli olmadigini
dustndirmektedir. (49)B-Raf’®* mutasyonu ile birlikte p53 veya PTEN'in susturulmasi ile
hayvan kanser modellerinde melanom gelisimi gerceklestirilmis ve lenf nodu ve akciger

metastazi gozlenmistir. B-Raf mutasyonlari yizeyel vyayllan melanomda daha sik

gorulmektedir.(50, 51)



GNAQ/GNA11:

Hicre ylzeyinde yer alan G-protein alfa alt birimi g-sinifi Gyeleridir.G-protein iliskili
reseptorin uyariimasi ile GDP GTP’ye donliserek MAPK yolaginin aktive olmasiyla sonuglanan
kaskadi aktive ederler ve fizyolojik olarak intrinsik fosfataz (GTPaz) GTP sinyalini durdurur. Ancak
GNAQ/GNA11 mutasyonunda GTPaz inaktive olur. Primer uveal melanomlarin %45’inde GNAQ,
%32’sinde GNA11 mutasyonlarina rastlaniimaktadir. Metastatik uveal melanomlarin %22’sinde
GNAQ mutasyonu mevcut iken %57’sinde GNA11 mutasyonu bulunur. GNA11’in uzak metastaz

icin daha yuksek riske sahip oldugu dustiniilmektedir.(52)
MITF:

Melanoblastlarin ve melanositlerin diferansiasyon, proliferasyon ve sag kaliminin en
onemli dizenleyicisidir. MITF melanomda indukleyici/baskilayici etki gésterir. MITF onkogeninin
amplifikasyonlari primer melanomda %10, metastatik melanomlarin %21’inde gorilirken,

nevislerde goriilmez.(53)
Ras/Fosfatidilinositol-3-Kinaz (PI3K-AKT-mTOR) ve PTEN Yolag::
Akt:

PI3K'nin Ras veya direct olarak tirozin kinaz reseptdor grubu (c-Kit, c-Met, ERBB4)
tarafindan uyarilmasi sonucunda PIP2’nin PIP3’e donlisimu gerceklesir ve Akt’'in aktivasyonuna
neden olur. Bu aktivasyon sonucunda proliferasyonu, sagkalim, anjiogenezis, apoptozun
inhibisyonu, motilite, invazyon gibi ozellikler saglanmis olur. Akt bu yolakta yer alan 6nemli bir
serin-treonin protein kinaz B’dir. Akt'in overekspresyonunun melanom hiicre hatlarinda radial

blylime fazindan vertikal bliyime fazina gecise neden oldugu gosterilmistir.(54)
PTEN:

PTEN (MMAC-1/TEP-1) hicre ici fosfatidilinozitol 3, 4, 5-trifosfat (PIP3) dizeyini
defosforilarasyon ile diizenleyen lipid ve protein fosfatazi kodlayan gendir. Embriyogenez, hiicre
migrasyonu, apoptoz, timor baskilanmasinda gorevlidir. Tlimor hicrelerinde PTEN'in
fonksiyonel kaybi AKT fosforilasyonunu ve aktivitesini artirarak apoptozun azalmasina ve

hicrenin sagkaliminin artmasina neden olur.(55) Melanom hiicre hatlarinin %30-50’sinde ve



melanomlarin  %5-15’inde PTEN’in homozigot delesyonu veya mutasyonu mevcuttur.(56)
Metastatik melanom hastalarinda epigenetik olarak PTEN’in susturulmasi (PTEN metilasyonu)
primer melanom hastalarina gore artmis olmasi PTEN’in melanom progresyonunda rollnin
oldugunu dusindiirmektedir.(57) PTEN ve N-Ras mutasyonu birlikteligi melanomda nadir iken B-

RAF-PTEN mutasyonlari melanomlarin %20’sinde birlikte goriilmektedir.(58)

mTOR:

Akt'in aktive ettigi protein translayonunda, ribozom formasyonunda, otofajide ve
metabolizmada gorevli serin-treonin protein kinazdir. Malign melanom hiicre hatlarinin cogunda

aktive oldugu gosterilmistir. Benign melanotik lezyonlarda aktivasyonu nadirdir.(59)

Apoptozisin
inhibisyonu

Proliferasyon
Diferansiasyon
Anjiogenez
Motilite
invazyon
Sagkalim

Sekil-1: Melanomda aktif olan yolaklar ve birbirleriyle olan iliskileri

Sekil hazirlanirken (60) nolu kaynaktan yararlaniimistir.



2.2.3. Melanomun Histolojik Siniflandirmasi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2006 yilinda malign melanomun farkli morfolojik tiplerini
siniflandirmistir. (Tablo 1)

Tablo-1: Diinya Saglik Orgiitii 2006 Siniflamasina Gore Melanom Alt Tipleri

Kutan6z melanoma

Yiizeyel yayilan melanom

Nodiiler melanom

Lentigo maligna melanom

Akral lentigen6z melanom

Dezmoplastik melanom

Mavi nevus benzeri melanom

Konjenital neviisten kken alan melanom
Cogukluk ¢cagi melanomu

Nevoid melanom

Persistan melanoma

Uveal melanoma

Mukozal melanoma

2.2.3.1. Kutanoz Melanom:

Yiizeyel Yayilan Melanom:

Yizeyel yayillan melanom en sik gorilen alt tiptir ve tim melanomlarin yaklasik %70’ini
olusturmaktadir. Cogunlugu de novo olarak gelisir. Yalnizca dorte biri 6nceden var olan neviisten
gelisir. Erkeklerde siklikla gévdede o©zellikle sirtta, kadinlarda ise alt ekstremite de goriilme
egilimi vardir. Birka¢c milimetreden birka¢c santime kadar degisen boyutlarda diizensiz sinirlh,
siyah kahverengi golgeli renk degisiklikleri iceren makil veya plak olarak karsimiza cikar.
Depigmente alanlar icerebilir. Erken donemde radial biyme ve ilerleyen donemlerde papiller ve
retikiler dermisi invaze eden melanomdur. Mikroskopisinde epidermiste belirgin niikleolld,
pigmente sitoplazmali pagetoid yayilim veya epiteloid hiicreler gorilir. Epidermiste hiperplazi

olabilir.(61)



Nodiler Melanom:

Nodiler melanom ikinci en sik goriilen melanom tipidir. (%15-30) Sikhkla koyu pigmente,
pedlinkile veya polipoid nodil olarak karsimiza cikar. %5 oraninda amelanotik olabilir. 1 mm
kalinhikta tani konulabilen ylizeyel yayilan tip ve lentigo maligna melanomun aksine tani
esnasinda 2 mm kalinhiga sahiptir. intraepidermal lateral yayilim gériilmez. Hizli vertikal biyiime
gosterirler. Mikroskopisinde dermiste ekspansil nodili olusturan tiimoér hiicre agregatlari

mevcuttur. Nodiler lezyondan 3 rete sonrasinda in situ komponent gorilmez.(62)
Lentigo Maligna Melanom:

Lentigo maligna melanom tim melanomlarin %10-15 oraninda gorilir. Yashlarda siklikla
glines goren deride (bas-boyun) kahverenkli makil olarak baslar. Zamanla giderek blyimeye
baslar ve asimetrik degisik renk tonunda odaklar olusur ve ylizeyden kabariklar olusmasi ile
dermal invazyon baslamis olur. Mikroskopisinde epidermal-dermal bileskede melanosit
yogunlugunda artis, multinlikleer htcreler, kil follikillerine uzanim vardir. Epidermis

atrofiktir.(63)
Akral Lentigendz Melanom:

Akral lentigendz tip melanomlarin %5’ini olusturur. Ancak koyu tenli kisilerde ve
zencilerde en sik goriilen melanom tiridir. Genellikle avuc ici, ayak tabani ve tirnak altinda
gorilir. Kahverengi-siyah renkli diizensiz sinirli makdler lezyonlardir. Proksimal veya lateral
tirnak katlantilarinda ek pigmentasyon olmasi (Hutchinson’un melanositik dolamasi) subungual
melanom icin tani koydurucudur. Prognozu koétlidir. Mikroskopisinde lentijen6z dagilim,
sitoplazmik retraksiyon, nikleer pleomorfizm, hiperkromazi, retelerin ucunda genis “junctional”

yuvalanmalar gorilir.(64)
Dezmoplastik Melanom:

igsi hicreli melanomun nadir bir varyantidir. Kutandéz melanomlarin %1-4’Uni
olusturmaktadir. Bas-boyun bélgesinde siklikla goriilmektedir. Lezyonlar genellikle agrisiz ve
amelanotiktir. Bu yizden siklikla dermatofibrom veya skarla karistirilir.(65) Rekirrens siktir ve

metastaz siklikla akcigere olur. Mikroskopisinde difiiz infiltratif gorliinimde igsi sekilli, bazofilik
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dar sitoplazmali, hiperkromazik nikleuslu ve belirgin eozinofilik nikleollii melanositlerin
proliferasyonu mevcuttur.(66) Dermatofibromla karisabilecek fokal storiform alanlar olabilir.(67)
Kollajenlerin skar-benzeri gériiniimii vardir. Perindral invazyon gériilebilir. immiinohistokimyada
S-100, noron spesifik enolaz, P75 sinir blylime faktori reseptori (P75 NGF-R) ve vimentin ile
pozitif boyanma gosterirler. (68) HMB-45 ile sliperfisyel papiller dermisteki timor hiicrelerinde
pozitiflik olabilir ancak genellikle negatiftir. p16 reaktivitesinin kaybi desmoplastik nevisten

ayriminda yararli olabilir.(69)

Mavi Neviis Benzeri Melanom:

Agresif davranis gosteren siklikla lenf nodu, akciger ve karacigere metastaz yapma
egilimli, erkeklerde daha sik gorilen nadir bir timordir. Genellikle selliiler mavi nevus
zemininden gelisirler. Siklikla kafa derisinde yerlesim gosterirler. Mikroskopisinde mavi nevus
zemininden gelisen olgularda benign lezyondan melanomlu alana gegis oldukga belirgindir.
Vezikiler nukleuslu, belirgin nikleolll, nikleus-sitoplazma orani artmis timor hicrelerinde
nikleer pleomorfizm ve artmis mitotik aktivite izlenir. Vakalarin yaklasik yarisinda ENAQ
mutasyonu mevcuttur.(70)

Cocukluk Cagi Melanomu:

Melanom olgularinin %2’si 20 yas altinda, %0,4’U0 prepubertal ortaya cikmaktadir.
Yetiskinlerden farkh olarak prepubertal cocuklarda goriilen melanom siklikla daha kalin,
amelanotik ve nodiler olarak karsimiza gikmaktadir.(71) Cocukluk ¢agi melanomu klinikte
piyojenik granilom ve sigil gibi non-melanotik lezyonlari taklit edebilir.(72) Mikroskopik olarak
malign potansiyeli tam anlasilamayan melanositik proliferasyonlar taniyi zorlastirmaktadir.(73)
Nevoid Melanom:

Histolojik benzerlikleri nedeniyle banal nevisle kolaylikla karistirilabilen nadir bir
melanom varyantidir. Mikroskopide verriikdz veya nodiler gériinimde olabilir. Papiller dermisi
ekspanse eden ve (izerindeki epidermis tabakasini incelten difiiz nevoid populasyon gorilebilir.
Tumor hicreleri oldukca uniform goriinimde, vezikiler nikleuslu ve belirgin nikleolltdir.
Tumord infiltre eden lenfositler, mitoz ve perindral invazyon gorilebilir.(74) Ki-67 ve Siklin D1

immunohistokimyada yararl olabilir.(74)
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2.2.3.2. Okiiler Melanom:
Okuler melanom eriskinlerdeki en sik primer géz timéri olup tim melanomlarin yaklasik

%5’ini olusturmaktadir.(75, 76) Cogunlugu uvea tabakasindan kdken alir ve daha az siklikla iris
ve silier cisimcikte gorilebilir.Konjuktivada %5’in altinda goruliir.(77) Uveal melanomlarin
%80’'inde GNAQ/GNA11 mutasyonlari mevcuttur. (78, 79) Uveal melanomlarda metastaz
genellikle karacigere olur.(80) Metastatik uveal melanomlarin %84’iinde BAP1 (BRCA iliskili

Protein 1) inaktivasyonel somatik mutasyonu mevcuttur. (81)

2.2.3.3. Mukozal Melanom:
Mukozal melanomlar, solunum yollari, sindirim sistemi ve genitolriner trakti déseyen

mukozal epitelden kdken alirlar. Mukozal melanomlar olduk¢a nadirdir ve melanomlarin yaklasik
%1’ini olusturmaktadir.(82) Siklikla bas-boyun, anorektal ve vulvajinal bolgelerden kdken alirlar.
Ortalama tani yasi 70’dir.(83) Kadinlarda daha sik goriliir. Genellikle kot prognozludur.
Mukozal melanom siyah irkta ve Asyalilarda daha sik goriilir.(84) En sik Kit mutasyonu izlenir.

B-raf mutasyonu nadirdir.(85)
Tablo-2’de malign melanomun temel histolojik ve sitolojik 6zellikleri 6zetlenmistir.

Tablo-3’ te melanom alt tiplerinin klinik ve histolojik 6zellikleri 6zetlenmistir.



Sekil-3 :Melanoma in situ (x100)
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Sekil-5: Nodiiler Melanom (x40)
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Sekil-6 : Akral Lentigen6z Melanom (x100)

Sekil-7 : Uveal Melanom (x100)
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Sekil-8 : Mukozal Melanom (x100)
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Tablo-2: Melanomun temel histolojik kriterleri

Yapisal Ozellikler

» Lezyon gapinin 6 mm’den biyiik olmasi (Konjenital nevus, Spitz nevus, Blue nevus, “Deep Penetrating”
nevus haricinde)

» Siluet Asimetrisi

» Lezyonun lateral kenarlarindaki yuvalanmalarin asimetrik olmasi

> Intraepidermal melanositik komponentin iyi sinirlandirilamamis olmasi

» Lezyonun lateral kenarlarinda spin6z tabakada sikismis, tek tek dagilmis melanosit varlig

» TUmor tabaninin net olmamasi

» Lezyonda pigment dagiliminin asimetrik olmasi

» Lenfositik infiltratin asimetrik dagihimi

» Epidermiste pagetoid yayihm

» Olgunlasmamis melanositlerin dermise progresif ilerleyisi (Matiirasyonda bozulma)

» Epidermiste birbirinden esit uzaklikta olmayan melanosit yuvalari

> Degisik buyuklikte melanosit yuvalari

» Epidermisteki degisikliklerin (hiperplazi/atrofi) asimetrisi

» Bazi melanosit yuvalarinin birbiriyle birlesmesi (Konjenital nevis, genital bolgelerdeki nevisler
haricinde)
Melanositlerin adneksiyal epitele dogru ilerlemesi
Glines hasarinin kutanoz bulgularinin olmasi (Solar elastoz)

Sitomorfoloji

» Pleomorfik nikleuslu, belirgin eozinofilik niikleolli atipik melanositler (epiteloid, igsi, nevoid, dendritik
hicreler)

» Derin mitotik figlrler

» Multintkleer hiicreler

» Nekrotik melanositler

Tablo hazirlanirken (86) nolu kaynaktan yararlaniimigtir.



Tablo-3: Melanom Alt Tiplerinin Klinik ve Histolojik Ozellikleri
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Yiizeyel Yayilan Melanom

Lentigo Maligna Melanom

Nodiiler Melanom

Akral Lentigen6z Melanom

Gorilme sikhg

%70

%5

%15-30

%5

KLiNiK BULGULAR

Renk Kahverengi, Siyah Gri Kahverengi, Siyah Gri Koyu Kahverengi, Siyah, Kahverengi, Siyah
(beneklenme) Mavimsi Siyah
Kenar Keskin sinirli Dizensiz sinirli Plak veya nodil Dizensiz keskin sinirli
Ada benzeri uzantilar
Sekil Palpabl plak veya nodil Diz nadiren papdl Dizgiin yuzeyli nodl, Makiiler lezyon

Ulsere polip ylizeyden
kabarik papil

Anatomik bolge

Govde, ekstremite

Yiiz (burun ve yanaklar) ve
boyun

Govde, ekstremite

Avuc ici, ayak tabani (topuk) ve
tirnak alti

Glines maruziyeti

Aralikh

Kronik

Aralikh

HiSTOLOJiK BULGULAR

intraepidermal
melanositik
proliferasyon

Belirgin nikleolld,
pigmente sitoplazmali
pagetoid yayilim veya
yuvalanma yapan epiteloid
hiicreler

Epidermal-dermal bileskede
melanosit yogunlugunda artis,
genis hiperkromatik
nikleus,multintkleer hicreler,
kil follikGllerine uzanim

Nodiiler lezyondan 3 rete
sonrasinda in-situ
komponent yok

Lentijendz dagilim, sitoplazmik
retraksiyon, niikleer
pleomorfizm, hiperkromazi,
retelerin ucunda genis
“junctional” yuvalanmalar

Epidermis Hiperplazi Atrofi Atrofi/Hiperplazi Hiperplazi

Radyal biiyiime Var Var Yok Var

intradermal Degisik boyutta Yuvalanma veya infiltratif Kicguk yuvalanmalar igsi melanositler
melanositik yuvalanmalar, ekspansil pattern Ekpansil noduli olusturan Yogun bant tarsi lenfositik

proliferasyon

tumor nodulq,
epidermisteki hiicrelere
benzer sitolojik 6zellikler

Epiteloid veya igsi hiicreler

timor hiicre agregatlari

infiltrat ile birlikte melanofajlar

Tablo hazirlanirken (87) nolu kaynaktan yararlanilmistir.
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2.2.4. Malign Melanom TNM siniflandirmasi-Patolojik Evreleme

Malign melanomun TNM siniflandirmasinda Amerikan Kanser Evreleme Birlesik Komitesi’nin
(AJCC) 2009 TNM siniflandirmasi kullanilmaktadir.Tablo 4 ‘te malign melanomun patolojik ve
klinik evrelemesi gosterilmistir.

Primer Timor(pT)

pTx: Primer tiimor degerlendirilemiyor.
pTO: Primer timor ile ilgili kanit yok.
pTis: Melanom in situ
pT1:Melanomun kalinligi 1 mm veya altinda, tlserasyon yok/var
pTla:Melanomun kalinligi 1mm veya altinda, lilserasyon yok, <1 mitoz/mm?
pT1b: Melanomun kalinligi 1mm veya altinda, llserasyon var ve/veya >1mitoz/mm?
pT2:Melanomun kalinligi 1.01-2 mm, tlserasyon yok/var
pT2a:Melanomun kalinligi 1.01-2 mm, Ulserasyon yok
pT2b: Melanomun kalinhigi 1.01-2 mm, llserasyon var
pT3: Melanomun kalinligl 2.01-4 mm, llserasyon yok/var
pT3a: Melanomun kalinligi 2.01-4 mm, Ulserasyon yok
pT3b: Melanomun kalinhigi 2.01-4 mm, llserasyon var
pT4: Melanomun kalinhgi >4 mm, Ulserasyon yok/var
pT4a: Melanomun kalinligi >4 mm, (lserasyon yok
pT4b: Melanomun kalinligi >4 mm, Ulserasyon var

Bolgesel Lenf Nodlari(pN)

pNx: Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor
pNO:Bolgesel lenf nodu metastazi yok.
pN1:1 adet bolgesel lenf nodunda metastaz
pNla:Mikrometastaz
pN1b:Makrometastaz
pN2:2-3 adet bolgesel lenf nodunda metastaz
pN2a:Mikrometastaz
pN2b:Makrometastaz
pN2c:Nodal metaz yok, satellit veya in-transit metastaz
pN3:>4 bolgesel lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz(pM)

pMO0:Uzak metastaz yok.
pM1:Uzak metastaz var
pM1:Deri, deri alti veya nodal metastaz
pM2:Akciger metastazi
pM3:Diger tim viseral bolgelere metastaz, serum LDH dizeyi yiiksek



Tablo-4: Melanomda Evreleme

Patolojik Evreleme

Kinik Evreleme

Evre O

Evre IA

Evre IB

Evre lIA

Evre 1B

Evre IIC

Evre llIA

Evre I1IB

Evre llIC

Evre IV

TisNOMO

T1aNOMO
T1bNOMO
T2aNOMO

T2bNOMO
T3aNOMO

T3bNOMO
T4aNOMO

T4bNOMO

T1-4aN1aMO
T1-4aN2aMO0

T1-4bN1aMO
T1-4bN2aMO
T1-4aN1bMO
T1-4aN2bMO
T1-4aN2cMO

T1-4bN1bMO
T1-4bN2bMO
T1-4bN2cMO
TN3MO
TNM1

Evre O
Evre IA
Evre IB

Evre lIA

Evre IIB

Evre lIC
Evre lll
Evre IV

TisNOMO
T1aNOMO

T1bNOMO
T2aNOMO

T2bNOMO
T3aNOMO

T3bNOMO
T4aNOMO
T4bNOMO
TN1-3MO
TNM1

2.2.5. Prognoz:

Prognoz lizerine etkili olan faktorleri su sekilde 6zetlemek miumkinddr.

Breslow kalinligi (Tiimoriin vertikal kalinlig):

19

Breslow kalinhigi prognoz lizerine etkili olan en 6nemli faktordir ve kalinhk artikca

prognoz kotlilesir.(88)(Tablo 5)
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Tablo-5: Breslow Kalinhigina gore 5 Yillik Sag Kalim ve Eksizyon sinirlari

Breslow Kalinhgi 5 Yilhik Sag Kalim Eksizyon sinirlar
in situ 95-100% 5mm
<l mm 95-100% lcm
1-2 mm 80-86% 1-2cm
2.1-4mm 60-75% 2-3cm
>4 mm 37-50% 3cm

Tablo hazirlanirken (88) nolu kaynaktan yararlaniimigtir.

Tablo 6: Breslow kalinligi lglimii

Olciim graniiler tabakanin {st sinirindan lezyonun en derin kismina kadar vertikal olarak 8lgiilir.

Ulserli yiizeylerde 6l¢tim llser tabanindan baslayarak yapilir.

Deri eklerinden kaynaklanmis ve ekleri takiben derinlere eklerin ¢evresine uzanmis melanoma yapisi
varsa 6lciimde esas alinmaz.

Regresyon mevcut ise rezidii melanoma goére 6lciim yapilmalidir.

Mikrosatellit lezyonlar ve vaskiler emboliler de 6lgiime dahil edilmemelidir.

Olgiim, kalibrasyonu mikroskoba gore ayarlanmis okiiler mikrometrelerle yapilmalidir.

Tablo hazirlanirken (89) nolu kaynaktan yararlaniimigtir.
Ulserasyon:

Ulserin varligi kutanéz melanomda dominant prognostik faktdrdiir ve evrelemede
Tla’dan T1lb’ye déniismesine neden olur.Ulserasyon; tam kat epidermal kayip (stratum
korneum ve bazale dabhil), reaktif degisiklik bulgulari (noétrofiller, fibrin birikimi), komsu
epidermiste incelme veya reaktif hiperplazi ile birlikte mikroskopik olarak tanimlanmalidir.

Tumore bagh Ulserasyonla travmatik Glserasyonun veya artefaktin ayrimi énemlidir.(90, 91)

Ulserasyon ile tiimér kalinhgl arasinda pozitif korelasyon mevcuttur. 1 mm’den biyiik

melanomlarda ulserasyon Breslow kalinligindan prognoz acisindan daha 6nemlidir.(92)

Ulserin capi veya tumor genisligine gére yiizdesinin verilmesinin sadece Ulserin olup

olmadigini séylemekten prognoz lizerine daha etkili olabilecegi diistinilmektedir. (93)
Mitoz sayisi:

Mitotik oran Breslow kalinligindan sonra sagkalim icin en giicli ve bagimsiz ikinci 6nemli
prediktif faktordiir. Mitoz sayisi ile sag kalim arasinda negatif korelasyon mevcuttur. Mitotik
indeks mm? deki mitoz sayisi olarak raporlanmalidir. x400 buylGtmede sayilmalidir. 1 mm?

yaklasik olarak 4 BBA’ya denk gelmektedir. Mitoz sayisi vertikal bliylime alanindaki en fazla
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mitozun bulundugu alanda (“hot spot”) mitoz ile komsu alanlardaki mitozlarda eklenerek toplam
alan 1 mm?ye ulasana kadar sayilarak elde edilir. Eger bir noktada yogunlasma yok ve etrafa
dagiimis bir sekilde mitoz varsa rasgele alanlar sayilir ve ortalamasi alinir. Timorin derinliginin 1
mm’den kiiciik oldugu melanomlarda 1 mm®ye gére oranlama yapilabilir. <1/mm? ile 0/mm?¥
nin sag kalim Uzerinde farkl etkileri bulundugu icin mitoz yok ise 0/mm?’ olacak sekilde

raporlanmalidir.(94) (Tablo 7)

Tablo-7: AJCC 2008 Ortak Veritabani- Evre I/Il Hastalarindaki Mitoz Sayisi/mm? ile Sag Kalim
Oranlari

Mitoz Say|5|/mm2 N Sag Kalim Orani £ Standart Hata
5yil 10yl

0 3031 0,978 +0,004 0,932+0,008
0,01-0,09 281 0,945 0,014 0,892+0,021
1-1,99 2117 0,920 0,007 0,842+0,012
2-4,99 3254 0,869 +0,007 0,754+0,012
5-10,99 2049 0,781 +0,011 0,680+0,018
11-19,99 673 0,695 +0,022 0,576+0,027
>20 259 0,594 +0,039 0,476+0,050
Toplam 11664

Tablo hazirlanirken (94) nolu kaynaktan yararlanimigtir.

Lenfovaskiiler invazyon:

Tumor hicrelerinin vaskiiler endoteli gecerek limende yer almalari vaskiler invazyon
olarak tanimlanir. ince fibréz septalarla yuvalar olusturan melanom yapilari damarlarla

karistirllmamalidir. Kotl prognostik kriterdir.(95)
Pigment varhgi:

Okiler melanomlarda pigmentasyon arttik¢a prognoz kotlidiir.(96)
Mikroskopik satellit:

Ana timor kitlesinden retikiiler kollajenle ayrilmis halde ya da subkutis yag dokusunda

ayri bir yapi olarak gorilir.Mikroskopik satellitli olgularda prognoz daha kottidiir.(97)
Perindral invazyon:

Sikhikla dezmoplastik melanomlarda gorilmekle birlikte diger melanom tiplerinde de

gorilebilir.(98) Lokal rekirrensin artisi ile iliskilidir.(99)
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2.2.6. Tedavi:

Tedavi yontemleri arasinda cerrahi, immiinoterapi, kemoterapi, radyoterapi
bulunmaktadir. Bu tedavi yontemlerinden hangisinin segilecegi melanomun evresine baghdir.
Okuller melanomdaki tedavi segenekleri arasinda cerrahi, radyoterapi, lazer tedavisi ve

kriyoterapi yer almaktadir.

2.3. Tumor Mikrogevresi ve Malign Melanom:

Malign melanomun 6nemli 6zelliklerinden birisi metastaz potansiyelinin oldukca yiksek
olmasidir. Metastaz oldukca kompleks bir siirectir. ilk asamada tiimér hiicresi hiicre-hiicre
baglantilari ile adhezyonunu kaybeder ve ekstraselliiler matriksi yikmaya baslar. Endotel bazal
membranina ulasan timor hicresi lenfovaskiler invazyon ile bulundugu ortamdan uzaklasir.
Dolasimdaki serbest timor hicreleri bir yandan immiin sistemin tanimasini engelleyecek
sistemleri gelistirirken bir yandan da programli hiicre 6limiini engeller. Uzak organ kapillerinde
hareketleri yavaslayan timor hicreleri endotel bazal membranini gecerek dokuya ekstravaze
olur. Yeni mikrocevredeki strese karsi genetik ekspresyonlarini degistirerek sag kalmaya calisir.
Tumor hicresinin igerisinde bulundugu mikrogcevre blylimesinde ve metastaz yapmasinda
onemlidir. Paget’in “seed and soil” (toprak ve tohum) hipotezine gore, timor hiicrelerinin uzak

organlarda kolonize olmasi hiicre blylimesine uygun mikrogevrede gergeklesebilir.(100)

Haqq ve ark. nevis, primer melanom ve metastazlarinin gen ekspresyonlarini
karsilastirdiklari calismada gruplar arasinda anlaml farkhliklar bulmuslardir. Bu durum melanom
hiicrelerinin metastaz 6ncesinde ve sonrasinda timoér mikrogevresine ve etkileyen faktorlere

gore yeni ozellikler kazandigini gdéstermektedir. (101)

Hipoksi de tlimor gelisimi ve progresyonuna katkida bulunan 6nemli mikrocevresel
faktorlerden biridir. TUmor hipoksisi solid tlimorlerin bilinen 6zelligidir ve hizli proliferasyon ile
artmis metabolik gereksinim sonucu fizyolojik oksijen dizeyinin diismesi sonucunda ortaya
cikar. Timor hicresi meydana getirmis oldugu bu hipoksik mikrocevreye adaptasyonu saglamak
ve bu negatif durumu kendi lehine cevirmek icin araci olarak énemli bir protein olan hipoksi

indiiklenebilir faktori (HIF-1) kullanir.(102)
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2.3.1. Hipoksi indiiklenebilir Faktorler:

HIF-1, alfa ve beta olmak Uzere iki altlinitten olusur. HIF-1 a, normoksik kosullarda
oksijen bagimli ve bagimsiz olarak iki tirli yikilir. Oksijen bagiml yikim Prolil Hidroksilaz (PHD),
von-Hippel-Lindau/Elongin C/Elongin B E3 ubikutin kompleksi ve proteazom ile gergeklesir.
Oksijen bagimsiz yikimda ise RACK1 proteini yer alir. (103)

HIF-1 a hipoksik kosullarda ise stabilize edilir ve nikleusa translokasyonu sonucu
nikleustaki HIF-1 Beta (AHRT) alt (nitesiyle ile birlesip HIF-1 kompleksini olusturarak, hedef gen

promotor bolgeleri Uzerinde yer alan hipoksi cevap elementi (HCE) adli —CGTG— baz dizisine

baglanir. (104) (Sekil 9)

Sitoplazma

Normoksi

() A0,

Hipoksi

I Ubikutinasyon HIF-1 a

) -EDEF GENLER
Proteozomda l

Yikim

L,e%

Sekil-9: HIF-1 Kompleksi Olusumu

Sekil hazirlanirken (105) nolu kaynaktan yararlaniimistir.

Transkripsiyon
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HIF-1 anjiogenezis, hiicre proliferasyonu, glukoz metabolizmasi, ph reglilasyonu ve
migrasyonu iceren farkli biyolojik stiregleri diizenleyen hedef genlerin transkripsiyonunu aktive

ederek tiimor hiicresinin hipoksiye adaptasyonunda énemli bir yere sahiptir.(106)

Hipoksinin ~ timor  hicrelerinin  invazyon ve metastaz kapasitesini  arttirdigl

gosterilmistir.(107)

HIF-1; katepsin D, matriks metalloproteinaz 2, keratin 14-18-19, Urokinaz plazminojen

aktivator reseptor (uPAR), vimentin, AMF, TGF-a, c-MET gibi invazyon ve metastaz

patofizyolojisinde rol alan proteinlerin sentezinde gorevli genleri diizenler (Tablo-8).(108, 109)

Tablo-8: HIF-1 tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edilen genler

Anjiogenez Vaskiiler Tonus Motilite Apoptosis ilag pH
Direnci Diizenlemesi
EG-VEGF ADM AMF/GPI NIP3 MDR1 Karbonik Anhidraz 9
ET1 c-Met RTP801
ENG Hem LRP1 NIX
Oksijenaz-1 TGF- a
LEP NOS2
LRP1
TGF-BB3
VEGF
Hiicre Hiicre Niikleotid Demir Glukoz Ekstraselliiler Matriks
Sagkalimi Metabolizmasi Metabolizmasi Metabolizmasi Metabolizmasi
Cogalmasi
Siklin G2 ADM Adenilat Serlloplazmin HK1,2 CATHD
EPO Kinaz 3 Transferrin AMF/GPI Kollajen Tip V (al)
IGF2 IGF2 Ekto-5'- Transferrin ENO1 FN1
IGF-BP1,2,3 Nukleotidaz Reseptor GLUT1 MMP2
IGF-BP1,2,3 NOS2 GAPDH PAI1
TGF- a LDHA Prolil-4-hidroksilaz a (1)
WAF1 VEGF PGK1 uPAR
PFKBF3
TGF-a TPI
PFKL
PKM
Hiicre adezyonu Aminoasit Sitoskelatal yapi Eritropoezis Epitelyal Transkripsiyonel

Metabolizmasi Homeostazis Regiilasyon
MiIC2 Transglutaminaz 2 KRT 14 EPO intestinal Trefoil DEC1
KRT 18 Faktor DEC2
KRT 19 ETS-1
VIM NUR77

Tablo hazirlanirken (110) kaynaktan yararlaniimigtir.
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HIF-1 Beta, 789 aminoasitten olusan 87 kDa agirliginda bir proteindir. N-ucu basic-helix-
loop-helix (bHLH) ve PER-ARNT-SIM (PAS) bolgelerini icermektedir. Basic bolgesi DNA
baglanmasi igin gereklidir. HLH-PAS bdlgesine ise HIF-1 alfa ve betanin dimerizasyonu igin ihtiyag

duyulur. C-ucunda transaktivasyon bolgesi (TAD) icermektedir. (Sekil 10)

AHRT (HIF-1 B)

bHLH PAS-A PAS-B

3l [l BN N 20

789 aminoasit
87 kDa

Sekil-10: HIF-1 Beta Proteininin Yapisi

Sekil hazirlanirken (111) kaynaktan yararlanilmistir.

2.3.2. JMID6 (Jumonji domain-containing protein 6):
JMIDe6, posttranslasyonel hidroksilasyon (U2AF65-LUC7L2) ile histon 3 (H3R2)-histon 4

(H4R3) demetilasyonunda (histon arjinin demetilaz) gorevli oldugu duslinilen ve
embriyogenezde birgok hiicrenin ve dokunun farklilasmasinda gerekli olan 47 kDa agirliginda
403 aminoasitten olusan bir proteindir. JmjC bolgesi iceren histon demetilazlar lizin
rezidilerindeki metil gruplari uzaklastirirken sadece JMJD6 arjinin rezidileri Gzerindeki metil

gruplarini uzaklastirir.(112)

1 403 aa
A i | _
JmjC-Bélgesi  AT-Hook Sumo NES [Ser],

Sekil-11: JMID6 proteininin yapisi

Sekil hazirlanirken (113) nolu kaynaktan yararlanilmigtir.



26

Histon proteinlerinin bazik amino-terminal kuyruklari asetilasyon, fosforilasyon,
ubikutinizasyon ve metilasyon gibi kromatin dizenleyici enzimler ile bir¢cok kovalent
modifikasyonlara ugrarlar. Histonlar lizerinde yapilan bu degisiklikler kromatin yapisinin gevsek
ya da siki olma durumunu etkileyerek gen ifadesinde dizenleyi rol oynar. Histon metil
transferazlar tarafindan gerceklestirilen metilasyon islemi genlerin transkripsiyonunu baskilayici
(H3K9, H3K27) ve arttirici (H3K4) etki de olabilir. Kutan6z malign melanomda H3K27 HMT EZH2
dizeylerinin artigi gosterilmistir. EZH2' nin upregiile olmasinin malign melanom hiicrelerinde

16'NK4A ekspresyonunu baskilayarak hilicre yaslanmasinin azalmasina ve E-Cadherinin

p
baskilanmasi ile cevre dokuya invazyon &zelliklerini kazandirdigi diisiintilmektedir.(114, 115) ileri
evre kutan6z melanomda KDMS5B histon demetilazin  ekspresyonunun  azaldigi
gosterilmistir.A375 kutan6z melanom hiicre hattinda ektopik KDM5B ekspresyonunun hiicre
siklusunu bloke ettigi ve DNA replikasyonun ve proliferasyonun azaldigi gosterilmistir.(116)
JMJD6 Histon 3 (H3R2) ve 4 (H4R3)’GUn amino-terminal kuruklarindaki metil gruplarini

uzaklastirir. (Sekil-12)

Me »DNA

R

Histon

¢ Kuyrugu

Histon
Demetilaz

Sekil-12: Histon kuyruklarindaki metil gruplarinin JMJD6 tarafindan kaldirilmasi

Sekil hazirlanirken (117) kaynaktan yararlaniimistir.



27

2.3.3. NDRG-1 (N-myc downstream-regulated gene 1):
NDRG-1 (Cap43/Drg1), ilk olarak Charcot-Marie-Tooth Tip 4D hastaliginda tanimlanan

timor progresyonu ve hiicresel diferansiyasyon ile iliskisi oldugu distintlen 43 kDa agirliginda
394 aminoasitten olusan bir proteindir.(118, 119)

NDRG-1 baslica embriyogenezde, hiicresel differansiasyon, lipid sentezi, miyelinizasyon,
hiicresel stres cevabi, mast hiicre maturasyonu, metastazin baskilanmasinda gorevlidir. (120)
(Sekil-6) Literatirde cogu calisma Ndrg-1'in timor baskilayici 6zelliginden bahsetmekte ancak
tiimorojenik ozelliginin gosterildigi calismalar da mevcuttur. Androjen reseptor pozitif prostat
kanserlerinde Ndgr-1 diizeylerinin normal dokuya gére yiiksek oldugu gosterilmistir. ileri evre
kolon kanserlerinde de seviyesinin yiikseldigi bulunmasi Ndrg-1'in metastazi artiran gen
oldugunu disindirmdistir. Ndrg-1'in bu vyiksekligi hipoksinin Ndrg-1'i upreglile etmesi

nedeniyle tiimor mikrogevresindeki hipoksi ile iliskilendirilmistir.(121)

§ 1 1

Metastazin baskilanmasi

Sekil-13: Ndrg-1’in biyolojik etkileri

Sekil hazirlanirken (119) nolu kaynaktan yararlaniimigtir.

Kisa streli hipoksinin HIF-1*"* hiicrelerde Ndrg-1 ekspresyonunu artirdigl gozlenirken,
HIF-1" hiicrelerde Ndrg-1 ekspresyon artisi gozlenmemistir.(122) PTEN ve p53’Gn Ndrg-1
aracitigiyla onkogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. PTEN ve Ndrg-1'in meme prostat
kanserlerinde benzer imminohistokimyasal boyanma gosterdigi gortlmustir. Pankreas kanseri
hiicrelerinde Ndrg-1'in PTEN ekspresyonunu arttirdigi gérilmdistir. Ancak endometrial kanserde

PTEN kaybi/inaktivasyonu ile Ndrg-1'in upregtilasyonu gosterilmistir. Bu durum Ndrg-1'in hicre
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veya doku spesifik ozellik gosterdigini duslindlirmektedir. Ndrg-1'in pozitif dizenleyicileri

arasinda HIF-1, p53, AP-1, PTEN yer almaktadir. Myc onkoproteinlerinin Ndrg-1 ekspresyonlarini

baskiladig gosterilmistir. (123)(Sekil-14)

p53 HIF-1

AP1

L

Auiiogener E-Kadherin
Hiog! Hiicre adhezyonu
* : Aktivasyon

L : inhibisyon

I
-

Sekil-14: Kanserde Ndrg-1’in fonksiyonu ve diizenlenmesi

Sekil hazirlanirken (123) nolu kaynaktan yararlanilmistir.

POZITiF DUZENLEYICILER

5 ‘s . VEGF Hiicre
i - P'o“ferasyonu

Gunlmuzde hipoksi merkezli hedefe yonelik tedavilerde HIF-1 alfa’yr transkripsiyonel

aktivite/DNA’ya baglanma (YC-1, PX-12, Pleurotin), translasyon (Silibinin, CCI-779), yikim

(Apigenin, FK228) asamalarinda bloke eden kimyasal inhibitorler gelistirilmistir.(124) Ancak HIF-

1 kompleksi olusumunda ikinci alt birim olan HIF-1 Beta (izerine ¢ok az ¢alisma mevcuttur.Bunun

yaninda hipoksi ile iliskili karsinogenezin 6nemli basamaklarindan epigenetik modifikasyonda yer

alan histon demetilazlar ile timor baskilayici 6zelligi oldugu dusliniilen NDRG-1 de antikanser

ilaglarin gelistiriimesinde ilgi odagl olmustur.(125) Hipoksinin malign melanomun basamakli

karsinogenez silrecinde yer alan 6nemli mikrogevresel faktorlerden biri olmasi nedeniyle bu
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¢alismamizda primer ve metastatik malign melanom hiicre hatlarinda hipoksinin gen

ekspresyonu lizerine olan etkisini aragtirmayi amacladik.
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GEREC ve YONTEM

3.1.0lgu Se¢imi:

Arsiv olgular:

Yeterli klinik bilgiye sahip 13 adet primer ve 3 adet metastatik olmak lizere toplam 16
adet malign melanom, 10 adet intradermal nevis olgusu ¢alisma kapsamina alindi. Arsiv olgulari
hakkindaki bilgi ek 1’dedir. Olgulara ait H&E boyali prepratlar tekrar degerlendirilerek
immiinohistokimyasal inceleme igin timori temsil eden uygun bloklar segildi. Timorli vakalarin
timiinde timoér komsulugunda immiuinohistokimyasal degerlendirmeye imkan verecek nitelikte

normal alan bulunmaktaydi.

Malign melanom olgularinin 8'i kadin (%50), 8'i erkek (%50) hastadan olusmakta idi.Yas
araligi 41 ile 88 arasinda degisiyordu.Ortalama yas 61,375 olarak saptandi.intradermal nevus
olgularinin 9’u kadin (%90), 1’i erkek (%10) hastadan olugsmakta idi.Yas araligi 19 ile 51 arasinda
degismekteydi.Ortalama yas 34,3 olarak saptandi.

Doku array:

Doku array (US Biomax, ABD) 128'i primer melanom, 64’(i metastatik melanom, 16'si
normal doku olmak lizere toplam 208 “tissue core”dan olusmaktadir. Doku array hakkindaki

bilgi ek 2’tedir.

3.2. Hiicre Kulturi:

Primer (WM-115) ve metastatik (WM-266-4) insan melanom hiicre hatlari ATCC
(American Type Culture Collection) tarafindan saglandi. Primer hiicre hatlari 34 °C'de ve
metastatik melanom hiicre hatlari 37 °C'de EMEM kiiltir ortaminda (LonzaVerviers, Belcika)
%10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin (v/v) eklenerek %5 CO,’li etlivde blyttuldl. Hicrelerin
gelisme ve cogalmasi ile kontaminasyonun olup olmadigi invert mikroskop ile kontrol edildi. iki
giinde bir hicrelerin ortami yenilendi ve %75-90 konfluense ulasildiginda hicreler PBS w/o Ca
(LonzaVerviers, Belcika) ile yikandi ve %0,25 Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, Almanya) ile

kaldirilarak 1:3 oraninda yeni kultiir kaplarina pasajlandi. Hicre canlilik orani %0,4 tripan mavisi
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kullanilarak  Countess-Otomatik Hlcre Sayim Cihazinda (Invitrogen, Ca, ABD)

degerlendirildi.(Tablo-9)

Hiicre blogu hazirlanmasinda hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra santrifiijlenerek %10
notral bufferli formaline alindi. Bir giinlik fiksasyondan sonra hicreler 2000 rpm’de 5 dakika
santrifijlenerek hiicre pelleti metal cubuk yardimiyla dagilmayacak sekilde hafifce alinarak filtre

kagidina sarildi ve rutin takibe alindiktan sonra parafine gémuldu.

Tablo-9: Primer ve Metastatik Melanom Hiicre Hatlarinin invert Mikroskop Goriintiileri

Primer
Melanom Hiicre

Hatti

Metastatik
Melanom Hiicre

Hatti

x100 x200
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3.3. RNA eldesi ve cDNA sentezi:

Primer ve metastatik melanom hiicre hatlarindan total RNA eldesi icin RNeasy Mini Kit
(Qiagen, ABD) kullanildi. RT? First Strand Kit (Qiagen, ABD) ile 2 pg RNA kullanilarak hipoksi ile

iliskili 84 genin real-time PCR analizinde kullanilmak tizere cDNA sentezlendi.

3.4. Real Time-PCR:

RT?profiler PCR array (PAHS-032Z-Human Hypoxia Signalling Pathway PCR Array, Qiagen)
ile RT? Real Time SYBR Green PCR Master Mix kullanilarak real-time PCR islemleri ATQ firmasinin

Ankara’daki Biyoteknoloji Laboratuarlarinda gézetimli olarak gerceklestirildi.

3.5. Gen Ekspresyon Analizi:

Hipoksi iligkili 84 genin ekspresyonlari incelendi. (Ek3). Data analizi SABiosciences’a ait
online PCR Array Data analizi yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. Programa ait basamaklar Ek
4’de ayrintili 6zetlenmistir. Tim 6rnekler 5 “housekeeping” genin (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1,
RPLPO) dizeylerine gére normalize edildi. 0,05 p degeri icin istatiksel olarak anlamli kabul edildi

ve Rotor Gene cihazinda galisildigi igin firma onerisiyle cut-off Ct degeri 33 olarak segildi.

3.6. immiinohistokimya:

Doku arrayler, arsiv olgularina ve hicre pelletlerine ait kesitlerden vyapilan
immiinohistokimyasal ¢calisma Bond Max (Leica Microsystems Inc., Almanya, Wetzlar) cihazinda
gerceklestirildi. Preparatlar Bond Dewax solusyonunda (AR9222) deparafinize edildikten sonra
Bond Yikama solusyonunda (AR9590) hidrate edildi. HIF-1 8 antikoru (Abcam,1:200) ve JMJD6
antikoru(Abcam,1:50) icin antikor retrieval asamasi ph 6 ‘da Bond-Epitope Retrieval Solusyonu
1 ‘de (AR9961) ve NDRG-1 antikoru (Santa Cruz Biotech, ABD , Santa Cruz, 1:300) icin retrieval
islemi ph 6 ‘da Bond-Epitope Retrieval Solution 2 ‘de 100 °C ‘de gergeklestirildi. Boyanma islemi
Bond Polymer Refine Red Detection kit (DS9390) ile yapildi. Boyali preparatlar dehidrate
edildikten sonra su bazl medium ile kapatildi. (DAKO; s3023).

3.6.1.immiinohistokimyasal Skorlama:
immiinohistokimyasal olarak ARNT, JMJD6 ve NDRG-1 ile boyanan doku arrayler ve

hastalara ait dokularin histolojik preparatlari Nikon Eclipse Ni mikroskobu ile x100 blyitmedeki
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dijital goriintuleri gekilerek bilgisayar ortamina aktarildi. Dijital gérintilerin skorlanmasi H-skor
kullanilarak degerlendirildi.(126) H-skorun hesaplanmasi icin asagidaki denklemi kullanan MS
Excel makro dosyasi olusturuldu.

H-skor=3(Pi x i)

Pi boyanan hiicrelerin ylizdesi gosteren katsayi ve i ise boyanmanin yogunlugu ( 3+ (glglu), 2+
(orta), 1+ (zayif), and 0 (boyanma yok) ) ifade etmektedir. H-Skor kullanilarak tim preparatlarda

nikleer ve sitoplazmik boyanma ayri ayri degerlendirildi.

3.7. Hipoksi Deneyi:

Hipoksik ortam BD GasPak EZ Gas Ureten Kap Sistemleri (Becton Dickinson and Co.,
Cockeysville, Md.) ve GasPak EZ Kap Sistemi Torbacigi ile saglanmistir. inorganik karbonat, aktif
karbon, askorbik asit ve su iceren reaktif torbacigl (GasPak EZ Anaerob Kap Sistemi Torbaciklari)
2,5 saat igerisinde %1’den daha diisik oksijen iceren anaerobik bir ortam olusturmaktadir.
Ortamdaki oksijen diizeyinin diismesi beyazdan mavi renge déniisen GasPak EZ w/indikator ile
kontrol edilmistir. Hipoksik ortamda primer insan melanom hatlari %5 CO,’li etivde 1, 4 ve 8
saat sureyle bekletildikten sonra hicreler immiinohistokimyasal boyama icin toplanarak hiicre

bloguna hazir hale getirildi.

3.8. istatiksel Yontem:

istatiksel analiz “PASW Statistics 17” istatistik programi kullanilarak yapildi. Dagilimlar
normal dagihm gostermediginden ve gruplar 30’un altinda 6ge icerdiginden non-parametrik
testler kullanildi.Gruplarin arasinda fark olup olmadigi Kruskal-Wallis testi ile bakildiktan sonra
farkli olan gruplar arasinda fark Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
4'li grubun  (Primer melanom, mukozal melanom, okuler melanom, diger melanomlar)
karsilastirilmasinda p < 0,008 olarak istatiksel olarak anlaml kabul edilmistir. Gruplar arasindaki
ogeler arasindaki iliski (korelasyon) Spearman korelasyon testi ile arastirildi. 4l grubun

disindaki tiim testlerde p < 0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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Finansal Destek ve Etik Kurul Karari:

Proje (12/59) Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Destek fonu tarafindan
desteklenmistir. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onayi ¢alisma baslamadan énce

alindi. (26.04.2012-Karar No: 12/175)
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BULGULAR

4.1. Real Time PCR Bulgular::

4.1.1. Primer ve Metastatik Melanom Hiicre Hatlarinin Karsilastirilmasi:

Bu c¢alisma kapsaminda hipoksi ile iligkili genlerin primer ve metastatik hiicre hatlarina
farkhliklarinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu amagla yapilan iki hat karsilastirildiginda
toplam 37 genin 2 kat (fold) ve Ustl farkhlik gosterdigi gortlmustir. Bunlardan 10 genin
metastatik hatta ifadelerinin arttigi (upregule), 27 genin ise ifadelerinin azaldigi (dowregule)
dikkati cekmistir. Sekil-15’de metastatik melanom hiicre hatlarinda hipoksi ile iliskili genler

sacihm grafiginde gosterilmektedir.

Real time PCR bulgulari literatir esliginde degerlendirilerek Real-Time PCR
¢alismalarinda farklilik saptadigimiz genler arasindan (g genin segilmesi; bu genler tarafindan
kodlanan proteinlerin neviste, primer ve metastatik melanomlarda diizeyinin ve dagiliminin
saptanmasi amaglanmistir. HIF-1'in karsinogenezde ©onemli genlerin upregilasyonundan
sorumlu olmasi ve literatirdeki ¢alismalarin genellikle HIF-1 kompleksinde yer alan iki alt
birimden HIF-1 alfa lzerinde yogunlasmasi nedeniyle biz bu ¢alismada hakkinda daha az ¢alisma
bulunan ikinci alt birim HIF-1 Beta sectigimiz ilk gendir. Literatirde 6zellikleri bakimindan yeni
kesfedilmekle birlikte zebra baligi kanser modellerinde arastirilan ve hipoksi ile iliskisi
bakimindan incelenmesi nedeniyle karsinogenezde onemli bir basamak olan epigenetik
modifikasyonda yer alan JMJD6 ¢alismamizda inceledigimiz ikinci gen olmustur. Calismamizin
odaklandigi Gi¢clincli gen ise metastazin baskilanmasi, anjiogenezisin diizenlenmesi, invazyonun
azalmasinda fonksiyonu olan ve hipoksi ile iliskisi Gzerine tartismali sonuglar bulunduran NDRG-

1’dir.
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4.2. Hipoksi ¢alismalari:

Hipoksi c¢alismalarinda primer hiicre hatti hipoksi kosullarinda 1, 4 ve 8 saatlerde

toplanarak hipoksiyle iliskili genlerde ortaya ¢ikacak ifade farkliliklar arastiriimistir.

Sekil-16’de 1 saatlik hipoksi sonrasi hipoksi ile iliskili genler sagihm grafiginde
gosterilmektedir. 1 saatlik hipoksi sonucunda normal hata gére “fold regulation” degeri 2’nin

Uzerinde toplam 3 genin up-regiile, 15 genin down-regile oldugu bulunmustur.

Sekil-17'te 4 saatlik hipoksi sonrasi hipoksi ile iliskili genler sagilim grafiginde
gosterilmektedir. 4 saatlik hipoksi sonucunda “fold regulation” degeri normal hatta gore 2’nin

Uzerinde toplam 68 genin up-regiile, 6 genin down-regiile oldugu bulunmustur.

Sekil-18’te 8 saatlik hipoksi sonrasi hipoksi ile iliskili genler sagilim grafiginde
gosterilmektedir. 8 saatlik hipoksi sonucunda normal hatta gore “fold regulation” degeri 2’nin

Uzerinde toplam 14 genin up-regiile, 17 genin down-regiile oldugu bulunmustur.

Hipoksi deneyimizde genlerin bliylik bir kisminin 4 saatlik hipoksi sonrasinda upregiile
oldugu gorilmustlir. HIF-1 Beta, JIMJD6 ve NDRG-1 4 saatlik hipoksi sonrasi up-regiile olurken, 8
saatlik hipokside JMJD6 ve NDRG-1'in down-regiile oldugu gorilmustir.
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4.3.immiinohistokimya Bulgulari:

Metastatik melanom hiicre hatlarinda primer kutan6z melanoma hiicre hatlarina gore
NDRG-1 nikleer ekspresyonunda azalma izlenirken, JMJD6 sitoplazmik-niikleer, HIF-1 Beta

sitoplazmik-niikleer ve NDRG-1 sitoplazmik ekspresyonunda artis saptandi.

4.3.1. Hipoksi Calismasi:
Primer kutan6z melanom hiicre hatlarinda 1,4 ve 8 saatlik hipoksi sonucunda JMJD6
sitoplazmik, JMJD6 niikleer ve NDRG-1 nikleer ekspresyonunda azalma gézlenirken, HIF-1 Beta

sitoplazmik, HIF-1 Beta niikleer ve NDRG-1 sitoplazmik ekspresyonunda artis saptandi(Sekil 19,

Tablo-10).
300 300
250 250
o 200 o 200
o} ) o} )
& 120 \/\ 5 0
T 100 T 100 y
50 50
0 0
CRL-1675 Hipoksi Hipoksi Hipoksi CRL-1675 Hipoksi Hipoksi Hipoksi
1l.saat 4.saat 8.saat 1.saat 4.saat 8.saat
— JMIDG Sitoplazmik ~ =——JMIJD6 Niikleer ———HIF-1 Beta Sitoplazmik ———HIF-1 Beta Niikleer
300
250
o 200
© s
& 150 -
T

100
50

CRL-1675 Hipoksi Hipoksi Hipoksi
1l.saat 4.saat 8.saat

—— NDRG1 Sitoplazmik ~ =——NDRG1 Niikleer

Sekil-19: Primer melanom hiicre hatlarinda hipoksi deneyi sonrasi immiinohistokimya
skorlarinin degisim grafikleri
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Tablo-10: Primer Melanom Hiicre Hatlarinin JMJD6, HIF-1 Beta ve NDRG-1 Antikorlari ile Boyanmasi

NDRG-1

HIF-1 BETA

JMJID6

Hiicre

Hatti

CRL-1675

HiPOKSi

1. SAAT

HiPOKSI

SAAT

4

HiPOKSi

SAAT

8




43

4.3.2. Calisma grubu:

Tablo 11 ‘de galisma gruplarindaki pozitif immuinohistokimyasal boyanma sonuglarin dagilimi

Ozetlenmistir.

Tablo-11: Calisma Gruplarinda immiinohistokimyasal (Pozitif Boyanma/Yiizdesi) Sonuglarinin Dagilimi

Antikor intradermal  Primer Kutanéz Mukozal Okiiler Diger Metastatik
Neviis Melanom Melanom Melanom  Melanom Melanom
n=10 n=74 n=40 n=14 n=11 n=66

JMJDE sit. 10 (100%) 50 (67,5%) 24 (60%) 7(50%)  10(90,9%) 38(57,6%)

JMIDE niik. 10 (100%) 64 (86,5%) 33 (82,5%) 7 (50%) 11(100%)  53(80,3%)

HIF-1 Beta sit. 10 (100%) 67 (90,5%) 32 (80%) 10 (71,4%) 8(72,7%)  51(77,2%)

HIF-1 Beta niik. 10 (100%) 66 (89,1%) 38 (95%) 12 (85,7%) 11(100%)  57(86,3%)

NDRG1 sit. 10 (100%) 51 (68,9%) 23 (57,5%) 12 (85,7%) 10(90,9%)  44(66,6%)

NDRG1 niik. 10 (100%) 56 (75,7%) 33(82,5%) 9(64,2%) 5(455%)  36(54,5%)

Sonuglar ortalama skorlar olarak siralanmistir.

Tablo-12: Primer Kutan6z Melanom ile intradermal Neviisiin JMJD6, HIF-1 Beta ve NDRG-1 Antikorlari ile
Boyanmasi (x100)

Calisma

JMID6 HIF-1 BETA NDRG-1
Grubu

intradermal

Neviis

Primer

Kutanoz

Melanom




4.3.3. H-Skor Bulgular:

H-Skor bulgulari box-plot grafiklerde 6zetlenmistir.(Sekil-20-22)

44
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Sekil-20: Gruplar arasinda JMJD6 Sitoplazmik-Niikleer H-Skor Degerlerinin Box-Plot Grafikleri
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Sekil-21: Gruplar Arasinda HIF-1 Beta Sitoplazmik-Niikleer H-Skor Degerlerinin Box-Plot Grafikleri
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Sekil-22: Gruplar Arasinda NDRG-1 Sitoplazmik-Niikleer H-Skor Degerlerinin Box-Plot Grafikleri
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4.4.istatiksel Bulgular:

Melanom doku “array” ve arsiv vakalarindan olusan toplam 218 vakayi kontrol grubu
olarak intradermal nevis grubunu secip primer kutan6z melanom, mukozal melanom, okuler
melanom, metastatik melanom ve yumusak dokuda lokalize melanom grubu olacak sekilde 6

gruba ayirarak inceledik.

Primer kutandz melanomlarda intradermal nevislere gére NDRG-1 sitoplazmik
(p=0.001) ve NDRG-1 niikleer (p=0.001) ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli azalma
saptandi. HIF-1 Beta sitoplazmik primer kutan6z melanomlarda intradermal nevislere gore

ekspresyonunda artma saptandi. (p=0.032)

Yumusak dokuda lokalize melanomlarda primer kutan6z melanomlara gore JMJD6

sitoplazmik ekspresyonunda artma saptandi. (p=0.007)

Yumusak dokuda lokalize melanomlarda mukozal melanomlara goére JMJD6
sitoplazmik (p=0.001) ve JMJD6 niikleer (p=0.002) ekspresyonunda istatiksel olarak anlaml

artma gozlendi.

intradermal neviislerde NDRG-1 niikleer ile HIF-1 Beta niikleer (r=0.758 p=0.011),
HIF-1 Beta sitoplazmik ile HIF-1 Beta nikleer (r=0,750 p=0,012), NDRG-1 sitoplazmik ile
NDRG-1 niikleer (r=0,650, p=0,042) arasinda pozitif iliski saptandi.

Primer kutandz melanomlarda JMJD6 sitoplazmik ile HIF-1 Beta sitoplazmik (r=0.485
p=0.001), HIF-1 Beta sitoplazmik ile HIF-1 Beta niikleer (r=0.731 p=0.001), NDRG1
sitoplazmik ile NDRG1 niikleer (r=0,769 p=0.001), JMJDG6 sitoplazmik ile NDRG1 sitoplazmik
(r=0.307 p=0.008), JMJD6 sitoplazmik ile HIF-1 Beta niikleer (r=0,671 p=0.001), JMJD6
sitoplazmik ile JMJD6 niikleer (r=0,749 p=0.001), HIF-1 Beta sitoplazmik ile JMJD6 niikleer
(r=0.409 p=0.001), NDRG1 sitoplazmik ile JMJD6 nikleer (r=0.276 p=0.017), JMJD6 niikleer
ile HIF-1 Beta nikleer (r=0,560 p=0.000), JMJD6 niikleer ile NDRG1 niikleer (r=0.273 p=0.019)
arasinda pozitif iliski ve Yas ile HIF-1 Beta niikleer (r=-0.275 p=0.018) arasinda negatif iliski

saptandi.

Mukozal melanomlarda JMJD6 sitoplazmik ile HIF-1 Beta sitoplazmik (r=0.454
p=0.003), JMJD6 Sitoplazmik ile HIF-1 Beta niikleer (r=0.576 p=0.001), IMJD6 niikleer ile HIF-
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1 Beta nikleer (r=0.505 p=0.001), JMJD6 nikleer ile NDRG1 niikleer (r=0.333 p=0.036),
JMIDE6 sitoplazmik ile JMJD6 niikleer (r=0.709 p=0.000), HIF-1 Beta sitoplazmik ile HIF-1 Beta
nikleer. (r=0.691 p=0.001), NDRG1 sitoplazmik ile NDRG1 sitoplazmik (r=0.637 p=0.001)

arasinda pozitif iliski izlendi.

Okiler melanomlarda Evre ile JMJD6 niikleer (r=0.597 p=0.031), JMJD6 sitoplazmik ile
JMJD6 nikleer (r=0.785 p=0.001), HIF-1 Beta sitoplazmik ile HIF-1 Beta niikleer (r=0.617
p=0.033) arasinda pozitif iliski ve NDRG1 sitoplazmik ile JMJD6 nikleer (r=-0.593 p=0.033)

arasinda negatif iliski saptandi.

Yumusak dokuda lokalize melanomlarda JMJD6 sitoplazmik ile HIF-1 Beta sitoplazmik
(r=0.828 p=0.002), JMJDG6 sitoplazmik ile HIF-1 Beta nikleer (r=0.854 p=0.001), HIF-1 Beta
sitoplazmik ile HIF-1 Beta nikleer (r=0.708 p=0.015), NDRG1 sitoplazmik ile NDRG1

sitoplazmik (r=0.798 p=0.003) arasinda pozitif iliski gorilda.

Metastatik melanomlarda JMJD6 sitoplazmik ile HIF-1 Beta sitoplazmik (r=0.498
p=0.001), JIMJDG6 sitoplazmik ile HIF-1 Beta nikleer (r=0.558 p=0.001), JMJD6 niikleer ile HIF-
1 Beta sitoplazmik (r=0.348 p=0.005), JMJD6 niikleer ile HIF-1 Beta nikleer (r=0.489
p=0.001), JIMJDG6 sitoplazmik ile JMJD6 niikleer (r=0,698 p=0,001), HIF-1 Beta sitoplazmik ile
HIF-1 Beta nukleer (r=0,709 p=0,001), NDRG1 sitoplazmik ile NDRG1 niikleer (r=0,823

p=0,001) arasinda pozitif iliski saptandi.



50

TARTISMA

Malign melanom, noral krestten koken alan pigment lireten hiicrelerin agresif seyirli
timoriduar.(127) Deri  kanserlerinin  yaklagik  %10’unu  olusturmaktadir ancak deri
kanserlerine bagl o6limin  %80’inden sorumludur.(128) Radyoterapi ve kemoterapi
direncine ve kotl prognoza sahip olan bu agresif timorin karsinogenez basamaklari, bu
basamaklarda ve invazyon-metastazda kullandigi yolaklar (zerine vyapilan molekiler
dizeydeki calismalar, hedefe yonelik kanser tedavisinin gelismesine ve yeni molekillerin

bulunmasina neden olmustur.(129)

Sinirsiz ¢ogalma kapasitesi sonucu artan oksijen tiketiminin meydana getirdigi
hipoksik ortam solid timor mikrogevresinin énemli bir 6zelligidir ve malign melanomda
invazyon metastazda kritik 6neme sahip mikrogcevresel faktorlerden birisidir. (130, 131)
insan derisinin %1,5-5 oksijen diizeyi araliginda hafif hipoksik oldugu gdsterilmis ve
bunun hicrelerin hipoksik kosullarda yasamlarini siirdirebilecekleri programlari aktive

etmeleri icin gerekli oldugu 6ne sirtilmustir.(132)

TUmor hiicresi, yer aldigi mikrogevredeki hipoksik degisimin, niikleusa haber verilmesi
ve gereken adaptasyonun saglanmasi icin araci olarak hipoksi indiklenebilir faktéra (HIF-
1) kullanir. (133, 134) HIF-1 alfa, hipoksik kosullarda niikleusa translokasyonu ile ARNT ile
birleserek HIF-1 kompleksini olusturur.(135) Olusan HIF-1 DNA’daki hipoksi cevap
elementine baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu arttirir. Hedef genler baslica
anjiogenez (VEGF, ANG-2), metastaz (TWIST1, AMF, CXCR4, LOX, MMP2, uPAR), ph
regllasyonu (CA IX), hiicre sag kalimi (BNIP3), hiicre metabolizmasindan (LDH-A,PDK1)
sorumludur.(136) Hipoksik ortam boylece HIF-1 yardimi ile neoplastik hicrelerin

sagkalimina yardimci olabilecek cesitli genlerin ekspresyonunu artirir.

Bu arastirma kapsaminda primer ve metastatik melanom hiicre hatlarinda ilk olarak
hipoksi ile iliskili gen ekspresyonlarini arastirdik ve 37 adet gende ekspresyonlarinda farklilik
bulduk. Bu bulgular hipoksik ortamla iliskili genlerin metastatik ortamda farkl ifade

bulabilecegini dncelikle diisindirmistir. Benzer bulgulari Koh ve ark. yaptiklari ¢alismada
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primer kutan6z ve metastatik melanom arasinda 576 genin anlamli farklihk gosterdigi ve
bunlarin 402’sinin metastatik melanomlarda azaldigini bulmuslardir. Bu azalan genler hiicre
siklusunun dizenlenmesi, hiicre adezyonu, proteaz inhibitor aktivitesi ve keratinosit iliskili
fonksiyonlarla iliskilidir.(137) Riker ve ark. primer kutan6z melanomlar ile metastatik
melanomlar arasinda gen ekspresyon farkliliklari bulmuslardir.(138) Bertucci ve ark.
metastatik melanoma hicre hatlarinda anjiogenez, invazyon, biylime ve apoptoz ile iligkili
genlerin up-regiile oldugunu ve timoér baskilayici genlerin  down-regile oldugunu
bulmuslardir.  Hipoksi iliskili genlerin arttigini ve hipoksinin melanom progresyonunda
onemli yeri oldugunu vurgulamislardir.(139) Jeffs ve ark. yaptiklari calismada metastatik
melanomlardaki farkli gen ekspresyonlarinin diferansiasyon, hiicre klonunun segilmesi ve
timor mikrogevresine cevapla iliskili oldugunu gostermislerdir. Hipoksinin melanoma
progresyonunda onemli bir cevresel faktor oldugunu ve PLAUR/HIF-1a up-regllasyonu ile
HIF/ARNT vyolaginin  aktivasyonu ile lenf nodu metastazina neden olabilecegini
bildirmislerdir.(140) Makhzami ve arkadaslari 27 geni iceren analizde primer melanom
dokularinda 5 genin (M-MITF, TYR, STAT3, CCDN1 ve PAX3) metastatik melanomlara

gore anlamli olarak arttigini géstermislerdir. (141)

Calismamizda metastatik melanom hiicre hattinda JMJD6 sitoplazmik-niikleer
ekspresyonunda primer melanom hiicre hattina gore artma saptandi. Literatiirde JMJD6’nin
meme kanseri hlicrelerinde ekspresyonunun artmasinin timaor hiicrelerinin proliferasyonunu
artirdigini ve kotd prognoz ile iliskili oldugu bulunmustur.(142) Kanser progresyonu ve
metastazda 6nemli roll olan Brd4 proteini ile JMJD6'nin etkilesimde oldugu bilinmektedir.
(143) Bulgularimiz JMJD6'nin  timor invazyonu ile metastaz ile iligskili oldugunu

desteklemektedir.

Calismamizda metastatik melanom hiicre hattinda NDRG-1 sitoplazmik ekspresyonunda
primer melanom hiicre hattina gore artma saptanirken, NDRG-1 niikleer ekspresyonunda
belirgin azalma gorildi. Literatiirde NDRG-1'in timor baskilayici ve daha spesifik olarak
metastaz baskilayici bir protein olabilecegini iddia edilmektedir.(144) Paradoksik olarak
ekspresyonunun c¢ogu kanser dokusunda normal dokuya gore daha yiksek bulunmasi
ekspresyonunun doku veya hiicreye spesifik diizenlendigi fikrini dogurmustur. (145) Prostat

ve kolon kanserinde NDRG-1'in  metastaz baskilayict olarak gorevli oldugu
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dustnidlmektedir.(146, 147) Primer ve metastatik tiroid karsinomunda ekspresyonun arttigi
gosterilmistir. (148) Meme kanserinde sitoplazmik NDRG-1 ekspresyonunun normal meme
epitel hicrelerine gore azaldigi bulunmustur. (149) Bulgularimiz metastatik melanomda
NDRG-1 niikleer ekspresyonunun belirgin azalmasinin literatiirdeki NDRG-1'in metastaz
baskilayici bir protein oldugu gorisi ile uyumludur. Ancak sitoplazmik ekspresyonunun
artmasi nikleustan sitoplazmaya translokasyonu sonucunda olusup olusmadigini gdstermek

icin ileri deneysel ¢alismalara gereksinim vardir.

Galhsmamizda metastatik melanom hicre hattinda primer melanom hiicre hatlarina
gore daha fazla HIF-1 Beta sitoplazmik ekspresyonu gorildi. Literatlrde ARNT' trofoblast
kok hicrelerinde avp3 integrin-aracii adhezyonda ve migrasyonda azalma gorilmustir.
Melanom metastazlarinda hipoksik bélgeler bulunmakta ve metastatik progresyon artmis
avB3 integrin ekspresyonu ile iliskilendirilmistir. B16-FO (CRL-6322) metastatik melanom
hiicre hattinda hipoksi, ylizeyde avB3 integrin ekspresyonunu uyararak vitronektine
adhezyonu ve migrasyonu arttirdigi gosterilmistir. Melanom, hepatoselliler karsinom, meme
ve over kanserlerinde avB3 artmis invaziv fenotiple veya metastazla korele
bulunmustur.(150) Tumor hipoksisi direkt veya indirekt TWIST, SNAIL, SIP1 regiilasyonu ile E-
Kadherinin down regiilasyonuna neden olur.(151) Ayrica hipoksi HIF-1 araciligiyla uPAR ile
MMP2 gibi genlerin diizenlenmesi sonucunda invazyonu arttirir.(152) HIF-1; MMP1, MMP3,
c-Met, Notch, CD151, CD44, CXCR4, SMAD?7 gibi invazyon ve metastaz patofizyolojisinde rol
alan proteinlerin sentezinde gorevli genleri diizenler. Bulgularimiz HIF-1 Beta’nin malign
melanomun invazyon ve metastazinda roli oldugunu ve metastazda arttigi yonindeki

calismalari destekler niteliktedir.

Katepsin A, malign transformasyonda ve metastazda roli oldugu disinilen serin
karboksi peptidazdir.(153) Calismamizda Katepsin A’nin metastatik melanoma hiicre
hattinda up-regilile oldugu (FR:9,4) gorilmuistir. Benzer bulgularn Kozlowski ve ark.
metastatik melanom lizatlarinda primer melanom lizatlarina gére Katepsin A diizeyini yliksek
bulmuslardir.(154) Bulgularimiz metastatik melanomda Katepsin A’nin  artmasini

desteklemektedir.
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Calismamizda ANGPTL-4'iin metastatik melanoma hiicre hattinda up-regiile oldugu
(FR:9,4) gorilmiustir. Benzer bulgular Izraely ve ark. yaptiklari ¢alismada melanom hiicre
hatlarinin beyin metastazlarinda kutantz forma gére ANGPTL-4’Gn up-regiile oldugunu
bulmuslardir.(155) Zhang ve ark. HIF-1 bagimli ANGPTL-4 aktivasyonunun meme kanseri
hicrelerinin akcigere vaskiiler metastazini arttirdigini goéstermislerdir.(156) Bulgularimiz
ANGPTL-4 metastazda up-reglile olmasini desteklemektedir.

COPS5 (JAB1) hiicre proliferasyonunun ve apoptozisin kontroli ile DNA hasari
tamirinde sorumlu proteindir.(157) Calismamizda COPS5’in metastatik melanoma hiicre
hattinda upregile oldugu (FR:3) gorilmistiur. Benzer bulgulari Ivan ve ark. metastatik hiicre
hatlarinda JAB-1'in arttigini gdstermislerdir. (158)Shintani ve ark. yaptiklari ¢alismada oral
skuamoz hiicreli karsinomada COPS5’in artmis ekspresyonunun servikal lenf nodu metastazi

ile iliskisi oldugunu bulmuslardir. (159) Bulgularimiz literatir bilgilerini desteklemektedir.

BTG-1 (B-Hiicre Translokasyon Geni-1) antiproliferatif gen ailesinin {yesidir ve
ekspresyonu en fazla Go/G; fazinda olurken G; fazinda down regiile olur.(160) Calismamizda
BTG-1'in metastatik melanoma hiicre hattinda down-regiile oldugu (FR:-5,15) gorilmdistar.
Benzer bulgulari Chen ve ark. oldukga agresif ve metastatik olan androjen bagimsiz (Al) C4-2
prostat adenokarsinomu hiicre hattinda BTG-1'in mRNA ve protein diizeyinde azaldigini

gostermislerdir.(161) Bulgularimiz literatiir ile uyumludur.

Cahsmamizda tanimlanmis 84 adet hipoksi ile iliskili genin kisa ve orta zaman
araliginda primer melanoma hatlarinda nasil tepki verdigi de arastirilmistir. 1 saatlik hipoksi
sonrasi toplam 18 gen, 4 saatlik hipoksi sonrasi toplam 74 gen, 8 saatlik hipoksi sonrasi 31
genin ekspresyonlarinda farklilik saptanmistir. HIF-1 Beta nikleer ekspresyonunun kademeli
olarak arttigi ve 8 saatlik hipokside en yiksek diizeye ulastigi, HIF-1 Beta sitoplazmik
ekspresyonunun ise 4 saatlik hipokside en yiliksek dizeye ulastigl ve 8 saatlik hipokside
ekspresyonunun distligl goruldi. Benzer bulgulari Semenza ve ark. hiicresel O,
dizeylerinin dismesi ile eksponensiyal olarak HIF-1 Beta proteinin arttigini ve % 0,5 O,
dizeyinde maksimum dizeyine ulastigini bildirmislerdir. (162) Chilov ve ark. degisik hiicre
hatlarinda yaptiklari hipoksi deneyinde (%1 O,) hiicre hatlarina ait nikleer ekstraktlarda
ARNT protein dizeyinin arttigi ancak sitoplazmik ekstraktlarda ARNT proteinin olmadigi

gorulmisttr. Hipokside nlikleer ARNT birikiminin artmis hiicresel ARNT protein
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konsantrasyonuna bagli olup olmadigini anlamak amaciyla total hiicre lizatlarindaki ARNT
konsantrasyonlarina bakildiginda ise hipoksi ile total hicre lizatlarinda ARNT protein
dizeyinin degismedigi bulunmustur. Bu durum hipokside HIF-1 Beta diizeyinin niikleusta
birikiminin sitoplazmadan niikleusa translokasyonu sonucunda oldugu gorisini ortaya
cikarmistir. (163) Bulgularimiz hipoksi ile HIF-1 Beta’nin upregile oldugu goérisini
desteklemektedir. Ayrica hipoksi siirecinin artmasi ile HIF-1 Beta’nin sitoplazmik diizeyinin
azalmasi ve nikleer diizeyinin artmasi, HIF-1 alfa gibi hipoksi durumunda sitoplazmadan

nikleusa yer degistirdigini distiindlrmustir.

Calismamizda NDRG1 ekspresyonu 4 saatlik hipoksi sonrasinda artmis ancak 8
saatlik hipokside ekspresyonu azalmistir. Benzer bulgulari Canglil ve ark. yaptiklari
calismada A549 hicre hattinda 2,4,8 ve 18 saatlik hipokside (%0,5) NDRG1 RNA

transkriptlerini giderek arttigini géstermislerdir.(145)

GBE1 geni glikojen sentezinde gorevli 1,4-a glukan dal yapici enzimi kodlar.
Calismamizda 1, 4 ve 8 saatlik hipoksi sonrasinda GBE1’in upregiile oldugu (sirasiyla FR: 14.2,
85.8, 6.6) gorulmustir. Literatlirde benzer bulgulari Pescador ve ark. hipoksi ile GBE1'in
ekspresyonunun up-regiile oldugunu gostermislerdir.(164) Zhao ve ark. direkt hipoksi ile
veya nikel/kobalt kloride maruziyet ile GBE1l’in upregile oldunu bulmuslardir.(165)

Bulgularimiz literatiir ile uyumludur.

CCNG2 (Siklin G2) hiicre siklus inhibitoridir. Calismamizda 1 ve 4 saatlik hipoksi
sonrasinda CCNG2’in upregiile oldugu (sirasityla FR: 3.2, 6.1) goriilmustir. Literatlirde benzer
bulgulari Choi ve ark. hipoksi ile CCNG2’nin upregile oldugunu géstermislerdir.(166) Méndez
ve ark. GL261 glioma hicre hatlarinda hipoksinin CCNG2 dizeyini upregiile ettigini

gostermislerdir.(167) Bulgularimiz literatiir ile uyumludur.

Gahsmamizda hipoksi deneylerinde anjiogenezis (VEGFA), glukoz metabolizmasi
(PGAM1,ENO1, LDHA, ALDOA,TPI1) ve hiicre siklusunda (CCNG2) roli olan genlerin hipoksi
ile upregiile oldugu gorialmustir. Benzer bulgular Buffa ve ark. anjiogenezis (VEGFA), glukoz
metabolizmasi (PGAM1, ENO1, LDHA, ALDOA) ve hiicre siklusunda (CDKN3) rolii olan

genlerin hipoksik bas-boyun skuamoz hiicreli karsinomunda ve meme kanserinde upregiile
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oldugunu gostermislerdir.(168) Bulgularimiz Buffa ve ark.’nin sonugclari ile uyumluluk

gostermektedir.

imminohistokimyasal calismada primer kutanéz melanomlarda intradermal
nevislere gore NDRG-1 sitoplazmik (p=0,001) ve NDRG-1 nukleer (p=0,001)
ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli azalma saptandi. Literatlirde kolon kanseri disindaki
birgok timoérde hem sitoplazmik hem de nikleer ekspresyonunun arttig
gosterilmistir.(122) Hepatosellller karsinomda NDRG-1’in sitoplazmada ve membranda
upregile oldugu bulunmustur. (169) Aksine meme kanserinde sitoplazmik NDRG-1
ekspresyonunun normal meme epitel hiicrelerine gore azaldigi bulunmustur. (149)
Literatlirde farkh bilgiler oldugundan dolayr NDRG1’in ekspresyonunun farkh kanser
turlerinde timor tiiriine 6zgl ekspresyon farkhligl gosterip gostermedigi bulmak amaciyla
ileri ¢calismalarin yapilmasi gereklidir. Calismamizda ayrica primer kutandz melanomlarda
intradermal nevislere goére HIF-1 Beta sitoplazmik ekspresyonunda artma saptandi
(p=0,032). Bu bulgu hipoksik cevreyle karsilasan timorlerde beklenmekle birlikte

literatlirde tanimlanmamustir.

Malign melanom en sik deride gorilmekle birlikte okller, mukozal ve
leptomeningeal olarak vicudun diger alanlarinda gorulebilmektedir. Yapilan molekiler
¢alismalar primer kutan6z melanom alt tiplerinde, mukozal, uveal ve diger bdlgelerde
gorilen melanomlarin karsinogenez siirecinde farkli mutasyonlarin yer aldigini géstermistir.
Bu nedenle ¢alismamizdaki olgulari bu farklilar gbz 6éniine alarak karsilastirdik. Calismamizda
arrayi saglayan firmanin verilerine dayanarak yumusak dokuda vyer aldigi belirtilen
melanomlarda primer kutan6z melanomlara goére JMID6 sitoplazmik ekspresyonunda
artma (p=0,007), mukozal melanomlara gére JMJD6 sitoplazmik (p=0,001) ve JMID6 nikleer
(p=0,002) ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli artma gozlendi. Literatlirde o6zellikle
histon demetilasyonda vyer alan Jmjc-bolgesi iceren enzimleri (JMJD1A, JMJD2B)
hipoksinin upregile ettigi gosterilmistir.(170, 171) Diger melanoma grubundaki farkliligin
olasilikla  yumusak doku icerisinde yetersiz oksijenasyonuna bagh olabilecegi

distndlmastdar.
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Calismamizda primer kutanéz melanomlar ile mukozal melanomlarda JMJD6 ile
NDRG-1 arasinda pozitif korelasyon mevcut iken okiiler melanomda JMJD6 ile NDRG-1
arasinda negatif iliski gorildi. Okliler melanomlarda kutanéz ve mukozal melanomlardan
farkh olarak GNAQ-GNA11 mutasyonu daha sik goriilmektedir.(76) Normal retina pigment
epitelinin ve irisin gelisimi ile okiler biylime ve vaskiler gelismi i¢in HIF-1 alfa’nin vHL
proteini ile uygun bir sekilde regllasyonunun gerekli oldugu gosterilmistir.(172) vHL
proteini Spl aktivitesini bloke ederek NDRG-1’i inhibe eder.(173) vHL geni 3.
kromozomda yer almaktadir ve uveal melanomda 3. Kromozom kaybi mevcuttur.(174)
Sekans analizleri ile JMJD6'nin HIF-1 asparajinil hidroksilaz (HIF 1 inhibe edici faktér, FIH-1)
oldugu gosterilmistir. FIH-1, vHL'ye baglanarak HIF-1 transkripsiyonel aktivitesini
baskilamaktadir. (175) Bu iliskinin primer kutan6z ve mukozal melanomlardan farkli olarak
uveal melanomlarda daha sik gorilen GNAQ-GNA11 mutasyonu veya olasi VHL protein

defekti/kaybina baglh olabilecegi distiniImustar.
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SONUC VE ONERILER

Primer ve metastatik melanom hiicre hatlarinda farkh ekspresyon profillerinin
saptanmasi metastatik tlimor klonlarinda hipoksiye verdikleri yanitin  farkh
oldugunu disindirmdstdr.

Hipoksi deneylerinde primer melanom hiicre hatlarinda gen ekspresyonlarinda
farklihklarin gorilmesi timorin icerisinde bulundugu mikrocevrenin karsinogenez
sirecinde o6nemli oldugunu ve hipoksinin glukoz metabolizmasi, hiicre siklusu,
anjiogenezis gibi tlimorogenezise katkida bulunacak onemli olaylari indiikledigi
gorulmastir.

Calhsmamizda hipoksi ile HIF-1 Beta'nin arttigl saptandi. HIF-1 Beta’nin metastatik
melanomlarda arttigi goraldi.

Calhsmamizda primer kutan6z melanomlarda NDRG-1'in sitoplazmik-nikleer
ekspresyonunda azalma saptandi. Hipoksi ile NDRG-1 sitoplazmik ekspresyonunda
artis saptanirken, niikleer ekspresyonunda azalma saptandi. Hicre igerisindeki
yerlesimi ile hipoksi arasindaki iliskinin arastirabilecegini diisinmekteyiz. Metastatik
melanomda NDRG-1 nikleer ekspresyonda azalma saptanirken, sitoplazmik
ekpsresyonunda artis saptandi.

Cahsmamizda JMJD6'nin hipoksi ile sitoplazmik-niikleer ekspresyonunun azaldigi
gorildi. Metastatik melanomda JMJD6’nin sitoplazmik-niikleer ekspresyonun arttigi
saptandi.

JMID6’'nin melanomlar arasinda farkli ekspresyon patternine sahip oldugu gordlda.
Melanomlarin etyopatogenezinde yer alan mutasyonlarla iliskisinin olabilecegi ve bu
iliskiyi agiklayabilmek icin ileri deneysel ¢alismalara ihtiyag oldugu distntlda.

Okiiler melanomda JMJD6 ile NDRG-1 arasinda negatif iliskinin bulunmasi diger
melanomlardan farkli olarak GNAQ/GNA11 mutasyonu ile iliskisinin olabilecegi
distinilmistir ve vHL protein kaybinin uveal melanomlarda 3. kromozomdaki
delesyona bagh olup olmadigini arastirmak icin ileri molekiler ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Melanomlarda NDRG-1 ve HIF-1 8 ekspresyonun benign nevis hicrelerinden

farkli oldugu da ortaya konmustur.
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EKLER

Ek1: Arsiv olgularinin klinik ve histopatolojik 6zellikleri

Sayi |Cinsiyet| Yas Yerlesim Tani Evre TNM

1 K 19 Sag infraorbital intradermal Neviis

2 K 48 Sol Mentum intradermal Neviis

3 K 22 Sol Mentum intradermal Neviis

4 K 33 Ust Dudak intradermal Neviis

5 K 51 Sag Nazolabial Sulkus intradermal Neviis

6 K 23 Ust Dudak intradermal Neviis

7 K 43 Burun intradermal Neviis

8 E 33 Sag Malar intradermal Neviis

9 K 43 Sag Malar intradermal Neviis

10 K 28 Sol Mentum intradermal Neviis

11 E 63 Sol Ayak Primer Il

12 K 64 Sol Bacak Primer Il

13 E 61 Sol Dis Kulak Yolu Primer Il

14 K 56 Sag Malar Primer I T1aNxMx
15 E 43 Sol Ayak Tabani Primer Il T4bNxMx
16 K 50 Sag El Dorsumu Primer 0 TisNxMx
17 E 53 Sol Omuz Primer 1 TINxMx
18 K 86 Dudak Ustii Primer I T4NXMXx
19 E 50 Parmak Amputasyon Primer 1 TINXMx
20 K 41 Sag Ayak Primer Il T3NxMx
21 E 82 Sol Nazal Kavite Primer

22 K 76 Vagina Primer

23 E 48 Goz Primer Ilc T4eNxMx
24 E 67 Sag Uyluk Metastaz

25 K 54 Parotis Yuzeyel Metastaz

26 K 88 Sol Bacak Metastaz




Ek2: Doku array olgularinin klinik ve histopatolojik 6zellikleri
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Sayi Cinsiyet Yas Yerlesim Tani Evre TNM
1 E 40 Gogus Primer Il TANOMO
2 E 50 Ozefagus Primer - -
3 E 64 Ozefagus Primer - -
4 E 71 ince barsak Primer - -
5 K 70 Parotis glandi Primer - -
6 K 38 Rektum Primer - -
7 K 67 Rektum Primer - -
8 K 70 Rektum Primer - -
9 E 66 Rektum Primer - -
10 K 54 Rektum Primer - -
11 K 82 Rektum Primer - -
12 K 52 Rektum Primer - -
13 K 72 Rektum Primer - -
14 K 69 Rektum Primer - -
15 E 57 Rektum Primer - -
16 K 52 Rektum Primer - -
17 K 42 Rektum Primer - -
18 E 47 Rektum Primer - -
19 E 75 Rektum Primer - -
20 E 67 Rektum Primer - -
21 K 66 Rektum Primer - -
22 E 55 Mide Primer - -
23 E 55 Mide Primer - -
24 K 44 Serviks Primer A T2NOMO
25 K 57 Vulva Primer Il TANOMO
26 K 45 Vulva Primer Il TANOMO
27 K 72 Vulva Primer I TINOMO
28 K 15 Klitoris Primer Il TANOMO
29 K 34 Vulva Primer Il TANOMO




76

30 K 62 Vagina Primer Il TANOMO
31 K 41 Vulva Primer Il TANOMO
32 K 38 Vulva Primer Il TANOMO
33 K 79 Vulva Primer 11 TAN1IMO
34 K 44 Vulva Primer Il TANOMO
35 K 62 Deri Primer I T4ANOMO
36 K 46 Deri Primer Il TANOMO
37 E 66 Deri Primer Il TANOMO
38 E 62 Deri Primer I T4ANOMO
39 K 66 Deri Primer Il TANOMO
40 E 56 Deri Primer Il TANOMO
41 E 61 Deri Primer 1 T4ANOMO
42 E 52 Deri Primer 1 T3NOMO
43 K 47 Deri Primer Il T2NOMO
44 E 57 Deri Primer Il T4ANOMO
45 E 64 Deri Primer Il T2NOMO
46 E 53 Deri Primer Il TANOMO
47 K 59 Deri Primer Il TANOMO
48 E 48 Deri Primer I T3NOMO
49 E 65 Deri Primer I TANOMO
50 E 75 Deri Primer I T2NOMO
51 K 53 Deri Primer I T4ANOMO
52 E 79 Deri Primer I T4ANOMO
53 E 70 Deri Primer I TANOMO
54 E 65 Deri Primer I T4ANOMO
55 E 76 Deri Primer Il TAN1IMO
56 K 54 Deri Primer I TANOMO
57 E 62 Deri Primer I T2NOMO
58 E 55 Deri Primer Il TANOMO
59 E 74 Deri Primer I TANOMO
60 E 65 Deri Primer I T2NOMO




77

61 E 31 Deri Primer Il TANOMO
62 K 41 Deri Primer Il TANOMO
63 E 74 Deri Primer Il TANOMO
64 K 16 Deri Primer Il TANOMO
65 E 27 Deri Primer 1 T3N1MO
66 K 63 Deri Primer I T4ANOMO
67 E 51 Deri Primer Il TANOMO
68 K 80 Deri Primer 1] TAN1IMO
69 E 55 Deri Primer I T4ANOMO
70 E 52 Deri Primer Il T3NOMO
71 E 60 Deri Primer 1] TAN1IMO
72 E 40 Deri Primer 1 T4ANOMO
73 K 77 Deri Primer 1 T4ANOMO
74 K 56 Deri Primer Il T3NOMO
75 E 42 Deri Primer Il T2NOMO
76 E 51 Deri Primer Il T4ANOMO
77 E 55 Deri Primer Il TANOMO
78 E 61 Deri Primer 1% TAbNOM1
79 E 78 Deri Primer Il TAbNOMO
80 K 46 Deri Primer I TANOMO
81 E 80 Deri Primer I TANOMO
82 K 74 Deri Primer I T2NOMO
83 E 41 Deri Primer I T3NOMO
84 E 57 Deri Primer I T3NOMO
85 E 51 Deri Primer 1 T4ANOMO
86 E 51 Deri Primer Il TAN1IMO
87 E 52 Deri Primer I TANOMO
88 K 52 Deri Primer I T3NOMO
89 E 61 Deri Primer 1] TAN2MO
90 K 61 Deri Primer I TANOMO
91 K 59 Deri Primer I TANOMO
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92 E 49 Deri Primer 1 TAN2MO
93 E 40 Deri Primer I T4ANOMO
94 E 45 Deri Primer I T3aNOMO
95 E 46 Skrotum Primer - -
96 E 55 Skrotum Primer - -
97 E 78 Burun Primer - -
98 E 50 Burun Primer - -
99 K 40 Burun Primer - -
100 K 38 Burun Primer - -
101 K 65 Burun Primer - -
102 E 63 Burun Primer = -
103 E 56 Burun Primer - -
104 K 43 Fibréz Doku Primer Il TANOMO
105 K 46 Yag Dokusu Primer Il T4ANOMO
106 K 42 Deri Primer Il T4ANOMO
107 K 58 Deri Primer Il T4ANOMO
108 K 88 Deri Primer Il TANOMO
109 E 7 Cizgili Kas Primer Il TANOMO
110 E 50 Cizgili Kas Primer Il TANOMO
111 E 71 Fibréz Doku Primer Il TANOMO
112 K 45 Fibréz Doku Primer Il T2NOMO
113 E 49 Yumusak Doku Primer Il TANOMO
114 K 42 Yumusak Doku Primer Il TANOMO
115 K 67 Yumusak Doku Primer - -
116 K 45 Go6z Primer I T2NOMO
117 K 46 Goz Primer Il T4ANOMO
118 K 49 GOz Primer Il T2NOMO
119 E 52 GOz Primer Il T2NOMO
120 E 44 Orbita Primer 1] TANOMO
121 E 57 Goz Primer 1 TANOMO
122 K 35 GOz Primer Il T2NOMO
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123 K 62 Goz Primer Il T2NOMO
124 E 67 Goz Primer I T2NOMO
125 K 76 Goz Primer I TANOMO
126 E 41 GOz Primer Il T2NOMO
127 K 37 Goz Primer I T2NOMO
128 E 57 Goz Primer I T2NOMO
129 E 71 Lenf Nodu Metastaz - -
130 E 46 Lenf Nodu Metastaz - -
131 E 44 Lenf Nodu Metastaz - -
132 E 65 Lenf Nodu Metastaz - -
133 E 38 Lenf Nodu Metastaz = -
134 E 55 Lenf Nodu Metastaz - -
135 K 40 Lenf Nodu Metastaz - -
136 E 70 Lenf Nodu Metastaz - -
137 E 68 Lenf Nodu Metastaz s -
138 K 41 Lenf Nodu Metastaz - -
139 E 65 Lenf Nodu Metastaz - -
140 K 61 Lenf Nodu Metastaz - -
141 K 42 Lenf Nodu Metastaz - -
142 K 43 Lenf Nodu Metastaz - -
143 K 56 Lenf Nodu Metastaz - -
144 K 56 Lenf Nodu Metastaz - -
145 K 49 Lenf Nodu Metastaz - -
146 E 49 Lenf Nodu Metastaz - -
147 E 45 Lenf Nodu Metastaz - -
148 K 60 Lenf Nodu Metastaz - -
149 K 43 Lenf Nodu Metastaz - -
150 K 29 Lenf Nodu Metastaz - -
151 K 31 Lenf Nodu Metastaz - -
152 K 68 Lenf Nodu Metastaz - -
153 K 63 Lenf Nodu Metastaz - -
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154 K 61 Lenf Nodu Metastaz
155 E 68 Lenf Nodu Metastaz
156 E 40 Lenf Nodu Metastaz
157 E 52 Lenf Nodu Metastaz
158 K 53 Lenf Nodu Metastaz
159 K 68 Lenf Nodu Metastaz
160 E 62 Lenf Nodu Metastaz
161 E 55 Lenf Nodu Metastaz
162 K 58 Lenf Nodu Metastaz
163 K 38 Lenf Nodu Metastaz
164 E 49 Lenf Nodu Metastaz
165 K 46 Lenf Nodu Metastaz
166 K 60 Lenf Nodu Metastaz
167 E 50 Parotis glandi Metastaz
168 K 47 Lenf Nodu Metastaz
169 E 38 Lenf Nodu Metastaz
170 K 45 Lenf Nodu Metastaz
171 K 41 Lenf Nodu Metastaz
172 K 38 Lenf Nodu Metastaz
173 E 58 Lenf Nodu Metastaz
174 E 50 Lenf Nodu Metastaz
175 K 52 Dalak Metastaz
176 K 45 Dalak Metastaz
177 E 39 Kemik Metastaz
178 E 62 Lenf Nodu Metastaz
179 K 55 Beyin Metastaz
180 E 63 Yumusak Doku Metastaz
181 E 48 Lenf Nodu Metastaz
182 K 55 Lenf Nodu Metastaz
183 E 49 Pelvik Kavite Metastaz
184 E 72 Lenf Nodu Metastaz
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185 E 62 Yumusak Doku Metastaz
186 K 35 Lenf Nodu Metastaz
187 K 61 Lenf Nodu Metastaz
188 K 80 Lenf Nodu Metastaz
189 E 56 Lenf Nodu Metastaz
190 K 72 Lenf Nodu Metastaz
191 K 41 Lenf Nodu Metastaz
192 E 62 Lenf Nodu Metastaz
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Sirano | Unigen | Gen Bankasi | Sembol Agiklama Isim
1 Hs.441047 NM_001124 ADM Adrenomedullin AM
1-acylglycerol-3-phosphate
O-acyltransferase 2 1-AGPAT2, BSCL, BSCL1,
2 Hs.320151 NM 412 AGPAT2
5:32015 006 (lysophosphatidic acid LPAAB, LPAAT-beta
acyltransferase, beta)
. . DKFZp686M20191,
3 Hs.494321 NM_015239 AGTPBP1 | ATP/GTP binding protein 1 KIAAL035, NNAL
ANGPTL2, ARP4, FIAF,
4 Hs.9613 NM_001039667 | ANGPTL4 Angiopoietin-like 4 HFARP, NL2, PGAR,
pp1158
N(alpha)-acetyltransferase |ARD1, ARD1A, DXS707,
3 Hs.433291 NM_003491 NAALO 10, NatA catalytic subunit MGC71248, TE2
6 Hs.459070 | NM_014862 ARNT2 | Arvi-hydrocarbon receptor |, o307 L Het
- nuclear translocator 2
7 Hs.624291 NM_004324 BAX BCL2-associated X protein BCL2L4
BHLHB2, DEC1,
Basic helix-loop-helix family, FLJ99214, HLHB?2,
8 Hs.728782 NM_003670 BHLHE40 member 40 SHARP-2, STRAL3,
Stral4
9 Hs.728893 | NM_001168 BIRCS freuiovicliigiepeat API4, EPR-1
containing 5
10 Hs.23118 NM_001738 CAl Carbonic anhydrase | CA-l, CAB, Carl
Caspase 1, apoptosis-related
11 Hs.2490 | NM_033292 CASP1 cysteine peptidase ICE, IL1BC, P45
- (interleukin 1, beta,
convertase)
MGC138422,
12 Hs.502302 NM_001752 CAT Catalase MGC138424
13 Hs.690198 | NM_001791 cpcap | Celldivisioncycle 82 (GTP | p s 1o o5
binding protein, 25kDa)
Chromogranin A
14 Hs.150793 NM_001275 CHGA (parathyroid secretory CGA
protein 1)
15 Hs.172928 NM_000088 COL1Al1 Collagen, type |, alpha 1 Ol4
16 Hs.459759 NM_004380 CREBBP CREB binding protein CBP, KAT3A, RSTS
17 Hs.695 NM_000100 CSTB Cystatin B (stefin B)  |CST6, EPM1, PME, STFB
18 Hs.95120 NM_134268 CYGB Cytoglobin HGB, STAP
19 Hs.631844 | NM_001348 DAPK3 Death'aslficr’g:‘;e: Protein | ¢\ 136473, zIp, ZIPK
DCTN DYNAMITIN
20 Hs.289123 | NM_006400 DCTN2 Dynactin 2 (p50) ¢ SOI,RBPS 0 ’
Down-regulator of
21 Hs.348418 NM_001938 DR1 transcription 1, TBP-binding NC2, NC2-BETA
(negative cofactor 2)
22 Hs.195080 | NM_001397 ECE1 Endothelin converting ECE
- enzyme 1
CCS-3, CCS3, EE1AL,
EEF-1, EEF1A, EF-Tu,
23 Hs.520703 NM_001402 EEF1AL Eukaryotic translation EF1A, FLJ25721, GRAF-

elongation factor 1 alpha 1

1EF, HNGC:16303,
LENG7, MGC102687,
MGC131894,
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MGC16224, PTI1,

eEF1A-1
24 Hs.517145 NM_001428 ENO1 Enolase 1, (alpha) ENOlLl’x:Bl’ NNE,
25 Hs.517517 NM_001429 EP300 E1A binding protein p300 KAT3B, RSTS2, p300
. . ECYT4, HIF2A, HLF,
26 Hs.468410 | NM_001430 EPAS1 E”d°the'r'g't:iﬁsld°ma'” MOP2, PASD2,
P bHLHe73
. EP, MGC138142,
27 Hs.2303 NM_000799 EPO Erythropoietin MVCD2
PRP40 pre-mRNA processing ELBJF;_;;éSFB;;;;D;LﬁT;Z
28 Hs.643580 NM_017892 PRPF40A factor :é)rz\?irsr;ggg A(S. 10, HIP10, HYPA, NY-
REN-6, Prp40
Guanine nucleotide binding
29 Hs.654784 NM_002067 GNA11l |protein (G protein), alpha 11 GNA-11
(Gq class)
Glucose-6-ohosohate  [MMF» DKFZp686C13233,
30 Hs.466471 NM_000175 GPI isom:rasep GNPI, NLK, PGI, PHI, SA-
36, SA36
’ . GSHPX1, MGC14399,
31 Hs.76686 NM_000581 GPX1 Glutathione peroxidase 1 MGC88245
32 Hs.523443 NM_000518 HBB Hemoglobin, beta CD113t-C, beta-globin
i subunt (base et | F-Lelpha HIFL HIFL
33 Hs.597216 NM_001530 HIF1A P . by, o ALPHA, MOP1, PASDS,
- loop-helix transcription
bHLHe78
factor)
Hypoxia inducible factor 1, | DKFZp762F1811, FIH1,
34 Hs.>008Es N7 902 pIFLAN alpha subunit inhibitor FLI20615, FLI22027
Hypoxia inducible factor 3, | HIF-3A, IPAS, MOP7,
35 Hs.420830 NM_152794 HIF3A alpha subunit PASD7, bHLHe17
36 Hs.406266 NM_000189 HK2 Hexokinase 2 DKFZp68(:|I;(/IK12669, HKl,
37 Hs.517581 | NM_002133 Hmox1 |eme °Xyge"ise (decycling)l 5 1 Hsp32, bk286B10
. ESA1, HTATIP, HTATIP1,
38 Hs.528299 NM_006388 KAT5 K(lysine) acetyltransferase 5 PLIP. TIP, TIP60, CPLA2
DKFZp686N08236,
. FLJ94899, FLI97572,
39 Hs.277704 NM_006389 HYOU1 Hypoxia up-regulated 1 Grp170, HSP12A,
ORP150
Insulin-like growth factor 2 C11orf43, FLI22066,
40 Hs.523414 NM_000612 IGF2 (somatgomedin A) FLI44734, IGF-II,
PP9974
Insulin-like growth factor | AFBP, IBP1, IGF-BP25,
41 Hs.642938 NM_000596 IGFBP1 binding protein 1 PP12, hIGFBP-1
42 Hs.1722 NM_000575 IL1A Interleukin 1, alpha IL-1A, 'LllL' 1':'ALPHA'
a3 Hs.654458 NM 000600 L6 Interleukin 6 (interferon, |BSF2, HGF, HSF, IFNB2,
- beta 2) IL-6
Interleukin 6 signal CD130, CbwW130,
44 Hs.532082 NM_002184 IL6ST transducer (gp130, DKFZp564F053, GP130,
oncostatin M receptor) IL-6RB
IQ motif containing GTPase HUMORFAO1,
. 1 1 L .
45 Hs.43055 NM_003870 IQGAP activating protein 1 KIAAO051, SAR1, p195
46 Hs.708128 NM_003685 KHSRP KH-type splicing regulatory | FBP2, FUBP2, KSRP,
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protein

MGC99676

V-kit Hardy-Zuckerman 4

47 Hs.479754 NM_000222 KIT feline sarcoma viral C-Kit, CD117, PBT, SCFR
oncogene homolog
48 Hs.551506 NM_002299 LCT Lactase LAC, LPH, LPH1
49 Hs.194236 NM_000230 LEP Leptin FLJ94114, OB, OBS
50 Hs.356769 | NM_000528 | MANzp1 | Mannosidase, alpha, class LAMAN, MANB
- 2B, member 1
Molybdenum cofactor MGC9252, UBA4,
51 Hs.159410 NM_014484 MOCS3 synthesis 3 41914P20.3
52 Hs.73133 NM_005954 MT3 Metallothionein 3 GIF, GIFB, GRIF
V-myb myeloblastosis viral
53 Hs.179718 NM_002466 MYBL2 | oncogene homolog (avian)- B-MYB, BMYB,
) MGC15600
like 2
Nitric oxide synthase 2, HEP-NOS, INOS, NOS,
54 Hs.709191 NM_000625 NOS2 inducible NOS2A
55 Hs.495473 NM_017617 NOTCH1 Notch 1 TAN1, hN1
56 Hs.1832 NM_000905 NPY Neuropeptide Y PYY4
Nudix (nucleoside
57 Hs.493767 NM_001161 NUDT2 diphosphate linked moiety | APAH1, MGC10404
X)-type motif 2
Protein disulfide isomerase
58 Hs.66581 NM_006849 PDIA2 . PDA2, PDI, PDIP, PDIR
family A, member 2
Phosphoprotein enriched in HMATL, HUMMATIH,
59 Hs.517216 NM_003768 PEA15 phop MAT1, MAT1H, PEA-15,
- astrocytes 15
PED
Interaction protein for KIAA0403, PIP3-E, RP3-
60 Hs.146100 NM_015553 IPCEF1 .
> - cytohesin exchange factors 1 40219.2
61 Hs.77274 | NM_002658 PLAU Plasminogen activator, | 1 \;or RK u-PA
- urokinase
Procollagen-lysine, 2-
62 Hs.153357 NM_001084 PLOD3 oxoglutarate 5-dioxygenase LH3
3
Peroxisome proliferator- MGC2237, MGC2452,
63 Hs.103110 NM_005036 PPARA activated recpe tor aloha NR1C1, PPAR,
ptoralp PPARalpha, hPPAR
Protein phosphatase 2,
64 Hs.491440 | NM_001009552 PPP2CB catalytic subunit, beta PP2Abeta, PP2CB
isozyme
Protein kinase, AMP-
. ! . AMPK, AMPKa1,
65 Hs.43322 NM_006251 PRKAA1 activated, alpha' 1 catalytic MGC33776, MGC57364
subunit
Proteasome (prosome,
66 Hs.82793 NM_002795 PSMB3 macropain) subunit, beta HC10-1l, MGC4147
type, 3
67 Hs.591286 NM_002852 PTX3 Pentraxin 3, long TNFAIP5, TSG-14
68 Hs.654583 NM_000964 RARA Retinoic acid receptor, alpha NR1B1, RAR
69 Hs.652114 NM_000991 RPL28 Ribosomal protein L28 FLJ43307, L28
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70 Hs.265174 NM_000994 RPL32 Ribosomal protein L32 L32
LLREP3, MGC102851,
71 Hs.498569 NM_002952 RPS2 Ribosomal protein S2 MGC117344,
MGC117345, S2
72 Hs.546287 NM_001011 RPS7 Ribosomal protein S7 DBAS, S7
- AOS1, FLJ3091,
73 Hs.515500 | NM_005500 saep | SUMO1L 2ztt')‘;anti't"f enzyme | 15pC140, SUAL,
UBLE1A
Solute carrier family 2 DYT17, DYT18, GLUT,
74 Hs.473721 NM_006516 SLC2A1 (facilitated glucose GLUTL, GLUTLDS,
transporter), member 1 MGC141895,
porter), MGC141896, PED
Solute carrier family 2
75 Hs.380691 NM_001042 SLC2A4 (facilitated glucose GLUT4
transporter), member 4
Small nuclear RNPU1Z, RPU1,
76 Hs.467097 NM_003089 SNRNP70 ribonucleoprotein 70kDa |[SNRP70, Snp1, U1-70K,
(U1) U170K, U1AP, UIRNP
Spectrin, beta, non-
77 Hs.503178 NM_003128 SPTBN1 . ELF, SPTB2, betaSpll
erythrocytic 1
Sjogren
78 Hs.25723 NM_006396 SSSCA1 syndrome/scleroderma p27
autoantigen 1
. HSMT3, MGC117191,
79 Hs.380973 | NM_006937 SUMO2 SaMthr:;’I’Zprgs'(ssorczie”;i';x’)o SMT3B, SMT3H2,
g2 SUMO3, Smt3A
80 Hs.435609 NM_000360 TH Tyrosine hydroxylase DYT14, DYTSb, TYH
81 Hs.474783 | NM_003312 o7 |Thiosulfate sulfurtransferase| ). 5c79 pps
(rhodanese)
82 Hs.75318 NM_006000 TUBA4A Tubulin, alpha 4a FLI30169, H2-ALPHA,
TUBA1
Uncoupling protein 2
83 Hs.80658 NM_003355 ucpP2 (mitochondrial, proton  |BMIQ4, SLC25A8, UCPH
carrier)
84 Hs.73793 NM_003376 VEGEA Vascular endothelial growth| MGC70609, MVCD1,

factor A

VEGF, VPF
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EK4: Online veri analizinin asamalari

Baslangic sayfasi

IG ttp://p analysis sablosciences.com/per/al O

RT* Profiler PCR Array Data ... |

e=yror <] |

+ Upload data

New to RT2 Data Analaysis? Learn more by:

Taking a test run
o Playing 3 mowie guide (Flash)

o Attending 3 webinar
Notes:

1 lease note that you must complete all of your work with the

RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5

» Analysis setup » Plots & charts » Export data

i

Experiment Performed Using:

Standard RT? PCR Array

Custom RT? PCR Array

Single or Multi-Gene qPCR Assays

File: (Gont. [upoes ]
* File must be 3 MS Excel Sheet (in .XLS format, not .XLSX).

Fxcel Temnlates for Formattina vour Fxnerimental Data:

PCR Array katalog numarasi ile secimi (PAHS-032Z)

alysis sabiosciences.com/per/s

o

RT* Profiler PCR Array Dats ... [

r=yrey—~= |

w Upload data

New to RT? Data Analaysis? Learn more by:

¢ Iakingatestn
¢ Playing a movie guide (Flash)
o Attending 3 webinar

Notes:

1. Please note that you must complete all of your work with the

RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5

» Analysis setup » Plots & charts » Export data

Experiment Performed Using:

Select Cataloged PCR Array: e
PAHS026 -
PAHS-0262
Note: The RT? Profiler PCR ArripAHS 027 __aded to Version 4.0 on

May 25, 2012. The Version {PAHS027Z ~ "2 to their pathway
numbers. Therefore, 3 Versiof bas oo, ; the following number
e erefore, a Versiolpays.0282 i) %

the following number

uman, MM , RN
| The letters ,0,E,
pnored, they represent

9 Standard RT2? PCR Array

PAHS.
denotes th PAHS030Z

F, H, G, R) that follow th PAHS031
, G, R) that follow t e SOz

the plate format.
Custom RT? PCR Array

Single or Multi-Gene qPCR Assays

File: Gozat. [
* File must be a MS Excel Sheet (in .XLS format, not .XLSX).

Fxcel Temnlates for Formattina vour Fxnerimental Data: PAHS-033Y =




87

Verilerin oldugu MS Excel .xls uzantil dosyanin yiklenmesi

RT* Profiler PCR Array Dats .. X ||

Select Cataloged PCR Array: PAHS032Z - -

Note: The RT= Profiler PCR Array System was upgraded to Version 4.0 on
May 25, 2012. The Version 4.0 arrays added a "Z" to their pathway
numbers. Therefore, a Version 3.0 PCR Array has the folloy

wmb
9 Standard RT? PCR Array ng number

PAXX-# ile a Version 4.0 PCR Array has the following number
PAXX HS = Human, MM = Mouse, RN
- Rat, # denotes the pathway/gene list. The letters (A, C, D, E,
F, H, G, R) that follow the 222 or the "Z" can be ignored, they represent

the plate format.

Custom RT2 PCR Array
New to RT? Data Analaysis? Learn more by:

Single or Multi-Gene qPCR Assays

o Taking a test un B
* Playing a movie guide (Flash)
o Attendi nar
File: E\EwePCR data\Datahipoksamaye (Gars.l) [__Uposd |
Notes: * File must be a MS Excel Sheet (in .XLS format, not .XLSX)

1. Please note that you must complete all of your work with the

PCR Array Data Analysis Web Portal in the same session. Your ~ EX€el for Formatting your ' Data:
data is not stored on a server, so all work is lost once the
session (or your web brow s dosed. Be sure to export all PCR Ar
processed data and results to an Excel file saved on your local
computer Custom PCR Array
2. Please set your screen resolution to 1024 X 768 or greater,
if possible Single/Multi-Gene Assays

3. Tum off any window pop-up blocke The software will launch
separate windows for viewing the plots and charts.

For Custom PCR Arrays - Data Analysis Patches

Gruplarin secilip glincellenmesi

Ia pi//per sis sabisciences.com b O~ B G x_]l-}:- RT® Profiles PCR Array Data ... l |
RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5
Basic Setup Data QC Select Housekeeping Genes Data Overview
[ Update ] [ Undo M Chenges | ortalama primer ortalama metas
Position Gene Symbol Control Gene Growp 1 - Group 1 -
4D1 ADM 19.4? 18.64
402 ADORAZB e St 23.39 25.27
AD3 ALDOA 21.21 22.11
AD4 ANGPTLY 26.18 22.79
ADS AMKRD37 18.00 17.89
ADG ANXAZ 23.23 20.05
407 APEX] 18.86 19.59
AD8 ARNT 21.45 18.34
ADD ATR 22.48 22.36
410 BHLHEAD 29.80 20.78
a11 BLM 22.30 20.57
AlZ BNIFZ 20,60 20.79
BO1 BNIP3L 17.52 17.74
. B0z BTG1 _ 28.48 068 T
L _______________________________________________________________________________________________
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Gruplardaki kullanilan cDNA sentez kitinin ve Rotor-Gene Q cihazinda yapilmissa ikinci

segenegin secilmesi ve glincellenmesi

IG ¥ hitp//perdatasnalysis sabiosciences.com/per/s O ~ B & XV"-:-:- RY* Profiler PCR Array Data .. % [}

RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5

» Upload data v Analysis setup » Plots & charts » Export data

Basic Setup Data QC Select Housekeeping Genes Data Overview

Select Group: Cortrel Gowp ~ [ Updte |
Standard RT? cONA Synthesis Kit used
Standard RT? cONA Synthesis Kit used with RT? Arrays Porformed on Rotor-Gene Q V.

RT2 PraAMP cONA Synthesis Kit used with fresh/frozen samples*

RT? PreAMP cONA Synthesis Kit used with fixed samples (FFPE)*

Quality Checks Performed

Test Performed ortalama primer
1. PCR Array Reproducibility
2. RT Efficiency

3. Genomic DNA Contamination Pass

o Remember to check each experimental group
o 1f Inquiry’ is displayed then see the Troubleshooting Guide of the PCR Array User Manual/Handbook or Contact Technical Support at 888-503-3187

“Housekeeping” genlerinin segilip normalizasyonun gerceklestirilmesi (Rotor-Gene Q

cihazinda calisiimissa cut-off Ct degeri 33 olarak segilir.)

sis.sabiosciences.com/ per

p-Bex |I}' RT Profiles PCR Array Data .. ||

e e e e e T [ P T i -
Basic Setup Data QC  Select Housekeeping Genes Data Overview

ilable for ing/Internal Control/ Normalization Gene Selection

Choose your preferred method of analysis: Auomatic Selection from Ful Plate =

Automatic Selection from Full Plate [ Pefom Nomaizabon

This method automatically selects an optimal set of internal control / housekeeping / normakzation genes for the analysis from the full plate on the PCR Array. The software measures
and identifies the genes with the most stable expression via a non-normalized calculation. The C, values for these genes are then geometrically averaged and us for the 2aC,

calculations.

Control Group Group 1
Position Gene Symbaol
ortalama primer ortalama metas

A10 BHLHE40 29.80 20.7]"
D09 LGALS3 18.45 18.3
D10 LOX 20.84 20.8
EO2 MMPG 18.80 18.8
FO6 23 PGAM1 17.64 17.6)

30
HO5 N RPLPO 12.33 12.3]

2

El Geometric Mean 18.99 19.0

X

35 Avg. of Geometric Mean 18.99 19.

3%

a7

38

kL

40

Set Ct Cut-off*: 35 = “Note: For RT* Arrays performed on Rotor-Gene @, the recommended C, Cut-off is 33.
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perdataanalysis sablosciences.com/pcr/sn © = B G X || ¥+ RY* Profiler PCR Array Dt . bl
RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5
Position Gene Symbol AVEASS 23580 Eold Change p-value
Group 1 Control Group Group 1 Control Group | Group 1/Control Comments P Value
A01 ADM -0.36 0.48 1.279648 0.716147 1.79 OKAY N/A
A02 ADORA2B 6.27 4.40 0.012920 0.047476 0.27 OKAY N/A
A03 ALDOA 3.1 2.23 0.115483 0.213651 OKAY N/A
A04 ANGPTL4 3.79 7.20 0.072080 0.006817 OKAY N/A
A0S ANKRD37 -1.11 -0.99 2.152102 1.990772 1.08 OKAY N/A
A06 ANXA2 1.05 4.25 0.481546 0.052677 0.14 OKAY N/A
207 APEX1 -0.12 0.662387 1.089245 0.61 OKAY N/A
A08 ARNT 2.48 1.580901 0.179658 8.80 OKAY N/A
A09 ATR 3.49 0.097446 0.089209 1.09 OKAY N/A
A10 BHLHE40 10.82 0.000567 0.000554 1.02 OKAY N/A
A1l BLM 332 0.336983 0.100365 3.36 OKAY N/A
A12 BNIP3 1.61 0.289322 0.327219 0.88 OKAY N/A
801 BNIP3L -1.47 2.387907 2.767011 0.86 OKAY N/A
802 81G1 9.50 0.000302 0.001384 0.22 A N/A
803 cA9 8.67 0.000272 0.002452 0.11 A N/A
B804 CCNG2 474 0.029477 0.037378 0.79 OKAY N/A
805 CoPSS -0.90 6.301724 1.863905 3.38 OKAY N/A
806 CTsA 4.42 0.496803 0.046822 10.61 OKAY N/A
807 0oDIT4 1.98 0.188907 0.253196 0.75 OKAY N/A
808 DNAICS 0.12 0.628832 0919122 0.68 OKAY N/A
809 EDN1 1.19 0.366211 0.437795 0.84 OKAY N/A
RI1N FGINT 115 N .NS93ARS NASI16RA niz NKAY. N2
« W

i

10.57

9.14
-1.64
8.80

1.09

taanslysis sabiosciences.com/per/s O ~ B € xh Y Profiler PCR Array Data .. X ||

RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5

» Upload data » Analysis setup v Plots & charts

Select a Plot or Chart Icon below to launch a separate window.

Notes:

1. Before launching a plot or chart, please upload your readout data or take
atest run.
2. Please disable any Pop-Up Window Blockers in your web browser.
3. To save the figure:
a. Using Windows: Right-click on the figure and save the
image/picture
b. Using OS X: Hold down the Control key & Click and save the
image/picture

Scatter Plot

The volcano plot helps quickly identify significant
gene expression changes. The volcano plot
displays statistical significance versus fold-
< change on the y- and x-axes, respectively. The
volcano plot combines a p-value statistical test

E Sut e with __tha _fald

ranulatinn__channa _anahlinn

The scatter plot compares the normalized
expression of every gene on the array between
two groups by plotting them against one another
to quickly wvisualize large gene expression
changes. The central line indicates unchanged
gene expression, Set the boundary (fold
regulation cut-off) and the experimental groups
to compare. Then, export the lists of genes
whose expression changes are greater than the

selected boundary.

The  clustergram performs  non-supervised
hierarchical clustenng of the entire dataset to
display a heat map with dendrograms indicating
co-regulated genes across groups or individual

samples.
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& image,php - Windows Live Fotod{ (3 RT* Profiler PCR Array Data Analysis - Windaws Intemet Explorer =
. Dizenle, yerlegtirin veya payld | - Valysis sabiosciences.com. B
¥ Axis: Group 1 - X Axis: Control Goup ~ Boundary: 4 Dot Symbol: o ~ Update | Export Data
Group 1 vs. Control Group
Control =
Pas Symbol Group 1
o Group
183 8 ¥ AD4 ANGPTL4  0.072080 0.006817
° ) ADE ANXAZ 0.481546 0052677
@ © 7] ADS ARNT 1580901  0.179658
¥ B06 CTSA 0.496803  0.046822 [
083 0 5. ©
Ly 7] E04 NAMPT 054816  0.003350
t'?'o‘b ] ¥ Fo1 PER1 0.000237 0000046
- a
5 % ®o ¥ B0z BTG1 0.000302  0.001384
Z-0a7+
H @ pro ¥ B03 CA9 0.000272  0.002452
\ 00 ©,°
H X o 4] B10 EGLN1 0.059365  0.451666
- [ & n0a| HHESA .
= 00 000 ¥ Dos HNF4A 0.000085  0.001256
5"”' o ° o ©° 4| oos IER3 0.000205  0.002296
- o g’ IGFBF3  0.007736  0.315376
= [+
M. .| 7 03067
3 e o MG 0.001875  0.030678
-2.07 7] D11 MAP3K1  0.000042  0.001563
¥ E01 MIF 0.000032  0.000280
-]
7] E06 NDRG1 0.000299  0.002320
¥ E07 NFKB1 0.027984  0.159688

o

L]

Notes:

a test run.
3. To save the figure:
image/picture

image/picture

1. Before launching a plot or chart, please upload your readout data or take
2. Please disable any Pop-Up Window Blockers in your web browser.
a. Using Windows: Right-click on the figure and save the

b. Using OS X: Hold down the Control key & Click and save the

The volcano plot helps quickly identify significant
gene expression changes. The volcano plot
fold-
change on the y- and x-axes, respectively. The

displays statistical significance versus

RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5

» Upload data » Analysis setup v Plots & charts

Select a Plot or Chart Icon below to launch a separate window.

Scatter Plot

The scatter plot compares the normalized

expression of every gene on the array between

two groups by plotting them against one another

to quickly wvisualize large gene expression
changes. The central line indicates unchanged
gene expression, Set the boundary (fold

regulation cut-off) and the experimental groups
to compare. Then, export the lists of genes
whose expression changes are greater than the
selected boundary.

The clustergram performs non-supervised
hierarchical clustenng of the entire dataset to
display a heat map with dendrograms indicating

co-regulated genes across groups or individual

dosyasini agmak ya de

Ag Kaydet ~




EK5: 1 Saatlik Hipoksi Sonrasi Hipoksi ile iliskili Genlerin Fold Change Cubuk Grafigi
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Fold Change

15
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HADM

mBNIP3L
EIF4EBP1
HIF3A
MIF

W PER1

HRUVBL2

Hipoksi 1. saat

mADORAZB m ALDOA ANGPTL4 m ANKRD37 mANXA2

BTG1 CA9 CCNG2 mCOPS5 mCTSA
ENO1 EPO ERO1L  mF10 F3
HK2 HMOX1 HNF4A  ®mIER3 IGFBP3
MMP9 MXI1 NAMPT NCOAL NDRG1

EPFKFB3 W PFKFB4 W PFKL W PFKP HPGAM1
B SERPINE1 mSLC16A3 MSLC2A1  MESLC2A3  MTRRC

W APEX1
mDDIT4
W FOS
mIMID6
B NFKB1
W PGF
TP53

HARNT
mDNAICS
EGBE1
B LDHA
B NOS3
PGK1
TPI1

EATR

mEDN1

EGPI

B LGALS3

mOoDC1
PIM1
TXNIP

Primer

HBHLHE40 mBLM m BNIP3
BMEGLN1 mEGLN2 mEGR1
EGYS1 mHIF1A W HIF1AN
HLOX B MAP3K1 m MET
PAHA1  ®P4HB H PDK1
PKM2 N PLAU M RBPJ
USF2 B VDAC1 VEGFA




Ek6: 4 Saatlik Hipoksi Sonrasi Hipoksi ile iliskili Genlerin Fold Change Cubuk Grafigi
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Fold Change
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Hipoksi 4. saat

HADM B ADORAZB m ALDOA ANGPTL4 mANKRD37 m ANXA2

BNIP3L BTG1 CA9 CCNG2  mCOPS5
EIF4EBP1 W ENO1 EPO ERO1L F10
HIF3A HK2 HMOX1 HNF4A  mIER3
MIF MMP9 MXI1 NAMPT NCOAL

W PER1 EmPFKFB3 M®PFKFB4 WPFKL W PFKP
ERUVBL2 MSERPINE1 ESLC16A3 MSLC2A1  ESLC2A3

CTSA

F3

IGFBP3

NDRG1
H PGAM1
B TFRC

W APEX1

H DDIT4

W FOS

m IMID6

mNFKB1
PGF
TP53

B ARNT
B DNAJCS
W GBE1
H LDHA
mNOS3
PGK1
TPI1

B ATR

EEDN1

mGPI

W LGALS3
oDC1
PIM1
TXNIP

Primer

HBHLHE40 mMBLM

BEGLN1

WGYS1

mLOX
PAHAL
PKM2
USF2

BMEGLN2
EHIF1A
| MAP3K1
m P4HB
mPLAU
VDAC1

EEBNIP3

BEGR1

B HIF1AN

umMET

m PDK1
RBPJ
VEGFA
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Fold Change
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Hipoksi 8. saat Primer

B ADM EADORA2B MALDOA WANGPTL4 MANKRD37 MANXA2 MAPEXI MWARNT  MATR EBHLHE40 mBLM mBNIP3
EBNIP3L mBTG1 CA9 CCNG2 mCOPS5 mCTSA  mDDIT4 mDNAICS MEDN1I  MEGLN1 MEGLN2 MEGR1

EIF4EBP1 mENO1 EPO EROIL  mF10 F3 mFOS mGBEL  mGPI mGYS1  mHFIA  mHIF1AN

HIF3A HK2 HMOX1 = HNF4A mIER3 IGFBP3 mJMID6 mWLDHA  mLGALS3 mLOX mMAP3K1 mMET

MIF MMP9 MXI1 NAMPT mNCOA1 NDRG1 MNFKB1 ®mNOS3  mODC1 PAHA1 ®P4HB  mPDK1
WPER1  WPFKFB3 MPFKFB4 mPFKL mPFKP mPGAM1 ™ PGF ® PGK1 PIM1 PKM2 ®WPLAU  ®RBPJ

EMRUVBL2Z MSERPINE1 WSLC16A3 MSLC2A1  MSLC2ZA3  ETFERC TP53 TPI1 TXNIP USF2 B VDACL VEGFA




Ek 8: Metastatik Melanom Hiicre Hatlarinda Hipoksi ile iliskili Genlerin Fold Change Cubuk Grafigi

Fold Change
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Metastatik Primer

= ADM mADORA2B mMALDOA ®ANGPTL4 MANKRD37 MANXA2 MAPEXI MWARNT  MATR mBHLHE40 mBLM mBNIP3
®mBNIP3L ®BTG1 CA9 CCNG2 ®COPS5 ®m(CTSA  mDDIT4 ®WDNAICS MEDN1  ®EGLN1 MEGLN2 MEGR1
EIF4EBP1 mENO1 EPO EROIL  WF10 F3 mFOS EmGBEL  mGPI EGYS1  EHFIA  EHIFIAN
HIF3A HK2 HMOX1 =HNF4A WIER3 IGFBP3 mJMID6 WLDHA  MLGALS3 mLOX B MAP3K1 WMET
MIF MMP9 MXI1 NAMPT mNCOA1 NDRG1 mNFKB1 mNOS3  mODC1 PAHA1 mP4HB  mPDK1
mPER1  mPFKFB3 mPFKFB4 mPFKL m PFKP mPGAM1 m PGF m PGK1 PIM1 PKM2 mPLAU  mRBPJ

ERUVBL2 MSERPINE1 mSLC16A3 mSLC2A1 WSLC2A3 MW TFRC TP53 TPI1 TXNIP USF2 mVDACL VEGFA







