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OZET

Malign melanom melanositlerin malign transformasyonu sonucu gelisen
neoplazidir. Ultraviole 1sinlara maruziyet sonucunda genetik mutasyonlarin birikimi
onkogenleri aktive eder, timor siipresor genleri etkisiz hale getirir ve DNA onarimint
bozar. Bu siire¢ melanositlerin kontrolsiiz proliferasyonuna ve nihayetinde malign
melanoma yol agar. Malign melanomda primer tiimoriin lokalizasyonu, derinligi, lokal

veya uzak metastazlarin varlig1 prognozu etkiler.

Malign melanom insidans1 10-20 yilda iki katina (yilda yaklasik %3-7 artis)
cikmast beklenen oOnemli bir halk sagligi sorunudur. Malign melanomda risk
faktorlerinin etki mekanizmalarin1 anlamak hastaligin karsisina gecilmesinde biiyiik
onem arz edecektir. Giiniimiizde melanoma, genetik yatkinlik ve c¢evresel maruziyet

arasindaki etkilesimden kaynaklanan ¢ok faktorlii bir hastalik olarak kabul edilmektedir.

Hiicre sikliisiiniin tiim asamalar1 siipressor genler ve onkogenler ve diger bir
takim kontrol mekanizmalarinin denetimi altindadir. Kontrol mekanizmalarinda olan ve
onarilmayan mutasyonlar kontrolsiiz hiicre bdliinmesi- kanserle sonuglanir. Cilt
kanserlerinde en sik p53 mutasyonuna rastlanir. ING proteinlerinin  p53  etki
mekanizmasi i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir. ING gen ailesinin bugiine kadar 5
bireyi tanimlanmistir. ING proteinleri apoptozu destekleme, DNA hasarinin onarilmasi,
hiicresel yaslanmay1 kontrol etme, hiicre proliferasyonu iizerinde negatif etki, kromatin
yapinin yeniden diizenlenmesi, hormon yanit1 kontrolii, NF-kB ve hipoksi iliskili
neoplazi yolaklarinda goérev alirlar. ING2 hiicre dongilisii G1-fazda tutulmasini ve
apoptozisi artirdigini gostermistir. Bundan bagka ING2 ya niikleotid eksizyon onarimini
giiclendirerek yada melanom hiicrelerinde UV kaynakli apaptozu tesvik ederek UV

1sinlarina karsi hiicresel stres yanitinda 6nemli rol oynar.

Daha 6nce yapilmis bir ¢alismada malign melanom tanisi almig hastalarda ING2
ekspresyonlarinin tiimorlii dokularda azaldigi gosterilmis ve ING2’nin malign melanom

icin timor supresor gen olabilecegi belirtilmistir.

Bu ¢alismada malign melanom tanis1 almis 21 hastanin tiimorli ve saglam deri
dokularina, metastatik ve saglam lenf nodlarina ait parafin bloklardan alinan 84 doku

orneginde ING2 mRNA seviyeleri olgiildii. Tiimor ve saglam deri dokular arasindaki



farka bakildi. Daha onceki ¢alismalara benzer sekilde ING2 gen ekspresyonunun timor
hiicrelerinde azaldigi goriildii. Saglam ve metastatik lenf nodlar1 arasinda anlamli bir
fark bulunmadi. Bundan bagka saglam ve metastatik lenf nodlarindaki ING2 ekspresyon
farki ile primer tiimoriin Breslow kalinlig1 arasindaki iligkiye bakildi. Ancak istatistiksel

olarak anlamli sonug¢ bulunmadi.

Bu c¢aligma ile ING2 geninin tiimdr siipressor gen olmasi konusunda diger
calismalar desteklensede, primer tiimor kalinlig1 ve metastatik lenf nodunda ekspresyon

farki arasinda herhangi bir korelasyonun olmadigini ortaya konuldu.



ABSTRACT

The malignant transformation of melanocytes results in the formation of
malignant melanoma. UV energy causes genetic mutations that activate oncogenes and
deactivate tumor suppressor genes, resulting in problems in DNA repair. As a result,
melanocytes proliferate without control and melanocytic neoplasias occur. The
prognosis of malignant melanoma is determined by tumour localization, invasion depth,

local and distant metastases.

The incidence of malignant melanoma is expected to increase two-fold by 10-20
years, which is a 3-7% increase each year. Thus it is a major public health problem. It is
important to understand the melanoma risk factors in order to prevent the disease.
Melanoma is accepted as a multifactorial disease: both genetic predisposition and

enviromental factors are important risk factors.

The cell cycle is controlled by tumor supressor genes and oncogenes. The
mutations in these genes result in uncontrolled cell proliferation and thus cancer if left
unrepaired. The most common mutation in skin cancer pathogenesis is the mutation of
p53 gene. ING proteins are thought to be crucial in the role of p53. Up to now, five
members of the ING protein family have been determined. These proteins have roles in
DNA repair, control of cell aging, witholding cell proliferation, re-arrangement if
chromatin, control of hormonal responses, NFKb and hypoxia associated neoplasia
pathways. ING2 stops the cell cycle at the G1 phase and induces apoptosis.
Furthermore, ING2 induces either nucleotide excision repair or the UV mediated
apoptosis in melanoma cells, and thus has an important role in the cellular stress

response against the UV energy.

A previous study has showed that ING2 expression is decreased in melanoma
cells and thus can be a tumor supressor gene in the pathogenesis of malignant

melanoma.

In this study the ING2 mRNA levels were evaluated of the 84 parafin blocks
obtained from the tumoral, metastatic, lymph nodes and healthy tissue specimens of 21
patients. The difference between the tumoral and healthy tissues was determined.

Parallel to the previous studies, it was concluded that the ING2 expression was

Xi



decreased in the tumoral tissues. No difference was found between healthy and
metastatic lymph nodes. In addition to these, the relationship between the breslow
thickness and ING2 expression of metastatic and healthy lymph nodes was found to be

statistically insignificant.

Although this study supports the previous work on ING2 being a
tumorsuppressor gene in melanoma pathogenesis, a relationship between the breslow

thickness and the metastatic lymph node ING2 expression was not found.

xii



1.GIRIS

Malign melanom, normal melanositlerin farkli faktorlerin etkisinden malign
transformasyonu sonucunda olusan deri kanseridir. Melanositler erken fetal donemde
noral krestten koken alarak epidermis, meninkslere, uveal bdlgeye, ektodermal

mukozaya goc etse de malign melanom daha siklikla ciltde goriilmektedir.

2017 senesinde A.B.D’de 87,110 hastaya malign melanom tanis1 konulmus ve
9730 hasta bu sebepten hayatin1 kaybetmistir (1). Malign melanom insidansi dramatik
olarak artmaktadir. 2002 senesinden 2006 senesine kadar erkekler i¢in %33, kadinlar
icin %23 artis gézlenmistir (2).

Malign melanomun risk faktorleri arasinda fenotipik faktorler (mavi gozler,
sarigin veya kirmizi sag, agik ten, giines hassasiyeti, bronzlasamama), malign melanom
Oykiisii, displastik neviis mevcudiyeti, pozitif aile hikayesi ve nadirende olsa genetik
mutasyonlar bulunur (3-6). Genetik faktorlere ek olarak fazla giinese maruz kalma ve

UV bazli suni bronzlagma gibi ¢evresel faktdrler melanom gelismesine neden olabilir

(7).

Primer malign melanom non-metastatik radial faz ve dermise invaze olarak
metastaz kapasitesi kazanan vertikal fazlardan olugmaktadir (8). Malign melanomun
kesin tanisi histopatolojin inceleme ile konulur. Hastalarin biiyiik bir kismi erken tani
konulduktan sonra basit cerrahi miidaheleler ile tedavi edilebilse de, uzak metastaz
gelisen hastalarin %50’si tan1 konulduktan 6 ay igerisinde hayatlarin1 kaybediyorlar (9).
Tiumorlin histopatolojik ozellikleri, lokalizasyonu, c¢api, hastanin 6zge¢mis, klinigi,

prekanserdz durumlarin varligi, hastaligin prognozunun etkiler.

Malign melanom i¢in kabul gérmiis en giincel evreleme American Joint

Committe of Cancer (AJCC)’nin 2016 yilinda yaptigi TNM evrelemesidir.

Malign  melanomun primer tedavisi cerrahi eksizyondur. Melanom,
konvansiyonel radyo veya kemoterapiye karsi olduk¢a direnglidir. Melanom tedavisi
i¢in tek FDA onayli ilag olan Dacarbazine (DTIC) yanit oran1 sadece %16’dir (10). Bu
nedenle, yeni tedavi rejimlerinin tasarlanmasi i¢in melanom progresyonunun ve

kemorezistansinin daha iyi anlagilmasi istenir. Malign melanomun baglangict ve



gelisiminde molekiiler etkilerin ortaya konulmasi malignitenin 6nlenmesi ve tedavisine

yardimc1 olacaktir.

Hiicre sikliistiniin tiim asamalar1 bir takim kontrol mekanizmalarmin denetimi
altindadir. Bu mekanizmalar arasinda tiimor siipressor genler ve onkogenler baslica role
sahiptir. Kontrol mekanizmalarinda olan ve onarilmayan mutasyonlar kontrolsiiz hiicre
boliinmesi- kanserle sonuglanir. Cilt kanserlerinde en sik pS3 mutasyonuna rastlanir
(11). DNA hasarin1 apaptozise baglayan merkezi bir sensor olan p53, birgok tiimor
tipinde timor baskilanmasinda ve kemosensitivitesinde onemli rol oynar. Bununla
birlikte, mutasyon analizi p53 geninin melanomlarin sadece yaklagik % 11’inde
degistigini ortaya koymaktadir (12). P53’tin diisik mutasyon orani, diger timor
supressor  genlerin  melanom  patogenezinde Onemli rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir (13).

ING proteinlerinin p53 etki mekanizmasi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
Literatiirde ING proteinlerinin pS3’ten bagimsiz ¢alistig1 yoniinde yaymlar vardir (14).
ING gen ailesinin bugiine kadar 5 bireyi tanimlanmistir ve 5 ayr1 kromozomlarda
yerlesmektedir. ING proteinleri apoptozu destekleme, DNA hasarinin onarilmasi,
hiicresel yaslanmay1 kontrol etme, hiicre proliferasyonu iizerinde negatif etki, kromatin
yapmin yeniden diizenlenmesi, hormon yaniti kontrolii, NF-kB ve hipoksi iliskili

neoplazi yolaklarinda gorev alirlar (15).

Onceki ¢aligmalar kolorektal karsinomda ING2'nin p53 ile isbirligi yaparak
hiicre dongiisii G1-fazda tutulmasini ve apoptozisi artirdigini gostermistir. ING2 p300
ile birlikte p53 asetilasyonu yoluyla replikatif yaslanmayr ve PHD alanindan
fosfoinositidle (PtdInsPs) etkileserek DNA hasarma karsi nuklear cevabi diizenledigi
bildirilmistir. Bundan baska ING2 ya nukleotid eksizyon onarimini giiglendirerek yada
melanom hiicrelerinde UV kaynakli apaptozu tesvik ederek UV 1sinlarina kars: hiicresel

stres yanitinda énemli rol oynar (16).



2.GENEL BILGILER

2.1 DERI KANSERLERI

Deri kanserleri ABD’de en yaygin kanser tiiriidiir. Bunlarm biiyiik ¢ogunlugu
melanom dis1 deri kanserlerdir. Melanom disi1 deri kanserleri keratinize epitelial
hiicrelerden kaynaklanir. Bu kanserler bazal hiicreli karsinom (BCC) ve skuamoz
hiicreli karsinomdur (SCC). Tiim malign deri tiimoérlerinin %75’sini BCC olustururken
SCC i¢in bu oran yaklasik %20’dir (17). Malign melanom tiim deri kanserlerinini %4
kismint olstursada, deri kanserlerinden o6liimlerin %77’sinden sorumludur (18).
Melanom dis1 deri kanserlerinden olan Kaposi sarkomu, Merkel hiicreli tiimor,

dermatofibrosarkoma protuberans, sebase karsinom daha nadir goriilmektedir.
2.1.1 MALIGN MELANOM
2.1.1.1 TANIM

Malign melanom melanositlerin malign transformasyonu sonucu gelisen
neoplazidir. Melanositler epidermisin bazal tabakasinda bulunur. Ultraviole 1sinlara
maruziyet sonucunda genetik mutasyonlarin akkumulasyonu onkojenleri aktive eder,
timor siipresor genleri etkisiz hale getirir ve DNA onarimimi bozar. Bu siireg
melanositlerin kontrolsiiz proliferasyonuna ve nihayetinde malign melanoma yol agar.
Malign melanomda primer tiimoriin lokalizasyonu, derinligi, lokal veya wuzak

metastazlarin varlig1 prognozu etkiler.
2.1.1.2 INSIDANS VE EPIDEMIOLOJI

21. yiizyilin basinda malign melanom potensiyel Oliimciil malignite olarak
kalmaktadir. Birgok tiimoriin insidansinda zamanla azalma gozlensede, malign
melanomun insidansi giderek artmaktadir (19,20). Cogu hastada lokalize hastalik primer
tiimoriin cerrahi eksizyonuyla tedavi edilmesine ragmen metastaz gelismektedir. Malign
melanom acik tenli popiilasyonda daha sik goriilen kanserdir. 100 sene Once nadir
rastlanan hastalik olsada suanda ortalama yasam boyu risk 50°de 1’e ulagmistir. 1973’te
ABD’de melanomu insidans orani 100.000'de 6,8 iken, 2003'ten 2007'ye kadar bu oran
100.000°de 20,1'e yiikseldigi goriilmiistiir. Solid tiimorlerin aksine malign melanom



daha c¢ok geng yaslarda goriiliir. 25 yastan 50 yasa kadar goriilme insidansi yasa gore

dogrusal olarak artsada, sonrasinda rast gelme orani azalma egilimindedir (19).

Baz1 calismalarda cinsiyete gore melanom insidanst ile ilgili olarak farkl
sonuglar olsada genel kaide erkeklerde daha sik rastlanmasi yoniindedir (21). Kiitan6z
malign melanom beyaz derili popiilasyonda siyah deriliye gore 10 defa daha fazla risk
tasimaktadir. Beyaz ve Afrika Amerikan popiilasyonda plantar malign melanom
goriilme olasilig1 esit olsada, non-kiitanéz malign melanom (6rnegin: mukozal malign
melanom) siyah derili polulasyonda daha sik rastlanmaktadir (22). Bas ve boyun
bolgesinden kaynaklanan mukozal malign melanoma nadir goriilen bir durumdur, fakat

kutan6z melanoma gore daha agresif seyrettigi bildirilmistir (23).
2.1.1.3 RiSK FAKTORLERI

Malign melanom insidanst 10-20 yilda iki katina(yilda yaklagik %3-7 artis)
¢ikmasi beklenen Onemli bir halk sagligi sorunudur (24). Malign melanomda risk
faktorlerinin etki mekanizmalarin1 anlamak hastaligin karsisina gegilmesinde biiyiik
onem arz edecektir. Gilinlimiizde melanoma, genetik yatkinlik ve c¢evresel maruziyet
arasindaki etkilesimden kaynaklanan ¢ok faktorli bir hastalik olarak kabul edilmektedir
(19).

Tablo 1: Malign melanom igin risk faktorleri 6zeti (21).

YUKSEK KANIT ZAYIF KANIT YETERSIZ KANIT
VEYA RiSK YOK
Cevresel ve hayat tarzi | Bronzlagma yatagi Eksojen hormonlar
faktorleri
Giines maruziyeti Obezite Alkol, sigara
Cografi yerlesim Endiistriyel meslek Kahve, Vitamin A ve E
Neviis sayisi Cilt kanseri oykiisii Gebelik
Melanom aile dykiisii Yiiksek sosyoekonomik
durum
Immunsiipresyon Kahverengi sa¢
Gilines hassasiyeti veya | Erkek cinsiyet
bronzlasamamak
Mavi veya yesil goz rengi, | Endojen hormonlar (menars
sar1 veya kizil sag rengi yast)




1.Ultraviyole radyasyona maruziyet: UVR, goriiniir 1siktan daha kisa fakat X-
1sinlarindan daha uzun olan 100400 nm araligindaki dalga boylarinda elektromanyetik
radyasyonudur. UVR’nin kaynagi giines 1s181dir. UV bandi biolojik etkileri farki A
(320-400nm), B (280-320nm), C (100-280nm) olmak tizere {i¢ spektrumdan

olusmustur.
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Sekil 1: Ultraviyole Isigin Dalga Boylar:.

UVC'nin antiseptik 6zellikleri iyi bilinmesine ragmen, giines 15181mnin UVC dalga
boylarinin ozon tabakasi tarafindan etkili bir sekilde bloke edilmesi bilinmektedir.
Bununla birlikte, memeli sistemlerinde mutagenez analizleri genellikle tim UV dalga
boylarinin DNA'da benzer mutasyonlar olusturdugu fikrini desteklemektedir (24).
Gilines 1518 UVA ve UVB dalga boylari, cildin farkli katmanlarindaki hiicreler
tarafindan absorbe edilebildigi i¢in, UVA ve UVB'nin insan sagligiyla daha ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Giines 15181 %90-95 UVA igerir ve insan derisinin dermal tabakasina

ulasabilir. UVB sadece epidermal tabakasindaki hiicreleri etkiler.

UVR etkisinden olusan bir takim iriinler (cyclobutane pyrimidine dimers
(CPDs), pyrimidine (6-4) pyrimidone photoproducts (6-4)PPs, Dewar isomerleri)
olusturmakla direkt DNA hasar1 yapar. Bundan baska UVR DNA onarim proteinlerini

etkileyerek kanserogenezde rol aldigi ileri siiriillmektedir (25).

2. PUVA tedavisi: Solar UV disinda psoriazis ve vitiligo tedavisinde kullanilan
Psoralen Ultra Violet A (PUVA)’nin da malign melanom i¢in risk faktorii oldugu
bildirilmistir (26). 250 ve daha fazla PUVA tedavisi goren hastada 5 kat daha fazla risk
olusmaktadir (27).



3. Fenotipik o6zellikler: Fenotip, malign melanomun gelisimi i¢in bir risk
faktorii olarak bagimsiz olarak onemlidir. Ag¢ik sa¢ rengi, agik g6z rengi ve agik ten
rengi olan insanlarin daha fazla risk tagidigi bildirilmistir. Kizil sa¢ ve acik ten rengiyle
iliskilendirilmis Melanocortin-1 reseptér geninin malign melanomla iliskili oldugu

bildirilmistir (28). Fenotipik 6zellikler genellikle “cilt tipi” basligi altinda yer alir.

Tablo 2: Fitzpatrick siniflamast.

DERI FOTOTIPLERININ SINIFLAMASI ( Fitzpatrick )

Koruyucusuz 30 dk. Giines maruziyetine Fenotipik ozellikler
reaksiyon
l Her zaman yanarlar, asla bronzlasmazlar Cok acgik ten rengi, sar1 veya
kizil sag,mavi gz
I Kolayca yanarlar, nadiren bronzlasirlar Beyaz ten rengi, sar1 veya kizil

sac, mavi-yesil-ela goz rengi

I Bazen yanar,genellikle bronzlasirlar Acgik-orta bugday ten rengi
v Hemen herzaman bronzlasir, nadiren yanar =~ Orta-koyu esmer ten rengi
\4 Kolayca bronzlasir, nadiren yanar Kahverengi cilt rengi

Vi Kolayca bronzlasir, asla yanmaz Siyaha yakin cilt rengi

4. Melanositik neviisler: Malign melanom i¢in en giiglii risk faktoriidiir.
Neviislerin total sayi, ebatlar1 ve tiirli malign melanom riski ile korele olarak degiskenlik
gosterir. 100 ve lizerinde neviis sayisi riski 7 kat artirir. Biiylik (>5MM) ve gigant (>20
CM) neviisler yiiksek risklidir. Dev konjenital melanositik neviisler habis melanoma
yatkindir ve %2 ila %31 arasinda bir insidans bildirmistir (29). 5 ve daha fazla atipik
neviis malign melanom gelisme riskini 6 kat artirmaktadir (19). Tim malign
melanomlarin yaklasik %40’1 neviis veya nevoid kalintilar zemninde olusmaktadir
(30,31). Pigment hiicre instabilitesi ile karakterize edilen onkojenik yolun, daha yiiksek
sayida nevis ile iligkili oldugu ve daha agresif melanom ve daha k&tii prognoza neden

olabilecegi diistiniilmektedir (32).



5. Aile oykiisii ve FAMMM (familial atypical multiple mole and melanoma)
sendromu: Melanom hastalarinin birinci derece akrabalari, aile Oykiisii olmayan
bireylerden daha yliksek bir hastalik riskine sahiptir ve bu da, farkli bir kalitsal
komponentin varligini diisiindlirmektedir. Ailesel melanoma, tiim melanom vakalarinin
tahmini % 5 ila 10'unu olusturur. Ailesel malign melanom ilk tanida erken yas, daha iyi
sagkalim, daha ince lezyonlar, ¢oklu primer lezyonlar ve melanom dis1 kanserlerin
ortaya ¢ikmasi gibi 6zellikler arz etmektedir (32,33). Kutandz melanomun yaklagik% 5—
10'unda kalitsal bir yatkinlik bulunan tiirlerde goriiliir. Ailesel melanomlu hastalarin
yaklasik% 20-40'inda kromozom 9p21 iizerinde bulunan CDKN2A geninde germline
mutasyonlart vardir. Etkilenmis bireylerde melanom gelisme riski normal popiilasyona

gore 184 kat artmistir (34,35).

6. Ailevi kanser sendromlari: Familial retinablastom, Li-Fraumeni, tip 1l Lynch
sendromu (21,36).

7. DNA onarmm genleri: Kseroderma pigmentozum hastalarinda nukleotid
eksizyon onarimi (nucleotide excision repair -NER) veya post-replikasyon onarimlari
yapilamaz. Hasarlanan DNA’da kromozomal mutasyonlar, hiicre 6liimii, neoplastik ve
atrofik degisiklikler baslar. DNA onarim bozuklugu olan Kseroderma Pigmentozumda

malign melanom riski 1000 kat daha fazladir (37).

8. Melanom oyKkiisii: Daha once melanom Oykiisii olan hastalarda ikinci

melanom gelisme riski %3-6 olarak tahmin edilmektedir (38).
2.1.1.4 ETYOPATOGENEZ VE MOLEKULER DEGIiSIMLER

Molekiiler genetik ve kanser kok hiicre biyolojisindeki son geligsmeler,
melanomagenezin molekiiler temeline 151k tutmustur. Melanomun patogenezini
anlamak, giderek artan bu yaygin hastalik i¢in yeni teshis ipuclarini ve terapotik
hedefleri ortaya cikarabilir. Son zamanlarda, melanomdaki genetik degisikliklerin

spesifik histolojik degisikliklerle iliskili oldugu da gosterilmistir (39).
1.RAS-RAF-ERK yolag

NRAS RAS ailesinin melanomda siklikla mutasyon goriilen iiyesidir. HRAS ve
KRAS proto-onkojenleri insanlarda goriilen diger kanserlerde sik goriilsede malign
melanomda nadiren goriilmektedir. NRAS mutasyonundaki Q61R gliitamin yerine

arginin gecmesine neden olmakla GTP hidrolizine yol acar.
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Sekil 2: RAS-RAF-ERK yolag.

Primer ve metastatik malign melanomlarin 1/3’de NRAS mutasyonu vardir ve
daha ¢ok nodiiler malign melanomda oldugu bildirilmistir. NRAS mutasyonu metastaz
ve kotii prognozla iligkilidir (39,40). NRAS mutasyonu ¢ogu displastik neviiste oldugu
gosterilsede nadiren konjenital neviiste vardir. Buda konjenital neviis ve displastik

neviisiin farkli yolaklarla aktiflesmesini gostermektedir (39).



KIT
22% mutated

e / N 5% mutated
50-70% mutated 15.30% mutated

BEAF s \ PTEN

y e 5-15% deleted
/ 70% deleted \/
MEK p16 AKT 33% amplified
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Sekil 3: Mutasyonlar, tetikledikleri yollar (39).

RAF RAS sinyallerini mitojen aktive edici protein kinaza (MAPK) otiiren
ileticidir. 3 izoformu (ARAF, BRAF, CRAF) olsada melanomda %50-70 BRAF
rastlanmaktadir (41). Mutasyonlarin %90’ 11 gliitamik asit yerine valin degisikligine
yol acan V60OE mutasyonudur. Bu mutasyon kinaz alaninda fosfomimetik degisiklige
yol acarak kinaz aktivitesini 10-480 defa artirir. BRAF mutasyonu tiroid kanserinde
(%44.2) ,over kanserinde (%30) ve kolorektal kanserlerde (%30) goriiliir (42).

Ekstracellular regulated kinase (ERK) aktivitesi BRAF ve MAPK yolagin1 hedef
alarak melanom hiicrelerinin proleriferasyonunun yanmisira IL-10, IL-6 ve VEGF
faktorlerinin sentezini azaltarak immun melanom hiicrelerinin immun yanittan
kaginmasina neden olur (39). MAPK’n anormal aktivasyonu kaskadi malign melanom
proliferasyonuna ve apaptozdan kaginmasina neden olur. Bu yolak malign melanomlarin

%90°da gortliir.

BRAF yolu tedavi i¢in bir yol olarak hedeflenmis ve selektif bir BRAF
inhibitorii (PLX4032) ile yakin zamanda erken evre klinik bir ¢alisma umut verici klinik

etkinlik gostermistir (43).



2.PI3K/AKT ve PTEN yolag1

Malign melanomda PI3K/AKT yolu tiimor supressor gen olan PTEN
inaktiflesmesi ve AKT aktivasyonu sonucunda aktive olur. PTEN hiicre i¢i lipid
fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat (PIP3) seviyesini regule eden lipid protein fosfatazi
kodlar. PTEN kaybi tiimor hiicrelerinde AKT fosforilasyonuna ve aktiflesmesine neden
olur. PTEN’in ekspesyonunun azalmasi %50 hastalarda goriilmektedir (44). Bundan
baska PTEN metilasyonuda inktive olmasina neden olur. Primer melanomla
karsilastirildiginda PTEN metilasyonu metastatik melanomda daha sik rastlanmaktadir,

buda PTEN’in melanom progresyonu ile iligkili oldugunu distindiirmektedir (45).

PTEN ve NRAS mutasyonlar1 nadiren ayni anda rastlansada, PTEN ve BRAF

mutasyonlart %20 malign melanomda beraber goriiliir (39).

AKT’in 3 izoformu vardir. Malign melanomda daha ¢ok AKT3 izoromu aktive
olur. pAKT ekspresyonunun artmast hem genel hem de hastaliksiz sagkalim ile ters
orantilidir ve 1,5 mm'den az melanomlu hastalar i¢in kotii bir prognostik faktordiir.

Ayrica AKT3 agressiv malign melanom progresyonundan sorumludur (46).
3.KIT

PDGF ailesi iiyesi olan KIT(CD117) melanosit gelismesinden sorumlu tirozin
kinaz reseptoriinii kodar. Kronik giines maruziyeti az olan bolgelerde gelismis akral
melanom ve mukozal melanomlarda BRAF mutasyonu nadiren goriilsede KIT
ekspresyonu sik¢a rastlanmaktadir. Oral mukozal melanom ve akral melanomda KIT

ekspresyonu % 62 iken, anal melanomlarda %15 olarak goriilmektedir (47).

Yiiksek KIT ekspresyonu olan hastalarda tirozin kinaz reseptdr ingibitdrii olan
imatinibe dramatik yanit elde edilmektedir (48). Bununla birlikte KIT ekspresyonunun
BRAFV000E mutasyonlar1 ile birlikte goriildiigli durumlarda zayif imatinib cevabi

alimmaktadir (39).

KIT’in melanom gelismesindeki rolii tam olarak bilinmemekle Dbirlikte,
melanositlerde ERK2 ve p90RSK(p90 ribosomal S6 kinaz) ile MITF fosforilasyonu

yaparak melanogenezise katkida bulundugu bilinmektedir.
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4.MITF

Basit 16sin heliks-loop-heliks transkripsiyon faktorii olan MITF, ¢oklu sinyal
yollarmin merkezinde yer alir ve melanoblastlar, melanositler ve melanomlarin
farklilasmasi, morfolojisi, proliferasyonu ve hayatta kalmasi i¢in bir ana diizenleyici

olarak gérev yapar (49).

Insanlarda MITF mutasyonu, cesitli derecelerde sensorindral isitme kaybi ile
g0z, i¢ kulak ve 6n bacakta melanosit eksikligi ile karakterize edilen otozomal dominant

bir durum olan Waardenburg sendromu tip 11A'ya neden olur.

MITF primer melaomda %210, metastatik melanomda %21 amplifiye olsada

normal neviiste bu artim goriilmiiyor (49).

MITF amplifikasyonu metastatik melanomlarda daha yaygindir ve genel hasta

sagkaliminin azalmasi ve kemoterapiye direngle iliskilidir (50).
5. P53

P53 proteini gesitli stres faktorlerine karsi esas transkripsiyon anahtaridir (51).
Melanositlerin melanoma hiicrelerine doniisiimii, normal hiicre sikliis kontrolii, genomik
instabilite ve anormal proliferasyonun bozulmasi ile karakterizedir. P53 proteini hiicre
bliylimesinin durdurulmasi, kanserin baskilanmasi, mutant hiicre ¢ogalmasina karsi
genomun korunmasi, programlanmis hiicre 6liimii, hiicre farklilagsmas1 ve DNA tamir
mekanizmasinin baslatilmasinda da rol alir. DNA hasari, hipoksi, onkogen aktivasyonu,
mutajenik kimyasallar ve UV radyasyonuna maruz kalinmasi gibi strese neden olan
birgok duruma yanit olarak fosforilasyon ve asetilasyon yoluyla aktive olur TPS53
mutasyon veya delesyonlart %50 kanserlerde goriilmekle birlikte, diger kanserlerden
farkl1 olarak, TP53 gen mutasyonlar1 solid tiimorlerin ¢oguna kiyasla nadirdir;
metastatik olmayan melanomlarda %1 ila %5 arasinda ve metastatik melanomlarda %11
ile %25 arasinda degismektedir (39,52,53).

6. HIF (Hipoxia-Inducible Factors)

Tiimor gelismesinde Onemli faktorlerden biri tiimér mikro ¢evresidir. Cilt
fizyolojik olarak hipoksiktir ve hipoksi melanomagenezis igin destekleyici faktordiir

(54). Hipoksik yanit esas olarak hipoksi-indiiklenebilir faktorlerin (HIFs) stabilizasyonu
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tarafindan aracilik edilir. Bu heterodinamik transkripsiyon faktorleri oksijen duyarli o
subtinitesi ve HIF-1B/ARNT kompleksinden olusmaktadir. Normoksik ortamda HIF-a
subseqmentlere ayristirilir. Hipoksik kosullarda kararli hale gelir ve ARNT ile birlikte
hedef genlerin hipoksi-duyarli elemanlarina (HREs) baglanir. HIF-la ve HIF-2a
anjiyogenez, invazyon ve metastazda yer alan hedef genlerin transkripsiyonunu aktive
eder. HIF-1a tarafindan aktive edilen genler glikoliz ve apaptozda rol alir (39). Ciltte
hipoksik mikro gevre, AKT'nin neden oldugu melanosit transformasyonuna ve timor
bliylimesine katkida bulunur. Son zamanlarda, hipoksinin, hedef bolgelerdeki tiimor

metastazin1 kolaylastiran premetastatik nis olusumu ig¢in kritik oldugu gosterilmistir
(39,55).

Tablo 3: Malign melanomda major genetik degisiklikler (39)

NRAS Aktive edici mutasyon; Konjenital neviis (81) Bauer ve ark., 2007
QO61R en yaygin Primer timor (25) Houben ve ark., 2004
mutasyon Metastaz (33)
BRAF  Temel mutasyon, V600E Melanomlar (66) Davies ve ark., 2002
en yaygin mutasyon Benign neviis (82) Pollock ve ark., 2003
PTEN  Iaktivasyon Melanomlar (10) Stahl ve ark., 2003
AKT3  Aktivasyon Sporadik melanomlar (43- = Stahl ve ark., 2004
60)
Benign neviis (4)

MTOR Aktivasyon Melanomlar (73) Karbowniczek ve ark.,
In-situ melanom (78) 2008

Invaziv melanom (67)
Metastaz (76)

cKIT  Aktivasyon ve Benign neviis (0-18) Curtin ve ark., 2006
amplifikasyon Glines hasarli melanomlar
(28)

Akral melanom (36)
Mukozal melanom (39)

MITF  Amplifikasyon Primer tiimér (10) Garraway ve ark.,
Metastatik melanom (21) 2005
TP53  Mutasyon ve Primer timor (1-5) Akslen ve ark., 1998
inaktivasyon Metastaz (11-25) Papp ve ark., 1996
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2.1.1.5 TANI VE KLINIK

Bag-boyun boélgesi tiim viicudun %9’nu olusturmasina ragmen, primer malign
melanomlarin %15-30"u bu bolgede gelisir. Deri kanserleri tiim kanserlerin %95°ni
olusturmasina ragmen, malign melanom sadece deri kanseri degildir. Primer deri dis1
melanom  bolgeleri arasinda okiiler, mukozal, gastrointestinal, genitoiiriner,

leptomeningeal alanlar ve lenf nodlar1 (primer lezyon bilinmeyen) bulunur (21).

Erkekte malign melanom olusma riski kadinlarla kiyaslandiginda 1,5 defa daha

fazladir. Primer malign melanom erkeklerde sirtta, kadinlarda iist ve alt ekstremitelerde

daha sik rastlanir (21).

Malign melanomun erken saptanmasi mortalitenin diisiiriilmesinde anahtar
faktordiir. Melanomdaki prognoz, neoplazmin derinligi ile orantihidir. Melanom
tanisinda, melanomun zamaninda taninmasi, saptanmasi ve hizli tedavisi kritik

asamalardir.

Cilt muayenesi melanom ve prekanser6z lezyonlar i¢in basit, uygun bir tarama
yontemi olarak biiylik bir potansiyele sahiptir. Melanom erken Klinik sunumunda,
“ABCD” kriterleri 1985 yilinda gelistirilmistir,daha sonradan ‘‘E’’ eklenmistir: bu
kriterlerde asimetri, smir diizensizligi, renk degisimi, cap(> 6 mm) ve degisim yer

almaktadir. Baz1 dermoskopik kriterler tan1 konulmasinda énemlidir:

Atipik pigment ag1

Diizensiz noktalar / globiiller

Diizensiz ¢izgiler

Diizensiz pigmentasyon

Regresyon yapilari (skar benzeri alanlar)

Mavi-beyaz perde

N o g bk~ wDdh e

Vaskiiler patern (36).
Malign melanomun ayiric1 tanisinda bilesik neviis, intradermal neviis, mavi

neviis, pigmente BCC, piyojenik granulom, seboreik keratoz yer alir.

Klinik olarak siiphe doguran tiim lezyonlar hem kesin tani konulmasi, hem de
prognozun  belirlenmesi icin  biyopsi alinarak histopatolojik  incelenmeye

gonderilmelidir. Lezyonun yerlesim yeri ve biiyiikliigiine gore insizyonel ve eksizyonel
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biyopsi alinabilir. Eksiyonel biyopsinin 1-3 mm saglam sinirla, elliptik sekilde, insizyon
lenfatik akima paralel kalacak sekilde alinmasi dnerilir. Insizyonel biyopsi veya punch
biyopsi tam kalinlikta alinmalidir. Histopatolojik inceleme tani konulmasi igin altin

standarttir (36,56).

Patoloji raporunda Clark derinligi, Breslov kalinligi, biiyliime fazi, iilserasyon,
mitotik aktivite, timori infiltre eden lenfosittik cevap, mikroskobik satellit, regresyon
bulgulari, perindral invazyon, kan-damar invazyonu, lenfatik invazyon ve cerrahi

smurlar yer almaktadir.

Tiimoriin derinligi prognozla yakindan iliskilidir. Clark evrelemesi tiimdriin

penetrasyon derinligini gosterir.

Clark Levels

Level | Level Il Level 11l Level IV Level V

Epidermis
Papillary dermis— |

Papillary-reticular—
dermal interface

Reticular dermis—

Subcutaneous——
tissue

Sekil 4: Clark evrelemesi

Level 1: In situ malign melanom, epidermiste sinirl1 lezyondur.

Level 2: Timdr papiler dermise uzanim gostermektedir.

Level 3: Papiller dermisin tamamui tiimor hiicreleriyle infiltredir ancak retikiiler dermise
uzanmamaktadir.

Level 4: Retikiiler dermise invazyon vardir.

Level 5: Lezyon subkutan dokuya ulagmustir.
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2.1.1.6 HISTOPATOLOJIK ALT TIPLER

Morfolojik olarak malign melanom 4 grupta siniflandirilir:
1. Yiizeyel Yayilan Melanom

2. Nodiiler Melanom

3. Lentigo Malign Melanom

4. Akral Lentigindz Melanom

1.Yiizeyel yayilan melanom

Vakalarin yaklagik %70'ini olusturan en yaygin melanom tipidir. Giinese aralikli
maruz kalma ile ilgilidir. Yiizeysel yayilan melanomlar de novo veya nevus ile iliskili
olarak ortaya ¢ikabilir. Klinik bakis acisindan, bu kanser ten rengi kahverengi, gri,
siyah, mor, pembe ve nadiren mavi veya beyaz gibi gesitli renkleri gosterir. Lezyon
taslag1 genellikle bir veya daha fazla diizensiz yarimada benzeri ¢ikintilarla keskin bir
sekilde sinirlandirilir. Yiizey, deri yiizeyinin iizerinde birka¢ milimetre uzayan palpe

edilebilir bir papiil veya nodiile sahip olabilir (21,36).
2. Nodiiler malign melanom

Melanomlarin %15-30'nu olusturur ve en sik olarak yasamin besinci veya altinci
on yilinda hastalarin gévde ve ekstremitelerinde olusur; Erkeklerde kadinlardan daha
yaygindir. Nodiiler melanomlar siklikla iilsere olur. Radyal biiylime faz1 yoktur, ancak
daha hizli biiylime ve daha yiliksek metastaz orami ile korele olan sadece vertikal
bliyiime fazina sahiptir. Klinik olarak, nodiiler malign melanom nisbi diizgiin
kahverengi, siyah veya mavi-siyah bir renge sahiptir. Diizgiin yilizeyli bir nodiil, iilsere
bir polip olarak veya diizensiz dis hatlara sahip kabarik bir plak seklinde olabilir
(21,36).

3. Lentigo malign melanom

Kutanéz melanomlarin %4 ila % 5'ini olusturur ve uzun siireli giines maruziyeti
ve artan yas ile iliskilidir. Histolojik olarak, epidermisin bazal tabakalarina lokalize olan
hiicrelerin proliferasyonu ile karakterizedir. Prekiirsor lezyonlarin (lentigo maligna-

Hutchinson ¢izgileri) invaziv kansere doniismeleri yillar (10-50 yi1l) aldig1 i¢in lentigo
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malign melanom Oncelikle yaslilarda; siklikla boyunda, basta ve kollarda goriliir.
Yiizeyel yayilan malign melanom ve nodiiler malign melanomdan daha iyi prognoza

sahiptir (57).
4.Akral lentiginoz melanom

Melanomlarin %5'ini olusturur, ancak Asya, Ispanyol ve Afrikali hastalar
arasinda en sik goriilen melanom tiiriidiir. Bu alt tip genelde el i¢inde, ayak tabaninda,
tirnak altlarinda ortaya ¢ikar. Proksimal tirnak ¢izgisini tutmasi ile ortaya ¢ikan lezyona
Hutchinson’s isareti denir. Bazen tirnak altinda yerlesen melanom tirnagin fungal

enfeksiyonu ile karisarak tan1 konulmasinda gecikmeye neden olabilir (36).
Nadir Goriilen Melanom Tipleri
Desmplastik melanom

Desmoplastik malign melanom daha c¢ok bas ve boyunda, daha nadir
konjunktiva, gingiva, genital bolge ve perianal bolgede gelisir. Altinci ve yedinci
dekatta erkeklerde daha sik goriilmektedir. Klinik olarak, desmoplastik melanoma
amelanotik olabilir ve giines hasarli bir deride veya bir dermal nodiil iizerinde
pigmentasyon ile ortaya ¢ikan eritematoz, soluk veya ten rengi nodiil veya plak olarak
mevcut olabilir. Desmoplastik melanomlar diger malign melanom tiirleri ile iliskili
olarak da ortaya ¢ikabilirler. Bu kanser sik perindral invazyon nedeniyle yiiksek niiks
oranlar1 ile karakterizedir. Lokal rekiirrens siklig1 yiiksektir, ancak nadiren lenf

nodlarina metastaz yapar; Bununla birlikte, akcigerlere metastaz egilimi vardir (21).
Uveal melanom

Uveal melanom goézdeki iris, silier cisim ve koroiddeki melanositlerden koken
alan bir tiimordiir. Nadir goriilmesine ragmen en sik rastlanan intraokiiler kanserdir.
GOz lenfatik agdan fakir oldugundan hematojen metastaz yapma egilimindedir.

Karaciger metastazlari sik goriliir (58).
Balon hiicreli melanom

Niikleer pleomorfizm ve mitozlar gosteren melanomun kotii prognoza sahip

nadir bir histolojik varyantidir (21,59).
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Malign melanomun mukozal melanom, malign mavi neviis, nevoid melanom,
kiigiik hiicreli melanom, spitzoid melanom, amelanositik melanom, miksoid melanom,
rabdoid melanom, osteoid melanom, bazomelanositik melanom gibi nadir rastlanan

histolojik alt tipleride vardir (21).
2.1.1.7. EVRELEME

Kutan6z melanomlar i¢in evreleme sisteminin 7. Baskist AJCC (American Joint
Committe of Cancer) tarafindan 2009 senesinde yapilmis ve 2010 senesinde
uygulamaya girmistir. 01.02.2016 tarihinde AJCC tarafindan 8.baski yaymlanmis ve
01.01.2018 tarihinden itibaren uygulanmaya baslanmistir.

AJCC tarafindan tanimlanmis TNM simiflamasi (8.baski 2016)
Primer tiimor (T) siniflamasi

Tablo 4: Cilt Melanomunda Tiimoér (T) evrelemesi.

T simiflamasi Kalinhk I"Jlserasyon durumu
TX: tiimor kalinligt Uygulanamaz Uygulanamaz
belirlenememis
TO: primer timor kaniti Uygulanamaz Uygulanamaz
yok
Tis (melanoma in situ) Uygulanamaz Uygulanamaz
T1 <1.0 mm Bilinmiyor veya belirtilmemis
Tla <0.8 mm Ulserasyon yok
T1b <0.8 mm Ulserasyon var
0.8-1.0 mm Ulserasyon var veya yok
T2 >1.0-2.0mm Bilinmiyor veya belirtilmemis
T2a >1.0-2.0mm Ulserasyon yok
T2b >1.0-2.0mm Ulserasyon var
T3 >2.0-4.0mm Bilinmiyor veya belirtilmemis
T3a >2.0-4.0 mm Ulserasyon yok
T3b >2.0-4.0 mm Ulserasyon var
T4 >4.0 mm Bilinmiyor veya belirtilmemis
T4a >4.0 mm Ulserasyon yok
T4b >4.0 mm Ulserasyon var
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Primer melanoma kalinlig1 ve iilserasyon T kategorisini tanimlar, fakat
tiimor kalinligi 0.01mm degil 0.1mm yakinliginda 6l¢iiliir.

Tla ve T1b revise edilmis, Tla <0.8 mm iilserasyonsuz tiimorii tanimlarken,
T1b 0.8 — 1 mm {ilserasyon var veya yok ve <0.8 mm {ilserasyonlu timorii
tanimlamaktadir.

Mitotik oran artik bir T1 kategorisi kriteri degildir, ancak tiim invazif birincil
melanomlar i¢in belgelenmelidir.

TO tanimi agikliga kavusturulmustur: Bir primer tiimor kanit1 olmadiginda ya
da primer timoérin yeri bilinmediginde (6rn., Bilinen primer timor
bulunmayan bir aksiller metastaz gosteren bir hastada) TO kullanilmalir.

Tis (melanoma in situ), TX (tiimor kalinligi belirlenememektedir) olarak

kullaniliyor (56,60).

Rejionel lenf nodu (N) simiflamasi

Tablo 5: Rejionel lenf nodu (N) siniflamasi.

Uzak veya rejional lenf nodu ve/veya metastazi

N Tutulan lenf nodu sayisi In-transit, satellit ve/veya
siiflamasi mikrosatellit metastazlar
Nx Rejional lenf nodlar1 belirlenmemis Yok
NO Tutulan lenf nodu yok Yok
N1 1 lenf nodu tutulmus veya lenf nodu tutulmadan in-transit, satellit ve/veya
mikrosatellit metastazlar
Nla 1 Klinik olarak gizli Yok
N1b 1 Klinik olarak belirgin Yok
Nic Rejyonel lenf nodu tutulumu yok Var
N2 2 veya 3 lenf nodu tutulmus veya lenf nodu tutulmadan in-transit, satellit
ve/veya mikrosatellit metastazlar
N2a 2 veya 3 klinik olarak gizli Yok
N2b 2 veya 3 klinik olarak belirgin Yok
N2c 1 klinik olarak gizli veya belirlenmis lenf nodu | Var
N3 4 veya daha fazla lenf nodu tutulmus veya lenf nodu tutulmadan in-transit,
satellit ve/veya mikrosatellit metastazlar
N3a 4 veya daha fazla klinik olarak gizli Yok
N3b 4 veya daha fazla klinik olarak belirgin Yok
N3c 2 ve ya daha fazla klinik olarak gizli veya Var

belirgin lenf nodu veya hasarli(matted nodes)
lenf nodu varlig:
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e Metastaz i¢eren bolgesel lenf diiglimlerinin sayisi korunuyor.

e Onceden ampirik olarak tanimlanmis “mikroskobik” ve “makroskobik”

tanimlayicilar “klinik olarak gizli” (yani sentinel nod biyopsisinde belirlenen

nodal metastazli klinik evre I-1I) ve “klinik olarak belirgin” bolgesel digiim

hastalig1 (klinik evre III) olarak yeniden tanimlanmustir.

e Mikrosatellitlerin, satellitlerin veya intransit metastazlarin varligi, eger varsa

tiimorle iligkili bolgesel lenf diigiimlerinin sayisina gére Nlc, N2c veya N3c

olarak kategorize edilir.

e “Bariz” ekstranodal genisleme artik N evreleme kriteri olarak kullanilmamaktadir

(ancak “hasarli diigtimlerin varhig1” korunmaktadir) (56,60).

Uzak metastaz (M) siniflamasi

Tablo 6: Uzak metastaz (M) simiflamasi.

M siniflamasi

Anatomik bolge

LDH seviyesi

MO Uzak metastaz kanit1 yok Uygulanamaz
M1 Uzak metastaz kanith Asagiya bakiniz
Mla Uzak cilt metastazi, kas dahil yumusak doku metasazi, Belirtilmemis
M1a(0) [ uzak lenfnodu metastazi Yiikselmemis
M1a(1) Yiikselmis
M1b Akciger metastazi M1a ile birlikte veya tekbasina Belirtilmemis
M1b(0) Yiikselmemis
M1b(1) Yiikselmis
M1lc Santal sinir sistemi diginda visseral organ metastaz1t M1a | Belirtilmemis
M1c(0) veya M1b ile birlikte veya tekbasina Yiikselmemis
M1c(1) Yiikselmis
M1d Santral sinir sistemi metastazt M1a, M1b veya M1c ile Belirtilmemis
M1d(0) | birlikte veya tek basina Yiikselmemis
M1d(1) Yiikselmis

e Serum laktat dehidrojenaz (LDH)
e (0) LDH yiikselmemis
e (1) LDH yiikselmis
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e MI, uzaktaki metastatik hastalifin anatomik bolgesi ve tiim anatomik bolge alt
kategorileri i¢in serum laktat dehidrogenaz (LDH) degeri ile tanimlanmaktadir.

e M alt kategorilerinde uzak anatomik hastalik yerlerinin tanimlar1 acikliga
kavusturulmustur.

e Uzak hastaliklarin tiim siteleri i¢in LDH degerlerini (“ylikseltilmemis” i¢in “0”
ve “yiikseltilmis” i¢in “1” olarak belirlenmis) saglayan M1 alt kategori tanimina
eklenmistir; 6rnegin, yiiksek LDH'li deri / yumusak doku / nodal metastazlar
Milc degil, M1a (1) dur.

e Santral sinir sistemine (SSS) uzak metastaz eklemek igin yeni bir M1d eklenir;
Mlc artik SSS metastazini ifade etmiyor.

e Artik Mlc yiikksek LDH seviyesini tanimlamaz (56,60).

Tablo 7: Klinik evreleme (CTNM).

T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre la Tla NO MO
Evre Ib T1b NO MO
T2a NO MO
Evre lla T2b NO MO
T3a NO MO
Evre llb T3b NO MO
T4a NO MO
Evre llc T4b NO MO
Evre 111 Her hangi T, Tis >N1 MO
Evre IV Her hangi T Her hangi N M1

e Evre III gruplandirmalar1 yeniden tanimlanmis ve bir evre IIID alt grubunun
eklenmesiyle ii¢ iken dort alt gruba yiikseltilmistir. Evre III hastalik heterojen
sonuglarla iligkilidir; Bes yillik sagkalim oranlari evre IIIA’da %93'ten evre
ID’de %32'ye kadar degismektedir.
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Tablo 8: Patolojik evreleme (pTNM).

T N M
Evre 0 Tis NO MO
Evre IA Tla NO MO
Tlb NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre 1A T2b NO MO
T3a NO MO
Evre 11B T3b NO MO
T4a NO MO
Evre 1IC T4b NO MO
Evre 1A Tla/b, T2a N1la, N2a MO
Evre 111B TO N1b, N1c MO
Tla/b, T2a N1b/c, N2b MO
T2b, T3a NZla/b/c, N2a/b MO
Evre lHIC TO N2b/c, N3b/c MO
Tla/b, T2a/b, T3a N2c, N3a/b/c MO
T3b, T4a Her hangi N >N1 MO
T4b NZ1a/b/c,N2a/b/c MO
Evre 111D T4b N3a/b/c MO
Evre IV Her hangi T, Tis Her hangi N M1

Sentinel lenf nodu biyopsisi (SLNB)

SLNB risk smiflamasinda evre I-II hastalarda subklinik nodal metastazlarin
belirlenmesi i¢in yapilan minimal invaziv prosediirdir. SLNB pozitif hastalar
tamamlayici1 lenf nodu biyopsisi ve / veya adjuvan kemoterapi i¢in adaydirlar. SLNB
teknik bakimdan preoperatif dinamik lenfosintigrafi, intraoperatif izosulfan mavisi veya
metilen mavisi ve gama prob kullanarak birincili lenf nodunun belirlenmesine dayanir.
Medikiil6z patolojik inceleme ile mikrometastazlar belirlenebilir. Mikrometastazlar
rutin hematoksilin ve ecosin (H&E) boyasi ile belirlenemezse seri kesitler ve

immunohistokimyasal (HMB-45 ve /veya Melanin-A) boyama uygulanmaktadir (56).

Prospektiv randomize calismalar tamamlayici disseksiyonla karsilagtirildiginda
SLNB’nin daha az risk olusturdugunu goéstermektedir (61). SLNB komplikasyonlart

yara ayrigmasi ve enfeksiyon, seroma /hematom, sinir hasari, lenfédem, trombofilebit,
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derin ven trombozu ve trombozis olarak siralanabilir (61,62). Basta lenfodem olmakla

komplikasyon riski aksilla ve boyunla kiyaslandiginda kasikta daha yiiksektir (63).

SLNB vyapilan hastalarda primer timor oOzellikleri (Breslow kalinligi, Clark
seviyesi, mitotik indeks, iilserasyon, lenfosit infiltrasyonu, anatomik bdlge) ve hasta
ozellikleri (yas, cinsiyet) prognozu etkiler. ince tiimorlerde SLNB endikasyonlar1 farkls
calismalarda tartismali sonuglar ortaya koymaktadir. Tiimor kalinligi 0.75mm olan
hastada SLN metastaz oran1 %2.7 iken, tiimor kalinligi 0.75-1 mm olan hastada bu oran
%0.2 olarak belirtilmistir (56,64). Orta kalinlik 1-4 mm: nodal metastaz riski %8'den
%30'a yiikselir ve bu hastalara SLNB'in 6nerilmesi gerektigi konusunda bir fikir birligi
vardir (65)(66). Kalinlik > 4 mm olan hastalarda uzak metastaz riski vardir ve lenf
nodu metastazi riski %40 civarindadir, prognozu belirleme agisindan 6nem ettigi i¢in >

4 mm melenomlarda da SLNB yapilmasi 6nerilmektedir (67).
2.1.1.8 TEDAVI
1.CERRAHI TEDAVI
Geniyg eksizyon

Cerrahi eksizyon malign melanom i¢in birinci tedavi segenegidir. Cerrahi
eksizyonun ekonomik olusu ve histopatolojik inceleme icin materyal elde edilmesi
avantaj saglamaktadir. Cerrahi eksizyon miimkiin kadar doku ve fonksiyon koruyucu
olmali, maksimal kozmetik sonu¢ elde edilmelidir. Bunun yanisira cerrahi eksizyonda

dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta negatif cerrahi sinirlardir.

Tablo 9: Primer melanomda genis eksizyonun onerilen cerrahi simirlari.

Primer melanomda genis eksizyonun onerilen cerrahi sinirlari (56)

Tiimor kalinhg: Onerilen cerrahi simir
In situ 0.5-1.0cm

< 1.0 mm 1.0cm

>1.0-2mm 1-2cm

>2.0-4 mm 2.0cm

>4 mm 2.0cm

Cerrahi smirlar anatomik bolge ve fonksiyon goz oniinde bulundurularak modifiye

edilebilir.
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In situ malign melanomda altin standart tedavi cerrahi eksizyon olsada kozmetik
ve komorbit durumlardan dolay1 cerrahi yapilamayan hastalarda alternatif tedavi olarak

topikal tedavi (Imiquimod) ve radyoterapi se¢enckleride vardir (56).
Rejionel lenf nodu disseksiyon prensipleri

e SLNB positif hastalara uygulanir.

e Positif lenf nodunun yerlestigi bolgeye anatomik tamamlayici disseksiyon
uygulanir.

e Kilinik olarak pozitif veya >3 inguinofemoral lenf nodu pozitif durumlarinda
elektif iliak ve obturator lenf nodu disseksiyonu diisiindiliir.

e Cloquet lenf nodu pozitif veya pelvik BT pozitif olarsa iliak ve obturator lenf
nodu disseksiyonu endikedir.

e Bas-boyun yerlesimli, parotiste klinik veya mikroskopik lenf nodu tutulumu

varsa boyun disseksiyonu ile beraber siiperfisial parotidektomi 6nerilir (56).

2. MELANOMDA RADYOTERAPI PRENSIPLERI

Primer hastalik

e Derinligi sinirlanmamais, yakin cerrahi sinirli desmoplastik melanom
e Ekstensiv norotropizm

e Lokal ilerleyici hastalik

Rejional hastalik

e Adjuvan radyoterapi
» Ekstranodal tiimér eksizyonu ve /veya :
= Parotid: > 1 tutulmus lenf nodu, her hangi ebatli invazyon
= Servikal: >2 tutulmus lenf nodu ve /veya >3 cm tiimorle birlikte
lenf nodu
= Aksillar: >2 tutulmus lenf nodu ve /veya >4 c¢cm tiimorle birlikte

lenf nodu

23



» Inguinal: >3 tutulmus lenf nodu ve /veya >4 cm tiimorle birlikte
lenf nodu

e Palyatif:

» Rezeke edilemeyen nod, satellite veya intransit hastalik

Metastatik hastalik

e Beyin metastazlar
» Primer tedavi amagl stereotaktik radyocerrahi
» Adjuvant tedavi amagl stereotaktik radyocerrahi
» Primer tedavi amagli biitiin beyin radyoterapi
» Adjuvant tedavi amagli biitiin beyin radyoterapi
e Diger semptomatik veya potensiyal semptomatik yumusak doku ve /veya

kemik metastazlar: (56).

3. MELANOMDA ADJUVAN TEDAVI

e Immunoterapi: Yiiksek doz IL-2, INF- a, CTL-4 antikorlari, ipilimumab,
e Hedeflenmis tedaviler: BRAF ingibitorleri (sorafenib, vemurafenib,
dobrafenib), MEK ingibitorleri (trametinib)

e Kemoterapi:
Tek ajan: dakarbazin, temozolamid
Kombine kemoterapi: CVD (sisplatin, vinblastine, dakarbazin) (56)

2.1.1.9 PROGNOZ
Evre 0 melanom ( In situ malign melanom)

In situ malign melanom dermise invaze olmadi1 icin metastatik kapasitesi
yoktur, fakat lokal niiks riski tasimaktadir. NCCN onerileri dogrultusunda 5 mm saglam

smirla eksizyon yapilacagi taktirde mitkkemmel prognoza sahiptir (68).
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Evre | ve Il melanom

Prognozu etkileyen baslica faktorler timor kalinligi (veya Breslow derinligi),
tilserasyon durumu, mitotik indeksidir. T1 melanomlarda 10 yillik sagkalim %92 iken,
T4 melanomda %50 olarak goriilmektedir. Ulserasyon durumu karsilastirdiginda T4a’da
5 yillik sag kalim %72, T4b tiimorde ise 5 yillik sagkalim %53°e kadar diismiistiir (9).
Mitotik indeks en az 1mitozissmm? olarak &lgilir. Mitotik indeks goz oniinde
bulunduruldugunda T1 tiimdrlerde Clark seviyelendirmesi degerini kaybeder. Mitotik
indeksin prognostik degeri T1 timdrlerde risk degerlendirilmesi i¢in daha fazla 6nem
arz etmektedir. Mitotik indeks tiimoér kalinhigr ile dogru orantilidir (68,69). T1
melanomlarda mitotik indeks 1/mm? oldugu zaman 10 yillik sagkalim %95 iken,

mitotik indeks 1/mm? den yiiksek oldugu zaman %88’¢ kadar diisiiyor (69).
Evre 111 melanom

Evre Il melanom nodal metastaz, in-transit metastaz veya satellit metastaz olan
hastalig1 tanimlamaktadir. 5 yillik sagkalim evre III non-iilsere primer melanomda
%70’den tek noda mikrometastaz ve intransit metastaz veya satellit metastaz varliginda
veya %39’a diismektedir (68). Nodal mikrometastaz olan evre III hastalikta ek olarak
mikrometastaz olan lenf nodu sayisi, iilserasyon durumu, timér kalinligi ve anatomik

bolgede sagkalimi etkilemektedir (70).
Evre IV melanom

Evre IV melanom uzak metastaz olan hastaligi tanimlamaktadir. Immunoterapi
ve hedef segcme tedavileri uygulanmadan 6nce 1 yillik sagkalim Mla hastalik i¢in
%359dan M1c hastalik i¢in %41°e kadar degisiyordu. Bu istatistiksel gostergeler efektiv
tedaviler sonrasinda degismistir. Evre IV M4c BRAF V600 mutasyonu olan hastalarda
ortalama yasam siiresi 15.9 ay, 1 yillik sagkalim %58 olmustur (43,71).

2.2 HUCRE SIKLUSU

Hiicre boliinmesi esas olarak DNA replikasyonu ve kromozomlarin iki ayri
hiicreye ayrilmasi ile karakterize iki ardisik siirecten olusur. Hiicre boliinmesi niikleer
boliinmenin oldugu mitoz ve iki mitoz arasindaki interfaz evrelerinden olusmaktadir.

Siirekli boliinen hiicrelerde Siklus G1-S-G2 (interfaz) ve M (mitoz)  seklinde
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tekrarlanir. Mitoz profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmakla 4 fazdan olugmaktadir.
Interfaz, hiicrenin béliinmeye hazirlandigi ve biiyiidiigii evredir. interfazin da kendi
icinde Gi, S ve G,, asamalar1 vardir. Gl fazinda hiicre DNA replikasyonu igin
hazirlanir, RNA ve protein sentezi olur, S fazinda DNA replikasyonu olur, G2 fazi1 ise
hiicrenin mitoz i¢in hazirlandig1 déonemdir. Hiicreler bolinmek i¢in gerekli sinyalleri
almadiklar1 siirece istirahat fazi GO0’da durmaktadirlar. GO'daki hiicreler, insan

viicudundaki biiyiimeyen ve ¢ogalmayan hiicrelerin biiyiik boliimiinii olusturur (53,72).

Bir hiicre donglisii zamani bir fazdan digerine gegis diizenli bir sekilde
gerceklesir ve farkli hiicresel proteinler tarafindan diizenlenir. Hiicre siklusunda G1-S
gecisinde, G2-M gegisinde ve metafaz-anafaz gecisinde kontrol noktalari
bulunmaktadir. Hiicre siklusu Siklin bagimli kinazlar (CDK, Kkatalitik altbirim) ve
Siklin (CYC, diizenleyici altbirim) tarafindan kontrol edilmektedir (Sekil 5) (72).

Sekil 5: Hiicre sikliisiiniin asamalari.

Homeostasis; hiicre c¢ogalmasi, biiyiimenin durdurulmasi ve apoptozis
(programli hiicre 6liimii) ile siirdiirtilmektedir. Hiicre biiyiimesi ve 6liim arasindaki

dengenin bozulmasi hiperplazi veya neoplaziye neden olur (73).
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2.3 ING (Inhibitior of Growth) GEN AILESI

ING gen ailesi proteinleri timdr supressor olarak tanilanmaktadir (74). ING
proteinlerinin histon asetil transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzim
kompleksinin bir komponenti olmast ING gen ailesinin gen transkripsiyonunda
diizenleyici rol aldigimi diisiindiirmektedir. ING ailesinin tim major formlar1 p53’i
aktive eder. Bu direkt yolla olabilecegi gibi, indirekt olarak p53 yolagindaki MDM2,
ARF, p300 ve p21 iizerinden de olabilir. ING proteinleri ekspresyonundan timor
baskilanmasma giden ¢ok ¢esitli yollar bulunur (75). Ek olarak, doku kiiltiiriinde
gerceklestirilen asiri-ekspresyon calismalarinin  sonuglari, ING proteinlerinin bir
kaginin, p53 tiimor baskilayici protein ve / veya niikleer faktor-kappa B (NF-KB)
protein kompleksi ile etkilesebildigini gostermistir. ING ile iligkili proteinler, DNA
onarimi, hiicre biiylimesi ve sagkalim, enflamasyon ve tiimor baskilanmasi dahil olmak
tizere bircok koklii rollerde oynadigi ve gen transkripsiyonunu modifiye etme yetenegi,

ayrica pS3 ve NF-kB aktivitesini degistirme yeteneklerinin oldugu bildirilmistir (76).

Histone modification status
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DNA methylation Transcriptional Chromatin
status factors structure

/
N
X X J
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Transcriptional activation
Transcriptional suppression

Cellular homeostasis

Sekil 6: ING ailesi proteinlerinin inhibitoriiniin aracilik ettigi bir sinyal yollarinin
modeli.
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Kanser, nihai olarak malign karakterlere yol acan ¢oklu mutasyonlari biriktiren
hiicreler tarafindan baglatilan karmagik bir genetik hastaliktir. Neoplastik hiicreler
boliintirken, hiicreye cesitli selektif avantajlar saglayan degistirilmis fenotiplerle
sonuglanan genetik veya epigenetik degisimler biriktirirler. Kanserde degismis bir
anahtar gen smifi, timor baskilayicilaridir. Tiimor baskilayic1 proteinlerin, hiicre
dongiisii durdurmasi, hiicre yaslanmasi, DNA onarimi, sinyal iletimi ve apoptoz dahil
olmak Tlizere ¢ok sayida hiicresel islemi diizenledigi bulunmustur. Cok ¢esitli
diizenleyici etkiyi yansitan timor slipressor genler dig biiyiime sinyallerini hiicrelere
ileten proteinlerin, nukleus ve sitoplazmadaki diger enzimlerin islevlerini diizenleyen
kinazlarin, hiicre biiylimesi, boliinmesi ve hayatta kalmasi ile ilgili diizenleyici

proteinlerin transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu degisebilir (76).

2.4.1. ING GEN AILESI UYELERI, YAPISAL OZELLIiKLERI VE
FONKSIYONLARI

Tiim ING gen iiyeleri fetal ve yetiskin dokularinda ekspresse edilir. Cesitli ING
genlerinin ekspresyon seviyeleri, organlar ve gelisim asamalar1 arasinda farklilik

gosterir (76).

ING genlerinin ilk tiyesi Garkavtser ve ark.’lar1 tarafindan 1996 yilinda yedi
meme kanserli olgu ile normal memeli epiteli arasindaki farkliligi ortaya koymak i¢in
yaptiklar1 ¢alismada bulunmus ve genetik siipressor element olarak adlandirilmigtir
(77). Bu genetik siipressor elementlerin hiicre biiylimesi ve transformasyonunda
promotdr fonksiyonu gordiikleri ortaya konulmus daha sonra yapilan ¢alismalarda ayni
ailenin %32 ile %76 oraninda benzer homolojiye sahip olan 4 farkl: {iyesi daha (ING2,
ING3, ING4, INGS5) tanimlanmustir (53,76).

Tim ING genleri bagimsiz kromozomlar iizerinde haritalanmistir. ING3 harig

diger ING genleri, ilgili kromozomlarinin subtelomerik bolgesinde bulunurlar (14).
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Sekil 7: ING genleri lokalizasyonu, yapist ve transkriptleri. (a) Kromozomal
lokalizasyon. Her ING geni farkh bir kromozom iizerinde ve ING3 hari¢ olmak
iizere subtelomerik bolgede bulunur. (b) ING ailesinin genomik organizasyonu ve
varyantlarl.. Resimde, E: ekzonlar1 gosteriyor. ING1’in 5, ING2’nin 2, ING3’nin
13, ING4 ve ING5’in 8 ekzonu vardir. Bunlarin kendi aralarinda farkh dizilimleri
ile izoformlar ortaya ¢ikar. Mavi bolgeler gen kodlayan, sarilar kodlamayanlari,
kirmizilar stop kodonunun belirtmektedir. ING1v2 ve INGI1vS aymi proteini
kodlar (14).
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ING1, 13. kromozom 13033-34 lokusunda yer alir. 4 protein kodlar. ING2, 4.
kromozom 4q35.1 lokusunda yer alir. Kodladig: tek protein vardir. ING3, 7. kromozom
7q31 lokusunda yer alir. 2 farkli protein kodlar. ING4, 12. kromozom 12pl3.3
lokusunda yer alir. 8 farkli protein kodlayabilir. En son bulunan INGS ise 2. kromozom

2q73.3 lokusunda yer alir. Sadece 1 protein kodlar (78).

ING proteinleri C-terminal ugta yerlesen Plant Homedomain (PHD), Nuclear
Localization Signal (NLS) ve fonksyonu net olarak belirlenmeyen Novel Conserved
Region (NCR)’den olusmaktadir. PHD alan1 yaklasik olarak 60 amino asit igerir ve tipik
olarak iki Zn?* iyonunu baglar. Hali hazirda, insan veya farede kag¢ tane PHD
proteininin bulundugunun bilinmemesine ragmen, insanlarda yaklasik olarak 150 farkl
PHD alan tasiyan proteinin ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir (79). Biiyiikk kromatin
yeniden sekillendirme komplekslerinin bilinen bilesenleri olan proteinlerde siklikla
bulundugundan PHD alanlarinin kromatin yeniden bicimlenmesinde yer aldigi

goriilmiistiir (80-82).

Tiim ING proteinleri bir NLS igerir ve bazi ING proteinlerinin ¢oklu NLS'ye
sahip oldugu goriilmektedir. Bugiine kadar, NLS'nin rolii sadece INGI igin kapsamli
olarak incelenmistir (83). NLS delesyonu proteinin sitoplazmik akiimlasyonuna neden
olmaktadir. ING proteinlerinin ¢ekirdege lokalizasyonu, islevlerinde kritik Oneme

sahiptir. Bazi kanserlerde ING1’in nuklear boyanmasinin kaybi goriilmiistiir (76,84)

Ayrica ING proteinlerinden ING 2-5 arasindakilerin N-terminalinde LZL olarak
adlandirilan (Leucine Zipper-Like) 4-5 adet 16sin veya isolosin igeren hidrofobik alan
bulunmaktadir (85). LZL, proteinin N-ucuna yakin bir hidrofobik yiiz olusturma
potansiyeline sahip, dort ila bes korunmus 16sin veya birbirinden yedi amino asitten
olusan izolosin kalintilarindan olusur. ING2'nin LZL motifinin niikleotid eksizyon
onarimi ve apoptozis indiiksiyonu i¢in gerekli oldugunu gostermis olsa da, bu LZL ile

iligkili fonksiyonlarin daha fazla deneyle kanitlanmasi gerekmektedir (76,86).
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Sekil 8: Insan ING gen alanlar.. Her ING proteini iic korunan alandan
olusmaktadir : PHD, NCR ve NLS. NLS p53’e¢ baglanma noktas1 olarak
bilinmektedir. Leucine Zipper-Like (LZL) alan ING 2-5’te bulunmaktadir. Bu
alan hakkinda cok az sey bilinmektedir, ancak ING2'nin DNA onarim ve
apoptozda islev gorme yetenegini etkiledigi bildirilmistir. ING1 ek olarak Partial
Bromodomain (PBD) ve PNCA- Interacting Proteiin motif (PIP) alanlarina
sahiptir. PBD alaninin mSin3-HDAC kompleksinin SAP30 alt birimine baglandig:
goriilmektedir. ING1 ve ING2'nin her ikisi de fosfoinositid baglanmasina dahil
oldugu diisiiniilen bir Poly Basic Region (PBR)’a sahiptir. Fare ING proteinleri
icin alan yapilar1 karakterize edilmemistir.
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Filogenetik analizler, siganlar, kurbagalar, baliklar, sivrisinekler, meyve
sinekleri, solucanlar, mantarlar ve bitkiler dahil olmak {izere ¢esitli organizmalarda yeni

ING aile iiyelerini tespit etmistir (87).

ING3 haricindeki tim ING genleri kromozomlarin uglariin yakininda bulunur
ve ING5'in islevi ve ifadesi telomer erozyonundan etkilenebilir. ING1 ayn1 PHD alanim
igeren li¢ izoforma sahiptir. p33ING2, p33INGI1b ile %60 6zdeslik paylasir ve bir 33-
kDa proteinini kodlar. ING1b ile karsilastirildiginda ING2, hidrofobik protein-protein
etkilesimlerine aracilik ettigi diigiiniilen, ekstra ve benzersiz bir LZL alani igerir.
p29ING4 ve p28INGS5,% 72.8 kimlik ile oldukga benzerdir (88). Cesitli ¢alismalar ING
ailesi proteinlerinin biyolojik islevlerini spesifik molekiiler partnerlerle olan iliskileri
aracilifiyla kullandiklarini ileri siirmektedir. ING ailesi iiyeleri, niikleer NLS ve
degisken bir N-terminal bolgesini iceren korunmus bir merkezi bolge olan PHD'yi

paylasirlar.

Son arastirmalar ING fonksiyonlarinin ING gen ekspresyonu diizeyinde
diizenlenebilecegini ortaya ¢ikarmustir. ING proteinlerinin aktivitesi, posttranslasyonel

modifikasyonlar yoluyla da diizenlenebilir (76).

Apoptoz DNA onarimi  Transport Transkripsiyon

%

Sekil 9: ING ailesinde bulunan bazi molekiiler kisimlar ve etkileri (14).

PIP kutusu PCNA'ya baglanir ve ING1 aracili apoptosisi tesvik eder. PBD ve
NCR / LID, SAP30, HDAC ve HAT'a baglanir ve faaliyetlerini diizenler. DNA onarimi
ve apoptozis indiiksiyonu i¢cin ING2'min LZL alan1 gereklidir. NLS, ING proteinlerini
INGI i¢in fonksiyonel bélgelerine, ¢ekirdeklerine ve / veya niikleoluslarina hedeflemek
icin karyopherin-a ve P transporter proteinlerine baglanir. Ayrica, p53 ile etkilesime

aracilik ettigi bildirilmistir (89). PHD, HAT ve / veya HDAC aktivitesinde rol oynar, bu
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da daha sonra belirli lokuslarda transkripsiyonu diizenleyebilir. Hem PHD hem de PBR
PtdInsPs'ye baglanir, bu da PBR'nin kromatin yeniden bi¢cimlenmesi ve transkripsiyon

regiilasyonuna dahil olabilecegini diisiindiirmektedir.

Cesitli kanitlar ING proteinlerinin hiicre dongiisii ilerlemesini etkileyebilecegini
ve hiicre dongiisti kontrol noktalarinda yer aldigimi gostermistir (90). Bu ¢alismalarin
cogu INGI1 kullanilarak yapilmistir, ancak ING2-5'i igeren daha az c¢alisma bu ING
proteinleri i¢in benzer roller tanimlamistir. ING proteinlerinin baskilanmasinin hiicre
yayllmasini arttirdigi, hiicre goglinii artirdigt ve temas inhibisyonunu azalttig
gosterilmistir (77) Cesitli ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, ING proteinlerinin
¢ogunun uygun p53 fonksiyonu i¢in de gerekli oldugunu géstermistir (85). Son deneyler
ayrica, NF-kB'nin diizenlenmesi ve hypoxia inducible factor (HIF) yolagi da dahil
olmak iizere ING proteinleri i¢in p53-bagimsiz fonksiyonlar oldugunu ileri stirmiistiir
(91). ING proteinlerinin, kromatin yeniden yapilanma komplekslerinde alt birim olarak

islev gordiigii bulunmustur (92).
2.4.1.1 ING1 VE FONKSYONLARI

Insan fibroblastlarinda ING1'in asir1 ekspresyonu, hiicre déngiisiiniin GO / G1
fazinda bulunan hiicre sayisinda %50'lik bir artisa neden olmustur, INGl'in G1-
S'gecisinde de bir rol oynayabilecegini diisliniilmektedir. ING1 G1/S ve G2/M
fazlarindaki kontrol noktasini olusturmaktadir. ING1 Siklin-B1’in ekspresyonunun
negatif regiilatorii oldugundan G2/M siklusunda diizenleyici role sahiptir. Ayrica INGI
ekspresyonu Siklin-E ekspresyonu ile ters orantilidir (76) . ING1’in ekspresyonu hiicre
siklusu boyunca regiile edilmektedir: Gy ‘dan G; fazina gegiste azalmakta, ge¢ Gi
fazinda artarak S fazinda maksimum diizeylere ¢cikmakta ve G, fazinda ise azalmaktadir.
INGI, tiimér uyaricilarinin tipik 6zelliklerinin tiimii olan UV ile indiiklenen DNA
hasar1 iizerine biiylime diizenlemesi, apoptoz, yaslanma ve DNA onarimi gibi ¢oklu

hiicresel aktivitelerde 6nemli bir rol oynar.

Genlerdeki epigenetik ve genetik degisimlerin iki tipi vardir: biri dogrudan
karsinojenezde yer alan birincil 'sorumlu' bir degismedir, digeri ise genomun
instabilitesi gibi birincil degisimden sonra kollateral olarak meydana gelen ikincil bir

'yolcu' degigmesidir.
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ING1 ve apaptozis

ING1 ekspresyonu, serum agligi ile uyarilan apoptozdan once artar ve ektopik
ING1 ekspresyonunun, fibroblastinda apoptosisi indiiklemek i¢in c-Myc ekspresyonu
ile birlikte calistigi bulunmustur, ING1’deki azalma ise apoptozisten korumaktadir
(93). Bu sonuglar INGl'in hiicre Oliimiinii diizenlemede de bir rolii oldugunu
gostermektedir. ING1’in izofromlarinin apoptozis olusturmadaki etkinligide hiicrelerin

gen¢ veya yasl olmasina gorede degismektedir (94). p33 ing1b

asir1 salindigr durumda
TNF-o ile sinerjik etki ile apoptozisi uyarmaktadir. Bu bulgu, NF-kB sinyalinin
hiicreleri TNFa ile indiiklenen apoptozdan korudugu icin, NF-kB yolunda

p33ING1b'nin dolayli bir roliinii ortaya koymaktadir (95).
ING1 ve DNA onarimi

UV maruziyetini takiben niikleotid hasarlarinin onarimindan sorumlu olan
Nucleotide Excision Repair (NER) diizenlenmesi de INGI1 ile iligkilendirilmistir.
P33INGI1b’nin asirt ekspresyonu plazmid-DNA’st araciligi ile hiicre icine verildigi
durumlarda Nucleotide Excision Repair (NER) iinitesinin arttigi goriilmiistir (76).
ING1’in bu fonksiyonunda GADDA45 ile olan etkilesimleri s6zkonusudur. P339 pHD
domain mutasyonlar, Sin3a co-repressor kompleksinin bir komponenti olan Sap30
(Sin3a Associated Protein 30) ile olan etkilesimleri sonucu olarak p33 "*"nin NER
fonksiyonunda bozulmaya neden oldugu radioimmiin assay ile gosterilmistir (111). Bu
bilgilerden anlasildig tizere DNA niikleotid hasarlarinin onariminda esas olan NER’de

temel fonksiyonlar1 ING1’e bagimli olarak gergeklesmektedir (53,96).
ING1 ve P53

ING proteinleri p53 yolunun diizenlenmesinde rol almaktadir. p53, DNA
biitlinliigiiniin bozulmasina ve / veya c¢esitli stres tiirlerine maruz kalan hiicrelerde tepki
veren bir timor baskilayicidir (97). DNA hasarini takiben, stres sinyalleri p53
transkripsiyon faktoriinii aktive eden ve hiicre dongiisii arresti, yaglanma, DNA onarimi
ve apoptozda yer alan ¢ok ¢esitli genleri baslatan veya upregiile eden post-translasyonel
modifikasyonlar dizisi ile p53 proteinine iletilir. ING proteinlerinin hiicre biiylimesinin
inhibisyonunda p53’e bagimli oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda p53 transkripsiyon

aktivatorii olarak islev gérmesiigin ING proteinlerine ihtiyag duyar (98). Son bulgular
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ING1l'in ayrica ARF-MDMZ2-p53 sinyal ekseninin birkag bilesenini de
diizenleyebilecegini gostermistir (76,99).

INGY’in P53den bagimsiz fonksyonlar:

Yapilan bazi ¢alismalar sonucu ING1b’nin tamamem p53 bagimsiz yollardan da
tiimdr supresor etkisini gosterebilecegi fikrini ortaya atmistir. Tamannai ve arkadaslari;
LN229 glioblastom hiicrelerinde verilen HDAC inhibitorii trichostatin tedavisi altinda;
p53 veya pl4(ARF)/pl6(INK4a)’dan tamamen bagimsiz, INGlb’nin artmis
ekspresyonuyla H3, H4 histonlar1 asetilasyonu, caspase-3 ve Fas-associated death
domain (FADD) aktivasyonu ve artmis apoptozu bildirmiglerdir. Coles ve arkadaslar

yaptiklar1 deneysel ¢alismada p53 yoklugunda p37ING1’in DNA hasari olan hiicrelerde

apoptozu baglattigini gormiistiir (76,100).

il b ) HSP 70 Trmk"DSl on  p53 Nukleus
baskilanmazy ariist mmnu stahilizasvon lokalizasyonu

ve aktivasyonu /

) AR Cp
7
SLm lazma
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Sekil 10: ING1 fonksiyonlar (84).
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ING1 ve Nf-Kb Yolag

ING proteinleri Nf-Kb yolaginda da diizenleyici olarak rol oynar. NF-«xB,
proteinlerin IkB ailesi tarafindan sitoplazmada tecrit edilen Rel protein ailesi
tiyelerinden  olusan dimerik bir transkripsiyon faktoridir (101). NF-kB,
lipopolisakkarid (LPS) gibi mikrobiyal patojenlerin bilesenleri ve inflamatuar sitokinler
dahil olmak iizere bir dizi uyaranla aktive edilir. Reseptorlerin bu uyaranlar tarafindan
aktivasyonu IkB inhibitor proteininin degradasyonuna ve NF-kB kompleksinin nukleusa
translokasyona neden olmakla hiicresel immun yanitla ilgili genlerin ekspresyonuna yol
acar (102). NF-kB apaptozis, anjiogenezis, metastaz, proliferasyon ve timor bityliimesi
ve sagkalimi ile ilgili genlerin ekspresyonunu diizenledigi bilinmektedir. Bununla
birlikte, NF-kB'nin mutasyonu, tiimorlerde nadiren goriilir (103). Son calismalarda
ING1 ekspresyon artiginin 1s1-sok protein 70’in (HSP 70) artmasina yol actigi
gosterilmistir. Is1- sok proteini 70 IkB degradasyonu yaparak NF-«xB yolagini siiprese
eder (76).

2.4.1.2 ING2 VE FONKSYONLARI

ING2’nin Hiicre Bilyiimesinin Regiilasyonu, Apoptozis ve DNA

Onarmmindaki Fonksiyonu

ING2 ING gen ailesinin ikinci tyesidir ve aminoasit yapist ING1’e
benzemektedir. Shimada ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada ING2’nin asir1
ekspresyonu gosterilmistir  (104). INGI1 gibi ING2’nin asirt ekspresyonu p53
modifikasyonu ile apaptozisi indiikler ve hiicre sikliisiinii durdurur. Bu sonuclar

ING2’nin tiimor siipressor oldugunu kanitlar (105).

ING2’nin ektopik ekspresyonu RKO hiicrelerinde koloni formasyonunu inhibe
ettigi ve hiicre sikliisiinii G1 fazinda duraklattigi gdsterilmistir, bu sebeplerden
ING2’nin hiicre biiyiimesinde rol aldigi diistiniilmektedir (105). Son zamanlarda, bir
MDM2 inhibitérii olan nutlin-3a ile aktive edilen p53'in ING2 ekspresyonunu ING2
promoter iizerinde iki p53 baglanma bolgesine baglanarak dogrudan disiirdiigi ve
normal insan fibroblastlarinda yaslanmaya neden oldugu ortaya ¢ikmistir. ING2’nin
asirt ekspresyonu replikatif yaslanmayr indiikler ve RNAi aracili ING2 down
reglilasyonu replikatif yaglanmanin baslangicin1 geciktirmektedir (106). Bunun yanisira

son c¢aligmalar bu sonuglarla ¢elismektedir. hTERT immobilize insan fibroblastlarinda
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ING2’nin RNAI aracili ortadan kaldirilmasi p53 bagimsiz yaslanmayr indiikledigi,
ING’nin asir1 ekspresyonu ise p53 aracili yaglanmayi indiikledigi gosterilmistir (107).
Bu c¢alismalar ING2’nin hiicre yaslanmasinda rol aldigmmi distlindiirsede, ileri

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

ING2 hiicre proliferasyonunda gorev almaktadir. TGF-, normal epitelde timor
baskilayict benzeri fonksiyonlara sahip olan ve ayni zamanda invaziv metastatik
kanserlerde onkojenik fonksiyonlara sahip bir protein oldugundan, ING2 normal
hiicrelerde ve kanserlerde TGF-B'den farkli sinyallere aracilik edebilir. Son zamanlarda,
ING2'min epitelyal hiicrelerde TGF-B-bagimli yanitlarin yeni bir aract oldugu
bildirilmigtir. ING2 SnoN ve Smad2 ile etkilesime girerek TGFf’ya baglh gen
ekspresyonunu desteklerek ve hiicre porliferasyonunu inhibe ediyor (108). Diger ING
gen ailesi iiyelerinin TGFJ yolag: iizerinden proliferasyona etkileri bilinmemektedir.
TGFP hiicre proliferasyonu, apaptozis, migrasyon, invazyon ve infalamasyon iizerine
etkilidir. ING ayn1 zamanda etoposit kaynakli apaptozistede rol almaktadir. Ultraviole
1sinyla transfekte edilmis hiicrelerde ING2’nin asir1 ekspresyonu apaptozisi artirdigi
gosterilmigstir. ING2 asir1 eksprese olmus malign melanom hiicrelerinde UVB etkisiyle
BCL-2 protein salinim1 artar ve BAX’1n mitokondreal translokasyonuna neden olur.
Bundan baska, ING2 Fas ekspresyonunu diizenler ve apaptozisin iki yolagi olan
intrinsik-mitokondrial ve ekstrinsik-6liim reseptorii arasinda koprii gorevini yapar (109).
Mutant ING2 gen transdukte edilmis, leucine zipper-like (LZL) domeni bulunmayan
hiicrelerde UV takiben apaptozisin artmadig1 goriilmiistiir. Buda ING aracili apaptozisin

LZL domenine ihtiya¢ duydugunu gostermektedir (86).

Son zamanlarda yeni bir izoform ING2b tespit edildi; ING2b'den ayirt etmek
icin orjinal ING2'ye ING2a da denir. ING2b promotorii, ING2a'nin promotoriiniin
aksine, goOriiniir bir p53 baglama bolgesine sahip degildir. Bu sebeptende p53
aktivasyonu sadece ING2a baskilanmasina neden olur. ING2bnin ortadan kaldirilmasi
hiicre biiylimesine herhangi katki saglamamistir. ING2a yanlizca p53 varliginda hiicre
bliylimesini engellerken; ING2b hiicre biiyiimesi iizerinde etkili olmayip hiicre ¢cogalma
siklusunda duraklama ve apoptozisde asagi yonde bir regililasyona neden olmakta ve
bunu p53°den bagimsiz olarak yapmaktadir. ING2a ve ING2b hiicre sikliis arresti ve

apoptoziste kompensatuar bir rol oynamakta ve belkide kemoterapéotiklere rezistanstans
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gelisiminde sorumlu olmaktadir. Nutlin-3a ve adriamisinin indiikledigi p53 salinin

sonucu ING2a salinimi azalirken ING2b’nin degismedigi gosterilmistir (110).
Insan kanserlerinde ING2 ekspresyonu

Yapilan ¢alismalarda kolorektal kanser disinda ING2 ekspresyonunun Burkitt
lenfomada ve servikal kanserde arttigin1 gostersede, bas- boyun SCC’lerinde, kiitanoz
malign melanomda ekspresyonun azaldigi gosterilmistir (16,111). Boylece, ING2'nin
fonksiyonlart muhtemelen kanser tipine bagl olarak farklilik gostermektedir. Okano ve
ark. tarafindan yapilan ¢alismada 8 hastada normal bronsial epitel ile karsilastirildiginda
akciger kanseri hiicrelerinde ING2 ekspresyonunun azaldigi goriilmiis, fakat bu ¢alisma
tim akciger kanserlerinde ING2 ekspresyonunun azaldigini sdylemek i¢in yetersizdir
(112). Yapilan bir diger hepatoseliillar karsinomda (HCC) ING2 ekspresyon
calismasinda mRNA diizeyinde azalma goriilsede, protein seviyelerinde anlamli azalma

goriilmemistir (113).

Kumamato ve ark. yaptigi calismada birgok kanserde ekspresyonu artan
antiapaptotik faktor olan NF-xf ING2 promotoruna baglanarak ekspresyonunu
artirdigint - gostermistir  (114). MMP13 bazal membran ve ekstaseliilar matriks
kompanentlerini par¢alamakla tiimor invazyonunda Kritik role sahiptir. ING2-HDAC1-
mSin3A kompleksinin in vitro deneylerde MMP13 ekspresyonunu artirarak timor
invazyonunu artirdigi  gosterilmistir  (114). HDAC- mSin3A  kompleksi gen
transkripsiyon supresyonu yaptig1 icin MMP13 indiiksiyonu indirekt sonu¢ olabilir.
ING2, SIRT1 ile etkilesim yoluyla dogrudan HDAC-mSin3A aktivitesini baskilayabilir.
SIRT1 RBP1 iligkili mSin3A — HDACI transkripsiyonel baski aktivitesini inhibe eder
ve bunun sonucunda MMP13 ekspresyonunun artmasina neden olur (115). Bu sonug
ING2'nin karsinojenezde onkojenik rollere sahip oldugunu diisindiirmektedir (Sekil
11).
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Sekil 11: ING2 sinyal yolagimin modeli (74). (a) normal hiicrelerde Retinol
Baglayici Protein (RBP) mSin3-HDAC kompleksinin tiimor siipressor olan
Retinoblastom (Rb) tarafindan aktive edilmesine izin verir ve E2F bagimh
transkripsiyon ve DNA replikasyon kaynakh hiicre dongiisii arrestini indiikler.
Ayni zamanda tiimor supressor gen olan P53 ING2 ve hiicre proliferasyonu ile
ilgili genlerin supresyonu yoluyla anormal hiicre proliferasyonunu goézlemler. (b)
Kanser hiicresinde asir1 eksprese olmus ING2 SIRT aracihigiyla E2F2’i aktive
etmekle RBP1’e bagh mSin3A- HDAC1 aktivitesini baskilar. Aktive E2F hiicre
proliferasyonunu destekler. Asir1 eksprese ING2 (ING2a), kanserlerin
alevlenmesini kolaylastirmak icin p53 fonksiyonlarimi baskilayabilir.

2.4.1.3 ING3 VE FONKSYONLARI
INGS3 identifikasyonu ve kanserle iliskisi

ING3 ING gen ailesinin 3. iiyesidir. Bag ve boyun kanserlerinde ve kutanoz
melanomada ING3'{in downregiilasyon ve anormal hiicre i¢i lokalizasyonu bildirilmistir
(116). Melanomda azalmis niikleer ING3 ekspresyonu, ING3'iin nukleustan sitoplazma
kompartmanina belirgin bir translokasyonunu gosteren artmis sitoplazmik ING3
seviyesi ile pozitif iligkilidir. ING3, bu tip kanserlerdeki tiimor baskilayicisi olarak islev

gorebilir. ING3'lin amino asit dizisi, evrimsel olarak bes ING ailesi iiyesi arasinda en
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belirgin olanidir (87). ING3, diger ING ailesi proteinleri ile ayn1 etki alanlarina sahiptir.
ING1 gibi ING3 eksprsyonunda %61 ekzokrin pankreas kanserinde, %42 NSCLC’de,
%44 primer meme kanserinde azaldigi goOsterilmistir. Displastik  neviisle
karsilastirildiginda malign melanomda %60 nuklear ING3 ekspresyon azalmasi
gozlemlenmistir (116). Yemin Wang ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, azaltilmis
niikleer ING3 ekspresyonu, birincil melanomdan metastatik melanomaya ilerlemesi ile
korelasyon gostermektedir, bu da ING3'lin sadece melanomun baslangicinda degil, ayni

zamanda melanoma progresyonunda da rol oynadigini géstermektedir.
ING3’iin apaptozise etkisi

ING3 hiicre dongiisii ve apoptozun regiilasyonunda rol almaktadir. INGl'e
benzer sekilde, RKO hiicrelerinde ING3'iin ektopik ekspresyonu, muhtemelen S fazinda
hiicre sayisini azaltarak koloni olusumunu azalttigi gosterilmistir (117). ING3 asir1
ekspresyonu ayrica Fas ekspresyonunu indiikleyerek , Bid, kaspaz-8, -9 ve -3 'in
boliinmesini arttirmis ve UV ile muamele edilmis hiicrelerde apoptozisi tesvik ettigi
gorilmiistir (118). ING2'ye benzer sekilde, bu bulgular ING3'in Olim-reseptor /
ekstrensek yolunda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, diger
bircok ING proteininin aksine, ING3 NER'de veya replikatif yaglanmada rol oynar gibi
goriinmiiyor, p53 ile etkilesime girmiyor ve IR ile indiiklenen hiicre oliimiine dahil
edilmiyor (117).

Asirt ekspresyon deneylerinin sonuglari her zaman bir proteinin fizyolojik
fonksiyonlarini yansitmaz. UV ile 1ginlanmis hiicrelerde ING3’iin endojen ekspresyon
artis1 apaptozisi indiikledigi gosterilmistir. Bununla beraber UV ile indiiklenmis

apaptozisin ING3 siRNA tarafindan inhibe edildigi gésterilmistir (74,118).
ING3’iin kromatin remodellinginde rolii

HeLa hiicre niikleer ekstrelerinden ING protein iceren komplekslerin
biyokimyasal saflagtirilmas1 (Doyon ve ark., 2006), ING3'lin esas olarak, sadece NuA4 /
Tip60 HAT kompleksinin bir alt birimi olarak bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. Tip 60,
p53, NF-KB, Myc, E2F1 ve niikleer reseptore bagimli transkripsiyonel aktivasyon i¢in
onemli bir transkripsiyonel kofaktordiir ve DNA hasarina, apoptozise, metastaz
supresyonuna ve embriyonik kok hiicre kimliginin korunmasina hiicresel yanitta rol

oynar (76). Tip60 eksik olan fareler, implantasyondan 6nce embriyojenez sirasinda Sliir
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(E4) ve Tip60 haplo-yetersizligi, transjenik E-Myc farelerinde hizlandirilmig
lenfomajenez ile sonuglanir (119). Bu veriler ING3'iin, NuA4 / Tip60 HAT kompleksi

ile olan iliskisi sayesinde bu farkli siireclerde de islev gorebilecegini gostermektedir.
2.4.1.4 ING4 VE FONKSYONLARI
ING4'iin hiicresel fonksiyonlar:

ING4 yap1 ve fonksyon bakimindan ING2’e benzemektedir. ING4 iin 4 subtipi
vardir. ING4’lin asir1 ekspresyonu hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurarak hiicre
proliferasyonunu engeller. Endojen ING4 ekspresyon artisi ise hiicrelerin G2/M
fazindan G1 fazina gegisini kolaylastirdigi gosterilmistir (120).

ING3 gibi ING4’de NER diizenlenmesinde rol almaz. Bununla birlikte, RKO
hiicrelerinde ING4'lin ektopik ekspresyonunun, S fazindaki hiicrelerin yiizdesindeki
azalmaya bagli olarak koloni olusumunu inhibe ettigi bulunmustur ve ING4 asir
ekspresyonu, artan Bax ekspresyon seviyeleri ve serum agliginin indiikledigi apoptozun
up-regiilasyonu ile korele oldugu gsterilmistir (117). Bu bulgular ING4’iin hiicre sikliisii
ve apaptozisle yakindan iligkili oldugunu gostermektedir. Bundan baska ING4’{in hiicre

migrasyonu ve anjiogenezisde de rol aldig1 gosterilmistir.
ING#4’iin anjiogenez ve hiicre migrasyonuna etkisi

Garkavtsev ve ark. tarafindan si¢can beynine implante edilmis glioblastoma
multiforme hiicreleri lizerinde yapilan ¢alismada ING4 seviyeleri siRNA ile azaltildig
timor hiicrelerinin kontrol hiicrelere gore daha hizli biiylidigii ve yiiksek vaskiiler
volim fraksiyonlar1 olan tiimor hiicrelerinin iretildigi gosterilmistir (91). Multipl
miyeloma hiicrelerinde ING4 ekspresyonunun azaltilmasi, pro-anjiyogenik molekiillerin
interlokin-8 (IL-8) ve osteopontin (OPN) ekspresyonunu da arttirmistir. Bu in vitro
gozlemlere ek olarak, multipl miyelom hastalarinda ING4 ekspresyonunun azalmasi ve

mirkovaskiiler dansite artmasi arasinda da bir korelasyon kaydedilmistir (121).

ING4 ayni zamanda hiicre migrasyonu, hiicre yeyilmast ve kontakt
inhibisyonlada iliskili oldugu bildirilmistir. Ektopik ING4 artisinin hiicre yayilmasi ve

migrasyonunu azalttigi gosterilmistir (122).
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ING4’iin, p53, Nf-Kb ve HIF-1a Yolaklarindaki Fonksiyonlari

ING4’iin p53, Nf-Kb ve HiF-1a’e baglanarak onlarm fonksiyonunu regiile ettigi
bilinmektedir. ING4’iin asir1 ekspresyonu ile p300’iin etkileri arttirllmakta ING4-p53
kompleksi olusumu ve p53 asetilasyonu artirdigi bilinmesine ragmen bu asetilasyon

sonucu olusan etkiler bilinmemektedir (88).

U87MG glioblastoma hiicrelerinde yapilan zorlu asir1 ekspresyon ve es-
immiinopresipitasyon deneyleri ING4'in ING4'i NF-xB yolagina baglayan p65 (RelA)
ile fiziksel olarak etkilestigini gostermistir (91). Bu etkilesimin daha fazla analizi,
ING4'lin, RelA'nin DNA baglama aktivitesini inhibe edebilecegini gosterir. Ek olarak,
ING4'lin ortadan kaldirilmas: transfekte edilmis hiicrelerde bir NF-KB'ye bagl lusiferaz
raportér plazmidinin ekspresyonunu uyarabilir. Bu sonuglar ING4'in NF-xB
transkripsiyonel aktivitesini inhibe etmek ic¢in dogrudan RelA ile etkilestigini

gostermektedir.

ING4'iin siRNA ile inaktive edilmesi hipoksik kosullar altinda HIF-la hedef
genleri NIP3 ve AK3'iin yiikselmesine yol agar (123). HIF-lo'nin niiklear seviyeleri bu
deneylerde degistirilmemistir, bu da ING4'in HIF-1a aktivitesini degistirerek HIF-
regiile edilmis gen ekspresyonunu baskiladigini ve ING4 ile HIF-la arasinda dogrudan
bir etkilesimin gozlenmedigini gostermektedir. Sonraki deneyler, ING4'iin kromatin
yeniden modelleme enzimlerinin  aktifligini  etkileyerek HIF-1a  aktivitesini

diizenleyebilecegini ortaya ¢ikarmistir (123).
ING4’iin kromatin diizenlenmesine etkisi

ING4, yeni bir HBO1-HATcomplex'in bir bileseni gibi goriinmektedir. HBO1
proteini, histon H4'd spesifik olarak asetilleyen iki farklit HAT kompleksinin katalitik alt
birimidir ve HBO1, DNA replikasyonu, S-fazi ilerlemesi ve transkripsiyonel regiilasyon
ile iliskilidir (124). Ayrica, HBO1'in androjen reseptorii (Avvakumov ve Cote, 2007) ve
NF-kB i¢in ortak bir baskilayici olarak davrandigi disiiniilmektedir (125). Ayrica,
p53'in HBOL1 ile etkilestigi ve HBO1 -asiltiltransferaz aktivitesini azaltdigi bulunmustur
(126). Bunlar ilging bulgular olsa da, HBO1'in transkripsiyon diizenleyicisi olarak islev
gorme yetenegi, kanitlar seyrek ve celiskili oldugundan tartismalidir. Bu nedenle,
HBO1 kompleks olusumunu diizenlemede veya HBO1 fonksiyonuna katkida bulunmada

ING4'lin bir rolii daha ileri ¢aligmalar ile kanitlanmalidir (76).
42



2.4.1.5 ING5 VE FONKSYONLARI

Biokimyasal olarak ING5 ING4’e benzerlik gostermektedir. INGS, diger ING
ailesi proteinleri gibi histon H3K4me3'e baglanir (127). INGS, iki farkli HAT
kompleksinde yer alir (92). Biri, ING4'e benzer ING5, HBO1 ve JADE arasindaki
etkilesimle histon H4'e baglanan bir komplekstir. Bir baska kompleks, ING5 ve
ING4'iin benzer amino asit yapilarina sahip olmasina ragmen, ING5, MOZ ve MORF
iceren bir kompleks ve ING4'ten farkli olarak BRPF arasindaki etkilesimle histon H3'e
baglanir. INGS5 ayrica replikasyonun kokeninde prereplikatif bir kompleksin
olusturulmasi yoluyla DNA replikasyonunda 6nemli bir rol oynayan MCM proteinleri
ile de iliskilidir. INGS5'in fizyolojik olmayan asir1 ekspresyonu, kanser hiicrelerinde
hiicre dongiisii arresti ve apoptozu indiiklemesine ragmen, ING5'in inaktive edilmesi
tamamen DNA sentezini ortadan kaldirdigi ve HBOI hiicrelerinin S fazinda yikiminin
arttigindan, HBO1-JADE— ING5 HAT kompleksi, MCM kompleksi ile isbirligi i¢inde
DNA replikasyonu sirasinda dnemli bir role sahip olabilecegi ve bu da ING5'in DNA
replikasyonunu arttirarak karsinojeneze dahil olabilme olasiligini diisiindiirmektedir
(88). ING5 fonksiyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir, ancak son zamanlarda
yapilan transfeksiyon deneyleri ING5'in koloni olusturan etkinligi azalttigini, S-fazini
inhibe ettigini ve p53'e bagh bir sekilde apoptozu indiikledigini gostermistir (88). Ek
olarak, INGS5, bir p53-hedef geni olan sikline bagimli kinaz inhibitori p21'in
ekspresyonunu indiikleyebilir. Bu sonuclar, INGS5'in hiicre biiyiimesi ve p53
aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynadigini, ancak INGS5 fonksiyonu ile ilgili daha

fazla caligsmaya ihtiya¢ oldugunu gostermektedir (76).

43



3.AMAC

Daha oOnce yapilan g¢esitli calismalarda ING gen ailesi {iyelerinin farkli
malignitelerin gelisimine rol aldig1 gosterilmistir. Literatiirde ING1, ING2, ING3,
ING4’{in malign melanomla iliskisini gdsteren calismalar mevcuttur. Ulkemizde yapilan
bir ¢alismada bazal hiicreli karsinomda ING2 gen fonksyonlar1 arastirilmistir. BCC
olusumu ve ING2 ekspresyon kaybi arasinda korelasyon bulunmus, ancak tiimoriin evre
ve prognozu ile iliski oldugu sdylenememistir (128). Klinigimizce yapilan SCC’de
ING2 gen fonksyonlarinin arastirilmasia yonelik ¢calismada SCC ve ING2 fonksyon
kayb1 arasinda iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (129). Biz bu
calismamizda ING2 gen ekspresyonunun metastatik yolakta roliinii tespit etmeyi
hedefledik. ING2'nin melanom gelisimindeki roliinii arastirmak i¢in, ING2'nin farkh
dokularda ekspresyonunu inceledik ve ING2 ekspresyonu ile klinikopatolojik

degiskenler arasindaki korelasyonu analiz ettik.
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4.GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Yerel Etik
Kurulu’ndan onay alindi. (Sayr :83045809-604.01.02 Tarih: 07/02/2018 ) Calismada,
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi
Anabilim Dal’'na bagvuran, dermtoskopik muayenede malign melanom On tanisi
konulmus, yada yapilan biyopsilerde malign melanom tanisi alan, akabinde sentinel lenf
nodu biyopsisi veya direkt lenf nodu disseksiyonu yapilan evre III ve evre IV hastalara
ait biyopsi materyalleri kullanilmasi planlandi. Calismaya 21 hasta dahil edildi. Segilen
hastalara ait biyopsi materyalleri ¢ikarilarak ¢aligsma i¢in yararli olan hazir lamlar tekrar
gozden gegirilerek genetik incelenme i¢in gonderildi. Genetik inceleme Saglik Bilimleri

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali’nda yapildi.
4.1. HASTA SECIMi

Calismaya, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Plastik, Rekonstriiktif
ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali’na basvuran, dermtoskopik muayenede malign
melanom 6n tanis1 konulmus, yada yapilan biyopsilerde malign melanom tanist alan,
akabinde sentinel lenf nodu biyopsisi veya direkt lenf nodu disseksiyonu yapilan,
evrelemede evre Il ve evre IV olan hastalar dahil edildi. Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1 arsivi taranarak 2002-2018 senelerinde
malign melanom tanis1 alan yaklasik 1500 hasta dosyasi incelendi. Lenf nodu metastazi
olan yaklasik 250 hasta segildi. Tiim hastalarin piyeslerinden hazirlanmig olan lamlar
Patoloji Anabilim Dal1 arsivinden ¢ikarilarak incelendi. Caligsma icin gerekli olan primer
timor, saglam deri dokusu, metastatik lenf nodu ve metastaz olmayan lenf noduna ait
doku 6rnekleri olan 21 hasta segildi. Calisma i¢in gerekli doku 6rnekleri olmayan veya
yetersiz olan hastalar, ayni zamanda primer timor dokusu ileriye yonelik molekiiler
calismalar igin yetersiz olan hastalar ¢alismadan cikarildi. Oliim Bildirim Sisteminden
hayatta kalan ve dlen hastalarin listesi hazirlandi. Hayatta kalan hastalara onam formu
imzalatildi. Tiim Hasta epikrizlerinden hastalarin yas, cinsiyet, daha dnce gecirilmis cilt
kanseri Oykiisli, sigara i¢imi, ailede kanser Oykiisli, meslek, giines 15181 maruziyeti,
genetik hastaliklar, radyoterapi dykiisii, immunsupresyon, giines yanig1 oykiisti, cilt tipi
arastirilarak dikkate alindi. Tiim hastalar, lokorejyonel lenf nodu metastazi ya da

sistemik metastaz acisindan degerlendirildi.
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Calismaya dahil edilen hastalarin 6zellikleri:

Daha sonraki patolojik degelendirmeye yeterli doku pargasi olan hastalar.

Ayni lezyondan yapilan biyopsi sonucu malign melanom olarak raporlanan
hastalar.

Daha once ayni alanda veya yakin bdlgesinde malign melanoma 6ykiisii olan
hastalar.

Histopatolojik incelemede malign melanom tanis1 konugmus, ancak in-operable
kabul edilen hastalar.

Evreleme sonucu evre 111 ve evre 1V olan hastalar.

Calisma i¢in yeterli miktarda doku 6rnegi olan hastalar.

Caligsmaya dahil edilmeyen hastalarin 6zellikleri:

1.

Daha sonra patolojik inceleme yapilmasina yeterli doku pargasi olmayan
hastalar.

Lokorejyonel lenf nodu metastazi olmayan hastalar.

Genetik ¢alismaya rizasi olmayan hastalar.

Calisma igin gerekli tiimor dokusu, timorsiiz doku, metastatik lenf nodu ve
metastaz olmayan lenf nodu dokusu yetersiz olan veya gereken doku 6rnekleri

olmayan hastalar.

4.2. ORNEKLERIN SECILMESI

Calisma i¢in uygun hastalara ait lamlar se¢ildi. Lamlarin hazirlandigi uygun

parafin bloklar arsivden temin edilerek karsilagtirildi. Her hasta i¢in primer tiimor,

saglam deri dokusu, metastatik lenf nodu ve metastaz olmayan lenf nodu dokusuna ait

dort ornek incelendi. Mikroskop altinda doku orneklerinin siirlart belirlenerek farkli

renkli kalemlerle isaretlendi. Primer tiimor dokusu siyah, saglam deri dokusu kirmizi,

metastatik lenf nodu mavi, metastaz olmayan lenf nodu mor kalemle isaretlendi. 21

hastaya ait 84 0rnegin alinacagi parfin bloklar ve haritalanmis lamlar Saglik Bilimleri

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dalina yonlendirildi.
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4.3. GENETIK- MOLEKULER iNCELEMELER

Parafin bloklardan lam iizerinde isaretlenmis alanlar karsilastirilarak doku
ornekleri alindi. Herbir doku ©rnegi RNA izolasyonu yapilmasi i¢in ayri- ayri

Eppendorf tiiplerine yerlestirildi.
4.3.1. Total RNA izolasyonu

Her bir 6rnegin ~30mg'lik kesiti kullanildi. “QIAGEN lysis agent” trizol
araciligr ile total RNA izolasyonu yapildi. Her bir doku steril ortamda bistiiri ile
parcalanarak deney tiipiine aktarildi ve Iml QIAGEN lysis agent trizol eklendikten
sonra doku tamamen pargalanana kadar vorteks yapildi. Oda sicakliginda 5 dakika
bekletildikten sonra 200ul kloroform eklenip tekrar 15 saniye vorteks yapilip 10-15
dakika oda sicakliginda beklemeye alindi. +4°C'de 12000g'de 15 dakika santrifiij yapild:
ve slipernatant kismi bagka bir tiipe aktarildi ve 1500ul isopropanol eklenerek
vortekslendi. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra +4°C, 12000g'de 10 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatant kismi dikkatlice uzaklastirildiktan somnra 1ml %75'lik
etanol eklenip pipetaj yapildiktan sonra 12000g, +4°C'de 5 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatant tamemen uzaklastirildiktan sonra alkoliin tamamen uzaklastirilmasi icin
bekletildi ve son olarak 50ul “Rnase free” distile su eklenerek elde edilen total RNA
¢oOzdiiriildii. Yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilen total RNA miktar1 nanodrop ile

Olguldi.
4.3.2. cDNA sentezi

Elde edilen total RNA'lar 25ng-5ug olacak sekilde sulandirildi ve cDNA sentezi
icin QIAGEN RT?2 First Strand kiti kullanildi. Her bir 6rnek i¢in Tablo 1'de belirtilen
sira ve miktarlara gore karisim hazirlandi. Kalip RNA en son eklenerek 15 dakika
42°C'de bekletilerek cDNA sentezi gerceklestirildi ve reverse transkriptaz enzim

inhibisyonu igin 95°C de 5 dakika bekletildi.
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Tablo 10: Reverse transkripsiyon reaksiyon bilesenleri.

Component Hacim

RNA (25ng-5pg) 2 ul
Buffer GE 2 ul

RNase-free water 6 ul

Total Hacim 10 pl

Genomik DNA eliminasyon karisimini 5 dakika 42°C'de inkiibe ettikten sonra 1
dakika boyunca buz tizerinde bekletildi.

Tablo 2'ye gore hazirlanan ters transkripsiyon karigimi.

Tablo 11: Reverse-transkripsiyon karisimi.

Component Hacim
5X Buffer BC3 4 ul
Control P2 1 ul

RE3 Recerse Transcription mix 2 ul
RNase-free water 3ul

Total Hacim 10 pl

Kalip RNA en son eklenerek 15 dakika 42°C'de bekletilerek cDNA sentezi
gerceklestirildi ve reverse transkriptaz enzim inhibisyonu igin 95°C de 5 dakika
bekletildi.
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4.3.3. Real-Time PCR uygulama ve analizi

cDNA sentezinden sonra RT? SYBR® Green Mastermixes Kiti ile Real - Time
PCR analizi yapildi. Her bir 6rnek PCR uygulamasi i¢in 20ng/reaksiyon olacak sekilde

sulandirilarak siirece uygun hale getirildi.

Oncelikle bes ayr tiipe sirastyla B-aktin (kontrol gen), ING2 primerleri igin ayr1
ayr1 Tablo 3'te belirtilen miktarlar temel alinarak karigim hazirland1 ve kalip RNA'lar
eklenmeden her bir primer karisimi 96'lik plakalara her bir kalip i¢in ikiser 6lgiim

yapilacak sekilde dagitildi.

Tablo 12: Olgun miRNA i¢cin miScript SYBR Green kit karisim (96'lik plaka)

Component Hacim
RT2 sybr green mastermix 12.5 ul
cDNA synthesis reaction 1 ul
RT2 Qpecr Primer Assay (10 pM stock) 1 pl
RNase-free water 10.5 ul
Total Hacim 25 ul

Tablo 13: ING2 geninin qRT- PCR’da kullanilan primer dizisi. F: Diiz primer, R:
Ters primer.

ING2-F GCGAGAGCTGGACAACAAAT
ING2-R TGCTGTAGACGTTTCTTCTGG

Hazirlanan karisimlar BIO- RAD CFX Connect Real- Time System cihazi
kullanilarak asagida Tablo 14’te verilen kondisyonlara gore gRT- PCR islemi
uygulandi.
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Tablo 14: qRT- PCR kondiisyonlari.

Preinkiibasyon 95 °C 10 dakika 1
95 °C 15 saniye

Amplifikasyon 60 °C 60 saniye 40

Sybr green 65 °C 5 saniye 1

ayrilmasi

(MELTING) 95°C

95.0C %.0C 9%5.0C

10:00 0:15 /
600C 65.0C

= 005 |

o —OoOo
o=m

2
9x

Sekil 12: gqRT- PCR c¢alisma protokolii.

Her bir 6rnek icin ger¢ek zamanli PZR islemi yapilarak ortalama Ct degerleri

hesaplandi. Rolatif kantitasyon analizi delta-delta-Ct metodu kullanilarak tanimlandi.
4.4. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI

Calisma sonunda calisma kriterlerine uygun olan hastalara ait parafin bloklardan

alian ornekler dort gruba ayrildi.

1 : Mikroskopik olarak tiimdr iceren dokulardan ING-2 bakilan grup.

2: Tiimdr icermeyen saglam deri dokularindan ING-2 bakilan grup.

3: Metastatik lenf nodlarinin tiimoér igeren dokulardan ING-2 bakilan grup.
4: Metastaz olmayan saglam lenf diigiimii dokularindan ING-2 bakilan grup.
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4.4.1. KLINiK DEGERLENDIiRME

Alinan Orneklerinde yeterli mRNA saptanan 21 hasta, yaslari, hastaligin primer
veya niiks olmasi, lokal lenf bezi veya sistemik metastaz varligt agisindan
degerlendirildi. Malign melanom etyolojisinde yer alan, konjenital hastaliklar, deri tipi,
gilinese maruziyet, sigara kullanimi, radyoterapi, kemoterapi Oykiisii, lenfoma ve diger

malignite Oykiisii sorgulandi.
4.4.2 HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Malign melanom i¢in ameliyat edilen hastalarin parafin bloklarindan hazirlanan
lamlar incelenerek c¢alisma i¢in kullanilacak kisimlart lam iizerinde isaretlendi.
Haritalanmig lamlara uygun parafin bloklar se¢ildi. Calismaya dahil edilen hastalara ait

tiim patoloji raporlar1 incelendi.
4.4.3. ISTATiISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismaya dahil edilen 21 hastadan alinan 84 &rnegin mRNA ekspresyon
degerleri incelendi. Tiimorlii ve saglam dokulardan, tiimorlii ve tiimdr icermeyen lenf
nodlarindan izole edilen ING2 mRNA degerleri, ve bunlarin delta Ct degerleri, Delta-
Delta Ct degerleri ve Rolatif ifadeleri karsilastirildi. Ayrica tiimorlii lenf nodu ve timor
icermeyen lenf nodlarmin delta Ct degerleri ile primer tiimoriin Breslow kalinligi

arasindaki korelasyon olup olmadig1 degerlendirildi.
Istatistiksel Incelemeler

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi i¢gin SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences, Chicago, IL, USA) programinin 21.0 versiyonu kullanildi. Calisma
verileri degerlendirilirken tanimlayic1 istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart
Sapma, Frekans, Oran, Minimum, Maksimum) gruplarda Oolgiilen degiskenlerin
degerlendirilmesinde normal dagilim gdsterenler i¢in Paired Samples t Testi ve normal
gostermeyenler icin Wilcoxon Signed Ranks Testi kullanildi. Korelasyonun
degerlendirlmesi igin spearman korelasyon testi kullanildi.  Anlamlilik p<0.01 ve

p<0.05 diizeylerinde degerlendirildi.
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5.BULGULAR

5.1 KLiINiK BULGULAR

Calismaya 21 hasta, her hastadan alinan 1 primer timor, 1 saglam deri doku
ornegi, 1 metastatik lenf nodu, 1 metastaz olmayan saglam lenf nodu dokusu, toplam 84
ornek dahil edildi. Hastalardan 8 tanesi kadin 13 tanesi erkek hasta idi. En geng hasta 19
yas erkek, en yasl hasta ise 87 yasinda kadin hastaydi. Calismaya dahil edilen 6rnekler
9 Slmiis olan hastalara ve 12 hayatta kalan hastalara aitti. Olen hastalarin primer timor
tan1 anindan 6lene kadar olan en kisa siire 7 ay, en uzun sagkalim siiresi ise 55 ay olarak

goriildii.
Hastalardan tlimor 6rnegi alinan lezyonlarin lokalizasyonlar1 kaydedildi. Buna gore:

1. Bas-boyunda yerlesimli: 5 hasta
a. Sagli deri: 3 hasta
b. Yanak: 1 hasta
c. Malar bolge: 1 hasta
2. Govde yerlesimli: 6 hasta,
a. Govde arka yiiz yerlesimli:3 hasta
b. Skapular bolge:1 hasta
Cc. Lomber bolge: 1 hasta
d. Sternum 6n yiizii: 1 hasta
3. Ust ekstemite yerlesimli: 2 hasta
a. Omuz yerlesimli: 1 hasta
b. Kol yerlesimli: 1 hasta
4. Alt ekstremitede yerlesimli: 8 hasta
a. Ayak plantar yiiz yerlesimli: 6 hasta
b. Uyluk yerlesimli: 2 hasta

13 hastaya sentinel lenf nodu biyopsisi uygulanmis, 8 hastaya sentinel lenf nodu
biyopsisi yapilmaksizin bolgesel lenfatik disseksiyon uygulanmis. Sentinel lenf nodu
biyopsisi pozitif saptanan 13 hastayanin 3{i’'nde bolgesel lenfatik disseksiyon zamani

metastaza rast gelinmemistir.
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11

12

13
14
15
16
17
18
19

20

21

5.2 HISTOPATOLOJiIK BULGULAR

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji AD’dan

veya dis merkezlerden ¢ikartilmis eksizyonel biyopsi patoloji raporlar1 vardir. Patoloji

raporlarinda hastalarin yasi, cinsi, patolojik tanisi, patoloji evresi, Clark leveli, Breslow

kalinlig1, biiylime fazi, iilserasyon varligi, mitotik aktivitesi, timori infiltre eden

lenfosittik cevap, zeminde neviis varligi, regresyon bulgulari, perindral invazyon, damar

invazyonu, lenfatik invazyon, cerrahi sinirlar1 yer almaktadir. Bundan baska sentinel

lenf nodu biyopsisi sonuglar1 ve bolgesel lenf nodu disseksiyon sonuglarida mevcuttur.

Hastalarin histopatolojik 6zelliklei asagidaki tablolarda gosterilmistir.

Tablo 15: Hastalarin cinsi, yasi,primer tiimor lokalizsyonu, sentinel lenf nodu
biyopsisi ve bolgesel disseksiyon sonuclari.

K 76
E 19
E 75
K 87
E 52
E 80
E 39
K 67
E 66
E 75
K 67
E 48
E 80
E 68
K 53
E 64
E 62
K 62
E 53
K 76
K 34

STERNUM

SAG AYAK 1.
PARMAK

SOL MASTOID

SAG MALAR BOLGE
SAG KOL
POSTERIORU

SIRT

ENSE SAG YAN

SAG POST
AURIKULER ALAN
SOL UYLUK

SAG OMUZ
SKALP-SAG
PARIETOOKSIPITAL
BOLGE

SIRT MM
INFILTRASYONU
SAG AYAK

SOL TOPUK
SOL TEMPORAL
SAG TOPUK
LOMBER BOLGE
SAG AYAK

SAG AYAK

SOL UYLUK
POSTERIORU
SAG SKAPULAR
BOLGE

SIRT

SAG BOYUN
SAG KASIK

SOL BOYUN
SAG BOYUN
SOL AKSILLA

SAG AKSILLA
SAG BOYUN
SUBKUTAN
YAG DOKUSU
SOL KASIK
SAG AKSILLA
SAG BOYUN

SAG AKSILLA
SAG KASIK

SOL KASIK
SOL BOYUN
SAG KASIK
SAG AKSILLA
SAG KASIK
SAG KASIK
SOL KASIK

SAG AKSILLA

SAG AKSILLA

N3/1

N3/0

N1/3
N2/7

N1/1

N1/1

N1/7
N3/3
N1/1
N2/7
N1/1
N3/4

N1/1

Mo/7
M3/6

M2/3

M2/34

COK SAYIDA MET
LENF NODLARI
M6/17

MO0/51

M1/7

M1/5

M®6/75

M4/23

M1/10

Mo/7
M1/5

M2/10
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11 hastanin tiimor kalinligi Clark evrelemesine gore evre IV, 10 hastanin evre V
olarak degerlendirilistir. En ince timoriin Beslow kalinligi 1,5 MM, enkalin tiimoriin ise
65 MM olarak Ol¢lilmiistiir. 6 hastanin primer tiimoriiniin vertikal biiyiime fazinda
oldugu, 13 hastada ise radial ve vertikal fazda oldugu goriilmiistiir. 17 hastada yiiksek, 4

hastada diisiik mitotik aktivite izlenmistir.

Tablo 16: Tiimériin tipi, Clark evresi, Breslow kalinhigy, biiyiime fazi, cerrahi sinir,
mitotik aktivite.

1 REEKSIZYON v 1,5MM 0,2CM YUKSEK 28/MM

2 SUBUNGUAL v 3,65MM \% 4MM YUKSEK 7/MM
MELANOM

3 YUZEYEL YAYILAN @V 6,4AMM RIV 1,8CM YUKSEK 22/MM
MALIGN MELANOM

4 LENTIGO MALIGN \Y; 0,9CM RIV 1IMM YUKSEK 8/MM
MELANOM

5 NODULER MALIGN V 1,3CM \V 0,4CM YUKSEK 10/MM
MELANOM

6 YUZEYEL YAYILAN | IV 5,03MM RIV 5,68MM 8/MM
MALIGN MELANOM

7 YUZEYEL YAYILAN | IV 6,48MM RIV 4,5MM YUKSEK 7/MM
MALIGN MELANOM

8 MAVINEVUS \% 65MM V YUKSEK 7/MM
ZEMNINDE GELISEN
MALIGN MELANOM

9 YUZEYEL YAYILAN IV 7,58MM RIV 1,87MM YUKSEK 7/ MM
MALIGN MELANOM

10 REST T™M 0,9CM

11 YUZEYEL YAYILAN | IV 3,01MM RIV 2,8MM YUKSEK 10/MM
MALIGN MELANOM

12 NODULER MALIGN v 10,46MM Y 1,6 CM YUKSEK 27/MM
MELANOM

13 AKRAL LENTIJINOZ  V 13,06MM \% CS T™ DUSUK 3/MM
MALIGN MELANOM GORULMEDI

14 YUZEYEL YAYILAN | IV 4,AMM 1IMM 5MM
MALIGN MELANOM

15 AKRAL LENTi{JINOZ @V 14,2MM RIV 2.2MM YUKSEK 8/ MM
MALIGN MELANOM

16 YUZEYEL YAYILAN | IV 4,96MM RIV 1,3CM 4/MM
MALIGN MELANOM

17 AKRAL LENTIJINOZ  V 3,56MM RIV 0,8CM YUKSEK 7/ MM
MALIGN MELANOM
AKRAL LENTIJINOZ v 3,4MM RIV DUSUK 4/MM
MALIGN MELANOM

18 AKRAL LENT{JINOZ @V 17,2MM vV 1,56MM YUKSEK 8/MM
MALIGN MELANOM
PLAZMOSITOID TiP
MELANOM

19 YUZEYEL YAYILAN V 12,8MM RIV 0,8MM YUKSEK 13/MM
MALIGN MELANOM

20 NODULER MALIGN \% 1,48MM RIV 0,5CM 7IMM
MELANOM

21 YUZEYEL YAYILAN IV 3,33MM RIV 2MM YUKSEK 7/MM
MALIGN MELANOM
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5.3. GENETIiK- MOLEKULER BULGULAR.

21 hastadan alinan tiimorlii ve timor icermeyen deri dokusu, tiimor igeren ve

timorsiiz lenf nodundan elde edilen 84 6rnekte B aktin (house-keeping gen) ve ING2

degerleri her bir 6rnek i¢in iki grup seklinde karsilastirildi. Delta Ct degerleri her bir

ornek i¢in elde edilen ortalama gen ekspresyonlari farkini, Delta-Delta Ct degerleri ise

ortalama normal delta Ct degerinden farki gostermektedir. Rolatif Ifade ise Delta-Delta

Ct degerinin logaritmik karsiligidir.

1.grup: Normal deri dokusu - Tiimérlii deri dokusu

Genetil- molekiiler bulgular tablo 14 ve 15°de gosterilmistir.

Tablo 17: Normal deri dokusu ve primer tiimoriin p aktin ve ING2 degerleri, Delta

Ct, Delta-Delta Ct ve Rolatif ifadeler. T: tiimérlii doku, N: saglam doku.

N1

T1
N2
T2
N3
T3
N4
T4
N5
T5
N6
T6
N7
T7
N8
T8
N9
T9
N10
T10
N11
T11
N12
T12
N13
T13

30,92864286

29,79000836
28,58210532
31,56498756
33,94864395
31,61235485
29,33987122
28,29476521
33,34892216
32,30673489
30,28309871
29,31146879
33,45065053
33,0086648
31,49165407
33,53807388
34,31736508
33,2567433
33,37826054
33,7497285
31,20781577
33,12765385
33,38109046
32,91044465
33,19449905
33,98853595

31,62984161

31,09904986
29,96654007
30,11566505
31,39984654
30,47808422
28,16506534
30,31677956
30,00654025
30,90818766

29,9185033
31,44323041
28,46304506
31,16581684
29,87860551
31,35541621

31,2504555
30,94496237

30,5045539
30,39509472
30,77805501
30,59722322
31,29345027
30,45533252
30,18850078
30,75725356

-0,701198741

-1,309041494
-1,384434749
1,449322513
2,548797412
1,134270631
1,17480588
-2,022014346
3,342381914
1,398547225
0,364595411
-2,131761616
4,987605472
1,842847957
1,613048566
2,182657662
3,066909582
2,311780928
2,873706637
3,354633785
0,429760757
2,530430629
2,087640186
2,455112122
3,005998272
3,231282388

-2,869528141

-3,477370894
-3,552764149
-0,719006887
0,380468012
-1,034058769
-0,99352352
-4,190343746
1,174052514
-0,769782175
-1,803733989
-4,300091016
2,819276072
-0,325481443
-0,555280834
0,014328262
0,898580182
0,143451528
0,705377237
1,186304385
-1,738568643
0,362101229
-0,080689214
0,286782722
0,837668872
1,062952988

7,308260916

11,13763408
11,73514814
1,646048548
0,768188349
2,047777216
1,991041815
18,25656887
0,443174718
1,705012333
3,491226576
19,69955336
0,141681562
1,253082536
1,469454649
0,990117561

0,53641438
0,905350586
0,613282106
0,439427059
3,337039222
0,778030583
1,057523127
0,819728054
0,559546963
0,478651326
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Tablo 17: Normal deri dokusu ve primer tiimoriin p aktin ve ING2 degerleri, Delta
Ct, Delta-Delta Ct ve Rolatif ifadeler. T: tiimorlii doku, N: saglam doku. (Devam )

N14
T14
N15
T15
N16
T16
N17
T17
N18
T18
N19
T19
N20
T20
N21
T21

33,20985994
34,09038132
34,14272016
33,08808009
33,30508664
33,53095632
31,6126801
29,91141207
34,31552691
32,25684621
31,88326425
29,64525101
30,54879136
31,31695482
33,12046529
30,52035232

30,47805227
31,01513906

28,3722541
30,87224587
29,45079021
31,60224496
31,87024632
30,71225467
28,64505478
30,59948002
29,10244533
31,08833676
30,30242633
30,25605087

31,7708246
31,58108097

2,731807672
3,07524226
5,770466062
2,215834217
3,854296427
1,928711359
-0,257566216
-0,800842604
5,670472126
1,65736619
2,780818915
-1,443085747
0,246365032
1,060903947
1,349640692
-1,060728648

0,563478272
0,90691286
3,602136662
0,047504817
1,685967027
-0,239618041
-2,425895616
-2,969172004
3,502142726
-0,51096321
0,612489515
-3,611415147
-1,921964368
-1,107425453
-0,818688708
-3,229058048

0,676668778
0,533325103
0,082347196
0,967608389

0,31079452

1,18068003

5,37362489
7,830866776
0,088257169
1,425001275
0,654067069
12,22205647
3,789386691
2,154608056
1,763802112
9,376555532

Grup 2: Tiimér icermeyen (saglam) lenf nodu dokusu - metastatik lenf nodu

dokusu

Tablo 18: Saglam lenf nodu ve metastatik lenf nodu dokularinin p aktin ve ING2
degerleri, Delta Ct, Delta-Delta Ct ve Rolatif Ifadeler. T: tiimorlii lenf nodu

dokusu, N: saglam lenf nodu dokusu.

N1
T1
N2
T2
N3
T3
N4
T4
N5
T5
N6
T6
N7
T7
N8
T8

30,16689871
28,35056219
29,58465795
28,95908285
31,58613449
30,60882235
29,13056677
28,12648759
32,21669543
31,34426195
29,31548796
28,36876943
34,14928156
33,84016031
33,56153593
33,1779495

30,2361478
31,9534508
27,6061486
28,7404557
28,1634909
28,3140654
29,20346244
29,42205413
29,3614868
29,1054197
31,5891405
30,8051462
28,6363148
31,52102905
27,60646187
27,4026183

-0,069249086
-3,602888609
1,978509352
0,218627154
3,422643587
2,294756948
-0,072895664
-1,295566538
2,85520863
2,238842253
-2,27365254
-2,436376775
5,512966762
2,319131253
5,955074059
5,775331202

-2,18140274
-5,715042263
-0,133644302

-1,8935265

1,310489933
0,182603294
-2,185049318
-3,407720192
0,743054976
0,126688599
-4,385806194
-4,548530429
3,400813108
0,206977599
3,842920405
3,663177548

4,535943721
52,52900174
1,097061422
3,715423076
0,403183937
0,881111625
4,547423341
10,61270261
0,597472834
0,915931366
20,90543552
23,40152152
0,094678909
0,866350308
0,069689233
0,078935739
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Tablo 18: Saglam lenf nodu ve metastatik lenf nodu dokularinn B aktin ve ING2
degerleri, Delta Ct, Delta-Delta Ct ve Rolatif Ifadeler. T: tiimorlii lenf nodu
dokusu, N: saglam lenf nodu dokusu. (Devam )

T9
N10
T10
N11
T11
N12
T12
N13
T13
N14
T14
N15
T15
N16
T16
N17
T17
N18
T18
N19
T19
N20
T20
N21
T21

RFU

2000

Sekil 13: ING2 ve B aktinin ekpresyon sonugclari

34,0160398 26,9870517 7,028988099 4,916834445 0,033104372
33,10252111 27,8054963 5,297024808 3,184871154 0,109965955
32,50845058 27,6054986 4,902951984 2,79079833 0,144506037
34,34900093 29,4012548 4,94774613 2,835592476 0,140088217
33,15118529 29,3305497 3,820635586 1,708481932 0,305981868
34,02515609 30,5605807 3,464575393 1,352421739 0,391634092
33,2489486 31,40584507 1,843103534 -0,26905012 1,205014177
33,44158618 30,7614082 2,680177978 0,568024324 0,674539894
34,24972926 32,1025126 2,147216663 0,035063009 0,975989134
34,42277651 32,9315022 1,491274314 -0,62087934 1,53781221
33,08564019 30,4026013 2,683038889 0,570885235 0,673203585
33,15970053 30,9279068 2,231793725 0,119640071 0,920417251
33,31220783 30,2206489 3,091558928 0,979405274 0,507188777
28,90721457 30,71005385 -1,802839281 -3,914992935 15,0844787
32,5562101 31,4054977 1,150712403 -0,961441251 1,947254229
32,19734147 32,1905434 0,006798071 -2,105355583 4,303038008
31,76942207 30,9063491 0,863072968 -1,249080686 2,37689914
33,65489502 31,4204637 2,234431321 0,122277667 0,918736043
32,97663104 28,6065461 4,370084942 2,257931288 0,209071557
31,23425956 31,20112636 0,033133206 -2,079020448 4,225202387
30,36218492 30,4446213 -0,08243638 -2,194590034 4577595656
30,31144796 32,0648185 -1,753370539 -3,865524193 14,57601247
33,28497621 32,8546124 0,430363815 -1,681789839 3,208257277
33,42394781 30,36055881 3,063388995 0,951235341 0,517189417
32,16205685 31,6615842 0,50047265 -1,611681004 3,056077234
Amplification
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Sekil 14: Sybr green ayrilmasi (MELTING CURVE).

5.4. ISTATISTIKSEL BULGULAR

Calismamiza katilan 21 kisinin 13’0 erkek (%61,9) 8’1 kadin (%38,1) olup yas
ortalamasi 62,05+16,9 ortanca yas 66’dir (min-max:19-87). Calismaya dahil edilen
ornekler 9 6lmiis olan hastalara (%42,85) ve 12 hayatta kalan hastalara (%57,15) aitti.
Olen hastalarin primer tiimér tan1 anindan 6lene kadar olan en kisa siire 7 ay, en uzun

sagkalim stiresi ise 55 ay olarak goriildii.

Tablo 19: Tiimérlerin klinik ve histolojik ozellikleri.

Perinoral Var 3 15
invazyon Goriilmedi 17 85
Lenfatik Var 5 25
invazyon Goriilmedi 15 75

Kan damar Var 2 10
invazyonu Gortlmedi 18 90
Regresyon Fokal/Kism1 3 15,8

Goriilmedi 16 84,2

Lenfositik Var 12 63,2
aktivite Gortlmedi 7 36,8
Mikroskopik Var 2 11,1
Satellite Gortlmedi 16 88,9
Zeminde Neiiis Var 3 16,7
Goriilmedi 15 83,3
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5.4.1. CALISMAYA DAHIL EDILEN 21 HASTANIN SONUCLARI

Normal doku 6rneklerinde Delta Ct dlgiimleri, -1,4 ile 5,8 arasinda degismekte
olup, ortalama 2,17+1,99; Timorli doku 6rneklerinde ise Delta Ct 6lgiimleri -2,13 ile
3,35 arasinda degismekte olup, ortalama 1,10+1,79 olarak saptanmistir. Normal dokular
ve tiimorlii dokular, Delta Ct olglimleri istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermekte

olup normal doku hiicrelerinin ortalamasinin daha yiiksek oldugu goézlenmektedir
(p=0,033).

Normal doku oOrnekleri Delta-Delta Ct Ol¢timleri, -3,6 ile 3,6 arasinda
degismekte olup, ortalama 0,00£1,99; Tiimorli doku Delta-Delta Ct 6lgiimleri ise -4,3
ile 1,2 arasinda degismekte olup, ortalama -1,07+1,79 olarak saptanmistir. Normal
dokular ile timorli dokular, Delta-Delta Ct Ol¢timleri istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmis olup normal dokunun Delta Delta Ct degernin daha yiliksek oldugu
gozlenmektedir (p=0,033).

Normal doku 6rnekleri Rolatif Ifadeleri 0,08 ile 11,74 arasinda degismekte
olup, ortalama 2,20+2,91 iken; Tiimé&rlii doku Rélatif ifadeleri ise 0,4 ile 19,7 arasinda
degismekte olup, ortalama 4,56+6,04 olarak belirlenmistir. Normal dokular ile tiimdrlii

dokular Rélatif ifade 6lgiimleri istatistiksel olarak anlamli farkliik gdstermemektedir

(p=0,063; p>0,05).

Tablo 20: Saglam deri dokusu ve primer tiimériin delta Ct, Delta Delta Ct, Rolatif
ifade degerleri.

DeltaCt  Min-Max (Medyan)  -2,13-3,15(1,68)  -1,4-5,8(0,38) 0,033

Ort+=SD 1,10+1,79 2,17+1,99
Delta Delta Min-Max (Medyan) -4,30- 1,19 (- -3,55- 0,033
Ct 0,51) 3,60(0,39)
Ort+SD -1,07+1,79 0+1,99
Rolatif Min-Max (Medyan) = 0,44-19,70(1,43) 0,08-11,74 0,063
ifade Ort+=SD 4,56+6,04 2,20+2,99
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Normal normal lenf nodu orneklerinde Delta Ct Olgtimleri, -2,77 ile 5,96
arasinda degismekte olup, ortalama 2,11£2,52 ; Tiimdrli lenf nodu Orneklerinde ise
Delta Ct dlgiimleri  -3,60 ile 7,02 arasinda degismekte olup, ortalama 1.82+2,59 olarak
saptanmistir. Normal lenf nodlar1 ve tiimorlii tiimorli lenf nodlari, Delta Ct dlgiimleri

istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir (p=0,461 ; p>0,05).

Normal lenf nodu 6rnekleri Delta-Delta Ct olgtimleri, -4,39 ile 3,84 arasinda
degismekte olup, ortalama 0,00£2,52 ; Tiimdrli lenf nodu Delta-Delta Ct dlglimleri ise -
5,72 ile 4,92 arasinda degismekte olup, ortalama -0,29+2,59 olarak saptanmistir.
Normal lenf nodlar1 ile lenf nodlar1 arasinda, Delta-Delta Ct Olgiimleri istatistiksel

Olctimleri istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p=0,461 ; p>0,05).

Normal lenf nodu 6rnekleri Rolatif ifadeleri 0,07 ile 20,90 arasinda degismekte
olup, ortalama 3,61+5,87 iken; Tiimorlii lenf nodu Rélatif ifadeleri ise 0,03 ile 52,53
arasinda degismekte olup, ortalama 5,34+12,02 olarak belirlenmistir. Normal dokular
ile timorlii dokular Rolatif ifade oOlgiimleri istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemektedir (p=0,322; p>0,05).

Tablo 21: Saglam lenf nodu dokusu ve primer tiimoriin delta Ct, Delta Delta Ct,
Rolatif ifade degerleri

Delta Ct Min-Max -3,60-7,02(2,15) -2,27- 0,461
(Medyan) 5,96(2,23)
Ort+=SD 1,82+2,59 2,11+2,52
Delta Delta Min-Max -5,72- 491 -4,39- 0,461
Ct (Medyan) (2,15) 3,84(0,92)
Ort+SD 1,82+2,59 042,52
Rolatif ifade Min-Max 0,03-52,53(0,98) 0,07-20,90 0,322
(Medyan)
Ort+=SD 5,34+12,02 3,61+5,87
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Tablo 22: Saglam deri ve primer tiimor hiicrelerinde ekspresyon farki ve Breslow

tiimor kalinh@ iliskisi.

© O N o o A W DN P

T N N e e S R I R N T
B O © o N o o A W N L O

-,60784275
2,83375726
-1,41452678
-3,19682023
-1,94383469
-2,49635703
-3,14475752
,56960910
-,715512865
,48092715
2,10066987
,36747194
,22528412
,34343459
-3,55463185
-1,92558507
-,54327639
-4,01310594
-4,22390466
,81453891
-2,41036934

1,5 0,424
3,65
6,4
9
13
5,03
6,48
65
7,58
3,01
10,46
13,05
4.4
14,2
4,96
3,56
34
17,2
12,8
1,48
3,33

Tilimor (+) deri ile normal deri delta ct farklar ile Breslow kalinliklar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi (p=0,424).
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Tablo 23: Saglam ve metastatik lenf nodunda ekspresyon farki ve Breslow tiimor
kahinhgi iliskisi.

1 -3,53363952 1,5 0,695
2 -1,7598822 3,65
3 -1,12788664 6,4
4 -1,22267088 9

5 -0,61636638 13
6 -0,16272424 5,03
7 -3,19383551 6,48
8 -0,17974286 65
9 1,8765006 7,58
10 -0,39407283 3,01
11 -1,12711054 10,46
12 -1,62147186 13,05
13 -0,53296132 4,4
14 1,19176458 14,2
15 0,8597652 4,96
16 2,95355168 3,56
17 0,8562749 3,4
18 2,13565362 17,2
19 -0,11556959 12,8
20 2,18373436 1,48
21 -2,56291635 3,33

Breslow ortalama : £SD 9,98+13,41 min- max: 1,48-65 medyan :6,4.

Timor (+) lenf nodu ile normal lenf nodlarinin delta Ct farklar1 ile Breslow

kalinliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi (p=0,695).

Primer tiimor kalinligina gore hastalar ince kalinlikta (Breslow kalinligi <2mm),
orta kalinlikta (Breslow kalinlig1 2-4mm) ve kalin (Breslow kalinligi >4mm) olarak 3
grupa ayrildi. Herbir grup hem primer tiimor ve saglam deri tiimorii arasinda olan
ekspresyon farki (delta Ct), hemde metastatik ve metastatik olmayan lenf nodu
arasindaki ekspresyon farki (delta Ct) karsilastirilarak tiimor kalinligi ile ekspresyon

arasinda korelasyon olup olmadig: arastirildi.
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Tablo 24: Primer tiimor ve saglam deri dokusu delta Ct degerleri ile primer tiimér
kalinhg1 karsilastirilmasi.

0,10 1,01 0,10 -0,61 0,81
-0,31 2,10 -0,54 -2,41 2,83 0,270
=1Lg1 2,01 -1,68 -4,22 2,10

Primer tiimor ve saglam deri dokusu delta Ct degerleri ve primer timor

kalinligina gore gruplarla karsilastirildigi zaman i grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli sonu¢ bulunmadi (p= 0,270).

Tablo 25: Metastatik ve metastaz olmayan lenf nodu dokusu delta Ct degerleri ile
primer tiimor kalinh@: karsilastirilmasi.

4,04 -0,68 -3,53 2,18 0,98
2,19 -0,39 -2,56 2,95 7
1,44 -0,36 -3,19 2,14

Metastatik ve metastaz olmayan lenf nodu dokusu delta Ct degerleri ve primer
timor kalinligina gore gruplarla karsilastirildigi zaman {i¢ grup arasinda istatistiksel

olarak anlamli sonu¢ bulunmadi (p=0,987).
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6. TARTISMA

Kutan6z malign melanom ciddi ve bazen hayati tehdit eden bir kanserdir.
Malign melanom olusumunun molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilamamuistir.
Apoptozis mekanizmalarinin temelinde duran molekiiler mekanizmalarin bozulmasi

muhtemelen melanomun ilerlemesine katkida bulunan baslica faktorlerden biridir.

Malign melanom insidans1 dramatik olarak artan hastaliklar arasindadir. Malign
melanomun risk faktorleri arasinda fenotipik faktorler (mavi gozler, sarisin veya kirmizi
sag, acik ten, giines hassasiyeti, bronzlasamama), malign melanom Oykiisii, displastik
nevis varligi, pozitif aile hikayesi ve nadirende olsa genetik mutasyonlar bulunur (3-6).
Genetik faktorlere ek olarak fazla giinese maruz kalma ve UV bazli suni bronzlasma

gibi ¢evresel faktorler melanom gelismesine neden olabilir (7).

Primer malign melanom non-metastatik radial faz ve dermise invaze olarak
metastaz kapasitesi kazanan vertikal fazlardan olusmaktadir (8). Hastalarin biiylik bir
kismi erken tani konulduktan sonra basit cerrahi miidaheleler ile tedavi edilebilse de,
uzak metastaz gelisen hastalarin %350-si tan1 konulduktan 6 ay igerisinde hayatlarini
kaybediyorlar (9). Tumoriin histopatolojik 6zellikleri, lokalizasyonu, ¢api, hastanin

0zgeemis, klinigi, prekanser6z durumlarin varligi, hastaligin prognozunun etkiler.

Bircok deri kanserleri gibi,malign melanomunda primer tedavisi saglam
siirlarla cerrahi eksizyondur. Melanom, konvansiyonel radyoterapi veya kemoterapiye
kars1 oldukca direnclidir. Melanom tedavisi i¢in tek FDA onayl ilag olan Dacarbazine
(DTIC) yamit orami sadece %16°dir(10). Bu nedenle, yeni tedavi rejimlerinin
tasarlanmasi i¢in melanom progresyonunun ve kemorezistansinin daha iyi anlagilmasi
istenir. Malign melanomun baslangic1 ve gelisiminde molekiiler etkilerin ortaya

konulmas1 malignitenin 6nlenmesi ve tedavisine yardimci olacaktir.

Hiicre sikliisliniin tiim asamalar1 bir takim kontrol mekanizmalarinin denetimi
altindadir. Bu mekanizmalar arasinda tiimor siipressor genler ve onkogenler baslica role
sahiptir. Timor stipressor genler ve onkogenler saglam hiicrelerde denge halindedir.
Kontrol mekanizmalarinda olan ve onarilmayan mutasyonlar kontrolsiiz hiicre
boliinmesi- kanserle sonuglanir. Cilt kanserlerinde en sik p53 mutasyonuna rastlanir

(11). Apaptozise kars1 kazanilan direng, kanser hiicrelerinin kanser Onleyici ajanlarin
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neden oldugu apaptotik 6liimden kagmasina ve metastazin gelisdesine olanak taniyan
baslica kanser belirleyicidir. DNA hasarin1 apaptozise baglayan merkezi bir sensor olan
p53, birgcok tiimor tipinde tiimor baskilanmasinda ve kemosesitivitesinde onemli rol
oynar. Bununla birlikte, mutasyon analizi p53 geninin melanomlarin sadece yaklasik %
11’inde degistigini ortaya koymaktadir (12). P53’iin diisitk mutasyon orani, diger timor
supressor  genlerin  melanom  patogenezinde Onemli rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir (13).

ING gen ailesinin bugiine kadar 5 bireyi tanimlanmistir ve 5 ayri
kromozomlarda yerlesmektedir. ING proteinleri apoptozu destekleme, DNA hasarinin
onarilmasi, hiicresel yaslanmayi kontrol etme, hiicre proliferasyonu tizerinde negatif
etki, kromatin yapmin yeniden diizenlenmesi, hormon yanit1 kontrolii, NF-kB ve

hipoksi iligkili neoplazi yolaklarinda gorev alirlar (15).

ING proteinlerinin p53 etki mekanizmasi i¢in gerekli oldugu diisliniilmektedir.
Ancak, literatiirde ING proteinlerinin p53°ten bagimsiz ¢alistig1 yoniinde yayinlar vardir
(14). Unoki ve ark.’larinin yaptig1 bir calismada ING ailesinin iiyelerinden ING2’nin bir
alt varyantin1 izole etmislerdir. ING-2b olarak adlandirdiklar1 bu gen ING-2a ile aym
ekzon iizerinde yer almakta ve p53 baglandigi bir N-terminali igermemektedir. p53
aktivasyonlarinda ING-2a siiprese olurken ING-2b etkilenmemektedir. ING-2a yanlizca
p53 varliginda hiicre biiylimesini engellerken; ING2b hiicre biiylimesi iizerinde etkili
olmayip hiicre c¢ogalma siklusunda duraklama ve apoptozisde asagr yonde bir
regiilasyona neden olmakta ve bunu p53°den bagimsiz olarak yapmaktadir. ING-2b’nin
promoter bolgesi pS53 baglanma bolgesi igermediginden p53°ten bagimsiz olarak
fonksiyon gormektedir. Wang ve ark.’lart ING2’nin N terminalinde ldsin fermuar
modeline benzer bir bolgenin bulundugunu ve bu bdlgenin p53’iin modiilasyonu ile p53
aracilig1 ile kromotin remodelizasyonda ve apoptozisin baslatilmasinda da etkili oldugu
gosterilmistir. ING2a ve ING2b hiicre sikliis arresti ve apoptoziste kompansatuar bir rol
oynamakta ve belkide kemoterapdtiklere rezistanstans gelisiminde sorumlu olmaktadir.
Nutlin-3a ve Adriamisinin indiikledigi p53 salinimi sonucu ING2a salinimi azalirken
ING2b’nin degismedigi gosterilmistir. Bu bilgiler insan fibroblast kiiltiirlerinde yapilan

calismalarla da dogrulanmustir.

Son zamanlarda ING proteinlerinin hiicre proliferasyonunu, apoptozu, tiimor

stipressif Ozellikleri, anjiyogenezi ve DNA tamirini diizenledigi mekanizmalar, yogun
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bir arastirmanin konusu olmustur. Onceki ¢alismalar kolorektal karsinomda
ING2'nin p53 ile isbirligi yaparak hiicre dongiisii G1-fazda tutulmasin1 ve apoptozisi
artirdigin1  gostermistir. ING2 p300 ile birlikte p53 asetilasyonu yoluyla replikatif
yaslanmay1 ve PHD alanindan fosfoinositidle (PtdInsPs) etkileserek DNA hasarina kars1
nuklear cevabi diizenledigi bildirilmistir. Bundan baska ING2 ya niikleotid eksizyon
onarimin1 gliglendirerek yada melanom hiicrelerinde UV kaynakli apaptozu tesvik
ederek UV 1sinlarina karsi hiicresel stres yanitinda énemli rol oynar (16). UV 1sinlarina
maruz kalmis hiicrelerde ING2’nin ekspresyon artisi Bcel2  ekspresyonunun
baskilanmasina, Bax proteinlerinin mitokondri igerisine translokasyonuna ve bunun
sonucu olarak sitokrom c serbestlenmesi ile kaspas- 3 ve kaspas- 9 aktivasyonuna sebep
olur. ING2’nin ekspresyonunda azalma UV ile indiiklenmis apaptoziste gecikmeye
neden olmaktadir (13).

Yapilan cesitli calismalarda bas-boyun SCC’lerinde, hepatoselliiler karsinomda,
kiigtik hiicreli dis1 akciger kanserinde, malign melanomda ING2’nin ekspresyon
azalmas1 gosterilmistir. Genel kaide olarak timor supressor gen olarak diisiiniilsede,
kolorektal karsinomda, servikal kanserde, Burkitt lenfomada ING2’nin asirt

ekspresyonu farkli timorlerde farkli sekilde davrandigini gostermektedir (74).

Bu galigmanin temel amaci tiimor baskilayict ING2 geninin metastatik malign
melanom hastalarinda saglam deri ve primer tiimdrde, saglam lenf nodu ve metastatik
lenf nodunda anormal sekilde eksprese olup-olmadigini arastirmaktir. Ikinci amag
saglam ve metastatik lenf nodu dokularinda ING2 ekspresyonlar1 arasindaki farkla
primer timoriin Breslow kalinligi arasindaki iliskiyi ortaya koymaktir. Daha Once
yapilan  caligmalarda  niikleer ING2  ekspresyonunun, displastik  nevusla
karsilastirildiginda, radyal biiyiime fazinda (RGP), vertikal biiylime fazinda (VGP) ve
metastatik melanomlarda anlamli derecede azaldigini gosterilmistir (P <0.05). Ayni
calismada ayrica niikleer ING2 ekspresyonunun hastanin cinsiyet, yas veya timor
kalinlig1, iilserasyon, Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) evresi, timor alt tipi,

yeri ve 5 yillik sagkalimu ile iligkili olmadigini da ortaya konulmustur.

Bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz sonuglar primer tiimor ve saglam deri dokusu
arasinda ING2 ekspresyon diizeyi karsilastirildiginda ING2’nin tiimdér hiicrelerinde

baskilandigi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bu sonuglar daha Once yapilan
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caligmalarla benzerdir ve ING2’nin bir timor siipressor gen oldugunu desteklemektedir
(p=0,033).

Ythier D ve ark.’larmin yaptig1 ¢alismaya gore SCC’de ING2’nin ekspresyon
seviyesi lenf nodu metastazi ve TNM evresi arasinda ters iliski mevcuttur (130). ING2
ekspresyonunun azalmasi SCC gelismesi ve ilerlemesinde rol aldigi gosterilse de daha
once primer deri melanomlarinin lenf nodu metastazlari ile saglam lenf nodu arasindaki
ING2 diizeyi farkina bakilan ¢alisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz ¢alismada saglam
lenf nodu ve metastatik lenf nodu ING2 ekspresyon diizeyi karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. (p=0,461 ; p>0,05).

Primer malign melanomda tiimor kalinlig1 lenf nodu metastazi i¢in en 6nemli
prediktor degerlerdendir. Breslow siniflamasina goére tiimor kalinliginin her bir iinite
artigi, pozitif sentinel lenf nodu (SLN) metastaz riskini %13 artirmaktadir (131). Biz bu
calismamizda saglam ve metastatik lenf nodu arasindaki ING2 ekspresyon farki ile
primer tiimoriin Breslow siniflamasina gore kalinligr arasindaki korelasyonu arastirdik.
Ancak bu iki parametre arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi

(p=0,695).

F Lu ve arkadaslarimin yaptigi calismada primer timor kalinligr ve ING2
ekspresyon farki arasinda korelasyon olmadigi gorilmiistir (13). Bizim yaptigimiz
calismada da primer timor ve saglam deri doku hiicrelerinde bakilan ING2 ekspresyon

farki ile primer tiimoriin Breslow kalinligi arasinda iligki saptanmamustir (p=0,424).

Primer tiimor kalinligina gore hastalar ince kalinlikta (Breslow kalinligit <2mm),
orta kalinlikta (Breslow kalinlig1 2-4mm) ve kalin (Breslow kalinligi >4mm) olarak 3
grupa ayrildi. Herbir grup hem primer timoér ve saglam deri timorii arasinda olan
ekspresyon farki (delta Ct), hemde metastatik ve metastatik olmayan lenf nodu
arasindaki ekspresyon farki (delta Ct) karsilastirilarak tiimor kalinligi ile ekspresyon
arasinda korelasyon olup olmadig1 arastirildi. Primer tiimor ve saglam deri dokusu delta
Ct degerleri ve primer tiimdr kalinligina gore gruplarla karsilastirildigir zaman ti¢ grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug¢ bulunmadi (p= 0,270). Metastatik ve metastaz
olmayan lenf nodu dokusu delta Ct degerleri ve primer tiimdr kalinligina gore gruplarla
karsilagtirildigt zaman ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmadi

(p=0,987).
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ING gen ekspresyonu farkli organlarda farkli diizeylerde eksprese oldugu
bilinmektedir (132). Bu bilgi goz oniinde bulundurularak farkli dokular degil, ayni
dokularin timérlii ve timoOr icermeyen hiicrelerinde ING2 ekspresyon diizeyi

karsilastirilmistir.

Ozet olarak, bu calisma ile ING2 geninin tiimdr siipressor gen olmas1 konusunda
diger calismalar desteklensede, primer timor kalinligi ve metastatik lenf nodunda
ekspresyon diizeyi arasinda herhangi bir korelasyonun olmadigi, ayrica primer timor
kalinlig1 ve primer timorde ING2 ekspresyon seviyesi arasinda iligkinin olmadigi
ortaya konuldu. Istatistiksel olarak daha giivenilir sonuglarin elde edilmesi i¢in genis

serili calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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