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Ozet

Malign melanom, melanin Uretmekle sorumlu olan melanositlerin
degisimi ile meydana gelen kanser turtdidr. Mortalite orani yuksek
olan malign melanomun her vyil insidansinda artis olacagi
distunulmektedir. Bu calismada, malign melanom olgularinda EGFR,
P16, TP53 ve MDM2 gen bdlgelerine ait aberasyonlarin FISH yéntemi
ile ortaya konulmasi amacglanmistir.

Histopatolojik olarak tanmi almis 16 malign melanom ve 24
melanositik nevlis olgusu calismaya dahil edilmistir. Hasta ve
kontrollere ait deparafinize edilmis doku preparatlarinda FISH
yontemi kullanilarak EGFR, TP53, P16 ve MDM2 bdélgelerine ait kopya
sayisi degisiklikleri incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gore 16 malign melanom olgusunun 7'sinde
(%43,75) en az 1 aberasyon, 4'inde en az 2 aberasyon gozlenmistir.
Yirmidort melanositik nevis olgusunun 4'Unde (%17) aberasyon
saptanmistir.

Malign melanom olgularinda en sik gézlenen anomali EGFR gen
amplifikasyonu (%43,75) olarak saptanmistir. Malign melanom ve
melanositik nevis arasinda EGFR amplifikasyonu agisindan anlaml bir
fark bulunmustur. Malign melanom olgularinda arastirmis oldugumuz
gen kopya sayisi anomalileri (EGFR amplifikasyonu, MDM2
amplifikasyonu, TP53 delesyonu, P16 delesyonu) ile histopatolojik
ozellikler (Ulser, lenf infitrasyonu, bluylme tipi) ve kanser tipi
arasinda bir iliski gézlenmemistir. Ancak malign melanomlarda EGFR
ve MDM2 genlerinin koamplifikasyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamh ve orta dlizeyde bir uyum bulunmustur. Ayrica TP53 gen
delesyonu ile MDM2 gen amplifikasyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamh ve orta dizeyde bir uyum bulunmustur. Calismamiz
sonucunda melanom ve nevis tanist ayriminda EGFR gen
amplifikasyonun kullanilabilir olabilecegi ve MDM2 geni ile EGFR geni
arasinda bulunan uyumun molekiler dlzeyde de arastirilarak timor
olusum ve gelisimi hakkinda yeni ipuglari elde edilebilecedi
dislinitlmektedir.

Anahtar kelimeler: Malign melanom, EGFR, TP53, MDM2, P16,
FISH
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Summary

Malignant melanoma is a type of cancer that occurs with the
change of melanocytes which are responsible for producing melanin.
The incidence of malignant melanoma with high mortality rate is
thought to increase every year. The aim of this study is to determine
the aberrations of EGFR, P16, TP53 and MDM2 gene regions in
malignant melanoma cases by FISH method.

Histopathologically diagnosed 16 malignant melanomas and 24
melanocytic nevi cases were included in the study. The number of
copies of EGFR, TP53, P16 and MDM2 regions were examined by FISH
analyses in deparaffinized tissue preparations of patients and controls.

As a results, out of 16 malign melanoma cases, 7 cases
(43,75%) had at least 1 aberration, 4 caeses had at least 2
aberrations. Aberrations were observed in 4 of 24 (17%) melanocytic
nevus cases.

In conclusion; the most common anomaly in malighant
melanoma cases were found to be EGFR gene amplifications
(43,75%). A significant difference was found in terms of EGFR
amplification between malignant melanoma and melanocytic nevus.
No significant correlation was found between the number of gene
copy number anomalies (EGFR amplification, MDM2 amplification,
TP53 deletion, P16 deletion) or histopathologic features (ulcer, lymph
infiltration, growth type) and cancer type in malign melanoma cases.
However, there was a statistically significant and moderate
correlation between the co-amplification of EGFR and MDM2 genes in
malignant melanomas. In addition to this, a statistically significant
and moderate correlation between the TP53 gene deletion and MDM2
gene amplification was found. As a result of our study, it is thought
that EGFR gene amplifications can be used in differential diagnosis of
melanoma and nevus, and the correlation of EGFR and MDM2 genes
that we found can give a hint about the tumor formation and
development if it'll be investigated with molecular analyses.

Key words: Malignant melanoma, EGFR, TP53, MDM2, P16, FISH
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1- GIRIS ve AMAC

Deri kanserleri arasinda yer alan malign melanomun sikhidi
degisen iklim ve ultraviyole i1sinlarina maruz kalma siiresinin artmasi
gibi nedenlerle her yil toplumda goérilme orani artmaktadir. Mortalite
orani yuksek bir hastaliktir. Gelecekte iklim degisiklikleri ile beraber
malign melanomaya yakalanma riskinin artacagl tahmin edilmektedir.

Melanositik lezyonlar; melanositik nevisler ve malign melanom
olmak Gzere iki ana gruba ayrilir. Bu iki grupta kendi icerisinde farkli
gruplara ayrilir ve bu alt gruplarin histopatolojik 6zellikleri farklilik
gostermektedir. Fakat bu farklliklara ragmen sadece histopatolojik
yontemlerle tani konulmasi ve lezyonun benign veya malign karakter
agisindan ayriminin yapilmasinin zor oldugu bilinmektedir. Bu ylzden
malign  melanomda genetik  degisiklerin, tant  konulmasini
kolaylastirilacagl ve hastaligin patolojik etyolojisini acgiklayabilecedi
dusunulmektedir.

Bu galismada, malign melanom olgularinda EGFR, P16, TP53 ve
MDM2 gen bélgelerine ait aberasyonlarin FISH yéntemi ile ortaya
konulmasi amaglanmistir.



2- GENEL BILGILER

Kanser, kalp ve damar hastaliklarindan sonra 8lim orani en
fazla olan hastaliktir. Her yil Diinya'da on iki milyondan fazla kanser
gorilmekte olup, kanserin sebep oldugu &limler yedi milyondan
fazladir. Her yil kanser hastalarinin orani artmaktadir. Kanser tani ve
tedavileri igin her yil yapilan galisma sayisi artmakta ve kanser
olusum mekanizmalarn kesfedilmektedir (Isik,2014).

2.1- Kanser

Kanser kelime anlami olarak, bir organ ya da dokudaki
hicrelerin dizensiz gogalmasiyla beliren kéti urlardir (Arsav, 2006).
Kanser, hlcrenin normal davranislarini dizenleyen mekanizmalarin
bozulmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Bundan dolayi kanser ozellikle
molekiler ve hucresel dizeyde incelenmesi gereken bir hastaliktir
(Cooper & Hausmen, 2006).

Kanser hucreleri, hicrenin normal davranislarini kontrol eden
sinyallere dogru tepkiyi gostermek yerine kontrolsiiz godalmay! ve
bélinmeyi sirdidrerek, normal doku ve organlarn istila etmektedir.
Kanser geligimi birbirini izleyen ¢ok asamali bir sirectir. Genetik
degisim sonucunda tek bir hiicrenin anormal godalmasiyla timér
olusumu baglar. Timérin gelismesi ise kontrolsiiz cogalmanin
getirdigi yeni mutasyonlarla meydana gelmektedir. Her mutasyon
sonucunda hacreler yeni 6zellikler kazanmaktadir. Godalma hizi,
sagkalim, invazyon ve metastaz yetenedi gibi &zellikler agisindan
avantajli timor hicre klonlar ortaya cikmaktadir. Bu olaya klonal
segim denir (Cooper & Hausmen, 2006).

2.2- Kanser Tirleri

Kanser incelemelerinde en 6nemli konu timoérin selim veya
malin oldugunu ayirt etmektir. Selim timérler cevredeki dokuya ya
da vucudun uzak bélgelerine yayllmadan olusurlar. Malin timérler ise
hem gevredeki dokuya hem de kan ya da lenfatik sistem aracihdiyla
vicudun diger bélgelerine metastaz yaparlar.

Tamorler yerlesim yerine, doku tipine, histolojik yapisina gére
uge ayrihr;
1. Karsinomalar (epitelyum hicrelerinden kaynak alir)
2. Sarkomlar (Kemik, kas ya da konnektif doku gibi mezensimal
dokulardan koéken alirlar)
3. Lésemi veya lenfomalar (kan ve immin sistem hiicrelerinden
gelisir) (Cooper & Hausmen, 2006).
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2.3- Melanositik Proliferasyonlar

Deri, vicudumuzun en buylk organidir. Organizma igin
koruyucu bir ortd olan deri ayni zamanda gevreye sinyal génderip,
gevreden sinyal alir. Disaridan gelen uyarilarin algilanmasinda gorev
yapmaktadir (Arsav, 2006).

Melanositler, derinin bazal tabakasinda, kil follikllerinde,
skuamoz mukozal membranlarin ¢ogunda ve leptomeninkslerde yer
alan néral krest kékenli hicrelerdir. Pigment Uretimini saglarlar (Isik,
2014).

Melanositlerin melanin sentezleyen organellerine melanozom
denir. Immatir melanositlere melanoblast ve melanini fagosite etmis
dermal makrofajlara melanofaj denir (Isik, 2014). Melaninler ikiye
ayrilirlar. Elips seklindeki melanozomlardan yapilan eumelanin, deri
ile sacin kahverengi-siyah renginden sorumludur ve kire seklindeki
melanozomlardan vyapilan pheomelanin deri ve sacin sari-kirimizi
renginden sorumludur (Erenler, 2010).

Melanositik proliferasyonlar; melanositler, nevis hiicreleri veya
melanoma hdlcrelerinin bir veya daha fazlasinin kombinasyonundan
olusmaktadir. Melanositlerin benign timdrleri genellikle melanositik
nevls olarak adlandiriirken, malign timorleri melanom olarak
adlandinlirlar (Anlar,2012).

Melanositik nevusleri siniflandiriimasi tablo 2.1'de (Anlar,2012)
ve malign melanom siniflandiriimasi tablo 2.2'de gibi yapilabilir (Boyle
& Levin, 2008).



Tablo 2.1. Melanositik nevislerin siniflandiriimasi (Anlar,2012)

Melanositik neviisler

Siradan melanositik neviis

Intradermal

Junctional

Compound

Konjenital melanositik nevis

Displastik nevis

Balon hicreli nevis

Ozel yerlesimli nevis

Akral deri nevisl

Melanonychia Striata

Genital deri nevisu

Spitz nevls

Pigmente 1§ Hiicreli nevis

Derin Penetre nevus

Rekiirren neviis(Psédomelanom)

Halo nevis

Mavi (Blue) nevis




Tablo 2.2. Malign melanomlann siniflandinimasi (Boyle & Levin, 2008)

Malign melanom

Superfisyel yayilan melanom

Noduiler melanom

Lentigo maligna

Akral lentijen6z malign melanom

Biue nevisten malign melanom

Cocukluk cagi melanom

Dev konjential neviisten kaynaklanan melanom

Persistan melanom

Desmoplastik melanom

2.3.1. Malign Melanom

Malign melanom ciltte pigmentasyon yapan melanositlerin
malign degisim kazanmasiyla gelisir. Deri disinda skumaoz hiicre ile
kapli mikoz membranlarda, g6ziin uveal tabakasinda ve beyinin
leptomeninkslerinde de melanom gelisebilir (Erenler, 2010).

Dinya genelinde yeni melanom vakas! her ylzbinde 2.8,
melanoma bagh 6lumler ise yluzbin kiside 0.6 olarak bildirmektedir.
Melanom her yil insidansinda artis gésteren bir hastaliktir. Avrupa‘da
her yil altmisikibin yeni vaka saptanmaktadir. Gilnes 1sigina
maruziyetin ylksek oldugu bdélgelerde daha sik goriilmesi, melanom
gelismesini ultraviyole isinlarinin tetikledigi duslntimektedir (Celik
vd., 2012). Avrupa Bodlgesinin kanser dagiimi Sekil 2.1. de
gosterilmistir.

WHO Avrupa Bélgesi (EURO)

4 m Erkkdar Kadniar
1.821.000 vaka 1601 000 raka

1034.000 6lim 213.000 skim

herme
Kolorektum
Acciger
Prostat

Mide

hesane
Bébrek
Hodgling harid lenforma
Lisemi
Panireas
Korpus uteri
Cikt melanormu
Serviles uteri
Az boghju
Yurmurtah k
Karacifjer

: FL O ST
O psdans (Bin)
Crim oram

Sekil 2.1. Avrupa'da kanser oranlar (Boyle & Levin, 2008).



Turkiye Kanser Istatistikleri (2008 yilina ait) verilerine gére
Ulkemizde melanom gérilme siklidi; erkeklerde vyilzbinde 1.9,
kadinlarda yuzbinde 1.3'dir. Tirkiye'nin 2004'ten 2008 yilina kadar
melanom hasta oranlan sekil 2.2. (Erkek) ve sekil 2.3. (Kadin)
gosterilmistir (Celik vd., 2012) .

Malign Melanom, Tiirkiye,YSH,Erkek
7.0 |
5 60 - =
g 50 |——
= 4,0
@ 3,0
3 2,0 _
£ 1.0 L8 - -
0,0 T T I I
2004 3 2005 2006 3 2007 ‘ 2008 :
|—e— Antalya 1,7 ‘ 16 2,5 1.9 2,4 .
~m—Bursa 1,5 ' 1.3 1,1 1,5 1,5 |
| o= Edlirne 0,8 | 1.4 1.2 2,6 1,8
P 03 03 | o | 5 | 13 |
| s Eskisehir 2,0 [ 0,7 0,7 | 2.8 | 16 w
o izmir 16 f 1,7 2,3 i 2.4 35 |
e SAMISUN 1,0 : 0,7 1,4 1,4 1,1
~Trabzon 1,6 - B 1.4 21 1,9 } 25

Sekil 2.2. Tirkiye'de belirli merkezlerde 2004 ile 2008 wyillan arasinda erkek
bireylerin malign melanom siklidi (Celik vd., 2012).

Malign Melanom, Tlrkiye, YSH, Kadin

5,0 e o
=
<
(=3
=
-t
T
=
o
-
=
2005 |
| —o— Antalya 21 1,3 ! 1,2 - 1,4 0,9 :
| —— Bursa 1,7 | 1,6 | 1,0 1,0 13 |
| —t—Edirne | 0.4 : 1,6 0,4 ‘ 1,2 1,3 |
[—— Erzurum | 0.3 i 1,1 ! 0.6 ; 3,0 0,5 |
| —+— Eskisehir | 0.8 i 0.4 | 1,7 ] 1,1 1.2 ‘
- izmir [ 1,8 | 1,6 \ 2,4 1,5 \
|———Samsun 1.3 _ 1.1 | 0,6 | 1.3 19
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Sekil 2.3. Tirkiye'de belirli merkezlierde 2004 ile 2008 vyillani arasinda kadin
bireylerin malign melanom sikligi (Celik vd., 2012).




2.4- Melanomda genetik degisimler

Melanom patogenezi komplekstir ve tam olarak anlasiimamustir.
Bununla birlikte gevresel faktorlerle etkilesim (Ultraviyole isinlara
maruziyet gibi), genetik degisimlerin birikimi ve onkogenlerin
aktivasyonu patogenezde rol oynamaktadir (Rigel, 2010).

Genomdaki genlerimizin ylzde yirmisi sinyal iletiminde gorev
almaktadir. Protein kinazlar membran yerlesimli ve sitoplazmik tirozin
kinaz oimak Uzere ikiye ayrilir. Protein kinazlar sinyal iletim sirasinda
protein fosforilasyonu gergeklestirir ve katalitik o6zelliklerine gore
tirozin ve serin/treonin olarak gruplandirilirlar. Membrana yerlesen
proteinlere reseptér tirozin kinaz (RTK) denir (Cooper & Hausmen,
2006). Reseptor tirozin kinazlar substrat proteinleri tirozin
kalintilarindan fosforiller. EGF (Epidermal buyime faktéri), NGF
(Néronal buyume faktorii), PDGF (Trombosit kaynakli biyime
faktéri), insdlin ve bazi bluyime faktori reseptorleri tirozin
kinazlardir.  Tirozin kinaz reseptor yolaklari sekil 2.4'te
gosterilmektedir (Simer-Turanhgil & Uyanikgil, 2010). Karsinogenez
surecinde surekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi s6z konusudur (Cooper
& Hausmen, 2006).
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Sekil 2.4. Tirozin kinaz reseptér yolaklan (Simer-Turanhgil & Uyanikgil, 2010).

2.4.1. EGFR ve melanom

Epidermal buyime faktéru reseptori (EGFR) geni, protein kinaz
ust ailesini kodlayan gen ailesi igerisinde yer alir (Groeger et al.,
1997). EGFR, 7p12 kromozomal bdlgesinde yer alir ve ylz yetmis
kDa'luk transmebran tirozin kinaz reseptorini kodlar (Kékturk,
Ozturk, & Kingoglu, 2003). Kodlanan reseptér (¢ bdlgeden
olusmaktadir;



1. N terminali; Hlcre disi ligandlarin baglandidi bolge
2. Hidrofobik transmembran bdélgesi
3. C terminali; Hucre igi yerlesimli tirozin kinaz aktivitesi(Boone

et al., 2011).

Reseptorun N ucunda EGF (epiderminal growth factor) ve TGF-a
(transforming growth factor-a) otofosforilizasyon baslayarak tirozin
kinaz aktivasyonu saglanir. Bu aktivasyonla sinyal iletimi, hicre
proliferasyonu ve timér progresyonunda rol alan énemli olaylar
baglar. EGF'nin EGFR reseptériine badlanmasiyla ortaya ¢ikan
degisikler sekil 2.5'te gosterilmektedir(Kéktirk et al., 2003).
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Sekil 2.5. EGF'nin EGFR reseptériine badlanmasiyla baslayan olaylar(Kokturk et al.,
2003).

Bir gok neoplazmada EGFR proteinin fazladan ifadesi tumor
gelisimiyle ve koétl prognozla iliskilidir (Sequist, Bell, Lynch, & Haber,
2007). Genetik agidan incelendiginde EGFR gen amplifikasyonlarn ve
mutasyonlari karsinogenezde onemli rol oynadigi ortaya konmustur
(Rakosy et al., 2007).

Malign melonamlarda yapilan EGFR cgalismalarinda; EGFR
geninin mutasyonu saptanmamisken, FISH yonetimiyle EGFR gen
amplifikasyonu ve polizomisi bulunmustur. Bu aberasyonlarin, malign
melanomada tumor kalinhgr ve Ulserasyonuyla iliskili oldugu
bulunmustur (Boone et al., 2011).



2.4.2. TP53 ve melanom

TP53 geni kromozom 17pl13'de yer almaktadir. TP53 geninin
arind, hdcre dongusunin engellenmesi, DNA hasarinin kavranmasi
ve apoptozisin uyariilmasinda rol oynar. TP53 geni tUmd&r supresor bir
gendir (Cooper & Hausman, 2006). Karsinogenezde 6nemli role sahip
oldugu bilinen TP53 yolaginin inaktivasyonunun tim kanser turlerinde
etkili oldugu bilinmektedir (Vogelstein, Lane, & Levine, 2000).

TP53 geninin delesyon ya da mutasyonu tim kanser
cesitlerinde goziilkmez. Ozelllikle malign melanomlarda TP53 delesyon
ya da mutasyonu cok ender géziikmektedir (Freedman, Wu, & Levine,
1999). Chin ve arkadaslari malign melanom gelisiminde TP53 geninin
etkisini gostermeyi amaglayarak, mutant fareler ile gergeklestirdikleri
calismada melanom olusmasi igin TP53 fonksiyonel kaybinin olmasi
gerektigini acikga gbéstermislerdir (Chin, Garraway, & Fisher, 2006).

Melanomlarda TP53 fonksiyonel inaktivasyonunu g
mekanizmayla aciklanabilir. Birincisi MDMX ve MDM2 genlerinin
amplifikasyonu ya da yliksek ekspresyonudur. Ikincisi TP53 gen
ailesinde olan P63 ve P73 genlerinin trinlerinin fazla ekspresyonudur.
Ozellikle P63 geninin isoform Grinlerinin ekspresyonu TP53 gen
ifadesini  baskilamaktadir., Ancak mekanizmasi tam olarak
aciklanamamistir. Uglinctisti; TP53 inhibitéri olan proapoptotik
IASPP'In (Apoptosis stimulating protein of TP53) genleri melanom
orneklerinde yuluksek ekspresyonudur. Sekil 2.6'ta TP53 geninin
ifadesinin bloklanmasi gosterilmektedir (Freedman et al., 1999).
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Sekil 2.6. Melanomada TP53 timor slpresdér geninin ifadesinin bloklanma
mekanizmalar (Freedman, Wu, & Levine, 1999'dan degistirilerek alinmistir.)



2.4.3. MDM2 ve melanom

MDM2 geni kromozom 12qgl4'te yer almaktadir. Fare hicre
hatlarindaki "double minute" (sentromer olmayan kiguk kromatin
parcaciklar) kromozomlarinda tanimlanmistir. MDM2 geni tumor
olusumuna neden oldugundan 1991 vyilinda onkogen olarak
tanimlanmistir (Eren, 2006).

MDM2 geninin gorevi TP53 proteinin  fonksiyonlarini
dizenlemektir. Normal hiicrelerde TP53 ve MDM2 gen (drinleri
dengede sentezlenmektedir (Shieh, Ikeda, Taya, & Prives, 1997).
MDM2 ve MDMX proteinleri embriyonik gelisim boyunca gerekli olan
TP53 inhibitorleri olup, bu genlerin ekspresyonu TP53 tumor
supressorun etkisini zayiflatir (Wade, Li, & Wahl, 2013).

TP53 ve MDM2 arasindaki etkilesimi inhibe eden
modifikasyonlar; TP53'lUn fosforilasyonu, MDM2'nin fosforilasyonu ve
MDM2 fonkisyonunun P14ARF proteini ile engelenmesidir (Shieh et al.,
1997). TP53 fosforilasyonu, TP53'in DNA bagimli protein kinaz (DNA-
PK) tarafindan 25. serin amino asitinden fosforile edildigi ve bu
nedenle MDM2'nin TP53 ile baglanamadidi bulunmustur. Ayrica
iyonize edici radyasyon sonucunda da TP53 fosforilasyonu
gerceklesebilir(Hay & Meek, 2000). MDM2'nin fosforilasyonu sonucu,
MDM2'nin iki 6nemli fonksiyonel bolgesi olan TP53 baglanma ve
ubikutinasyondan sorumlu bdlgelerinde fosforilasyon olur (Mayo,
Turchi, & Berberich, 1997). MDM2 ift zincirli DNA bagimh protein
kinaz (DNA-PK) tarafindan 17. serin aminoasitinden fosforile edilir
(Pomerantz & Schreber-agus, 1998). MDM2 fonksiyonunun P14ARF
proteini ile engellenmesi, P14ARF geninin Grini MDM2'ye baglanarak
TP53 ile iliski kurmasini engeller ve MDM2'nin pargalanmasini da
uyarmaktadir (Goldstein et al., 2006).

Yapilan bir galismada TP53 fonksiyonel kaybinin MDM2 geninin
amplifikasyonu sonucunda ortaya c¢iktigi raporlanmistir. Ayrica MDM2
ve CDK4 gen amplifikasyonlarin melanom (zerindeki etkisini
incelerken ARF-MDM2-TP53 yolaginin islevini dogrulamiglardir. Malign
melanomlarda goérilme sikliginin %3 ila %5 arasinda oldugu
belirtilmistir. (Muthusamy et al., 2006). Bu iliski sekil 2.7'de
gosterilmistir.
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Sekil 2.7. ARF-MDM2-TP53 vyoladi (Muthusamy et al.,, 2006'dan dedistirilerek
alinmigtir.)

2.4.4. P16 ve melanom

P16 geni kromozom 9p21.3'de yer almaktadir. P16 geni kritik
tamor baskilayici proteinler olan P16™% ve P14RF kodlamaktadir.
P16™KA = siklin badimh kinaz inhibitérii, retinoblastoma yolaginda
etkindir ve CDK4 ile CDK6'yi baglayarak hicresel gogalmada rol
oynamaktadir. P14*%F ise TP53 aktive eder (Bogdan, Burg, & Boni,
2001). Ayrica MDM2 fonksiyonu P16 proteinleri ile inhibe edilebilir ve
boylelikle P16 genindeki fonksiyonel kayip, MDM2 ve TP53 yolaginda
etkili olarak timor olusumunda rol oynayabilir (Hodis et al., 2012).

Germline P16 mutasyonlar ailesel melanomlarda ¢ok siktir ve
vakalarin %40"'ini olusturmaktir (Bogdan et al., 2001). Yapilan bir
diger galismada ise P16'nin kaybl ya da mutasyonun melanomlarin
gogunda TP53 inaktivasyonuyla iliskili oldugu bildirilmis ve vakalarin
yaklasik %12'sinde tespit edilmistir (Nicholson, Gee, & Harper, 2001).
Buglne kadar bircok calisma da nevis ve spitz melanositik
hicrelerinde P16 delesyonunu FISH yodntemiyle tespit edilebildigi
gosterilmistir (Sini et al., 2008).
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3- GEREC VE YONTEM
3.1- Gereg

3.1.1. Arastirma grubu bireyleri

Calismamiz 2008 ve 2013 yillari arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi (ESOGU) Patoloji Anabilim Dali'nda tam almis kirk olguya
ait deparafinize doku kesitleri ile ESOGU Tibbi Genetik Anabilim
Dali'nda gerceklestirilmistir. Orneklerimizden yirmidértii melanositik
nevus, onaltisi malign melanom olup, EGFR, TP53, P16 ve MDM2
bolgelerinin  yeniden dlzenlenmesi acisindan FISH analizi ile
arastirilmistir. Yas ortalamasi 40,5+19,4 olan yirmiyedi kadin ve onlg
erkek bireylerin; yas, tani ve cinsiyetlerine iliskin bilgiler tablo 4.1. ile
tablo 4.2.'de yer almaktadir.

3.1.2. Kullanilan aracglar

- Elektronik terazi (Seuter, Ainworth-AA-250)
- Deep-Freeze (Heraeus)

-  Etlv (Friocell MMM Med Center)

- Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)

- pH Metre (Jenco)

- Su banyosu (Nuve)

- Floresan mikroskop (Olympus BX-61)
- Image Analyser (Cytovysion)

- Mikropipet (Eppendorf)

- Mikrosantrifuj (Eppendorf)

- Kronometre

-  Pipet uclan

-  HYCHROME (Glia Medikal)

3.1.3. Kulfanilan cam malzemeler

-  Beher (Besyuz ml, bin ml)

- Erlenmayer (Besyuz ml, bin ml)
-  Mezlr

- Yatay ve dikey sale

3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler

- Etanol (Merck)

- DAPI (Sigma)

- Immersiyon yadi (Merck)

- NazCgHs07.2H,0 (Carlo Erba)
- NaCl (Merck)

- NaOH (Merck)

- KH2PO4 (Merck)
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- Methanol (Merck)

- Rubber Cement (Marabu Fixogum)
- VECTASHIELD

- Tween 20 (Sigma)

3.1.5 Kullanilan problar

- Vysis LSI EGFR SpectrumOrange/Vysis CEP 7 SpectrumGreen
Probe (7p11.2-p12/CEP7)(Abbot moleculer)

- P16 (CDKN2A) Deletion (9p21.3/CEP9)(Cytocell)

- SPEC MDM2/CEN 12 (12q15/CEP12) (ZytoVision)

- SPEC TP53/CEN 17 (17p13/CEP17) (ZytoVision)

3.2- Yontem

Nevius ve malign melanom o6rnekleri FISH yoéntemi ile analiz
edilmistir.

3.2.1. Materyel alimi

Malign melanom ve melanositik nevis olgularina ait doku
materyali ESOGU Patoloji AD.'dan deparafnize edilmis 4 p'luk kesitler
halinde molekiler sitogenetik laboratuvarimiza ulastiriimistir.

3.2.2. FISH analizi

3.2.2.1. FISH teknidinin uygulanmasi

FISH tekniginde Rieder ve arkadaglari tarafindan gelistirilen
protokol modifiye edilerek uygulanmistir (Rieder vd., 1998).

3.2.2.1.1. Preperatlarin 6n ytkanmasi

Preperatlar sirasiyla 2XSSC soliisyonundan ve %70 - %85 -
%100'luk alkol serisinden ikiser dakika olmak lGzere gegilerek dehidre
edilmistir.

3.2.2.1.2. Denattirasyon ve Hibrizasyon

Probun bulundugu 1 ml. lik tlpler santrifiij edilerek tim probun
dibe gokmesi saglanmistir. On yikamasi biten preparatlarda belirlenen
alana prob (5 pl) eklenmis ve yirmidort mm'lik lamel kapatilmistir.
HyChrome hibrizasyon cihazinda 75°C'de 10 dakika denatiirasyon
yapilmistir. Islem bittikten sonra preparatlar nemli ortamda onsekiz
saat hibridizasyona birakiimistir.



3.2.2.1.3. Hibrizasyon sonrasi yikamalar

Hibrizasyonu tamamladiktan sonra, preparatlar alinarak
Ustindeki lamelleri 2XSSC'de gikartilmis, 0,4XSSC solisyonu
icerisinde 72°C'de 2 dakika bekletilmislerdir. Daha sonra 2XSSC/T-20
solisyonunda kirkbes saniye birakilmistir.

3.2.2.1.4. Hibrize olan bélgelerin gérindr kilinmasi

Hibrizasyon sonrasi yikamalari yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI
sollisyonunda iki dakika bekletilmis, stire sonunda 20ul. ylzey boyasi
(VECTASHIELD) damlatiip lamel kapatilmistir. Inceleme asamasina
kadar preparatlar -20°C'de ve karanlikta bekletilmislerdir.

3.2.2.1.5. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun
filtrelerle incelenmistir. Floresan mikroskoba bagl sogutmali kamera
ve gorintl analiz sistemi aracilidiyla her olguya iliskin FISH analiz
verileri incelenmis, fotograflanmis ve arvislenmistir.

3.2.2.1.6. Degerlendirme

Malign melanom ve melanositik nevis olgularindan alinan
ornekler FISH vyodntemi uygulanmig, tanilarina iliskin belirlenen
bélgelerde en az elli hicre analiz edilmistir. Kullandigimiz problan;
malign melanom olgularina ait kesitlerde patologlarin belirledigi
malign olmayan boélgelerde ve benign dokularda da lezyon disi
bélgelerde analiz edip, ilgili istatiksel hesaplama sonrasi %7-10
olacak sekilde belirlenmistir. Yapilan analiz sonucu %10'un Ustlinde
bulunan her farkli sinyal paterni anormali olarak degerlendirilmistir.

Degerlendirme esnasinda her bir gen bdlgesi igin sinyal sayisi;
eder 2'den az ise delesyon, 4 ve daha fazla ise amplifikasyon olarak

kabul edilmistir.

Hastalarin histopatolojik 6zellikleri ile FISH sonuclari arasindaki
iliski istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Degerlendirmeye ahlinan
histopatolojik 6zellikler asadida belirtilmistir;



Tumoér Kalinhgr  (Breslow Kalinligr): Tumérin Gzerinde bulunan
epidermis stratum granilosum tabakasinin Gst kismindan tamorun
tabanina kadar olan mesafenin mm cinsinden olgimuddr.

Clark Level: Kitan6z ve subklitanoz yapilardaki histopatolojik timor
invazyon derinligini gostermektedir.

Mitoz orani: Bu oran, on biliylk blyitme alanindaki mitoz sayisi veya
invaziv tumérin mm?2’'si basina diusen mitoz sayisi olarak
degerlendirilir.

Lenf inflitrasyonu: Melanoma karsi gelisen immin yanit, vertikal
buyime fazindaki timaérin iginde ve tabanindaki lenfositik infiltrasyon
seklinde kendini gosterir (Anlar,2012).

3.2.2.1.7. Kullanilan stok solisyonlar

Tablo 3.1. Carnoy's fiksatif sollisyon

Metanol 3 birim
Asetik asit 1 birim

Tablo3.2. On yikama solisyonlari

NaCl (3M) 175,3 gr
20XSSC sollsyonu TriSodyum Sitrat 88,24 gr
Distile su 1000 ml
. 20XSsC 20 ml
e Distile su 180 ml

Tablo3.3. Hibrizasyon sonrasi kullanilan solisyonlar

20XSSC 20 ml
0, XSSC Distile su 180 ml

20XSSC 4 mi
B0 Distile su 196 mi

20XSSC 20 ml
2XSSC/Tween-20 sollisyonu Distile su 180 ml

Tween 20 100 pl

Tablo 3.4. Gértntileme sistemi sollsyonu

2XSSC 20 ml
DAPI/Antifade sollsyonu DAPI 100 pl

Distile su 80 ml
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3.3- Istatistiksel Degerlendirme

istatistiksel analizler IBM SPSS 21.0 paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Slrekli degiskenlere ait ozet degerler ortalama
40,5+£19,4 vya da mediyan (Q;-Qs) olarak veriimistir. Gen
bélgelerindeki aberasyonlarin aralarindaki uyum Kappa analiziyle,
kategorik degiskenler arasindaki iliski Ki-kare testiyle arastinimistir.
Verilerin normal dadilima uyumu Shapiro Wilk testiyle arastirilmistir.
Bagimsiz gruplarin karsilastirilmasi Mann Whitley U testi ile yapiimistir.
P < 0,05 olarak elde edilen sonuglar anlamli kabul edilmistir.
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4- BULGULAR

Galismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali'nda, Patoloji Anabilim Dali'nda tanisi konulmus
melanositik lezyon olgularina ait 6érnekler galisarak gergeklestirilmistir.
Calisma grubumuzu; onalti malign ve yirmidért benign doku érnedi
olusturmustur. Calismamizda, malign melanom ve melanositik neviis
olgularinda EGFR, P16, TP53 ve MDM2 gen bédlgelerindeki
aberasyonlar FISH ydntemi ile analiz edilmistir.

Calismamizda vyer alan tum olgularimizin yas ortalamasi
40,5+19,4 olup, bir olgumuzun yas bilgisine ulasilamamistir. Olgu
grubumuz onlg erkek ve vyirmiyedi kadindan olusturulmustur.
Asagidaki tablo 4.1. ve 4.2.'de olgularimizin yas, tani ve cinsiyetlerine
iliskin bilgiler yer almaktadir.

CGalistigimiz tim olgulardan elliser hicre analiz edilmistir.

4.1- FISH Analiz Sonucglari

Elde ettigimiz sonuglara goére malign melanom olgularinin
7'sinde (%43,75) en az bir aberasyon saptanmistir. Bir olguda g
aberasyon, ug olguda iki aberasyon gérulmistir. Diger galisma
grubumuzu olusturan yirmidért melanositik nevis olgularindan yirmi
tanesi normal bulunmustur. Dort olguda ise en az bir parametre
acgisindan anormal oldugu saptanmustir.

Malign melanom olgularinin FISH sonuglari tablo 4.3.de,
melanositik nevuslerin FISH sonuglari tablo 4.4.'de verilmistir. Malign
melanom olgularinin  FISH sonuglarinin  oranlarn  sekil 4.1.'de,
melanositik nevislerin FISH sonug oranlari sekil 4.2.'de verilmistir.
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Tablo 4.1. Malign melanom olgularina ait yas, cinsiyet ve tani bilgileri

Olgu
sayisi | Yas | Cinsiyet Tani Alttipi

1 07 Erkek Malign melanom Noddler tip malign melanom

2 57 Kadin Malign melanom ®

3 66 Erkek | Malign melanom Yuzeyel yayillan melanom

4 53 Erkek Malign melanom Ylzeyel yayllan melanom

5 51 Kadin Malign melanom -

6 77 Kadin Malign melanom Lentigo malign melanom

7 61 Kadin Malign melanom Akral lentijin6z tip malign
melanom

8 61 Kadin Malign melanom Yizeyel yayllan melanom

9 66 Kadin Malign melanom Lentigo malign melanom

10 32 Kadin Malign melanom -

11 70 Erkek Malign melanom -

12 77 Kadin Malign melanom Akral lentijindz tip malign
melanom

13 42 Kadin Malign melanom Akral lentijinéz tip malign
melanom

14 66 Erkek | Malign melanom Noddler tip malign melanom

15 2 Kadin Malign melanom Noddler tip malign melanom

16 Z1 Erkek Malign melanom #
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Tablo 4.2. Melanositik nev(s olgularina ait yas, cinsiyet ve tani bilgileri

Olgu

sayist | Yas | Cinsiyet Tani Alttipi
17 16| Kadin Melanositik nevus Spitz nevs
18 20| Kadin Melanositik nevis Displastik kompound neviis
19 33| Kadin Melanositik nevus Kompound nevis
20 48 | Kadin Melanositik neviis Kompound nevis
21 16| Kadin Melanositik neviis Kompound neviis
22 34| Erkek Melanositik neviis Displastik kompound neviis
23 35| Kadin Melanositik nevis Displastik kompound neviis
24 11| Kadin Melanositik nevis Spitz nevus
25 27 | Kadin Melanositik nevls Displastik kompound nevis
26 35| Kadin Melanositik nevis Displastik kompound nevis
27 28| Erkek Melanositik neviis Displastik kompound neviis
28 23| Kadin Melanositik nevis Displastik kompound nevis
29 34| Erkek Melanositik nevis Kompound nevds
30 20| Kadin Melanositik nevls Kompound neviis
=1 14| Kadin Melanositik nevis Spitz nevus
32 29 Kadin Melanositik nevis Spitz nevis ile uyumlu

junctional nevis

33 23| Erkek Melanositik nevis Kompound nevis
34 8 Erkek Melanositik neviis Displastik kompound nevis
35 42| Kadin Melanositik neviis Intradermal neviis
36 35| Kadin Melanositik nevis Displastik kompound nevis
37 38| Kadin Melanositik nevis Displastik kompound nevls
38 49| Kadin Melanositik nevis Intradermal neviis
39 35| Erkek Melanositik nevis Intradermal neviis
40 20| Erkek Melanositik neviis Displastik kompound nevis
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Tablo 4.3. Malign melanom olgularina ait FISH sonuglan

Olgu | Olgu EGFR P53 gen MDM2 P16 gen
sira No Tani gen amp. | delesyon gen delesyon
no amp.
1 5 MM Pozitif Negatif Negatif Pozitif
2 2 MM Pozitif Negatif Negatif Negatif
3 3 Yiizeyel yayilan Pozitif Negatif Negatif Negatif
MM
& 10 MM Pozitif Pozitif Pozitif Negatif
5 15 MM Negatif Negatif Negatif Negatif
6 9 Lentigo MM Negatif Negatif Negatif Negatif
7 13 Akral lentijinoz Pozitif Negatif Pozitif Negatif
MM
8 12 Akral lentijin6z Negatif Negatif Negatif Negatif
MM
9 1 Nodiler MM Negatif Negatif Negatif Negatif
10 4 Yilizeyel yayilan Negatif Negatif Negatif Negatif
MM
11 11 MM Negatif Negatif Negatif Negatif
12 8 Ylzeyel yayilan Negatif Negatif Negatif Negatif
MM
13 16 MM Pozitif Negatif Negatif Negatif
14 6 Lentigo MM Negatif Negatif Negatif Negatif
15 14 Nodiler MM Negatif Negatif Negatif Negatif
16 7 Akral lentijinéz Pozitif Negatif Pozitif Negatif
MM
Aberasyon
m Tek parametrede
iki parametrede
m Uc parametrede
\ Malign Melanom
44%
= Normal
Aberasyon

Sekil 4.1. Malign melanom olgulanna ait FISH sonuglar orani
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Tablo 4.4. Melanositik nevis olgularina ait FISH sonuglar

Olgu | Olgu EGFR P53 gen | MDM2 | P16 gen
sira No Tani gen delesyon gen delesyon
no amp. amp.

17 28 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

18 34 | Displastik kompound nevis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

19 24 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif Negatif

20 40 | Displastik kompound nevis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

21 27 | Displastik kompound nevis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

22 23 Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

23 22 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

24 17 Spitz nevis Negatif | Negatif | Negatif | Negatif
25 32 Spitz nevis ile uyumliu Negatif | Negatif | Negatif | Negatif
junctional neviis
26 20 Kompound nevis Negatif | Negatif | Negatif | Negatif
27 25 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif
28 19 Kompound nevis Negatif | Negatif | Negatif | Negatif
29 29 Kompound neviis Negatif | Negatif | Negatif | Pozitif
30 35 interdermalnevis Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

31 37 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

32 18 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

33 33 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Pozitif | Negatif

34 26 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

35 38 Intradermal neviis Negatif | Negatif | Negatif | Negatif
36 30 Kompound neviis Negatif Negatif | Pozitif Negatif
37 21 Kompound nevis Negatif | Negatif | Negatif | Negatif
38 39 Intradermal neviis Negatif | Negatif | Negatif | Negatif
39 31 Spitz nevis Negatif | Negatif | Pozitif | Negatif

40 36 | Displastik kompound neviis | Negatif | Negatif | Negatif | Negatif

Melanositik neviis

m Normal = Aberasyon

17%

Sekil 4.2. Melanositik neviis olgularina ait FISH sonuclari orani
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4.1.1. EGFR geni icin FISH sonuclars

Cahsmamiz sonucunda 16 malign melanom olgusunun 7'si
(%43,75) EGFR gen amplifikasyonu agisindan pozitif saptanmistir. Bu
olgulardan ikisi akral lentijin6z tip (olgu 7 ve 16), bir olgu ylizeysel
yayilan tip melanom (olgu 11) iken geriye kalan dért olgunun alt tipi
belirlenemistir. Olgu 7 ve 16'da EGFR amplifikasyonun yaninda MDM2
gen amplifikasyonu da gézlenmistir. Olgu 1'de EGFR amplifikasyonun
yaninda P16 delesyonu goézlenmistir. Olgu 4'te EGFR amplifikasyonun
yaninda MDM2 gen amplifikasyonu ve TP53 delesyonu da gézlenmistir.

Diger galisma grubumuz olan 24 melanositik neviis olgularinin
timianin EGFR gen amplifikasyonu agisindan normal oldugu
gozlenmigstir.

Sekil 4.3. Melanom &rneklerinde EGFR gen bdélgesinin amplifikasyonu FISH analiz
géruntisa

4.1.2. TP53 gen bolgesi icin FISH sonuclari

Malign melanom olgularimizi TP53 gen delesyonu acisindan
inceledigimizde 1 olguda aberasyon saptadik. Bu olguda TP53
delesyonu EGFR ve MDM2 gen amplifikasyonlarina eglik etmekteydi.

Diger calisma grubumuz olan melanositik nevils hastalarin
higbirinde TP53 delesyonu gézlenmemistir.
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Sekil 4.4. Melanom o&rneklerinde TP53 gen bdlgesinin delesyonu FISH analiz
goruntisd

4.1.3. P16 gen bolgesi icin FISH sonuclari

Malign melanom olgularimizi P16 gen delesyonu acgisindan
inceledigimizde 1 olguda aberasyon saptadik. Bu olguda P16
delesyonu EGFR gen amplifikasyonuna eslik etmekteydi.

Diger galisma grubumuz olan melanositik neviis hastalarinda bir
olguda P16 delesyonu gozienmistir. P16 delesyonu olan hasta
kompound nevis (olgu 29) alt tipindedir.

Sekil 4.5. Melanom o&rneklerinde P16 gen bdlgesinin delesyonu FISH analiz
gbriintdsd

4.1.4. MDM2 gen bolgesi icin FISH sonuclar

Calismamiz sonucunda 16 malign melanom olgusundan (g
olguda (%18,75) MDM2 gen amplifikasyonu pozitif olarak
gozlenmigtir. Bu U¢ olguda da EGFR amplifikasyonu MDM2
amplifikasyonuna eslik etmekteydi.
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Diger galisma grubumuz olan melanositik neviis hastalarinin
uginde MDM2 amplifikasyonu saptanmistir. MDM2 amplifikasyonu
pozitif olan hastalar kompound neviis (olgu 30), spitz nevis (olgu 39)
ve displastik nevis (olgu 33) alltipleridir.

Sekil 4.6. Melanom &rneklerinde MDM2 gen bélgesinin amplifikasyonu FISH analiz
gorantisi

4.2- Istatistiksel Degerlendirme Sonug

Calismamizin sonucunda saptanan gen bolgelerindeki
aberasyonlarin birbirleriyle iliskili olup olmadigi Kappa testiyle
dederlendirilmistir. Kappa testi dederlendirmesi sonucunda EGFR gen
amplifikasyonun, P16 ve TP53 gen delesyonlarn ile iliskisi
bulunamamistir (P> 0,05). Ancak EGFR amplifikasyonu, MDM2
amplikasyonu ile iligkili bulunmustur ve bu iliski orta dizeyde
saptanmistir (P< 0,05;0,4 < k < 0,6)(0Ozdamar, 2013).

P16 gen delesyonu, TP53 gen delesyonu ve MDM2 gen
amplifikasyonu ile iliskisi bulunamamistir (P> 0,05).

TP53 gen delesyonu ile MDM2 amplifikasyonu iligkili bulunmus
ve bu iliski orta diizeyde saptanmistir (P< 0,05;0,4 < k £ 0,6)(42).

Malign melanom ve melanositik nevis olgularinin FISH sonuglan
X2 testi kullanilarak karsilastirimistir. Malign melanom ve melanositik
nevis olgulan arasinda EGFR gen amplifikasyonu agisindan anlaml
bir fark bulunmustur (P< 0,05). Istatistiksel sonucu Tablo 4.5. te
verilmistir.

Ulser, lenf inflitrasyonu, biiyiime tipi ve kanser tipi ile; EGFR

amplifikasyonu, MDM2 amplifikasyonu, TP53 delesyonu ve P16
delesyonu ile aralarinda anlamli iliski bulunmamistir.
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Clark level, breslow kalinh§i ve mitoz orani/mm? degiskenleri
ile MDM2, P16 ve TP53 genetik analiz sonuglan arasindaki iliski
aberasyon saptanan olgu sayisinin  az olmast sebebiyle
degerlendirilememistir. Mitoz orani, Clark level ve breslow kalinhdi ile
EGFR gen amplifikasyonu arasinda anlamh bir iliski bulunamamistir.

Tablo 4.5.

sonuglarinin karsilastiriimasi

egfr * grup Crosstabulation

EGFR amplifikasyonun

malign melanom ve melanositik neviis

Count
arup
melanom nevus Total

eafr neg 9 23 32

poz T 1] 7
Total 16 23 39

Chi-Square Tests
Asymp. Siq. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 12,2647 1 000
Continuity Correction® 9,473 1 002
Likelihood Ratia 14,778 1 ,000
Fisher's Exact Test o001 001
by-Linear

M of Valid Cases 34

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5, The minimum expected countis 2 87.

h. Computed only for a 2x2 table
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5- TARTISMA

Galismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Faklltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali'nda, Patoloji Anabilim Dali'nda tanisi konulmus
melanositik lezyon olgularina ait érnekler calisarak gergeklestirilmistir.
Calisma grubumuzu; onalti malign ve yirmidort benign doku &érnedi
olusturmustur. Galismamizda, malign melanom ve melanositik nevis
olgularinda EGFR, P16, TP53 ve MDM2 gen bdélgelerindeki
aberasyonlar FISH yontemi ile analiz edilmistir.

5.1- Olgularda FISH ile Bulunan Aberasyonlarin
Degerlendirilmesi

Calismamiz sonucunda 16 malign melanom olgusunun 7'sinde
(%43,75), 24 melanositik nevis olgusunun 4'linde (%17) aberasyon
saptadik.

Rakosy ve arkadaslar 2007 yilinda, EGFR gen kopya sayisinin
birincil deri malign melanomlariyla olan iliskisini arastirmislardir.
Aragtiricilar birincil deri malign melanomlu 81 hastada FISH analiziyle
EGFR gen amplifikasyonuna ve hastalarin  klinikopatolojik
parametrelerin uyumuna bakmiglardir. Alti hastada EGFR gen
amplifikasyonu bulunmus. Ellidort hastada polizomi 7 bulunmus ve
bunlarin %72'sinde EGFR gen amplifikasyonu tespit edilmistir. Tim
o6rneklerde CEP7 ve EGFR sinyalleri birlikte sayilmasina ragmen CEP7
kopya sayisi 1,7 ve 6 arasinda, EGFR gen kopya sayisl ise 1 ila 8
sinyal arasinda goézlenmistir. Melanom hastalarinda 7. kromozom
polizomisi ile EGFR gen amplifikasyonun iliskili oldugunu
belirtmislerdir. EGFR gen amplifikasyonunu dusik ( >CEP 7, kopya
sayisi <5) ve yuksek (>CEP 7, kopya sayisi >5) seviye olarak
siniflandirmiglardir. Dlsuk seviye EGFR gen amplifikasyonun protein
ekspresyonu iligkili oldudu ancak yuksek seviyeli amplifikasyonun
protein ekspresyonuyla korale olmadigini savunmuslardir. EGFR gen
kopya sayisinin melanom gelisiminde rol oynadigi ve terapdtik
mudahale gelisimi ile metastaz olusumu igin prognostik marker olarak
kullanilabilecegini savunmuslardir (Rakosy et al., 2007).

Boone ve arkadaslari 2011 yilinda, EGFR'nin melanomda klinik
6nemini ve tedavisel hedef olma potansiyelini arastirmiglardir.
Sentinal lenf nodu durumu bilinen 114 melanom hastasinin, melanom
hicre dizilerinde EGFR gen amplifikasyonunu FISH yéntemiyle ve
protein ekspresyonunu imminohistokimya ile arastirmislardir. Bu
melanom htcre dizilerine farkli konsantrasyonlarda cetuximab
verilmistir. Hastalarin FISH analizi sonucunda 26'sinda 7.kromozomun
polizomisini bulmuslardir. Calismanin sonucunda EGFR protein
ekspresyonun sentinel lenf nodu ile iliskili oldugunu ama sag kalm
slresiyle iliskili olmadigini gostermislerdir. EGFR polizomisi oraninin
timoér  kalinhdr ile iliskili  oldugunu gostermisglerdir. Degisik
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konsantrasyondaki cetuximab hicrelerin invaziv kapasitesini
dusirmis ancak hicrelerin  blyUlmesi yada vyasayabilirligini
dedistirmemistir. Melanom gelisiminde ve metastazinda EGFR geninin
rolil oldugunu savunmuslardir (Boone et al., 2011).

Gammon ve arkadaslart 2012 vyilinda, benign ve malign
melanositik timorlerin birbirinden ayrilmasi igin yuksek 6zgunlikli ve
ayrimci FISH analizi yapmiglardir. Malign ve benign ayirmak igin
6p25(RREB1), 6q23(MYB), CEP6 (sentromer 6) ve 11gl13(CCND1)
iceren prob setinin faydah oldugu bilinmektedir. Ancak bunlarin
hassasiyetleri melanomlarda vyaklasik %70 oranindadir. Ayrica
deneyimsiz arastirmacilar tarafindan gergek tetraplodi kazancglarinin
yorumlanmasinda zorluklar yasanabilmektedir. Bu vylzden 152
melanom ve 170 nevi, toplam 322 timoéri 4 farkl gruba ayirarak
calismislardir. Birinci grupta 31 melanom ve 34 nevi incelenmis ve
P16, CEP9, MYC, BRAF, CEP17, CEP10, ZNF217 ve COX2 bdlgelerine
bakilmistir. Ikinci grupta 49 melanom ve 51 nevi, 3. grupta 72
melanom ve 85 nevi, 4. grupta 51 melanom ve 51 nevi incelenmis ve
RREB1, P16, CCND1 ve MYC bdlgelerine bakilmistir. P16'nin melanom
ve nevi arasinda ayirt edici 0Ozelligi gézlenmistir. Bu c¢alismada
melanomlarda sik sik P16 delesyonu gézlemlenirken benign nevilerde
hig gozlenmemistir. Ayrica galismada P16 delesyonu ozellikle spitzoid
melanomlarda daha sik goézlenmistir. Melanomlarda P16 gen
bodlgesinin, FISH prob hedefleri arasina konmasini tavsiye etmislerdir.
Sonug olarak secgtikleri 6p25, 9p21, 11913 ve 834 prob setinin
onceden kullanilan prob setinden daha faydalh olabilecegini
gostermislerdir (Gammon, Beilfuss, Guitart, & Gerami, 2012).

Karsinogenezde o6nemli role sahip oldugu bilinen TP53 genin
delesyon ya da mutasyonu tim kanser c¢esitlerinde g6zikmez
(Freedman et al., 1999). Ancak TP53 yolaginin tim kanser tirlerinde
fonksiyonel inaktivasyonunun etkili oldugu disintlmektedir
(Vogelstein et al., 2000). Malign melanomda TP53 vyolaginin
fonksiyonel inaktivasyonu ve TP53 genin etkisini gdstermeyi
amaglayan Chin ve arkadaslar, TP53 mutant fare Uretmislerdir. Bu
fareler halihazirda yabanil tip TP53 aleli LOH(Loss of heterozygosity)
karakterize kutandéz melanoma gelistirmis ve TP53 normal olan ancak
P16 delesyonlu melanoma modelinin molekller ayna goruntisi olarak
bildirilmistir. S6zl edilen fare genetik c¢alismalari melanoma
baskilanmasinda gorevli olan TP53 yolaginin P16-TP53 inaktivasyonu
nedeniyle islevsel kayiba ugradigini disindirmektedir (Chin et al.,
2006).

Muthusamy ve arkadaslari 2006 yilinda, 53 hastanin kultlire
edilmemis melanom o&rneklerinden CDK4 ve MDMZ2 amplifikasyon
durumunu incelemislerdir. Elli G¢ hastadan 3 tanesinde CDK4 ve
MDM2 amplifikasyonu bulmuslardir. MDM2 amplifikasyonun ya da
asiri ekspresyonun TP53 tumodr suppresor geni fonksiyonel olarak
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baskiladidi gézlemlemislerdir. Ayrica MDM2 geni P16 timoér sipresor
genin Grini olan P14ARF proteini tarafindan denetlendigini
savunmuslardir (Muthusamy et al., 2006). Chin ve arkadaslan da
ARF-MDM2-TP53 yolagini desteklemislerdir. Bu yolak Gzerinde MDM2
gen amplifikasyonun insan melanomlarin  %3-%5 arasinda
gozlendigini genel olarak TP53 genin fonksiyonel kaybinin P16
delesyonlarindan kaynaklanabilecegini savunmuslardir (Chin et al.,
2006).

Muthusamy ve arkadaslan da MDM2 ve CDK4 gen
amplifikasyonlarin melanom Gzerindeki etkisini incelerken ARF-MDM2-
TP53 yolaginin iglevini dogrulamislardir (Muthusamy et al., 2006).
Malign melanom: genomik gagda genetik ve terapétikler adli review
galismasinda Chin ve arkadaslari, melanomda TP53 genin fonksiyonel
baskilanmasinin yolaklarini ve bu vyolaklardan ARF-MDM2-TP53
yolaginin isglevlerini géstermislerdir (Chin et al., 2006).

Malign melanom hastaligi (izerine yapilan galismalar sonucunda
EGFR, P16, TP53 ve MDM2 gen bélgelerinin hastaligin gelisimi ve
metastazinda rol oynayabileceklerini savunmuslardir. Calismamiz
sonucunda melanom olgularinda EGFR amplifikasyonu %43,75
oraninda saptanmistir. EGFR amplifikasyonu pozitif hastalarin
%42,85'inde MDM2 amplifikasyonu da eslik etmektedir. Bulgularimiz
Rakosy ve arkadaslan ile Boone ve arkadaslari ortaya koyduklari,
melanom gelisimi ve metastazinda EGFR gen amplifikasyonun
iliskisini dogrular niteliktedir. EGFR amplifikasyonu malign melanom
olgularinin 7'sinde pozitif bulunurken melanositik nevis olgularda
gozlenmemistir. Calismamizda 16 malign melanom olgusunda 1
tanesinde P16 delesyonu ile EGFR amplifikasyonu birlikte
bulunmustur. Melanositik nevislerden 1 tanesinde sadece P16
delesyonu bulunmustur. Ancak melanositik nevis olgularinda P16
delesyonu hakkinda kaynak bulunamarmistir. TP53 delesyonu 16
melanom olgusunda 1(olgu 10) tane saptanmistir ve delesyonun
yaninda MDM2 ve EGFR gen amplifikasyonu da goérilmustir. Iki
olguda (olgu 13 ile olgu 7) MDM2 amplifikasyonu ve EGFR
amplifikasyonu vardir. Bu iki olgunun patolojik 6zellikleri benzerlik
gostermektedir. Ancak olgu 10 ile farkli patolojik ozellikler
gostermektedir.

Gammon ve arkadaslarinin, benign ve malign melanositik
timorlerin birbirinden ayrilmasi igin yaptiklari galismada EGFR genini
tercih etmemislerdir. Oysa ki Rakosy ve arkadaslari EGFR gen kopya
sayisinin melanom gelismesinde rol oynadidini ve prognostik marker
olarak kullanabilecegini savunmuslardir. Boone ve arkadaslan da
yaptiklari calismada EGFR polizomisinin timoér kalinhgr ile iliskili
oldugunu  gostermislerdir. Bizim calismamizda EGFR  gen
amplifikasyonun, malign melanom olgularinin histopatolojik 6zellikleri
ile anlamh bir iliskisi bulunamamistir. Ancak malign melanom
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olgularinda %43,75 oraninda buldugumuz EGFR amplifikasyonu
agisindan istatistiksel olarak melanositik nevis olgulan arasinda
anlamli  bir fark bulunmustur. Calismamizda ayrica EGFR gen
amplifikasyonu ve MDM2 amplifikasyonu arasinda orta dlizeyde bir
uyumluluk bulunmustur. Muthusamy ve arkadaslan galismalarinda
TP53 tumor stuppresor geni fonksiyonel olarak baskilanmasinda MDM2
amplifikasyonun ya da asirn ekspresyonun etkili oldugunu
gozlemiglerdir. Ayrica P16 timor slppresdér geninin MDM2 genini
denetledigini savunmuslardir. Buna ek olarak malign melanomda
MDM2 geni ile EGFR geni arasindaki iliskinin de arastiriimasinin
faydal olabilecegini disinmekteyiz.

Muthusamy ve arkadaslarinin gosterdikleri MDM2 amplifikasyonu
ile TP53 delesyonu arasindaki uyum bizim galismamizda da bulundu.
Ancak MDM2 gen amplifikasyonu ile EGFR gen amplifikasyonu
arasinda uyum bulmamiza ragmen TP53 delesyonu ile EGFR gen
amplifikasyonu arasinda bir uyum bulamadik. Calismamiz sonucunda,
Muthusamy ve arkadaslarinin 6ngérdikleri ARF-MDM2-TP53 yolagin
disinda malign melanom gelismesinde MDM2 ve EGFR genlerinin
icerdigi baska bir yolak daha olabilecegini ya da ARF-MDM2-TP53
yolaginin henliz fark edilememis farkli kisimlarinin olabilecegini
dasundirda.

Sonug olarak calismamiz disinda malign melanomlarda EGFR,
MDM2, TP53 ve P16 genlerinin birlikte incelendigi bir calisma
arastirdigimiz kadariyla bulunamamistir. Bu genlerin birbirleriyle
baglantilarint farkh arastirma gruplari galismis olsalar da hepsi
birlikte incelenmemistir. Biz galismamizda bu genleri FISH ydntemi
kullanarak inceledik. Calismamiz sonucunda: EGFR amplifikasyonu
agisindan malign melanom olgulan ile melanositik nevis olgular
arasinda anlamh bir farkhlik bulunmasi, malign melanom gelismesi ve
farkhlasmasi  agisindan  onemlidir. Ayrica MDM2 ve EGFR
amplifikasyonlari arasinda uyum bulmus olmamiz malign melanom
patogenezinin anlasiimasi icin yeni bilgiler bulabilecegimizi
gostermektedir.

5.2- Melanom Olgularinda EGFR gen kopya sayisinin
oranlarinin karsilagtiriimasi

Calismamiz sonucunda 16 malign melanom olgusunun 7'sinde
(%43,74) EGFR kopya sayisi artisi saptanmistir ve bu 7 olgudan 2
olguda MDM2 kopya say! artisi ile beraber goézlenmistir. Bir olguda
P16 delesyonu ile beraber , bir baska olguda MDM2 gen kopya sayisi
artisinin yaninda TP53 delesyonu ile beraber gézlenmistir.

Rakosy ve arkadaglari 2007 yilinda vyaptiklari galismada 81
malign melanomlu 6 olguda sadece EGFR amplifikasyonu
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gozlemiglerdir. Elli dért hasta ise 7.kromozom polizomi bulmuslar ve
bunlarin %72'sinde EGFR gen amplifikasyonu tespit etmislerdir.
Yedinci kromozom polizomisinin EGFR gen kopya sayisini artirdigini
béylece EGFR gen amplifikasyonunun etkisi olusturdugunu
savunmuslardir (Rakosy et al., 2007).

Boone ve arkadaslari 2011 vyilinda 114 melanomlu hasta da
26'sinda (%27,7), 7. kromozom poliplodisini bulmuslardir. Ancak
sadece EGFR gen amplifikasyonu bulamamislardir (Boone et al.,
2011).

Calismamiz sonuglari, malign melanom hastalarinda 7.
kromozom polizomisi gézlenmemistir. EGFR gen amplifikasyonu
melanositik nevils olgularda hig goérilmemistir ve malign melanom
olgularin histopatolojik 6zellikleri ile iliski bulunmamistir. EGFR gen
amplifikasyonu agisindan malign melanom ve melanositik nevis
olgulan arasinda istatistiksel olarak anlami bir fark bulunmustur.
Ayrica MDM2 gen amplifikasyonu ile uyumlu bulunmustur. EGFR geni
ile MDM2 geni arasinda bulunan bu uyumun molekller dizeyde de
arastirllarak timoér olusum ve gelisimi hakkinda yeni ipuglar elde
edilebilecegi diisiincesindeyiz.

EGFR gen amplifikasyonu agisindan malign melanom ile
melanositik nevis olgularn arasinda anlamli bir fark olmasi nedeniyle
ayiricl tanida kullanabilecegi dislincesindeyiz.

5.2- Melanom olgularinda P16 yeniden diizenlenmesinin
oranin karsilastirilmasi

Galismamizda malign melanom olgularinda %6,25 oraninda P16
delesyonu ve melanositik nevlis olgularinda %4 oraninda P16
delesyonu saptanmistir. Ancak c¢alismamizda P16 homozigot
delesyonu bulamadik.

Gammon ve arkadasglari 2012 yilinda, 152 melanoma ve 172
nevi Uzerinde yaptiklari galismada P16 delesyonunu melanomlarin
yaklasik %50'sinde go6zlenmis ancak hicbir benign lezyonunda
g6zlememiglerdir (Gammon et al., 2012). Redon ve arkadaslar 2017
yilinda, 24 spitzoid ve/veya yanlis tanimlanan melanositik timaorleri
P16-Ki67-HMB45 immunohistokimya yontemi, melanom kiti (6p25,
6q23, CEP6, 11q13) ile melanom kiti disi (CEP3, CEP7, 9p21, CEP17,
CEP8, CEPX, CEPY, 13ql14, 21q22) FISH problari ve CGH array
yonetimiyle analiz etmislerdir. 24 6rnek FISH problari kullanilarak 8
melanom, 2 atipikal spitzoid timoér ve 14 poliplodili nevi olarak
sinfflandirmiglardir. 13 nevi ve 8 melanom P16-Ki67-HMB45
immunohistokimya skoru ile FISH analizleri uyumlu gikmistir. Sadece
1 olgularinda P16-Ki67-HMB45 immunohistokimya skoru spitz nevis
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tanisi konulmussa da FISH analizinde melanomlara 6zgli saptanan
P16 cift delesyonu saptamislardir. Sonug olarak histoloji ve
immunohistokimya arasindaki tutarsizliklarda sitogenetik analizlerden
faydalanilmasi gerektigini énermislerdir (Redon, Guibourg, Talagas,
Marcorelles, & Uguen, 2017).

Bizim c¢alismamizda P16 delesyon orani bu kadar yuksek
gikmamistir ve 1 tane melanositik nevis olgusunda P16 delesyonu
saptanmistir. P16 delesyonunun goérilme sikliginin disik olmasinin
nedeni 6rneklem grubumuzun malign melanom alttip cesitliginin fazla
ve oOrneklem sayimizin az olmasindan kaynaklanabilecegini
distinmekteyiz. Gammon ve arkadaslarinin c¢alismasinda P16
delesyonlarinin malign ve benign siniflandiriimasinda kullanabilecegini
ongormuslerdir. Bu nedenle P16 delesyon saptadigimiz melanositik
nevls olgusunun histopatolojik degerlendirilmesinin tekrar yapiimasi
gerektigini disiinmekteyiz.

P16 delesyonu litaretirlerdeki bulunma ylzdesinden duisik
¢gtkmigtir. Bu durumun orneklem sayisinin az olmasinda kaynakli
olabilecegini veya Turkiye'deki toplum igin malign melanomda P16
delesyon oranin distk olabilecegini distinmekteyiz. Bu ikilemi
ortadan kaldirmak igin gok daha genis 6rneklem grubuyla hem FISH
yontemi hem de molekiler yontemle P16 delesyon arastirilmasini
onermekteyiz.

5.3- Melanom olgularinda TP53 yeniden diizenlenmesinin
oranin karsilastiriimasi

Calismamizda 16 malign melanom olgusunda 1 tanesinde TP53
delesyonu ile EGFR amplifikasyonu ve MDM2 amplifikasyonu birlikte
bulunmustur. TP53 genin delesyon ya da mutasyonu tum kanser
cesitlerinde géziikmez. Ozelllikle malign melanomlarda TP53 delesyon
ya da mutasyonu gok ender gozikmektedir (Freedman et al., 1999).
TP53 genin fonksiyonel baskilanmasinin oldugu malign melanomlar
gozlenmektedir (Chin et al., 2006). Chin ve arkadaslarn yaptidi
calismayla TP53 genin fonksiyonel gcalisma yolaklarini géstermislerdir.
Bu yolaklardan biri de ARF-MDM2-TP53 yolagidir. Bu yolak lzerinde
meydana gelebilecek degisiklikler TP53 fonksiyonel olarak
baskilanmasina sebep olacaktir. Calismamizda TP53 delesyonu
gérmedigimiz ancak MDM2 amplifikasyonu saptadigimiz olgularda
ARF-MDM2-TP53 yolagindan sapma olabilecegini dislinmekteyiz. Bu
disiincenin dogrulanmasi igin olgularin molekiler ydntemle analiz
edilmesi gerekmektedir.
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5.4- Melanom olgularinda MDM2 kopya sayisinin oranlarinin
karsilagtiriimasi

Calismamizda 16 malign melanom olgusunun 3 tanesinde
(%18.75) MDM2 amplifikasyonu, EGFR amplifikasyonu ile beraber
g6zlenmistir. Melanositik nevislerde 3 olguda sadece MDM2
amplifikasyonu gozlenmistir. Yapilan bir galismada TP53 fonksiyonel
kaybinin MDM2 geninin amplifikasyonu sonucunda ortaya ciktig
raporlanmis ve malign melanomlarda goérilme sikliginin %3 ila %05
arasinda oldugu belirtilmistir (Muthusamy et al., 2006). Muthusamy
ve arkadaslari 2006 yilinda, elli Gg hastadan 3 tanesinde MDM2
amplifikasyonu bulmuslardir. Chin ve arkadasglari bu calismayi
desteklemiglerdir ve ARF-MDM2-TP53 yolaginin islevini
gostermiglerdir. Bizim calismamizda MDM2 amplifikasyonu malign
melanomlarda 6ngoérilen gorilme sikligindan ylksek gikmigtir ve
MDM2 amplifikasyonu ile TP53 delesyonu arasinda bir uyum
bulunmustur. MDM2 amplifikasyonun goérilme sikliginin ylksek
olmasinin nedeni orneklem grubumuzun malign melanom alttip
gesitliginden kaynaklanabilecegini diisinmekteyiz.

Melanositik nevis olgularinda gozledigimiz MDM2
amplifikasyonu dikkat cekicidir. MDM2 amplifikasyonu saptadigimiz 3
melanositik nevis olgusunda tanilarinin dogrulugu igin tekrardan
histopatolojik degerlendirmesi ve MDM2 amplifikasyon farkli bir
yontemle goésterebilmek icin CGH-array yapilmasini distinmekteyiz.
Uc olgunun tanisi dogruysa melanositik neviis olgularininda MDM2 ile
TP53 genleri  arasindaki uyumun  incelenmesi gerektigini
disinmekteyiz.

Malign melanom olgularinda EGFR ve MDM2 amplifikasyonu
pozitif olgularda P16 ve TP53 genin mutasyon galisiima yapilmasi,
genlerin arasindaki iliskilerin agiklanmasinda faydali olabilir. Ayrica
MDM2 amplifikasyonu pozitif melanositik nevislerde P16 ve TP53
gen mutasyonu calisiimalarinin  yapimasi, genlerin arasindaki
iliskilerin acgiklanmasinda ve histopatolojik degisimi hakkinda bilgi
toplanmasinda faydali olabilir.
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6- SONUC VE ONERILER

Calismamizda, malign melanom olgularinda EGFR, P16, TP53 ve
MDM2 gen bélgelerin aberasyonlarini FISH ydntemi ile ortaya konmasi
amaclanmistir.

Calismamizda;

-Malign melanom olgularinin  %43,75'inde aberasyon
saptanmistir.

-Gorllme orant en ylksek olan aberasyon EGFR gen
amplifikasyonu (%43,75) olarak belirlenmistir.

-EGFR gen amplifikasyonu agisindan malign melanom ve
melanositik nevls olgularr arasinda anlamh bir fark
bulunmustur.

- Melanositik nevis olgularinin Uglinde MDM2
amplifikasyonu ve birinde P16 delesyonu saptanmistir.

-EGFR amplifikasyonu ile MDM2 amplifikasyonu arasinda
uyum bulunmustur. Bu iliski orta diizeyde saptanmistir.

-MDM2 amplifikasyonu ile TP53 delesyonu arasinda uyum
bulunmustur. Bu iliski orta dlizeyde saptanmistir.

-EGFR, P16, TP53 ve MDM2 gen aberasyonlar ile
histopatolojik  &zellikler  arasinda anlaml bir  iliskili
bulunmamistir.

Malign melanom olgularinda EGFR genin amplifikasyonu timor
gelisimi acgisindan onemlidir. EGFR genin amplifikasyonu malign
melanomda yuksek oranda gorilmektedir. Malign melanom ve
melanositik nevis olgulari arasinda EGFR gen amplifikasyonu
acisindan o6nemli bir farkliik saptamamiz sebebiyle, melanom ile
nevls tanisi ayriminda kullanilabilir olabilecegi distncesindeyiz.

Malign melanomda MDM2 geni ile EGFR geni arasinda bulunan
uyumun molekiler diizeyde de arastirilarak tumor olusum ve gelisimi
hakkinda yeni ipuglar elde edebilecegi dislincesindeyiz.

Calismamizda melanositik nevis olgularinda gozledigimiz
MDM2 gen amplifikasyonu dikkat gekicidir. Tumoér gelisimde 6nemli
rol oynayan TP53 genin fonksiyonel baskilayici genlerinden olan
MDM2 geninin melanositik nevuslerde molekiler dizeyde galisilarak
olasi tumor gelisimi hakkinda bilgi verebilecegi diislincesindeyiz.

33



KAYNAKLAR DIizZiNi

Anlar, S. D. (2012). Melanositik timorlerde DNA kopya sayisi ve
kromozomal degisikliklerin floresan In situ hibridizasyon
yontemi ile degerlendirilmesi, ayrici tani ve prognostik 6neminin
arastirilmasi, Uzmanlik Tezi, Cukurova Universitesi, Tip
Fakdiltesi, Patoloji Anabilim Dali, Adana

Arsav, V. (2006). Benign, sinirda ve malign pigmente deri
lezyonlarinda ayrici tanisinda VEGF, BFGF, P- CADHERIN ve E-
CADHERIN'in rolli, Tipta Uzmanhk Tezi, Erciyes Tip Fakiiltesi,
Kayseri

Bogdan, I., Burg, G., & Boni, R. (2001). Spitz nevi display allelic
deletions. Archives of dermatology, 137(11), 1417-1420.

Boone, B., Jacobs, K., Ferdinande, L., Taildeman, J]., Lambert, J.,
Peeters, M., . . . Brochez, L. (2011). EGFR in melanoma: clinical
significance and potential therapeutic target. Journal of
cutaneous pathology, 38(6), 492-502.

Boyle, P., & Levin, B. (2008). World cancer report 2008: IARC Press,
International Agency for Research on Cancer.

Chin, L., Garraway, L. A., & Fisher, D. E. (2006). Malignant
melanoma: dgenetics and therapeutics in the genomic era.
Genes & development, 20(16), 2149-2182.

Cooper, G. M., & Hausmen, R. E. (2006). Hicre: Molekuler Yaklagim
(M. Sakizli & N. Atabey,Cev), 3.baski. Izmir : Izmir Tip Kitapevi

Celik, 1., Seving, A., Buyiikberber, S., Coskun, U., Yalcin, B., Mandel,
N. M., Saglam, E. K., Gokmen, E., Coskun, H. $., Abali, H.,
Demirkesen, C., Akbulut, H., Erkin, G., Tezel, G. G., Gliltekin,
M., Boztas, G., Gokoz, 0., (2012). Tirkiye melanom yol haritasi
melanom galisma grubu

Dogan, A. L., & Gug, D. (2004). Sinyal iletimi mekanizmalan ve
kanser. Acta Medica, 35(1), 34-42.

Erenler, B. H. (2010). Melanositik nevis ve malign melanom
tanisinda kullanilan  immulnohistokimyasal  belirleyicilerin
karsilastirilmasi, Ondokuz Mayis Univerisitesi, Tip  fakultesi,
Samsun

34



KAYNAKLAR DiziINi(Devam Ediyor)

Eren, E. (2006). Hepatoseliiler Karsinomda MDM2 Gen Polimorfizmleri,
Yuksek Lisans Tezi, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitls(,
Ankara

Freedman, D., Wu, L., & Levine, A. (1999). Functions of the MDM2
oncoprotein. Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 55(1),
96-107.

Gammon, B., Beilfuss, B., Guitart, J., & Gerami, P. (2012). Enhanced
detection of spitzoid melanomas using fluorescence in situ
hybridization with 9p21 as an adjunctive probe. The American
Jjournal of surgical pathology, 36(1), 81-88.

Goldstein, A. M., Chan, M., Harland, M., Gillanders, E. M., Hayward, N.
K., Avril, M.-F., . . . Bressac-de Paillerets, B. (2006). High-risk
melanoma susceptibility genes and pancreatic cancer, neural
system tumors, and uveal melanoma across GenoMEL. Cancer
research, 66(20), 9818-9828.

Groeger, A., Odocha, O., Mueller, M., Salat, A., Mallinger, R.,
Baumgartner, S., . . . Kaiser, H. (1997). Racial variation in lung
cancer. Anticancer research, 17(4A), 2843-2848.

Hay, T. J., & Meek, D. W. (2000). Multiple sites of in vivo
phosphorylation in the MDM2 oncoprotein cluster within two
important functional domains. FEBS letters, 478(1-2), 183-186.

Hodis, E., Watson, I. R., Kryukov, G. V., Arold, S. T., Imielinski, M.,
Theurillat, J.-P., . . . Place, C. (2012). A landscape of driver
mutations in melanoma. Cell, 150(2), 251-263.

Kokturk, N., Ozturk, C., & Kirigsoglu, C. (2003). Sigara ve akciger
kanseri. Solunum, 5(3), 139-145.

LeBoit,P. E., Burg, G., Weedon, D., Sarasin, A., World Health
Organization Classification of Tumours * Pathology and Genetics
of Scin Tumours” Lyon: IARC Press 2006: 50-120

Mayo, L. D., Turchi, J. J1., & Berberich, S. J]. (1997). Mdm-2

phosphorylation by DNA-dependent protein kinase prevents
interaction with p53. Cancer research, 57(22), 5013-5016.

35



KAYNAKLAR DiziNi(Devam Ediyor)

Muthusamy, V., Hobbs, C., Nogueira, C., Cordon-Cardo, C., McKee, P.

H., Chin, L., & Bosenberg, M. W. (2006). Amplification of CDK4
and MDM2 in malignant melanoma. Genes, Chromosomes and
Cancer, 45(5), 447-454.

Nicholson, R., Gee, J]., & Harper, M. (2001). EGFR and cancer
prognosis. European journal of cancer, 37, 9-15.

Ozdamar, K.(2013). Paket programlar ile istatiksel veri analizi 1,
9.baski. Ankara: Nisan Kitabevi.

Pomerantz, J., & Schreber-agus, N. (1998). The INK4a tumor
suppressor gene product, P19ARF,interacts with MDM2 and
neutralizes MDM2's inhibition of p53. Cell, 92; 713-723.

Rakosy, Z., Vizkeleti, L., Ecsedi, S., Voko, Z., Bégany, A., Barok, M., .
. . Adany, R. (2007). EGFR gene copy number alterations in
primary cutaneous malignant melanomas are associated with
poor prognosis. International journal of cancer, 121(8), 1729-

1737,

Redon, S., Guibourg, B., Talagas, M., Marcorelles, P., & Uguen, A.
(2017). A Diagnostic Algorithm Combining
Immunohistochemistry and Molecular Cytogenetics to Diagnose
Challenging Melanocytic Tumors. Applied immunohistochemistry
& molecular morphology: AIMM.

Rieder, H., Bonwetsch, C., Janssen, L. A. J., Maurer, J., Janssen I. W,
G., Schwartz, S., Ludwing, W. D., Gasmann, W., Bartram, C. R.,
Thial, E., Loffler, H., Gékbuget, N., Holzer, D., Fonatsch, C.,
1998, High rate of chomosome abnormalities deteced by
fluorescence in situ hibrization using BCR and ABL probes in
adult acute lymphoblastic leukemia, Leukemia, 12:1473-1481

Rigel, D. S. (2010). Epidemiology of melanoma. Semin Cutan Med
Dec;29(4):2049.

Sequist, L. V., Bell, D. W., Lynch, T. J., & Haber, D. A. (2007).
Molecular predictors of response to epidermal growth factor
receptor antagonists in non-small-cell lung cancer. Journal of
Clinical Oncology, 25(5), 587-5

36



KAYNAKLAR DiziNi(Devam Ediyor)

Shieh, S.-Y., Ikeda, M., Taya, Y., & Prives, C. (1997). DNA damage-
induced phosphorylation of p53 alleviates inhibition by MDM2.
Cell, 91(3), 325-334.

Sini, M. C., Manca, A., Cossu, A., Budroni, M., Botti, G., Ascierto, P.
A., . .. Casula, M. (2008). Molecular alterations at chromosome
9p21 in melanocytic naevi and melanoma. British Journal of
Dermatology, 158(2), 243-250.

Isik, S. (2014). Malign melanom olgularinda molekuler sitogenetik
galismalar,Yuksek Lisans Tezi, Eskisehir Osmangazi Universitesi,
Saglhk Bilimleri Enstittist, Tibbi Genetik Anabilimdali, Eskisehir

Simsek, H. A. (2009). Derinin melanositik lezyonlarinin ayirici
tanisinda molekller yodntemlerin  katkisi, Uzmanhk tezi,
Gulhane Askeri Tip Akademisi, Ankara

Stimer-Turanhgil, N. C., & Uyanikgil, Y. (2010). Hiicre Ici Sinyal
Yolaklari ve Klinik Yansimalari. Arsiv Kaynak Tarama Dergisi,
19(3).

Vogelstein, B., Lane, D., & Levine, A. J. (2000). Surfing the p53
network. Nature, 408(6810), 307.

Wade, M., Li, Y.-C., & Wahl, G. M. (2013). MDM2, MDMX and p53 in
oncogenesis and cancer therapy. Nature Reviews Cancer,
13(2), 83.

Zhang, Y., Xong, Y., & Yarbrough, W. G. (1998). ARF promotes MDM2
degradation and stabilizes p53: ARF-INK4a locus deletion
impairs both the Rb and p53 tumor suppression pathways.
Cell, 92; 725-734.

37



0zZGECMIS
Bireysel Bilgiler

Adi Soyadi : Tolga TORE
Dogum Tarihi ve Yeri : 03.06.1988 KARAMAN

Uyrugu : T.C.

Medeni Durumu : Bekar

Iletisim Adresleri : Tunal Mah. Sevim Sok 3/7
Tepebasi/ESKISEHIR

Egitim Durumu

1996-1998: Ilkégretim, Seker ilkégretim Okulu

1998-1999: Ilkégretim, Cumhuriyet Ilkégretim Okulu

1999-2002: ilkégretim, Cumhuriyet ilkégretim Okulu

2002-2006: Lise, Ali Giiral Lisesi - KUTAHYA

2006-2011: Lisans, Hacettepe Universitesi Fen Fak. Biyoloji

BSIimi )
2012-2018: Y.Lisans, ESOGU Saglik Bilimleri Enstitlisti Tibbi

Genetik A.D.
Yabanci Diller: Ingilizce

Katildigi Ulusal Bilimsel Toplantilar

1. XI. Ulusal Tibbi Genetik Kongresi, Eyliil, 2014, Istanbul

38



