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OZET

MELANOSITIK NEVUSLERDE VE MALIGN MELANOMLARDA OLASI
GENETIK DEGISIKLIKLERIN VE MIKROSATELLIT iNSTABILITELERININ
SITOGENETIK VE MOLEKULER GENETIK YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

AYSEN TEZEL

Anahtar Kelimeler

Melanom, Neviis, Sitogenetik, Heterozigosite kaybi, Mikrosatellit instabilitesi

Benign melanositik neviis ve malign melanom (MM) olugsumuna neden olan genetik
degisiklikler, timérigenezin ¢ok asamali gepetik modeline uyum gosterir. Bu g¢alismada, hem
melanositik neviis hem de melanom &rneklerinden molekiiler ve sitogenetik galismalar yapilarak; olasi
genetik degisikliklerin saptanmasi amagland.

Dokuz MM, alti melanositik neviis olmak iizere toplam onbes vakanin doku 6rneklerinden hiicre
kiiltiirit hazirlanarak sitogenetik analiz yapildi. Melanositik neviislerde sitogenetik olarak bir anomali
belirlenmedi. Ancak iki MM oOmeginden birinde 46, XX t (7;12) (q22;q24) t (2;11) (p25;922)
translokasyonlari, digerinde ise 47,XX + marker saptandi.

Dort displastik neviis (DN), dort "compound” neviis, yedi MM ve alt1 konjenital neviis olmak
iizere toplam 21 vakada parafin bloklardan izole edilen DNA 6mekleri, dort ayrn mikrosatellit markeri
kullamlarak PCR yéntemiyle amplifiye edildi. Denatiire edici jelde viiriitiildikten sonra giimiis boyama
yapildi. Calisilan dort ayn markerin her birinde mikrosatellit degisimleri saptandi. D2S123 markerinde,
iki MM dokusunda LOH (Heterozigosite kayb1), bir DN dokusunda MIN (Mikrosatellit instabilitesi);
D14S65 markerinde bir DN dokusunda MIN; BAT40 markerinde bir DN dokusunda MIN; D11S29
markerinde bir MM dokusunda LOH ve bir DN dokusunda MIN saptandi. 21 6érnegin 7’sinde (% 34),
galistlan mikrosatellit bolgelerinde genetik degisiklik saptandi. D2S123 markerinin "mismatch” tamir
genlerine yakm bir yerde yerlesim gostermesi, bu vakalarda "mismatch" tamir genlerinde kayip
olabilecegi ve bunun sonucunda replikasyon hatalarmmn ve MIN’lerin artabilecegi seklinde
yorumlanabilir. ki ayn 6mekte D11S29 markerini tammlayan 11 kromozomun 11q23.3 bélgesindeki
genetik degisiklikler, diger kanser tiirlerinde de etkili oldugu rapor edilen, bir tiimor supresér genin

bulunma olasiligim diigiindiirmektedir.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF MICROSATELLITE INSTABILITIES AND PROBABLE
GENETIC ALTERATIONS IN MELANOCYTIC NEVI AND MALIGN MELANOMA
BY CYTOGENETIC AND MOLECULAR GENETIC METHODS

AYSEN TEZEL

Keywords
Melanoma, Nevus, Cytogenetic, Loss of Heterozygosity, Microsatellite instability

Genetic alterations which occur in benign melanocytic nevi and malignant melanoma (MM)
follow the multistep genetic model of the tumorigenesis. In this study, it was aimed to find out probable
genetic alterations in melanocytic nevi and melanoma samples by using the molecular and cytogenetic
procedures.

Cytogenetic analysis was carried out via the cell cultures, prepared from nine MM and six
melanocytic nevi, totally 15 different tissue samples. All of the melanocytic nevi was evaluated as
cytogenetically normal. However, among the malignant melanoma cases, onc had two clonal
translocations 46,XX t (7;12) (q22;q24), t (2;11) (p25;922), and the other casc represented the
karyotype of 47, XX + marker. The translocation breakpoints are in accordance with the similar findings
in literature.

The DNA samples, isolated from totally 21 paraffin blocks; four dysplastic nevi (DN), four
compound nevi, seven MM and six congenital nevi, were amplified with PCR method by using four
different microsatellite markers. Silver staining was used to investigate the allelic bands, and the
following changes was observed :

1) LOH (Loss of heterozygosity) in two MM tissue and MIN (Microsatellite instability) in a DN tissue
with D2S123 marker,

ii) MIN in a DN tissue with D14S65 marker,

iii) MIN in a DN tissue with BAT40 marker,

iv) LOH in a MM tissue and MIN in a DN tissue with D11829 marker.

Some genetic alterations was noticed in 7 out of 21 samples (34 %). D2S123 marker is
localized nearby a mismatch repair gene and the LOH may contribute to the loss of repair gene activity.
This finding is indicative of mutator phenotype. Genetic alterations (LOH and MIN) are found in two
different cases with D11S29 marker as well. This result claims that a probable tumor suppressor gene

that can affect some other cancer types, either, might be present at the 11g23.3 locus.
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1. GIRIS VE AMAC :

Yiizyillar 6ncesinde, benler (neviis), Avrupa leydileri arasinda “giizellik benleri” olarak
dusiiniilityor ve. hayranlik uyandinyordu. Ancak giiniimiizde, neviislerin melanom ile iligkisi
oldugu disiniildigiinden daha dikkatli ve farkli bir gozle bakilmaktadir. 1864 yilinda Paget,
kanserin neviislerde veya nevislerin altinda olustuguna dikkat ¢ekerken; 1947°de Traub,
junctional nevils ve melanom arasinda baglantt kurmustur. 1985 yihnda multipli atipik
neviislerin malign melanom 6nciilii oldugu tammlanmugtir (1).

Cilt lezyonlani arasinda melanosit igeren neviislere sik rastlanmaktadir. Her ne kadar
benign neviislerin melanoma donigiimlerinde belli klinik ¢zellikler (aymt lezyonda farkli renk,
siir diizensizligi, Glserasyon, vb.) gorilirse de bazi olgularda benign ve malign olaylar
kansabilmektedir. Ornegin, benign melanositik neviisler, melanomla kangabilir. Melanositlerde
olusan genetik degisiklikler, malign transformasyona neden olabilmektedir. Bu konudaki
bilgimiz oldukg¢a sintrhdr.

Melanomlarda yapilan sitogenetik aragtirmalar sonucunda 1, 6,7, 9, 10, 11 ve 17 no’lu
kromozomlarda degisiklikler saptanmistir (2). Ayrica bu kromozomlar Gizerinde lokalize olan
protoonkogenlerin aktivasyonuna yonelik ¢aligmalar da vardir. Ancak hi¢ biri kesinlik
kazanmanmugtir. Ayrica melanom olusumuna neden olan gen / genler de tanimlanmamugtir. Bu
bilinmeyenlere 151k tutabilmek amaciyla; laboratuvar olanaklarimiz dahilinde benign melanositik
neviislerde, melanom riski tagiyan lezyonlarda ve malign melanomda sitogenetik ve molekiiler

genetik ¢aligmalar yapmay: amagladik.
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2. GENEL BILGILER :

2.1 Melanosit Biyolojisi :

Neviis terimi, konjenital deri lezyonlarin tanimlanmasinda, ozellikle de melanositik
hiicrelerden olugan pigmente lezyonlarin tammlanmasinda kullaniimaktadir. Latin bir kelimeden
koken alan neviis terimi; epidermal nevis, sebaséz (yagl) neviis ve flamoéz (porto sarabi
renginde) neviis gibi olgun (mature) hiicreli diger konjenital lezyonlar: tamimlamada da
kullamlmaktadir (3).

Nevisler igin, histolojik 6zellikleri gesitlilik gostermesi bakimindan, her yazar farkh bir
terminoloji kullanmaktadir. Ozellikle nevomelanositik neviis, pigmente neviis, melanositik
neviis gibi terimlerin kullammi yaygindir. Burada terminolojik kargasayn onlemek agisindan
sadece “melanositik neviis “ terimi kullanilacaktir. Neoplastik ve non-neoplastik, konjenital ve
kazanilmug deri lezyonlarimn yamsira herediter ve non-herediter deri lezyonlarim da belirtirken
neviis teriminin kullamminda gigliklerle kargilagiimaktadir. Bu giigliikkler dikkate alinarak
yazarlar, genetik mozaizmin yeni kategorisini tek bir kavram olarak bir araya getirmeyi
amaglamuslardir : Neviisler gozle gorilebilir, smirlar: belirli olan, mukozaya komsu olup
genetik mozaizmi yansitan uzun omiirli deri lezyonlaridir. Melanositik neviisler hari¢ diger
neviisler neoplastik proliferasyon ve malign neoplazi géstermezler (4).

Melanositik neviislerdeki morfolojik degigimler, malign transformasyona dénigiimiin
belirtisi olabilir. Ancak gebelik, puberte veya sistemik kortikosteroid tedavisi ya da giinege
maruz kalinma gibi lokal faktorlerin de morfolojik degisiklik nedeni olabilecegi
unutulmamalidir. Fakat yine de neviis morfolojisindeki ani degigimlerin (renk, yizey veya
buytiklik, agrili veya agrisiz olmasi, kaginti, iilserasyon veya kanama) birka¢ giin veya haftada

malign transformasyona doniigebilecegi unutulmamalidir (5).

2.1.1 Melanositik neviisiin olusumu :

Melanositik neviis, epidermiste (junctional), dermiste (intradermal), veya her iki
bolgede (compound) melanositlerin toplanmasi ile olusur. Pigmentasyon, genellikle epidermal
melanositlerin st tste gelerek tabakalagmasi ve pigment yiiklii olmalan ile olusmaktadir.

Neviis hiicreli neviis, nevoselliler neviis, nevositik neviis, yumusak neviis, néroneviis,
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pigmente nevils, pigmente mol, melanositik neviis, killi neviis, hiicresel neviis ve benign
melanositom olarak da adlandinlabilirler. Ancak benign melanom, melanositik neviis
tanimlamasinda kullamilmamaktadir (5). Melanositik neviislerin, néral krestte defektif
melanoblastlardan orijin alan benign neoplazmlar oldugu kabul edilmektedir. Genetik
degisimler sonucu olusan defektif melanoblastlar, normal melanoblastlarla birlikte dermise ve
epidermisin bazal tabakasina go¢ ederek, melanositlere farklilagabilmektedir.

Memelilerde epidermis ve dermisin altpopulasyonlarim olugturan melanositler, melanin
birikimi ile hiicreye pigmentasyon saglarlar. Organizmanin geligim siiresince deri (epidermal ve
dermal bolge), goz (koroid ve iris stromasinda) ve sag folikiilleri olmak {izere ii¢ temel bolgeye

yerlesirler (6).

2.1.2 Melanositik neviislerin histolojik goriiniimleri :
Neviis hiicreleri, Uig ¢esit histolojik goriiniime sahiptir :
® A tipi nevis hiicreleri (Epiteloid)
) B tipi neviis hiicreleri (Lenfoid)
° C tipi neviis hiicreleri (Fibrositik)

A tipi neviis htcreleri, yiizeyel papiller dermiste bulunur. Biiyiik nikleuslu, bol
pigmentli ve genig sitoplazmali hiicrelerden olugurlar. B tipi neviisler ise orta dermiste bulunur.
Bu hiicreler, A tipi hiicrelerinden kiigiik, dar sitoplazmali, daha yuvarlak niikleusludurlar ve
daha koyu boyamirlar. C tipi neviis hicreleri, daha derin dermiste bulunup, iplik seklinde
gorilen fibrillerin birikiminden olugur. Bu fibriller, birbirinden ayrilabildigi gibi, izole de
edilebilir. C tipi neviis hiicreleri, diiz ve i§ seklindedir. Bu nedenle schwann hiicreleri ve
fibroblastlardan ayrimlan igin S-100 boyast ve Miyelin Bazik Protein (MBP) igeren
immiinoperoksidaz boyalari kullanilmasi gerekebilir.

Bu neviis tiplerinin hepsinde de melanositler, sinir organellerine ve schwann hiicrelerine
degisen derecelerde farkhlagabilmektedir. Nevils iginde meydana gelen malignansiler;
noérofibrosarkom, liposarkom, rabdomyosarkom veya bir neviis hiicresinden melanositten

koken alan klasik bir melanom olabilmektedir (3,7).

2.1.3 Melanositik lezyonlarin siniflandiriimasi :

Kaplan ve arkadaglar1 (3) tarafindan olusturulan siuflandirma asagida verilmistir :
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A - Epidermal lezyonlar :

o Ephelis (Freckle)

° Lentigo

. Café au lait

° Junctional

0 Lentigo maligna (Hutchinson Freckle)

B -Dermal Lezyonlar :

e  Intradermal (Nevosellular)

° Deep dermal-dendritik (Blue neviis, Mongolian spot, Sellular blue neviis, Ota neviis, Ito
neviis)

° Deep dermal-noral

o Degisik varyantlar (Displastik neviis, Spitz neviis, Halo neviis, Becker's neviis, Recurrent
neviis)

Epidermis, tist dermis ve alt dermis neviis iginde, yer yer dogal yapisina uygun sekilde
bulunabilir. Ayrica bu durum, her ne kadar dogum anmda bulunup bulunmadigina bagh olsa da

bolge ve lokasyonuna da baghdir (3,8).

2.1.4 Bazi benign melanositik neviisler :
Yukanda simflandirma sisteminde belirtilen lezyonlardan, sadece aragtirma kapsamina
girenlere kisaca deginilecektir.

“Junctional neviis”, vicudun herhangi bir yerinde bulunabilir. Avug i¢i, ayak tabani,

genital bolge ve mukoz membranlardaki neviisler “junctional” olabilir. Fakat pek ¢ogu
“compound” neviislerdir. Dogumdan sonra herhangi bir zamanda olugabilir.

99 €63,

“Compound neviis”, “junctional” ve intradermal elementlerdendir. Adélesan dénemde

daha yaygin olarak gelisir. Sagh olabilir, klinik olarak, siklikla intradermal neviisla
kangtirilabilir.

Intradermal neviis, yetiskinlerde siklikla goriilen olgun mollerdir. Genellikle benigndir

ve pratikte hi¢bir zaman malign 6zellik kazanmaz (8).

2.1.5 Malignansi riski tagiyan lezyonlar :

Malignansi riski tasiyan lezyonlarda biiyiiklilk, lokasyon ve histolojik dzellikler tani igin

son derece Onemlidir : Biiyiikliik : Konjenital bir neviisiin klinik tamimlanmasinda biiytkliik
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gok onemlidir (9). NIH simiflandirma sistemine gére; dev neviisler 100 cm® den daha biiyiiktiir.

Biiyiik neviis 10-100 cm? dir. Kiigiik neviisler ise 10 cm’ den kuigiiktiir. Yerlesim : Vakalarda
sirt, kalca ve arka kafa derisi ilizerinde malignansi gelisme olasilifi ¢ok yiiksektir. Arka
bolgelerde olgunlagmamig embriyonik ve noral neviis hiicreleri bulunma riski olmast nedeniyle
malignite daha fazladir. Dev lezyonlann ¢ogu sirt ve kafa derisinde goriilmektedir. Orta ve 10
cm'den daha kiigiik lezyonlar 6n govdede, ekstremitelerde ve yiizde daha sik goriilmektedir.
Histoloji : Neviisler, pek ¢ok histolojik 6zelliklere sahiptir. Bu ozellikler; lokasyonla, olusum
yagi ile, deri iginde neviis hiicrelerinin derinligi ile, embriyolojik gelisimin evresiyle ve
fonksiyonel farklilagma tipiyle iligkilidir (3)

Total melanositik neviis sayisl, sa¢ rengi, meslek nedeniyle giinese maruz kalma, deri

tipi de, melanom olusum riskini artiran 6nemli faktorlerdir (10).

2.1.5.1 Displastik neviis (DN) :
Sitolojik atipi gosteren neviis hiicrelerinden olusurlar. Kanser hiicrelerinin yapisal

ozelliklerini gésierir fakat yavag tireme egilimindedirler. Bu lezyonlar, melanomun histogenetik
onctilidir ve melanom gelisim riski gosterdiginden, bu bireyler igin onemli bir markerdir
(11,12).

2.1.5.1.1 Displastik neviisiin klinik ve histolojik ayrimi :

Displastik neviisler, klinik olarak, 5-15 mm biiyiikliigiinde sonradan edinilen (acquired)
neviislerdir (13). Ozellikle gévdede olmak iizere viicudun pek ok yerinde goriliir. Ancak
sonradan edinilen diger neviislere gore daha ge¢ ortaya gikarlar. Displastik neviis, her ne kadar
ailesel ise de, sporadik olarak da goriilebilir. Sporadik formdaki displastik neviislii hastalarin
melanoma doniigim riski % 5-10 iken, ailesel formunda % 100 olabilmektedir. Melanomlar,
her ne kadar displastik neviislerden gelisiyorsa da bu bolgeler diginda da, de novo melanomlarin
gorilmesi olasidir. Bu yiizden displastik neviisler, melanom 6nciilii olmalarun yamsira,
malignansi riski artiginin da belirtisidirler (3).

Atipik bir neviis, eger tum ozelliklerini gosteriyorsa sadece klinik ve histolojik olarak
kolaylikla tammlanabilir (14). Ancak displastik neviislerin smniflandirmasinda, sik gériilen
melanositik  neviislerden  ayirdedilmesi  i¢in, gerek  histolojik  olarak  gerekse
immiinohistokimyasal yontemlerle elde edilebilecek bir bulgu olmadigindan oldukga fazla
gicliiklerle karsilagtimaktadir. Multipli displastik neviislerde, melanom riski, siklikla goriilen

diger tip neviislere oranla daha fazladir ve daha erken yaglarda ortaya ¢ikar. Bunun temel
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nedeni bilinmemekte fakat kromozom instabilitesi ile ilgili olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu
genetik degisimlerin karakterize edilmesi displastik neviis’iin tanimlanmasinda 6nemli bulgu
saglayacaktir. Bu neviis tipinde genetik degisimler tzerine yapilan aragtirmalar, displastik
neviislerin lokasyonlarii ve cinsiyet farkhibiklarina gore gozlenen sikliklarimi belirlemeye
yardimei olacaktir. Sonug olarak, molekiiler genetikte tekniklerin hzla gelismesi ve bu konuda
yapilan yogun aragtirmalar, kisa siirede bu alanda edinilen bilgilerin gelisjmesine olanak
saglayacaktir (14).

2.1.5.1.2 Displastik neviiste sitogenetik calismalar :

Melanom 6nciilii olan displastik neviislerin maligniteye doniisii (prelésemide gézlendigi
gibi) sirasinda bu lezyonlarda kromozom degigimler goriilmektedir (15).

Benign compound neviislerde % 18 (2 / 11) ve displastik neviis 6rneklerinde % 40
oraninda (2 / 5) p53 mutasyonu saptanmugtir (16).

Displastik neviis sendromu’nun (DNS) ailesel formu, sporadik formdan o6nce
tammlanmgtir. Ailesel vakalarda kalitim muhtemelen otozomal dominant gegiglidir. Ailesel
formundan sorumlu gen, 1 no’lu kromozom iizerinde haritalanmgtir (17). Sendromun ailesel ve
sporadik formlar arasindaki iligki agik degildir fakat her iki formda da melanomdan bagka diger
malign neoplazmlar goriilebilmektedir. Ancak ailesel vakalarda; malign lenfoma, akciger, meme
ve pankreas karsinomu diginda diger malign neoplazmlar gorulebilirken, sporadik vakalarda
testikiiler teratomlarin frekansinda artig gozlenmigtir (18).

Mc Donagh ve arkadaglan tarafindan (18), DNS’lu yirmibir yaginda bir erkek hastada
saptanan 11 p - (11.kromozomun kisa kolunda par¢a kaybr) kromozom anomalisinin, daha
Onceki yayinlarla iligkisi saptanamamugtir. Bu durum da DNS’unun sadece ailesel degil sporadik
olarak da olustuu ve bu asamada genetik faktorlerin de Onemli olabilecegi hipotezini
desteklemektedir (18).

DNS ve ailesel melanom olugumuna neden olan genetik degisimleri belirlemek {izere
son yillarda ¢ok ¢aba sarfedilmektedir. Caligmalarin ¢ogu, melanom hiicre hatlarinda
gerceklestirilmistir. Melanomda, multipli kromozomal degigimler, sikhikla 1, 6, ve 7 no’lu
kromozomlarda gorilmektedir (2). Kath ve arkadaglari (20), timér g¢ogalimi gorilen
melanositik lezyonlarin hiicre hatlarinda fazla miktarda sayisal ve yapisal degisim
saptamuglardir. Weiss ve arkadaglan (14) ¢aligmalarinda, yaygin olarak goriilen neviislerde

belirgin bir kromozom degisimi goriilmemesine kargin, oniki displastik neviisiin iigiinde
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degisiklik g6rmiis, melanomlarin hepsinde anormal karyotip belirlemiglerdir. Ancak bu
anomalilerin hi¢ biri tiimore spesifik bulunmamustir. Displastik nevisli ti¢ hiicre hattinda
10q24-26 delesyonu; pek ¢ok melanom vakalarmn yamsira yirmialt: displastik neviis hiicre
hattimin dordiinde de 9p delesyonu saptanmugtir.

Birgok aragtirma grubu, DNS’de kromozom frajilitelerinin sikhikla gorildigiing
belirlemistir (2). Ancak bu frajilite, Fankoni anemisi, Ataxia telangiektasi, Bloom Sendromu
gibi klasik kirilma sendromlarina benzerlik gostermemektedir. UV etkisiyle olugmayan, ailesel
melanomlu bireylerin hiicrelerinde, melanomlu ve melanomsuz DNS hastalarimin hiicrelerinde
de kromozomal frajilite belirlenmistir. Bu bireylerde goriilen kromozomal frajilite sadece
melanositlerde degil, lenfosit ve fibroblastlarda da tayin edilmigtir (2).

UV-C iginlarindan etkilenen multipli displastik nevislii hastalarin hiicrelerindeki SCE
oraninda, sporadik melanomlu hastalarla ya da kontrol grubuyla karsilagtirildiginda artig oldugu
saptanmigtir. DNS’li hastalarin SCE orany, bireylere gore farkliik gostermektedir. Bu nedenle
bu metodun sonucu gézéniinde bulundurulmamstir (20).

Kromozom frajilitesinin genetik temeli tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu frajilite,
DNS / MM’li ailelerde pankreas karsinomunun goriilme insidensinin yiiksek olusu ile

kromozom instabilitesi arasinda bir iligki oldugunu digiindiirmektedir (14).

2.1.5.2 Konjenital melanositik neviis :
Konjenital melanositik neviis, dogumda mevcut olup, epidermis ve dermiste

melanositlerin birikimi sonucu olugmustur (13). Bu lezyonlar, yagsamin ilk yillarindan itibaren
ara sira da olsa soluk renkte gériindikleri i¢in dogumda farkedilememektedirler. Pigmentasyon,
genellikle yasamin ilk yilmin  sonlarima dogru  gorilebilmektedir.  Bebeklerde,
hiperpigmentasyonun pek ¢ok nedenleri vardir. Hepsi melanosit proliferasyonu ile iligkili
degildir.

Mikroskopik olarak, konjenital neviiste melanositik proliferasyonun farklh patternleri
gozlenebilir. Sadece histolojik o6zelliklere bakarak neviisin konjenital olup olmadigin
belirlemek her zaman miimkiin degildir. Kigiik neviisler de konjenital olabilir ve dogumda
mevcut olduklari konfirme edilerek histopatolojik inceleme ile tammurlar. Genis konjenital
neviisler, 1 / 60.000 dogumda meydana gelir. Kiigiik konjenital neviisler ise (biyopsiyle
konfirme edilebilir) 1 / 100 dogumda gorilir.

Konjenital neviisler, akral lentigindz melanom énciilii olarak da tammlanmaktadir (5).
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2.1.5.2.1 Genis (Dev) konjenital neviis :
Konjenital nevils, dogumda belirlenen herhangi bir neviistir. Diger konjenital

ozelliklere sahip olmasindan ziyade; genis buyiikliikte, pek ¢ok lezyonu olan dermatom
dagilimh bazen leptomeningeal melanositozla baglantili olma ozelliklerine sahiptir. 10 cm den
biiyiik konjenital neviisler, 1 /20.000 dogumda goriilir.

Genig “Dev” konjenital neviisiin tanimlanmasu, literattire gore degisiklik gostermektedir.
Genellikle gaplarinin 5-20 cm arasinda degistigi hatta viicudun ylizeyini orten genis alanlar
kapladigs da ifade edilmektedir.

Lezyonlar, soluk kahverengi, koyu kahverengi veya siyah olabilmektedir. Konjenital
neviisler, viicut yiizeyinin herhangi bir yerinde meydana gelebilmektedir. Neviis, diiz (makular)
veya zeminden yiiksek, diizensiz yiizeyli olabilir. Zaman iginde biiylime gosterebilir ya da aynt
buyikligu korur.

Arasira neviis iginde kiigiik nodiller goriilebilir. Deri alti veya derin dermal dokuda
bulunabilir. Dermisin daha yiizeyel kisminda yer alabilir. Nodiller genellikle benigndir ve
siklikla neviisiin “neurotizasyonu” ile iligkilidir. Baz1 lezyonlar yasla beraber koyulagirken,
digerlerinin rengi agilabilmektedir.

Konjenital neviislerin malignansi riski, % O - 42 oraninda degisim gostermektedir (3).
Bergfeld ve arkadaglart (21), dev konjenital neviislerde malignansi riskinin % 30 - 42 oldugunu

saptamiglardir.

2.1.5.2.2 Kii¢iik konjenital neviisler :
100 dogumda bir goriilen kigiik konjenital neviis, yaklagtk 1-3 cm capindadir.

Yiizeyden hafif yﬁksek, diizensiz pigmentli bir yiizeye sahiptir. Lezyon iginden artan miktarda
kil gikabilir. Kiigiik konjenital neviislerin ailesel oldugu durumlarda, malign melanom goriilme
insidensinde artig vardir (13).

Kiigiik lezyonlar, daha yiizeyel olup, farkli tamimlanabilir. Genis konjenital neviisler,
tipik histolojik ozelliklere sahip olduklan halde, kiigiik konjenital neviisler, sonradan edinilmis
(acquired) neviislerden her zaman kesin olarak ayirdedilemezler (3).

Kiigiik konjenital neviisiin malign melanomla baglantisina yonelik yeterli kamt
bulunamamustir. Rhodes ve arkadaglari (22) bu tip neviislerde malignansi riskini % 5 olarak
belirlemiglerdir. Illig ve arkadaslari (23) tarafindan yapilan diger bir gahismada da 10 cm den
kiigiik olan kii¢iik konjenital neviislerde malignansi riskinde artig oldugu belirtilmigtir.
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2.1.5.3 Sonradan edinilmiy (acquired) melanositik neviis :
Sonradan edinilmig neviisler (Common acquired nevi); her yerde gézlenen lezyonlardir

ve malign melanom histogenezinde rol oynadiklarma yonelik kesin bir bilgi yoktur (1). Bir
yasinda goriilmeye baglar ve yirmi yagina kadar devam eder. Yasamm ilk yillarinda goriilen
neviisler, 1gikla iligkilidir. Fakat ¢ok sayida bulunan neviisler, melanom olusumu igin biyiik

ol¢tde risk tegkil eder (1,5,11).

2.1.6 Melanositik sistemde neoplastik gelisimin evreleri (Tiimor gelisimi) :

Normal hiicrelerin metastatik kanser hiicrelerine déniigimiinde gecen olaylar dizisi;
tiimér progresyonu (tiimoérin gelisimi) olarak kabul edilmektedir (Tablo 1). Melanom
olusumuna yonelik hipotetik ¢esitli modeller olusturulmugtur (24). Insan epidermal
melanositlerindeki tiimor gelisimi; bir dizi timoér gelisimi basamaklarindan. olugmaktadir
(11,19,25-27).

Malign melanomda tamér geligimi, indirekt ve direkt olmak tzere iki sekilde
olusabilmektedir. Sekil 1°de tiimoér gelisim agamalart ve her basamakta hangi kromozomun ve
genlerin rol oynayabilecegi sematize edilmistir (27). Indirekt tiimor geligimi, cok agamali bir yol
olup daha sik gérﬁlﬁr (19,25).
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Krom. 1
(p36'da LOH ve GL

N-ras,pl3)
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HGF/SF,q21)

Krom. 11
(H-ras,p25)
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Normal | _| Displastik Radyal gogalma Vertikal gogalma Metastatik

. " fazli primer fazl1 primer
melanosit 1\ neviis melanom melanom melanom
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Sonradan
kazanilms
melanositik neviis

Sekil 1 : Melanositlerin metastatik melanoma donilisiimiinde bir timér gelisim
modeli ile ilgili kromozom bdlgeleri ve genleri (LOH: Heterozigosite kaybi; GL:
Genetik linkaj) (27)
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Melanomun sik rastlanilan dort yaygin biyolojik formundan tg¢i, indirekt timor gelisim
yoluyla metastaz yapma ozellifine sahiptir : En ¢ok yiizeyel dagiim gosteren melanom
goriilmekte olup, indirekt timér gelisim modeline 6rnektir. Nodiiler melanom ise, direkt timor

gelisimine ornektir. Indirekt timor gelisiminin lezyonel agamalar: Tablo 1” de gosterilmistir :

Tablo 1 : Insan melanosit sisteminde tiimor geligimi (19)

Asama  Melanosit Lezyonu

1 Sonradan edinilmis melanositik neviis (yapisal veya sitolojik atipi yok)
2 Siirekli yapisal atipili melanositik neviis (anormal farklilagma)

3 Siirekli yapisal atipili ve sitolojik atipili displastik neviis

4 Radyal ¢ogalma fazh primer melanom (metastaz 6zelligi yok)

5 Vertikal ¢ogalma fazli primer melanom (metastaz 6zelligi var)

6 Metastatik melanom

2.1.7 Malign melanomun sinmiflandirilmasi :

Malign melanomlar, genetik 6zellikleri degigiklife ugramis olan melanositik
lezyonlardan olugmaktadir. Bu olusum, Tablo 1°de 6zetlendigi gibi bazi asamalardan gegerek
gergeklesmektedir. Doku, malign ozellik kazandiktan sonra, biyiime profili; dermise radyal
veya vertikal olarak geligim gostermektedir. Malign 6zellik gosteren hiicreler, dermise paralel
cogalim gosteriyorsa Radyal Cogalma Fazli (RGP= Radial Growth Phase), vertikal gogalim
gosteriyorsa Vertikal Cogalma Fazli (VGP= Vertical Growth Phase) malign melanom olarak
isimlendirilirler. VGP malign melanomun metastaz olugturma 6zelli§i vardir. Dolayistyla VGP,
metastatik melamom olusumuna onciilik etmektedir.

Yukanida sonradan edinilmis neviis ve difer malignansi riski tagiyan lezyonlar
incelendigi i¢in burada sadece RGP ve VGP malign melanomlara ve metastatik melanoma

deginilecektir.

2.1.7.1 Radyal Co@alma Fazhh (RGP = Radial Growth Phase) malign

melanom :
Radyal ¢ogalma fazii primer melanom, ilk malign basamag olusturmaktadir.

Kendiliginden ¢ogalma ve lokal invazyon igin kompentans gelistirirler. Metastatik dagihim

ozelligi gostermezler (11).
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2.1.7.2 Vertikal Cogalma Fazli (VGP = Vertical Growth Phase) malign

melanom :
Bu hiicrelerin morfolojileri, farkli hiicre hatlarinda bipolar melanositik hiicrelerden

epiteloid hiicrelere kadar degisiklik gosterir. Hiicrelerin % 20 si pigmentlidir. Yumusak agarda
¢ok iyi tireme gosterir ve nude farelere enjekte edildifinde timér olusumuna neden olur.
Normal melanositlerle kargilagtirldiginda, Vertikal Cogalma Fazli (VGP) primer melanom
hiicrelerininin, eksojen biiyiime faktorii gereksinimlerinin azalmig oldugu goriliir. Forbol
esterleriyle veya bakteriyal toksinlerle intrasellular siklik AMP seviyelerindeki artigla olusan
protein kinaz C aktivasyonu; normal melanositlere veya neviis hiicrelerinde goriilen etkiyle
benzerlik gostermemektedir. VGP hiicreleri, serumsuz ortamda sirekli trerler. Biiylime
faktorleri ilave edildiginde biyiime hizi biyik olgiide artmaktadir. Sadece insilinin
proliferasyon i¢in gerekli oldugu gozlenmistir (25).

Bu lezyonlar, RGP'1n bir odag: olarak farkl bir patternde ve yapisal olarak farkli iireyen
hiicrelerin yeni bir populasyonu olarak ortaya ¢ikmaktadir (11).

2.1.7.3 Metastatik malign melanom :
Metastatik hiicreler, melanomda tiimér gelisiminin en son lezyonel agamasidir. Doku

kiiltiriinde en sik gorilen Ornekler; lenf nodu metastazlart ile deriye ait nodiillerden
olugsmaktadir. Bu hiicrelerden, hiicre hatti olusturmada bagan oram % 70 tir. Metastatik
hiicrelerin morfolojisi genel olarak VGP hiicrelerinden farkli degildir. Metastatik melanom
hiicreleri, VGP primer melanom hiicreleri ile kargilagtinldifinda daha yiiksek densitede iireme
ozelligi kazanmiglardir. Daha kisa doubling time’a sahiptir, timusu gikarilmg farede hizli tireme
gosterir. Eksojen buyiime faktoriine daha az bagimldir (25).

Melanomdaki metastaz, diger neoplastik sistemdeki metastaz biyolojisine benzer.
Yiizeyel dagilimh malign melanomun % 40-50'sinde tiimor metastazi, epidermal lezyon sonrast
gelisir. Geligimin biylimesi bagimsizdir (11).

Histopatolojik ve prognostik 6zellikleri dikkate alinarak tanimlanan malign melanomlar,
klinikopatolojik ozelliklerine gore; Lentigo malign melanom, Yizeyel yayilan (Superficial
spreading) melanom, Nodiler melanom, Akral lentiginéz melanom olarak smiflandirimgtir

(1,8).
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2.1.8 Hiicre kiiltiirii caligmalar: :

Viicut yiizeyinde lokalize melanosit lezyonlarn, hiicre kiltiirinde kolay gogalmast,
klinik ve histopatolojik ¢aligmalara olanak saglamaktadir. Doku kiiltiirii tekniklerindeki
gelismeler, lezyonlardan ve normal deriden izole edilen melanositlerin genetik, biyolojik ve
immiinolojik 6zelliklerini belirleme imkanin vermektedir (11).

Normal deriden ve benign pigmentli lezyonlardan melanosit elde edilimine yonelik in
vitro ¢aligmalar ancak 1987 yillarindan itibaren miimkiin olmugtur. Normal veya lezyonel
deriden melanosit izolasyonu igin, tripsin, kollajenaz, hyaluronidaz veya dispaz gibi proteolitik
enzimlerle muamele etmek gerekir. Tripsin genellikle epidermisi dermisten ayrigtirmak igin
kullanilmaktadir. Melanositleri keratinositlerden, fibroblastlardan, endotelial hiicrelerden ve
diger yapisal komponentlerden ayirmak igin diger enzimlerin kombinasyonu kullanilmaktadir.
Melanosit kiilturlerinden keratinosit ve fibroblastlar elimine etmek diginda, kompleks pigmentli

lezyonlardan kiiltiir hazirlamak ve galisma yapmak iizere yontemler gelistirilmistir (11,19)

2.1.8.1 Melanositierin in vitro dzellikieri :
Melanositik neviisler, melanom hiicrelerinden ve deri melanositlerden farkli olarak

yumagak agarda koloni olugturmadan bagimsiz olarak trerler. Kisa siireli kiiltiirde, melanomla-
iligkili antijenleri (Melanoma - associated antigens) eksprese ederler (Sinir bilyiime faktérii
reseptori, transferrin-iligkili p97, proteoglikan ve HLA-DR). Ancak uzun siireli kiiltiirlerde bu
antijenlerin ekspresyonlarimn azaldig: gosterilmistir (28). Timusu ¢ikartilmig farelerde deri-alti
enjeksiyon sonrasi timor olusumunu meydana getirmezler. Kiiltiirde neviis dermal
melanositleri, epidermal melanositlerden daha yiiksek bagari oranma sahiptir. Melanositlerin
proliferasyonu genellikle 3 - 5 ay sonra yavaslar fakat bazi kiiltiirler, zellikle konjenital
nevisler 1 -2 yil kadar tiremeye devam ederler.

Melanom hiicreleri, yumusak agarda kolaylikla koloni olugturabilirler. Primer melanom
hiicreleri, metastatik hiicrelerle karsilastirildiginda % 8’inin koloni olugturma etkisi gosterdigi
saptanmugtir (5,19,25).

Melanositik nevislerin gogu ve primer melanom hiicreleri; neonatal melanositlere
benzeyen, zayif ince uzun ve hemen serpilen hiicrelerdir. Ancak konjenital neviisler, diger

melanositlerden daha genistir ve epiteloid melanositlere benzerler.
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Neviisler ve primer melanom hicreleri, buyiik 6lgiide pigmentlidir. Primer kiiltir 1 - 2
hafta i¢inde diiz ve genis goruniimlii fibroblastlar igerir. Neviis ve primer melanom kiiltiirleri,
normal hiicrelerden farkl goriiniirler. Iki veya daha fazla niikleuslu hiicrelerdir (29).

Hiicre kiltiiriinde, sonradan edinilmig neviisler ve konjenital neviislerden elde edilen
melanositlerin;, epidermal melanositlere benzer buyiime faktori gereksinimleri vardir. Fakat
melanositler, fibroblast gogalma faktoérine (FGF) daba az gereksinim duyarlar. Hem
melanositler, hem de epidermal melanositler; bipolar, tripolar morfoloji gosterirler. Primer
melanom hiicrelerinin, yaklagik olarak % 40-601 ig seklinde (digerleri poligonal goriiniimdedir)
gortilmektedir. .Ileri VGP ve metastatik melanom hiicreleri, epidermal melanosit ve
melanositlerden daha yiiksek densitede trerler (5).

Kiiltir edilen insan melanositlerinin bilyime faktorii gereksinimleri, malign
transformasyonun evresine bagli olarak degisebilmektedir. Kultirdeki insan yenidogan
melanositlerinin ~ proliferasyonunu; TPA  (12-O-tetradekanoil-forbol-13-asetat), IBMX
(Isobutilmetil ksantin), CT (Kolera toksini) gibi maddeler stimiile etmektedir. Yenidogan
melanositleri alt1 ay siiresince en az 50 populasyon bolunirligiini korurken, yetigkinlerin
derisinden elde edilen melanositler kiiltiirde sadece bir ay korunabilmektedir. Primer
melanomdan elde edilen melanositler de mitojene gerek duyarlar fakat proliferasyon orant
distktir. Metastatik melanositler; TPA, IBMX ve CT gibi faktorlere gerek duymadan

prolifere olurlarken; konjenital ve displastik neviisler, bu faktorler olmadan tireyemezler (28).

2.1.9 Melanositik hiperplazilerde biomarkerler :

Biyomarkerler, melanositik tiimorlerin rutin mikroskopik gériintiilerini degerlendirmek
tizere kullaniimaktadir.

Tirozinaz etkisiyle dopa ve tirozin oksidasyonu, melanositik timér markeri olarak
kullanilabilmektedir (30). Cesitli melanositik tiimorlerin farklilagmasim tayin etmede 6strojen ve
progesteron baglanma ile tayin etmek ve bunu monoklonal antikorlarla konfirme etmek
mimkindir (31).

Benign neviislerde, flow sitometriden yararlanarak, niiklear DNA igeridi, normal
granulosit standardiyla kargilagtinlabilmektedir. Bu yontemle, benign neviislerin % 34 iinde
anoploidi, primer melanom vakalarinin % 85 inde hiperdiploidi gosterilmigtir (32).

S100 proteini, 6kiiz beyninden izole edilmis bir maddedir. Benign ve malign dokularda

bulunabilmektedir. Normal epidermal melanositlerin, melanositik neviislerin, primer ve
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metastatik melanom hicrelerinin sitoplazmasinda tayin edilebilir. HMB-45 monoklonal
antikoru, pek ¢ok melanomu tanir. Malign melanom, neviis ve deri melanositlerinin ayinminda
giivenli degildir. Melanom, karsinom ve lenfomanin ayirici tamsinda siklikla kullamimaktadir.

y-immiin protein (y-IP10) denilen sitokin, benign melanositik proliferasyon sonucu

olusan farklilagmayr tammlamada kullamlmaktadir. Melanositik orjinli  tiimérlerin
tanimlanmasinda diger markerlerden de yararlamlabilir. Heat-stable antigen varhig ve NKIC3
monoklonal antikor pozitifligi, diger markerlerden bazilaridir. Bu markerler, neviis hiicrelerini
ve malign melanositleri tanur fakat normal melanositleri tanimazlar (5).

Son zamanlarda, malign melanomu diyagnostik ve prognostik agidan tammlayabilmek
icin Integrinler, CD44, plazminojen aktivasyon sisteminden yararlanlmasin yamsira, PCR

yonteminden yararlanarak dolagim sisteminde mikrometastaz tayini de geligtirilmigtir (33).

2.1.10 Malign melanomun Kklinik 6zellikleri ve erken taninin énemi :

Malign melanom klinik tamisinda; renk degisimi, biyiklik degisimi, bi¢im degisimi,
yiizeyel degisim, deri etrafinda degisim, hassasiyette degisim, yogunlukta ve koyulukta degisim,
dikkat edilecek belirgin ozelliklerdir.

Erken tam i¢in deri incelemesinin hem hekim tarafindan hem de hastanin kendisi
tarafindan yapilmas: gereklidir. Ciinkii 0.76 mm den daha az derinlikteki lezyonlarda degisimler
belirlenirse; primer tiimériin cerrahi olarak alinmasi ile hasta % 100 e yakin bir oranla tedavi
edilmis olmaktadir (34).

Malign melanom tamsi sadece klinik gériinimiin izlenmesi ile degil, hikaye ve
semptomlarla da ilgilidir. Onceden bulunan melanositik neviis veya yeni pigmentli lezyonun
gelisimindeki degisim; ozellikle 40 yasindan sonra, MM olasiligimi degerlendirmek agisindan
hekimler i¢in 6nem teskil etmektedir (13).

Ozetle, hastanin ve hekimin deri lezyonlarin rutin olarak incelemesi; erken MM tanusi
koymada biuiytik fayda saglamaktadir. Ayrica kiigiik kugkulu lezyonlarin alinmast; deri kanseri

olusumu nedeniyle sonuglanan mortaliteyi azaltmak bakimindan son derece 6nemlidir.

2.1.11 Melanositik lezyonlarin gelisiminde onkogenler ve tiimér supresor
genler :

Protoonkogenler, hiicrelerin ya da dokularin ¢ogalma ve farklilasmasinda &nemli

diizenleyicilerdir. Ekspresyonlarindaki veya gen iriinlerindeki degisiklik; malign potansiyel
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gostermemektedir. Son yillarda daha ¢ok ras ve myc ailesiyle ¢ahsilmak tizere 40°dan fazla
spesifik onkogenle ¢aligma yapimugtir (35,36) Bazi displastik neviislii bireyiérde ras
degisimlerine rastlanmugtir. Melanom hiicre hattinin % 25’inde ve melanom dokularimin % 5-6
sinda bu onkogenin aktivasyonu gosterilmigtir (37).

Melanom geligiminde retinoblastoma geninin (r5) roliine yonelik yapilan aragtirmalarda;
melanomun, ailesel retinoblastomlu hastalarda yaygin gorillen sekonder bir tiimor olarak
olustugu saptanmugtir (38). Ancak retinoblastom hiicre hattinda yapilan arastirmalar, b geni
veya Uriiniiniin (p110 RB) degisimini gostermek igin yeterli gorilmemistir. p53, Wilm’s geni ve
NF-1 gibi diger timor supresoér genlerinin de melanom gelisiminde rolii oldugu heniiz
belirlenmemigtir. Klinik bulgular da bu genlerin melanom geligsimi ile iligkili olmadigim
desteklemektedir.

Tumor supresor genler kalitilabilir tumorlerdeki kayiplariyla tanimlanmaktadir.
Melanom ve melanom hiicre hatlarinda, heterozigosite kaybim (LOH) belirlemek iizere gesitli
DNA problartyla ¢aligmalar yapilmug fakat spesifik bir pattern belirlenememistir (39). Dracopoli
ve arkadaglari (40), LOH igin 1p36 lokusunu g¢aligmig; bu bolgenin; DNS / MM hastalarda
melonoma riski baglantili oldugunu saptamuglardir. Genlerin kaybi, sadece ge¢ melanom
evresinde tayin edilmigtir. 1p36 lokalizasyonu, tiimor geligimine neden olan bir supresér gen
barindirdigim digiindiirmektedir. Trent ve arkadaglar1 (41), melanom hiicre hatlarinda 6 nolu
kromozomun transfeksiyon sonrasi tiimorijenisite ozelliklerinin kayboldugunu bu kromozom
tizerinde tiimor supresér gen bulundugunu ifade etmektedirler. Ancak yine de melanoma gegis

siirecini baglatan genin, nerede lokalize oldugu bilinmemektedir (14,42,43 ).

2.1.12 Neviisierde ve malign melanomda sitogenetik ¢calismalar :

Melanom primer kiiltiirlerinden ve hiicre hattindan kromozom analizine yonelik
caligmalara siklikla rastlanmasina karsin, melanositik neviis kiltirlerinden yapilan g¢aligmalar
olduk¢a siirhdir. In vitro kosullarda melanositik hiicrelerin gogaltilmasi, spesifik ortamlarin
kullanimim gerektirmektedir. Son zamanlarda bu ¢alisma igin Sigma MMK-2 gibi ticari ozel
ortamlar geligtirilmigtir. Bu ortam, melanositik hicrelerin proliferasyonu i¢in daha o6nce
agiklanmig olan gerekli ¢ogalma faktorlerini ve mitojenleri igermektedir.

Richmond ve arkadaglar (26), melanositik neviis kiiltiiriinden yapilan kromozom analizi

sonucunda sekiz ornegin dordiinde sitogenetik anomali saptamuglardir.
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Cowan ve arkadaglan (15), biri neviis digeri iki displastik neviisii olan vakadan alinan
yirmialt1 neviisiin dérdiinde kromozomal anomali oldugunu, spesifik olmasa da, iki neviiste
monozomi 9 oldugunu belirlediler.

Thompson ve arkadaglani (44), onbir melanomun altisnda near diploidi, ikisinde
pseudotriploidi, iigiinde pseudotetraploidi saptadilar. Metastatik melanomun birkagmda normal
ve anormal karyotipi bir arada gozlemlemislerdir. Hiicre tipleri benzer oldugu igin, normal olan
hiicrelerin melanositler mi yoksa kontamine olan fibroblastlar mu oldugu kesin
belirlenememisti‘r.

Cowan ve arkadaglan (15), primer melanomlu bir vakada der (5) ve t (5;15) (p12;p12)
translokasyonu, 7p13-7p22 inversiyonlu tandem duplikasyonu, der (11), der (17), der (20) ve
9p22 - pter (her iki kromozomun distal kisa kollarnda delesyon) saptadilar. Bir vakanm g
metastatik melanom lezyonunda, hiicrelerin hepsinde dic (1;4) ve del (6) markerleri gozlediler.
Ayrica caliglan diger vakalarda da cesitli sayisal ve yapisal kromozom anomalilerine
rastlamiglardir.

RGP malign melanom primer kiiltiirlerinden elde edilen kromozom analizlerinde; hem
klonal ya da sporadik 1 ve 6 no’lu kromozomla ilgili aberasyon belirlenmistir, hem de diploid
veya pseudodiploid karyotipler goriilmiistir (25).

Melanositik hiicrelerin timér gelisim basamaklarinda, andploid sonuglar gézlenmistir.
Sonradan edinilmis neviis veya konjenital neviislerde sitogenetik anomali gozlenmemigtir.
Ancak raslantisal anomaliler saptanmugtir. Oniki displastik nevisiin {iginde kromozomal
degisimler saptanmigtir. RGP primer melanom hiicre hattinda pseudodiploid karyotiple t (6,22)
translokasyonu saptanmugtir. VGP primer ve metastatik melanomlarda ise 1, 6, 7 no'lu

kromozomlarda spesifik anomaliler saptanmugtir (11).

2.2 Mikrosatellit instabilitesi :

Mikrosatellit DNA ailesi; genom boyunca dagilmig 1 - 4 bp’lik basit ardarda tekrarlar
(tandem repeat) seklindeki dizileri kapsar. Mononiikleotid tekrarlar gogunlukla Adenin (A) ve
Timin (T) tekrarlarindan olugmaktadir, Guanin (G) ve Sitozin (C) g¢ok daha nadir
gorilmektedir. Diniikleotid tekrarlarda CA tekrarlar, nisbeten siktir ve genomun % 0.5'ini
teskil eder. 12°den daha uzun tekrarlar biyik o6lgide polimorfik ozelliktedir. CT / AG
tekrarlan da sik gorilir, yaklagik her 50 kb da bir meydana gelir ve genomun % 0.2 “sini tegkil

eder. CG / GC tekrarlarinin daha nadir goriilmesinin nedeni, bu dizilerdeki C’lerin metilasyon
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ve deaminasyon sonucu T’e donigme olasiigimin fazla olmasidir (CpG gibi). Triniikleotid ve
tetraniikleotid tekrarlari da buyuk Olgide polimorfiktir. Mikrosatellit tekrar bolgeleri,
polimorfizm belirlenmesi yolu ile akrabalik testi olarak, gesitli hastaliklarla iligkisi yoniinden ve
genom haritalanmasi amaglan ile kullanilmaktadirlar.

Mikrosatellit DNA’nin dnemi bilinmemektedir. CA / TG diniikleotid ¢iftinin ardarda
tekrarlari gibi alternatif piirin - pirimidin tekrarlari, degisen DNA konformasyonlari (Z DNA)
gosterebilir (In vivo kanitlanmamugtir). Mikrosatellit DNA’s: genel olarak intergenik (genler
aras1) DNA’da veya genlerin intronlarinda tanimlanmugtir (45).

Mikrosatellit instabilitesi terimi, replikasyon hatalar sonucu (RER - replication errors),
mikrosatellit bolgelerde olusan degisiklikleri tanimlar (46).

Mikrosatellitler, genetik agidan stabil degildirler ve polimorfizm gosterirler. Ancak
"Mikrosatellit Instabilite" (MI, MIN) terimi genellikle baz herediter ve sporadik kanserler igin
belirli tipte genomik instabiliteyi tammlamaktadir. Bu tekrarlarin, dogal instabilitesi ile
mikrosatellit mutatdr fenotipli kanserlerdeki instabilite arasindaki farki belirlemek her zaman
¢ok kolay olmaz (47). 20 - 24 Nisan 1996'da Washington’da diizenlenmis olan AACR
(American Association for Cancer Research) toplantisinda, mikrosatellit instabilitesinin
tamiminda kargilagtlan giiglilkler tizerinde durulmugtur. ilk tammlamada, basit tekrarlayan
dizileri belirlemek tizere "Ubiquitous Somatic Mutation" (USM) (Genomun her yerinde
goriilebilen somatik mutasyon) terimi kullamldi. Bu tamim genom boyunca tekrarlayan
instabiliteyi belirlemek bakimindan daha anlamli olmasina kargin, muhtemelen sadeligi nedeni ile
MIN terimi daha siklikla kullanilmaktadir.

Tiimor, tek bir hiicrenin klonal ¢ogalimm ile geligmektedir. Timorlerde MIN goriilmesi,
mutlaka mutatér bir fenotipin gostergesi degildir, dogal polimorfizmin sonucu olabilir. Timér
etiyolojisi agisindan dogal polimorfizmin bir énemi olmadigi belirtilmektedir. Gérillen MIN,
instabilitenin (Mutator Fenotip) ve klonalitenin (polimorfizm) belirtisi olabilir. Bu nedenle,
tumorde, birden fazla mikrosatellit bolgede instabilite belirlenmesi ve bunun yamsira, bazi
timor genlerinde (onkogen / tiimér supresor gen) de mutasyon saptanmast, mutatdr fenotip ve
mikrosatellit instabilitesini kanitlamak igin gereklidir (47).

HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer) gibi ailesel kanserlerde
mikrosatellit bolgelerde degisim ve bunun MMR (Mismatch Repair) genlerindeki germ-hatti

mutasyonlara bagl oldugunun gosterilmesi sonucunda, daha erken yaglarda ortaya ¢ikan ailesel
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kanserler igin yeni bir kanserlesme mekanizmas: tanimlanmigtir. Bu nedenle, ailesel kanserlerin

MIN agisindan aragtirilmast 6nem kazanmigtir (48).

2.2.1 Mikrosatellit instabilitesi ile ilgili ilk caligmalar :

1992 yilinda Perucho ve arkadaglari, genomik fingerprinting yaklagimindan yararlanarak
AP - PCR (Arbitrarily Primed - Polymerase Chain Reaction) ile kolorektal tiimorlerde kantitatif
genetik degisiklikleri (allelik kayip ve fazlahklari) ve kolorektal tumoérlerde mutasyonlan
belirlediler. USM (Ubiquitous Somatic Mutation) olarak tammlanan bu mutasyonlarin genom
boyunca yayilmis Alu tekrarlarimin poli-A dizileri igindeki birkag nitkleotidin delesyonu sonucu
olustugunu belirlediler. AP-PCR fingerprinting tekniginin 6zelligi nedeni ile genomda binlerce
somatik mutasyonun varligt gorilebildi. Bu ¢ahgmamn ardindan Ionov ve arkadaslan (49),
kolorektal kanserlerde poli (dA, dT) dizilerinde somatik delesyonlar gosterdiler. Bu
tiimorlerde, 100.000 veya daha fazla benzer tipte mutasyon taginabilecegini belirttiler ve bu
degisikliklerin aym hastada gorilen farkli neoplastik odaklarda da bulundugunu sdylediler.
Aym hastada, ayni anda en az dort farkli tiimére rastlanmasi, timorlesmede mutator
mutasyonlarin énemli rol oynadigim gostermektedir. Ionov ve arkadaglan, caligtiklan
hastalarda MIN ile p53 mutasyonu arasinda ters bir iligki belirlemigler ve bu genin, mutator
mutasyonun hedefi olmadigin belirtmiglerdir. Bu tiimérlerin biyolojik ve klinik 6zellikleri temel
alinarak; kolon kanseri gelisimi igin mikrosatellit bolgelerdeki degisimlerin yeni bir mutator
mekanizmay yansittifina karar verildi. Kolorektal kanserlerde USM goriilen tiimérlerin daha
iyi diferansiye timorler olduklart ve prognozun daha iyi oldugu belirtildi.

Thibodeau ve arkadaglart (50) 1992'de HNPCC’de tiimor supresor gen lokusunda
allelik kayiplari saptama amact ile PCR ile amplifikasyonu calismalar1 sirasinda tekrar
bolgelerindeki heterojen degisiklikleri saptaddar. 1993’in baglarinda kolon kanserlerinde
proksimal kolona lokalizasyon ve hastanin yasam siiresinin artigiyla mikrosatellit instabilitesi
(MIN) arasinda pozitif korelasyon saptadilar. Ayrica Sq, 17p ve 18q kromozomlarinda
saptanan LOH ile de ters bir korelasyon oldugunu buldular. Bu grup, HNPCC’de tiimérlerin
proksimal kolonda predominant olarak bulundugunu gosterdiler Ancak MIN ve HNPCC
arasinda bir iligki oldugunu kamtlayamadilar (48). \

Shibata ve drkédaslan (51) ¢ok hassas bir metot olan SURF (Selektif Ultraviyole
Radyasyon Fraksiyonasyon) tekniginden yararlanarak kolonda adenom ve hemen yanindaki

karsinomda mikrosatellit mutasyonlarint analiz ettiler. Adenom bolgesinde mikrosatellit
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instabilitesinin karsinoma oranla daha fazla oldugunu saptadilar. Bu sonug, kolon
karsinomunun, selektif klonal yayillma (clonal expansion) yoluyla adenomdan gelistigi goriisiini
desteklemektedir (47).

Klonal hiicre populasyonlarinin, kullanilan gesitli yontemlerle yakalanabilmesi, kanserin
saptanmasi ile ey anlamlidir. Cok kisith hiicre sayisi ile dahi bu saptamayr mimkiin kilan
amplifikasyon yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler, kanserin erken tamsinda @imit verici
gelismelerdir (52).

Bakteri ve mayada DNA tamir mekanizmasim ¢aligan aragtirmacilar, insan mikrosatellit
instabilitelerinin paterni ile, bakteri ve mayalardaki mismatch tamir geni mutasyonlarinin
sonuglan arasinda benzerlige dikkat gektiler. Kisa siire sonra, bakteri ve mayada tammlanan
mismatch tamir genlerinin insandaki benzerleri de tammlandi. Bu genler, hMSH2, hMLH]I,
hPMS1 ve hPMS2’dir (53). Takip eden c¢aligmalarda, mismatch tamir genlerinde meydana
gelen mutasyonun, mikrosatellit instabilite gelisiminde rol oynayabilecegi anlagilmig ve bu
genler insan genomunda klonlanarak tammlanmg ve lokalize edilmiglerdir (54-56). Ancak,
yuksek oranda mikrosatellit instabilite saptanan bazi vakalarda tamir geni mutasyonlarinin
gorilmeyisi, ilgili bagka genlerin de bulunabilecegini gostermektedir (57). Karsinogenezin ilk
basamaginda, genomik instabiliteye neden olan mutatdr fenotipin bulundugu diisiiniilmektedir.
Bu varsayim, birka¢ aragtirmaci grubunun sporadik kolorektal ve HNPCC kanserli genig
ailelerde yapmus olduklan ¢aligmalarin sonucunda ortaya ¢ikmustir. Son yillarda arastirmacilar,
HNPCC vakalarinda 2 no’lu kromozomun kisa kolunda lokalize olan mismatch DNA tamir
geninde (hMSH-2- bakteri ve mayadaki mutS geninin insandaki homologu) germ-hatti defekti
belirlediler. Mismatch tamir genindeki bozukluklar, genomik lokusun her yerinde genetik hata
artigina neden olarak, mutatér fenotipi olustururlar. Insanda ikinci DNA tamir geni 3p tizerinde
lokalize olup hMLH-1 adlandirilmgtir. Ayrica hPMS1 ve hPMS2 olmak tizere iki ilave gen de
bulunmustur (54,58,59). Johnston ve arkadaglarmin yaptiklani bir aragtirmada (60). HNPCC’li
hastada % 80-85 oraninda mutatér fenotip (MIN) belirlenmigtir. Bu fenotipin, MSH-2 ve
MLH-1’deki germ-hatti mutasyonlarindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmiigtiir. Sporadik
kolorektal kanserlerde ise RER pozitiflik frekans1 % 12 - 28 oraminda bulunmugtur. HNPCC
vakalarinda MSH-2 ve MLH-1 DNA tamir genlerinde somatik mutasyon goriilme sikhgimn %
50 oraminda bulunmasi, MIN olusumunda bu hMSH?2 ve hMLH1’den baska baz1 genlerin etkili
olabilecegini gostermektedir (57,60).
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Aaltonen ve arkadaglan (61), K-ras, p53 ve APC (Adenomatoz polipozis koli)
genlerinde mutasyon olasiiginin HNPCC ve sporadik kolon kanserlerinde ayni oldugunu, buna
karsilik ailesel karakterli HNPCC’de daha yaygin MIN gozlendigini belirlediler ve RER ile
HNPCC iliskisini kurdular. Perucho (47) ve Thibodeau gruplarinin (50) galigmalari da RER ile
USM’lerin yeni bir kanser mekanizmasim olugturduklarim belirtmiglerdir. HNPCC'li hastalarda;
gerek sporadik gerekse ailesel olarak genomik instabilitenin, mismatch tamir genlerindeki

mutasyondan kaynaklandig gosterilmigtir (62).

2.2.2 Mikrosatellit instabilite markerlerinin kullanim: :

Mikrosatellit markerleri, linkaj analizi ve primer gen haritalamada kullamlmaktadir.
Spesifik bolgeler amplifiye edilerek, LOH belirlenmesi ve tiimér supresér gen (TSG)
haritalamasinda kullanilabilmektedir. Bu analiz, bazi kalitilan hastaliklardaki (Huntington, frajil
X sendromu, miyotonik distrofi, spinoserebeller ataxi tip I, gibi) spesifik mutasyonlarin
tanumlanmasinda kullamimaktadir (62,63).

Ik once kolorektal kanserlerde (49,50,64) sonra diger tiimor tiplerinde (65-67)
saptanan mikrosatellit instabilitesi, neoplastik dokularda mikrosatellit bélge delesyonu veya

uzamasi ile gosterilmistir.

2.2.3 Mikrosatellit instabilitesi ve tiimorigenez :

Timorigenez, somatik mutasyon ve klonal genisleme (ekspansiyon) sonucu ortaya
¢tkan ¢ok asamalt bir mekanizmadir. Kanserde mutasyona ugrayan pek ¢ok lokus tammlanmus
olmasina ragmen, timorigenezin temposu hakkinda yeterli bilgi edinilememigtir. Timoriin
"doubling time" ve yasmmn belirlenmesinde mikrosatellit allellerinin belirlenmesi yolu ile
molekiiler yaklagim yontemi geligtirilmigtir (51). Her ne kadar mikrosatellit instabilitesi ile
belirlenen mutatér fenotipin kanserin nedenlerinden biri oldugu anlagihiyorsa da germ-hatt
mismatch tamir geni defekti olup kanser gelistirmeyen bireylere rastlanmaktadir (57).

MMR genlerinden meydana gelen homozigot inaktivasyon (biri germ-line), hedef bir
¢ok gende mutasyon olasilifimn artmasina neden olmaktadir. Diger MMR genleri de hedef
genler arasindadir. Ciinkii bu genler, ilk mutatér mutasyonlarin mutajenik islevleri igin hedef
teskil etmektedir. Bu ek mutator mutasyon, timériin genomik instabilitesine katkida bulunur.

Onkogenezde tiimor supresor gen inaktivasyon modeli ve mutatér mutasyon modeli

sekil 2 'de kargilagtirilmaktadir. Sekil 2'de, kalitimsal sendromlar olarak FAP, HNPCC ve ilgili
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defektif genler olarak APC, hMSH2, hMSH3, kolorektal kanser 6rnegi i¢in secilmigtir. Aym
model bagka kanserler i¢in de gecerlidir. Tamor supresor yolda, hiicrelerde tiimor supresor
genlerden ikisinde de mutasyon olmas: (ailesel kanserlerde biri germ-line agamasinda olmak
tizere) ve hiicrelerin segici ¢ogalma avantaji kazanmalar1 gerekmektedir. Halbuki, mutator
modelde, hiicrenin baglangigta ¢ogalma avantaji olmasina gerek yoktur, mutatér fenotip nedeni

ile aymt anda bir gok kanser geninde mutasyon gelisecektir (47).
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Tumorle ilgili mutasyonlar, kolorektal kanserlerde fegeste, mesane tiimoriinde
hastalarin idrarinda ve orofarengeal kanserlerde rezeke edilmis dokunun cerrahi marjinlerinde
saptanarak, klinik agidan taniya katki saglanmaktadir. PCR yonteminin bulunmasindan sonra,
¢ok daha az miktarda DNA'dan taniya gidebilmek mimkiin olmugtur. Bu yontemle, primer
SCLC (Small Cell Lung Carcinoma) de kanda MIN ve LOH belirlenebilmistir. Kanda MIN
caligmalar1 kanserin erken teghisinde 6nemli bir gelisme olabilir (68).

MIN’in sporadik kolon, endometrial, pankreatik, 6zafageal ve gastrik timorler igeren
endodermal orjinli dokularda predominant olarak meydana geldigi saptanmustir (69). Gastrik
tiimorlerin % 24 * iinde, 6zafagus adenokarsinomunun %13 tinde MIN gosterilmistir. Mutatér
fenotip, bazi tiimorlerde patolojik ve prognostik onem tagimaktadir. Ornegin, iki veya daha
fazla lokusta MIN + gosteren kolonik tiimérler, daha iyi prognoz gostermektedirler (57,70)

LOH, ailesel veya sporadik kanserlerde siklikla goriilen, kromozomun bir kisminin veya
tamaminin kaybiyla dikkati ¢ekmigtir. Mekanizma; "non-disjunction" (ayrilamama), mitotik
rekombinasyon (kromozomun distalinde kayba neden olur) veya de novo interstitial delesyon
ile olusabilmektgdir. Bu yollardan herhangi biriyle, tﬁmér supresor genine yakin bir markerin
allelinin kayboldugu goriliir. Boylece, kisi o marker igin heterozigot ise tumoér dokusunda
heterozigosite kaybi olur, hiicre o marker yoniinden homozigot veya hemizigot hale gelir.
Markerler igin homozigot delesyon (hef iki allel kayb1), tiimér hicrelerinde dahi nadir
gorilmektedir (45). Tiumérlerde, LOH bolgesine yakin bir yerde bulunan timor supresor gen,
kaybolur yada inaktif hale gelir. Melanomlarda 9p, 10q, 6q ve 11q kromozom bélgelerinde allel
kaybma siklikla rastlandig: belirtilmisgtir (71).

Insan kanserlerinin hepsinin olusumu, genomik instabiliteyle baglantilidir. 19801 yillarin
sonunda Vogelstein grubu, pek ¢ok kolorektal kanserde buyiik kromozomal segment kayiplari
oldugunu ve bunun gelisigiizel bolgelerde olmadigim gosterdiler (72) Kromozomal delesyonlar,
RFLP analizinden vyararlamlarak, normal ve timor Orneklerinin kargilagtirimas: ile
saptanabilmektedir. Bir bireyin genomunda anne ve babasindan gelen alleller arasindaki
heterozigosite, bu yontemle tammlanabilir. Bu allel bandlardan birinin kaybi, LOH olarak
tanimlanmigtir. LOH, sadece tiimore ait dokularda gorilmekte normal dokuda ve timor
etrafindaki normal dokularda (cerrahi uglar) gozlenmemektedir (68).

Mao ve arkadaslan (62), 100 bag-boyun, mesane ve akciger kanser vakasinda normal

ve tiimor dokularinda kargilastirmali olarak MIN taramas: yapmuslar (52 marker igin) ve %
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26'sinda en az bir lokusta degisiklik gostermiglerdir. Yazarlar, dinikleotid tekrarlardan ¢ok tri-
ve tetraniikleotid tekrarlarda MIN goriilme olasiifinin daha fazla oldugunu ve bunlardan MIN

gosterilmesinin daha anlamh oldugunu savunmaktadir (73).

2.2.4 Malign melanom ve mikrosatellit instabilitesi :

Otuziki melanom vakasinda yapilan ¢aliymada 11 no'lu kromozomda LOH ile birlikte
sadece iki vakada MIN gorilmiig, ancak MIN+ vakalarin higbirinde hMSH2 ve hMLH1geni
defekti saptanmamugtir (71).

Kurkbir primer kutanéz melanom ve otuziki benign melanositik neviiste yapilan ve tiim
kromozomlara yayilan LOH ¢alismasinda Healy ve arkadaslar (74) 9p (% 46), 6q (% 31), ve
18q (% 22) da LOH saptadilar ve bu kayiplarin melanom gelisimi ile ilgili oldugunu belirttiler.

9p21'de melanom geligimi ile ilgili bulunan ve MLM olarak adlandirilan bir gen bolgesi,
84 melanom hiicre hattinda fiziksel haritalama yontemi ile gosterildi (75). 9p21 kromozom
bolgesindeki LOH'un, sporadik melanom gelisiminde o6nemli olabilecegi belirtilmektedir.
Bulgular, 9p21 bolgesinin, melanom patogenezi ile ilgili bir veya daha fazla timor supresor gen
igerebilecegi (MTS1 /CDKN2 gibi) seklinde yorumlanmaktadir (76).

Quinn ve arkadaglan (46), insan cilt kanserlerinde RER frekansinin énemini aragtirdilar.
47 bazal hiicreli karsinom, 49 skuamoz hiicreli karsinom, 41 primer malign melanom, 19
aktinik kerat6z ve 20 Bowen's vakasinda on veya daha fazla mikrosatellit marker ile yaptiklar:
incelemede sadece % S5 oraninda MIN belirlemiglerdi. MIN frekans: ile mismatch tamir genleri
arasinda iligki oldugunu da vurgulamiglardir.

Peris ve arkadaglan (76) farklh mikrosatellit bolgelerde yaptiklan benzer bir ¢alisma ile
sporadik melanomda % 20 oraninda MIN belirlediler. MIN pozitif ve negatif vakalar arasinda
klinikopatolojik ¢zellikler yoniinden bir fark gérmediklerini belirttiler.

Schwartz ve arkadaglani da (77), 1p22, 5q11.2-13.3, 6q21-23.3, 9p21, 11plS.2,
17p13.1 ve 18ql11 bolgelerine spesifik mikrosatellit markerleri ile yaptiklart ¢alismada % 30

oraninda MIN belirlediler. Bu oran daha once gesitli karsinomlar igin belirlenenden dustiktiir.

2.2.5 11 no'lu kromozomun malign melanom ile iligkisi :

Kutanéz malign melanom, son iki yilda insidensinde artig goriilen bir malignansidir.
Kutanéz malign melanom olugumu ve tiimor geligimi, multipli genetik lezyonlarin birikimi

sonucu gorilmektedir ve bu gelisme igin, karyotipik incelemelere ve LOH ¢aligmalarina
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dayanan birkag genetik modelden s6z edilebilir (78). Melanom evoliisyonunda erken genetik
degisikliklerin anlagilmasi, tedavideki gelismelere 151k tutacaktir. Neviislerde ve melanomda
yapilan karyotip analizlerinde pek ¢ok kromozomda klonal yapisal anomali (1, 6, 7, 9 ve 11
no'lu kromozomlarda) saptanmustir. Kutandéz melanomda; 9p, 1p, 6p, 11qg ve 10q
kromozomlan tizerinde LOH bolgesi tamimlanmasina ragmen; heniiz aday supresér gen
bilinmemektedir. Sporadik ve ailesel melanom patogenezi ile ilgili olarak genis, malign
melanom ailelerinde yapilan ¢alismalarda (79,80) 1p36 bélgesi ile 9p21'deki CDKN2 geni
(p16INK4 proteini), olasi melanom geni olarak belirlenmistir.

Malign melanom vakalarinda sitogenetik ve molekiiler genetik yontemlerle, gesitli
degisiklikler belirlenmistir. Herbst ve arkadaglan (78), 11q bolgesi ile ilgili bes mikrosatellit
bolgesinde PCR ile yaptiklan ¢ahigmada 11923 bolgesinde yogunlasan anomali belirlediler.
Sitogenetik veriler de, melanom patogenezinde kromozom 11q’nun onem teskil ettigini
desteklemektedir (71).

Meme kanseri, servikal kanser ve ovarian tiimorlerde kromozom 11q iizerinde aymi
lokusta LOH saptanmug ve ilgili bolgede bir timor supresér gen olabilecegi diigtiniilmiistiir
(81).11q22-qter arasindaki bélgenin birgok tip tiimérde kayboldugu belirtilmektedir.
Tomlinson ve arkadaglar (71) yaptiklan aragtirmada 11q allel kayb: ile meme kanseri metastazi
arasinda bir iligki olabilecegini gostermislerdir. Benzer gekilde Walker ve arkadaglan (82) ile
Chung ve arkadaglan (83) D11S29 lokusunda yaptiklar1 ¢alismada 11q'da daha diisiik siklikla
LOH belirlediler.

Molekiiler genetik ve sitogenetik galigmalar; insan malign melanom gelisimi sirasinda
11.kromozomdaki kromozom kirilmasi, diizensizlik ve kayiplarn olusumunun, énemli rol
oynadigini desteklemektedir. 11q'da melanom gelisiminden sorumlu timér supresér genin

bulunma olasilify, yiiksek goriilmektedir (84).
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3. GEREC VE YONTEMLER :

Caligma, iki agamali olarak gergeklestirilmigtir :
-Melanositik neviislerde ve malign melanomlarda primer hiicre
kiltirtiniin kurulmas: ve sitogenetik analizi

-Melanositik neviislerde ve malign melanomlarda mikrosatellit instabilitesinin aragtiriimasi

3.1 Primer hiicre Kkiiltiirii ve sitogenetik analiz i¢in kullanilan
soliisyonlar :

Kiiltiir Ortami ¢

a- Melanositik neviis kiiltiirii icin kiiltiir ortami :
Melanosit Ortam Kiti (Sigma MMK-2) :

e M-1669 Melanosit Bazal Ortamu 500 mi
e M-1794 Melanosit ortamm (supplement) 5ml
Ortam; MCDB 151 ve MCDB 104'iin modifiye edilmesiyle olugturulmug bir ortamdir.
Hormon, buytime faktorii veya diger proteinler, antibiyotik, antimikotik icermemektedir.
Supplement ortam; insan epidermal melanositlerinin gogalmasi i¢in gerekli maddeleri
igerir. Bazal ortama eklenir. Igeriginde sigir pitiiiter ekstrakti (BPE), fetal sigir serumu, sigir
insiilini, sigir transferrini, bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), hidrokortizon, heparin ve
forbol-12-miyristat-13-asetat (PMA) bulunur.

MMK-2 ortaminin hazirlanigi ¢

- Her iki ortam da gece boyu oda sicakhifinda birakilarak ya da 37°C su banyosunda siiratli
coziiliir. Tyi ¢oziilmedigi durumda ¢okelti olugabilir.

- Tamamen ¢6ziilmesi saglanan ortamlar, elle veya vortekslenerek, kopiirtmeden galkalanir.

- Tki ortam, hiicre kiiltiiriiniin kurulmasi asamasinda birlestirilir. Isiktan etkilenmemesi igin sise,
aliiminyum folyo ile kaplanir.

Kangimin igine -100 U / ml Penisilin, 100 pg/ml Streptomisin ve 2.5 pg/ml Amfoterisin B
eklendi.
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Ortamin saklanigr @

-20°C 'de dondurulmus olarak gelen stok ortamlar; bir kez eritildikten sonra tekrar

dondurulmamali ve 2-8°C 'de karanhkta saklanmalidir,

b-Malign melanom Kkiiltiirii i¢in kiiltiir ortamu :

e RPMI 1640 (Biological Industries-01-100-1B)* % 83

e Fetal Dana Serumu (Biochrom-S0113) % 17

e Penisilin (Biochrom-A2210) 100 U/ ml
e Streptomicin (Biochrom-A2210) 100 pg/ml
¢ Amfoterisin B (Biochrom-A2610) 2.5 pg/ml

* Ortam, 200 mM L-Glutamin igermektedir.

Transport Ortami :

o Ham's F10 (Flow-12-404-49) 95 ml

e Fetal Dana Serumu (Biochrom-S0113) S5ml

o Penisilin (Biochrom-A2210) 200U/ mi
s Streptomisin (Biochrom-A2210) 200 pg/ml
e Amfoterisin B (Biochrom-A2610) 5 pg/ml

Yikama Ortam: :

e HBSS (Biochrom L.2013) 100 ml

e Penisilin (Biochrom-A2210) 100U/ ml
e Streptomisin (Biochrom-A2210) 100 pg/ml
e Amfoterisin B (Biochrom-A2610) 5 pg/ml

Kollajenaz Stok Soliisyonu :

Liyofilize haldeki Kollajenaz (Sigma C1764), RPMI 1640 ortaminda son
konsantrasyonu 2000 U / ml olacak sekilde ¢oziiliir. 37°C ' de 2 saat kangtinilarak inkiibe edilir.
Bir gece + 4°C de bekletilir. Ertesi giin 6énce 0.45 um, sonra 0.2 um g¢apindaki filtrelerden

gegirilerek steril edilir ve steril tiiplere az miktarlarda boliinerek -20°C' de saklanur.
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Hipotonik Soliisyon (Lamel iistii harvest icin) :
4.56 gr. Sodyum sitrat (C6H5Na307.2H20) distile suda 500 ml ye tamamlanarak

¢oziilir (% 0.8 Sodyum sitrat). Otoklavda 121°C' de 15 dk. 1 atm basingta steril edilir. Oda
sicakliginda 3 aydan fazla saklanabilir.

Kolsemid (Biochrom L6211) :
Steril kogullarda stok konsantrasyonu 10 pg/ml olan kolsemid solisyonundan 0.01

ug/ml olacak sekilde kiiltiirlere eklenir.

Gurr Tamponu (pH :7.0) :
8 gr NaCl (Merck) ile pH :7.0 Gurr tableti (BDH 33 200) 1000 ml ye tamamlanacak

sekilde distile suda ¢oziilerek hazirlamr. Otoklavlanarak steril edilir. Oda sicakliginda 3 aydan

fazla saklanabilir.

Gurr Tamponu (pH :6.8) :
pH :6.8 olan Gurr tableti (BDH 33 199) 1000 ml ye tamamlanacak sekilde distile suda
¢oziilerek hazirlanir. Otoklavlanarak steril edilir. Oda sicakliginda 3 aydan fazla saklanabilir.

Gimza Boya (Carlo Erba- Cat No.453616) :
500 ml 'lik stok Gimza boyasindan 3 ml almp 77 ml pH :6.8 Gurr tamponu ile

kangtinlarak ¢aligma solusyonu hazirlanir.

Stok Tripsin Soliisyonu (Bantlama igin) :
100 ml distile su i¢inde 0.625 gr. (Difco 1 :250) Tripsin ¢oziilir. Kapakh tiiplere 3 er

ml kiigik tiplere dagitilir ve 3 aydan fazla -20°C 'de saklanabilir.

Tripsin ¢calisma soliisyonu (Bantlama igin) :

77 ml pH :7.0 Gurr tamponu ile 3 ml stok tripsin soliisyonu karigtirilarak hazirlanur.

Fiksatif :
Metanol (Merck) ve Glasiyal Asetik Asit (Merck) ‘ten (3 :1)olusur. Harvest asamasinda

taze hazirlanmasi gerekir.
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3.1.1. Primer Kkiiltiiriin kurulmasi1 ve sitogenetik analiz icin kullanilan
yontemler (85):

Solid dokudan primer kiltirin kurulmast ve harvest igleminde (metafaz alanlan elde
edilimi) yéntem modifikasyonu yapildi.

Steril kosullarda ¢ikarilan melanositik neviis ve malign melanom dokular, antibiyotikli
transport ortami i¢ine konarak laboratuvara getirildi. Hastalardan elde edilen bu dokulardan,
asagida belirtilen gerek ve yontemler kullanlarak primer kiiltiir kuruldu. Uretilen hiicrelerden
metafaz alanlan elde edilerek sitogenetik analiz yapildi.

Melanositik nevils ve malign melanom o6mekleri Universitemizin Plastik ve
Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim Dali'ndan temin edildi. Patolojik tam i¢in ayrilan 6rnegin bir
kismi aseptik kosullarda en az 500 mg olacak sekilde transport ortamina alindi. Eksizyon
sirasinda olabilecek bakteriyal veya fungal kontaminasyonu ekarte edebilmek igin Ornek,
yaklagik bir saat kadar, transport ortaminda bekletildi. Kiltiirin kurulmasina yénelik ¢aligmanin
her agamasi aseptik kogullarda ve steril ekipmanlarla gergeklestirildi.

Ornek, transport ortam iginden alinarak Yikama ortamma kondu. Burada dokunun
istenmeyen kisimlar1 (sinir, yag, kan kalintilan, gibi) uzaklagtirildi. Geriye kalan kisminin yarsi
steril kiigiik kapakl ttiplere -20°C ' de saklanmak tizere alind1. Diger yansi ile de hiicre kiltiirt
kuruldu.

25 cm2 lik flask (Greiner) i¢ine 4.5 ml kiiltiir ortamu ve 0.5 ml (200 U / ml) Kollajenaz
eklendi. Bu kanigimin 2 ml si petri kabina alindi.

Yikama ortaminda bekletilen doku, pens yardimi ile kiiltiir ortamu igeren petri kabina
alindi. Doku, burada bistiiriyle iyice pargalandi.

Pargalanan dokular, daha 6nce hazirlanmug flask igine steril pipetle alindi.

Bir gece kollajenazli ortamda, 37°C ' de ve % 5 CO2 igeren inkiibatorde bekletildi.

Ertesi giin, flask i¢indeki kollajenazli ortam, dokularla birlikte steril-kapakli tiip igine
alind1 ve 130 g de 10dk santrifij edildi.

Stipernatan atildi ve 5 ml yikama ortamu eklenerek dokular homojenize edildi. Tekrar
130 g de 10 dk santrifijj edildi.

Stipernatan atildi. Coken hiicreler tizerine 37°C'de 1sitilmuig 6 ml kiltiir ortamu eklendi.
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Ayn bir yerde, aseptik kogullarda iglerine 22x22 mm boyutlarinda steril lamel
yerlestirilmig, 6 adet steril-kiigiik petri kabi hazirlandi. Petri kapaklan iizerine gelen doku
Orneginin numarasi ve petri kabi no' su yazildi.

Kiiltiir ortaminda homojenize edilen hiicre siispansiiyonundan, her lamel iizerine 0.5 ml
olacak sekilde eklendi. Lamel tzerinde damlacik seklinde gériilen bu ortam, hiicreler
yapistiktan sonra (yaklagik 1-2 giin sonra) 2 ml'ye tamamlanir.

Artan hticreler flask igine alinarak, 37°C sicakliktaki % 5' lik CO2 igeren inkiibatorde
inktibasyona birakildi.

Haftada ti¢ giin kiltiirler kontrol edildi ve haftada 1-2 kez beslendi.

7-20 giin iginde harvest asamasina gelen kiiltiirlere 0.01 pg/ml kolsemid eklendi ve bir
gece bekletildi.

Ertesi giin, kilttrlerdeki mitotik aktivite izlendi. Mitoza giren hiicrelerin gogunlukta

oldugu zamanda harvest iglemi baglatildi.

Lamel iistiinde iiretilen hiicrelerde uygulanan harvest (metafaz alam

eldesi) islemi :
Calismanmin tamamu oda sicakliginda, aseptik kosullarda gergeklestirildi. Hazirlanan

hipotonik soliisyon ve fiksatif de oda sicakliginda kullaruldi.

Petri kabs igindeki ortam aspire edildi. 2 ml hipotonik soliisyon eklendi ve 30 dk inkiibe
edildi. |

Uzerine, yavasca lamelin kenarindan, 1 ml taze hazirlanmug fiksatif eklendi ve 10 dk
bekletildi.

Soliisyonlar aspire edildi ve iizerine yavagga 2 ml fiksatif eklendi. 15 dk bekletildi.

Fiksatif aspire edildi, 2 ml fiksatif eklendi ve 10 dk bekletildi.

Son islem, en az ti¢ kez tekrarlandi.

En son agsamada; metanol alevi ile sicaklik olusturuldu. Lamel tizerindeki fiksatif aspire
edildi ve hemen 2-3 kez hizla lamel iizerine iiflenerek hiicreler patlatildi ve lamel iizerinde
fiksatif damlasi kalmayana degin, ¢ok kisa bir siire igin, aleve tutuldu.

Inverted mikroskopta lamel iizerindeki metafaz kalitesi belirlendi.

Lameller, petri kabindan pens yardimi ile ¢ikarildi ve metal bir levha iizerine

yerlegtirildi. Sag tist kosesine petri numarast yazildi ve (izerine petrinin kapa@ kapatild:.
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Bu sekilde lameller, 50-55°C 'de pastor finninda eskitmeye alindi ve ertesi gun,

kromozomlari bantlamak uizere boyandi.

Kromezom bantlama ydntemi :
Finnda eskitilmis lameller soguduktan sonra, taze hazirlanmig Tripsin ¢alima soliisyonuna

batirlarak 50-60 sn bekletildi.

Gurr (pH :7.0) tamponunda yaklagik 1 dk calkaland.

Taze hazulanm@ Gimza boyasinda 10 dk bekletilerek boyandi.

Iki ayn distile su degisimi ile ¢alkalandiktan sonra kurumaya birakildi.

Kurumadan sonra lamel ters gevrilerek entellan damlatilmis lam tizerine kapatildi (Hiicre
tabakasi icte kalacak gekilde) kapatildi.

Preparat kuruduktan sonra, 15tk mikroskobunda (Leitz) analiz yapildi. Lamel Gizerindeki
tiim metafaz alanlan degerlendirilmeye alindi. En az alt1 hiicrenin karyotipik analizi yapildi.
Diger metafaz alanlarinda sayisal ve yapisal aberasyonlar yoniinden ayrintili inceleme yapildi.
Bazi metafaz alanlan, 25 ASA AGFA ortokromotik filme ¢ekilerek negatif film olusturuldu ve
fotograflandr. Sitogenetik analiz, ISCN 1995 (86) sistemine gore 400 - 500 bant

rezoliisyonunda en az 20 bantli metafaz alaninda yapildi.
3.2Mikrosatellit instabilitesinin tayini i¢in kullanilan soliisyonlar :

Lizis Tamponu :

% 1 SDS (Sigma L4390)
e 500 mM Tris-Cl pH :8.9
20 mM EDTA

10 mM NaCl

Proteinaz K (Sigma P4914) :

Proteinaz K distile suda ¢oziilerek 20 mg / ml olacak gekilde stok solisyon hazirlanir.

DNA izolasyonu sirasinda her tiip i¢in 500 pg/ml (2.5ul) kullanld.

1 x TE Tamponu :
e 10 mM Tris HCI pH :8.0

o 1 mMEDTA pH : 8.0
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10 x TBE Tamponu (pH :8.4) :
e 108 gr 0.04 M Tris-baz (Stratagene Cat.No.300172)

e 55gr Borik asit (Sigma B6768)
e 40ml 0.5MEDTA (pH :8.0)
distile su ile 1000 ml'ye tamamland.

EDTA (0.5 M) :
e 186.1 g Na2EDTA.2H20 (Sigma E5134)

e 700 ml dH2O eklendi
10M NaOH ile pH :8.0'a ayarlanip distile su ile 1000 ml ye tamamland:.

Amonyum Persiilfat (% 10) :
1 gr. Amonyum persiilfat (Sigma A9164) distile su ile ¢oziliip 10 ml ye tamamlandi sonra

karanlikta -20°C'de sakland:.

Stop tamponu (Denatiirasyon tamponu) :
e 950ul % 95 Formamid (Sigma F7508) - Stok

e 10ul % 0.025 Brom fenol (Sigma B5525)
e 10ul % 0.025 Ksilen siyanol (Sigma X4126)
e 40ul 20 mM EDTA, vorteksienerek karigtinild: ve +4°C 'de saklandi.

Giimiis Nitrat Soliisyonu :
e 375 mg AgNO3 (BDH 30087) 250 ml ddH20 ya tamamlanarak ¢oziildii

e % 0.056 Formalin (% 37'lik stoktan 100ul / 100 ml) eklendi

PAGE Fiksatif :

e 100 ml Glasiyal Asetik Asit (Riedel)
e 100 ml Metanol (Yerli - % 99.5 v/v)
e 1000 ml dH20 ya tamamland:.

Developer Soliisyonu :
e 12 gr Na2CO3 (fotografik grade) 400 ml ddH20 'da ¢oziildi
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e % 0.019 formalin (% 37'lik stoktan 50ul / 100 ml) olacak sekilde eklendi
o % 20 lik NaOH ile pH :11.9' a ayarland1

% 10 luk Etanol (Carlo Erba Cat.No.64-17-5) :
100 ml Etanol (Yerli - % 99.5 v/v), 1000 ml dH20 ya tamamland:.

% 1 lik HNO3 :
Stok HNO3 ten (Merck - % 65 v/v) 5 ml alnarak 250 ml ddH2O'ya tamamland:.

3.2.1 Mikrosatellit instabilitesinin tayini icin kullanilan yontemler :

Parafin bloklardan DNA izolasyonu (87,88) :
DNA izolasyon yontemi, modifiye edilerek uygulandi. Hazirlanan soliisyonlarin hepsi steril

edildikten sonra kullanildi.

- Lam {izerine ahinmis dokular, 30 dk sale igindeki Ksilol‘de (Merck) bekletildi

- % 99, % 95 ve % 70 Etil alkol igerisinde 5 er dk bekletildi

- Islak doku kesitleri tiip igerisine alindi

- 100yl liziz tampon eklendi

- 500 ug/ml (2.5ul) olacak sekilde proteinaz K stoktan (Sigma P4914) eklendi

- Parmak ucu ile vurarak karstirilan tiipler, 58 °C de bir gece inkiibe edildi

- Ornekler 5 dk suda kaynatildi (proteinaz K inaktivasyonu igin). 200ul lizis tamponu eklendi

- Tiip i¢inde total hacim 300ul ye yiikselmis oldu. Bu tiip i¢ine 1 :1 oraminda fenol (pH :8.0)
eklendi (300ul) ve vortekslendi

- 13.000 g de 10 dk + 4 °C de santrifiijlendi. Siipernatam yeni bir ependorf tiipe alind1 (300p1)
- Fenol-kloroform-izoamilalkol karigimindan (25 :24 :1) 1 :1 oraninda eklendi ve vortekslendi
-13000 g de 10 dakika + 4 °C de santrifiyj edildi

-Siipernatan 500ul lik tiipe aktarldi ve 1 :1 oraninda soguk izopropanol eklendi
-Vortekslendi. 20 dk (veya bir gece) -20 °C de bekletildi

-13000 g de 10 dk +4 °C de santrifujlendi

-Alkol béliimii dokildi

- Tup yatik kurutuldu (yaklagik 1-4 saat)

-Ornekler, 301 0.2 TE tamponunda ¢oziildii
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-Tyice ¢oziilebilmesi igin bir gece 37 °C de inkiibe edildi
-Kalip DNA olarak kullamlmak tizere - 20 °C de sakland1.

3.2.2 Mikrosatellit markerleri :
Parafin bloklardan izole edilen DNA orneklerinde, dort ayn mikrosatellit markeri ile

genomik degisikliklerin varlig: aragtirildi.
D2S123 primerlerinin baz dizisi (89),

Sens (F) 5' - AAA CAG GAT GCCTGC CTTTA - 3'
Antisens (R) 5' - GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC - 3
D14S65 primerlerinin baz dizisi (90) ;

Sens (F) 5' - GCT CCA CCC CCT AAA GAT CC-3'
Antisens (R) 5' - TAC ACC CTG TGG AAA GGC TG - 3'
BAT40 (3-B-hidroksisteroid dehidrogenaz) primerlerinin baz dizisi (89);

Sens (F) 5'- ACA ACCCTGCTT TTG TTCCT - 3'
Antisens (R) 5' - GTA GGA CAA GAC CCACTT G -3'
D11829 primerlerinin baz dizisi (71);

Sens (F) 5'- TCT AGC TCC ACC ATCCTG TG - 3’
Antisense (R) 5' - ACA ACA CAC TGC CAC AAG AC-3'

Tablo 2 : Mikrosatellit markerlerinin 6zellikleri

Marker | Kromozomal lokasyonu | Allel buyiiklugii Baz tekrari Heterozigosite
(bp)
D2S123 2p 227-215 (CA)n 0.76
D148S65 14q 125-149 (CA)n 0.79
BAT40 3-B-hidroksisteroid 90-130 (A)n -
dehidrogenaz
D11829 11g23.3 143-163 (CA)n 0.77

Melanositik neviis ve malign melanom patolojik tanisi konulan 22 6rnegin tiimér ve
tiimor etrafindan alinan normal dokularindan DNA izole edildi. Izole edilen bu DNA'lar kalip
olarak kullanilarak, marker bolgeler, yukarida belirtilen primer ¢iftleri kullamlarak PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile ¢ogaltildi. Her marker igin mikrosatellit bélgesinde olasi

degisiklikler, ayn1 6rnegin timor ve normal dokular kargilastirilarak analiz edildi.
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PCR Reaksiyonu :
Hiicre genomunda mononiikleotid ve diniikleotid tekrar bolgelerinin gogaltiimasi

amaglandi. Olas1 genomik degisimlerin oldugu bolge, yukarida tammlanan markerlerin yardim

ile PCR igerigi ve uygun sicaklik profili kullanilarak amplifiye edildi.

Tablo 3 : Mikrosatellit markerleri ile kurulan PCR reaksiyonlarinda kullanilan
maddeler ve son konsantrasyonlari

Son konsantrasyon
Kalip DNA 2 -4ul
dH20 4 -5ul
10xBuffer 1ul 1x
dNTPmix (Stratagene 200415-51) | 1ul 200 uM
MgCl2 1ul 2.5 mM
Primer (F) 0.4ul 40 pmol
Primer (R) 0.4ul 40 pmol
Taq Polimeraz 0.3ul 15U
polam Hacim 10ul
Mineral yag 10ul
Stop tamponu 10ul

Reaksiyon tipiine kalip DNA eklendikten sonra +2°C ' de bekletildi Reaksiyon karigimui
hazirlanirken, kimyasallar yukarida belirtilen siraya gore eklendi. Kansim vortekslendi ve
santrifijde spin yapildiktan sonra, kalip DNA {izerine, her tiipe total hacim 10l olacak sekilde
eklendi. Uzerlerine 10pl mineral yag: da eklenerek tiiplerin iizeri kapatildi. PTC - 100 Thermal
Cycler cihazinda asagidaki profilde amplifikasyon baglatildi.

PCR amplifikasyonu igin kullanilan sicaklik profili;

Ik denatiirasyon 94°C ' de 5 dk., her bir dongii 94°C 'de 1 dk / 55°C 'de 1 dk / 72°C"
de 1 dk 20 sn ve son uzama 72°C ' de 7 dk olacak sekilde, toplam 30 déngiide gergeklestirildi.

Amplifikasyon tamamlandiktan sonra her tiipe 10ul stop tamponu eklendi ve - 20°C ' de
sakland.
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Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) :

Cam levhalarin hazirlig: :
Jel, 20x24x0.04 cm boyutlarinda cam levhaya dokildi. Cam levhalann temizligine

Onem verildi.

Cam levhalar 6nce temiz bir alana yerlestirildi. Arka ve 6n yiizii % 70 ' lik EtOH ile
iyice temizlendi.

Levhalardan birinin yiizii Metakrilat ile, digerinin yiizi ise Akrilaz (veya SDS) ile iyice
temizlendi. Metakrilat (100ul) cam yiizeye iyice yedirildikten sonra EtOH ile tekrar temizlendi.
Akrilaz ile muamele edilen cam yuzey de EtOH ile temizlendi (SDS kullaniliyorsa, EtOH ile
temizlenmemeli(‘iir).

Cam levhalar hazirlandiktan sonra, jel hazirlanana kadar birlestirilmedi.

Jelin hazirhg: :
% 8 lik poliakrilamid jel kullanild: :

e 100 mg Bisakrilamid (Sigma M2022)

e 2gr Akrilamid (Stratagene 300011)

e 12gr  Ure (Sigma U1250)

Tartilan bu kimyasallar tizerine 12 ml 1 x TBE tamponu eklendi ve sicak su i¢ine konmus bir

beher iginde ¢oziildii. Soguduktan sonra 0.45 um ¢apl filtreden gegirilerek filtre edildi.

Jelin cam levhaya dékiiliigii :
Metakrilath cam ylzeyinin iki kenarmma 0.04 cm kalinliginda spacer (aralayici)

yerlestirildi. Cam levhalar, Metakrilat ve Akrilaz'li kisim yiiz yiize gelecek sekilde kapatildi ve

kenarlarindan klemplerle tutturuldu.

Filtre edilmis soliisyonun tizerine, 30ul TEMED (Sigma T7024) ve 150ul %10 luk
Amonyum perstlfat (Sigma A9164) eklendi ve hemen enjektore ¢ekilerek cam levhalarin

arasina dolduruldu. Jel donmadan, ug kisima tarak ters olarak yerlestirildi ve geri kalan jel de

taragin etrafina dokuldi. En az iki saat jelin donmast igin beklendi.
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Denatiirasyon :
Cift iplikli DNA'nin tek ipliklere ayrilmast ve bu pozisyonda sabit tutulmasi amaciyla

PCR érnekleri jele yiiklenmeden 6nce, 95°C 'de 5 dk (Thermal Cycler'da) bekletilerek denatiire
edildi. Hemen buz tizerine alind1 ve jele yiiklenene kadar + 4°C ' de bekletildi.
Jel, tanka vertikal olarak yerlestirildi. Cam levhamn arkasina metal levha, klemplerle
sikigtirilarak yerlestirildi. Boylece jelin elektroforez sirasinda 1sitilmasi sagland:.
Omekler, jele yitklenmeden énce, 30 W da 30 dk 6n yiiriitme yapildi. Cam levhann
1sinmast sagland1. Tarak, jele yerlestirildi.
+ 4°C ' de bekleyen denatiire edilmis 6rnekler, gli¢ kaynag: kapatilarak her kuyuda 3.5
ul ornek olacak sekilde yiiklendi.
Yiikleme sirasinda her doku drnegine ait timor ve normal DNA'lar yan yana yiiklendi.
Mikrosa:tellit markerlerinin buyiiklugiine gore,
D2S123 25 W/ 150 dk
D14S65 25 W/ 80 dk
BAT40 25 W/ 60 dk
D11829 25 W/ 120 dk yiirttiildi.

Giimiis nitrat ile boyama (91,92) :
Elektroforez sonunda, iki cam levha birbirinden ayrildi. Diiz cam Uzerindeki jel agagida

belirtilen kimyasallarla verilen siraya gore ve belirtilen siirelerde boyama islemi gergeklestirildi :
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Tablo 4 : Gimiis boyamada kullanilan maddeler ve inkiibasyon siireleri

PAGE Fiksatifi 40 dk
Hibridizasyon finmnda kurutma 30 dk
% 10 Etanol 5 dk
% 1 HNO3 2 dk
AgNO3 60 dk
ddd H20 (Ultra saf su) 1dk
Na2CO3 (pH : 11.9) 10-15 dk
ddd H20 1 dk
Hibridizasyon firminda kurutma 30 dk
Fotograflama

Fotograflama :
Niikleer Tip Anabilim Dali'mn diyagnostik amach kullanmig oldugu vesil 1518a duyarh

(clear-base tip Fuji film) negatif filmler kullanildi. Kirmiz1 1g18a duyarl olmayan bu filmlerin
beyaz yiizii agrandizorde jelin altina yerlestirildi. Diyafram iyice kapatilarak 4 - 5 sn kadar
ekspoze edildi.

1 : 3 oraninda hazirflanmig olan Ilford Bromophen kart banyosunda, film siyahlagana
kadar bekletildi. Glasiyal asetik asitli suda galkalandiktan sonra % 10 oraminda hazirlanmig olan
sodyum hiposiilfit' te (developer) develope edildi.

Jelden direkt olarak karta da basildi. Iiford'un 3 numarah karti jelin altina yerlestirildi.
Bu arada galisma ortaminda sart filtre kullanuldi. Kapali diyaframda 15 - 20 sn ekspoze edilerek
yukarida tanimlanan kart banyosunda aym sekilde banyosu yapdd.
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4. BULGULAR :

4.1 Primer hiicre Kkiiltiirii ve sitogenetik analiz sonuclari :

Dokuzu malign melanom, altist melanositik neviis olmak izere toplam onbes ornekten
primer kiiltiir hazirlandi (Tablo 5). Biri intradermal nevis diger ikisi malign melanom olmak
tizere, caligtlan 6rneklerin tiglinde bilinmeyen nedenlerle, iireme olmadi. ki malign melanom
Orneginde yapisal anomali saptandi. Malign melanom klinik ve patolojik tamsi konan ST-96-
0001 no’lu vakada; (67 yasinda, kadin) sol ayak topugundan alinan eksizyon 6rneginde yapilan
sitogenetik analiz sonucunda ¢ hiicrede 47, XX + marker (Sekil 3) gozlendi. Analiz edilen
diger hiicrelerinde de klonal olmayan anomaliler belirlendi. ST-96-0040 no’lu vakada ise (74
yasinda, kadin), iki hiicrede (klonal) 46, XX t (7;12) (q22;q24), t (2;11) (p25;q22)
translokasyonlar (Sekil 4) saptandi. Bu vakanin diger hiicreleri normaldi (Sekil 5). Yedi ve
oniki nolu kromozomlar arasindaki kinlma bolgeleri daha o6nceki malign melanom
calismalarinda da saptanmigtir (93). Aym vakanin abdominal bolgesinden alinan lezyonun da
malign melanom olmasindan giphelenildi (ST-96-0002) ancak sitogenetik analiz sonucunda,
klonal anomali goriilmedi. 46, XX karyotipi saptandi.

MMK - 2 ortaminda iretilen melanositler; in vitro kosullarda bipolar, dendritik
morfolojiye sahiptir (Sekil 6). Melanositik neviislerin in vitro kosullarda ureyebilmesi igin
gereksinim duyduklan mitojenler ve biiyime faktorleri, MMK -2 ortaminda bulunmaktadir.
RPMI 1640 ortamunda ise metastatik melanom hiicreleri tretilmis olup fibroblast benzeri

morfoloji gostermektedirler (Sekil 7).
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Sekil 3 : ST-96-0001 no'lu vakaya ait (malign melanom) 47,XX,+ marker
metafaz alan1 (1000X)
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Sekil 6 : MMK-2 ortaminda iiretilen pigmente neviise ait (ST-96-0030) primer
hiicre kiltiirti (100X)

Sekil 7 : RPMI 1640 ortaminda iiretilen malign melanoma ait (ST-96-0040)
primer hiicre kiiltirii (100X)
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4.2 Melanositik neviislerde ve malign melanomlarda mikrosatellit
instabilite calisma sonuglar: :

Konjenital nevis, displastik neviis, “compound” neviis ve malign melanom olarak
patoloji tanis1 konmus olan 22 parafin blok se¢ildi. Ancak ¢alisma sirasinda 14 no’lu 6rnegin
pyojenik graniilom oldugu farkedilmesi nedeni ile galisma dis1 birakildi. Her doku &rneginin
tiimo6r ve normal (tiimdr dokusu etrafindaki normal doku - cerrahi ug -) olmak {izere bloklar:
secildi. Mikrosatellit bolgelerde polimorfizm dogal oldugu i¢in, tiimdrle, aym kisinin normal
dokusu karsilastirilarak degerlendirme yapildi.

Caligilan yirmibir 6rnegin; dordii displastik neviis, altis1 konjenital neviis, dordi
compound neviis ve yedisi malign melanomdur. Bu &rneklerden, timor ve normalleri ayr1 ayri
olmak tizere DNA’lar izole edildi. Dért ayr1 mikrosatellit markeri kullanilarak bu 6rnekler,
amplifiye edildi. % 8’lik poliakrilamid jel elektroforezinde ylirtitiildiikten sonra glimiis
boyama yapild1 ve fotograflanarak degerlendirildi.
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LOH ve mikrosatellit instabilitesinin degerlendirilmesi; informatif vakada iki
allel bandin intensitelerini karsilagtinlarak gercgeklestirildi. LOH veya konstitiisyonel
heterozigosite arasinda sadece gozle inceleme ile ayimmin yapilmasi yeterli idi. Bir
allelin densitesinde % 50 nin iizerindeki kayip, LOH olarak degerlendirildi (78,94,95).
Dért ayn mikrosatellit bolgesinde saptanan MIN ve LOH, Tablo 7°de gosterilmistir.
Orneklerin normal dokularinda heterozigosite kaybi ve mikrosatellit instabilite
goriilmedigi icin, tabloda sadece timér ve bir vakada da displastik neviise yer
verilmigtir.

Caligmada yirmibir 6rmek degerlendirilmeye alinmig ancak bazi eski bloklarda,
tahminen, DNA izolasyonu sirasinda eski olmasi nedeniyle degrede oldugu igin, sonug
almamamustir. Ornegin dokuz numarali 6rnekte, higbir markerde sonug elde
edilememistir. Bunun yanisira tiimér (T) veya normal (N) dokulardan karsilastirmal:
caligma yapldigi igin, dokulardan birinin degrede olmasi, o Ornegin
degerlendirilememesine yani non-informatif (NI) olarak sonuglandirmamiza neden

olmustur.
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Tablo 7 : Melanositik neviis ve malign melanom o&rneklerinin timor
dokularinda (T) ve displastik neviiste (DN) saptanan ¢esitli mikrosatellit

lokuslarindaki degisimler

Mikrosatellit Markerleri
T (Tiimor) | D2S123 D14S65 BAT40 D11S29
T1 - - NI NI
T2 - NI NI NI
T3 LOH - NI NI
T4 - - - -
TS5 NI - NI LOH
T 6 - - - NI
T7 - - - -
T8 NI - NI NI
T9 NI NI NI NI
T 10 NI NI - NI
T 11 - - - NI
T 12 - NI - -
T13 - - NI -
T 14* - - - -
T 15 NI - - -
DN16 MIN MIN - MIN
T 16 - - - -
T 17 NI - - NI
T 18 - - NI -
T19 - - NI NI
T 20 - - - -
T21 - - - -
T 22 LOH - MIN -
*T 14 no’lu vaka pyojenik graniilom olmasi nedeniyle ¢alisma ve degerlendirme dis1
birakilmistir.
Tablodaki Kisaltmalar :
(-) : Normal (Mikrosatellit instabilitesi saptanmadi)
T : Timor

MIN : Mikrosatellit Instabilitesi saptand:
LOH : Heterozigosite Kaybi (Loss of heterozygosity)
NI : Non-informatif (Degerlendirilemedi)
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Ug nolu 6rnek; 60 yagindaki bir kadin hastadan sag gastrochnemius iizeri cilt
fascia arast dokudan 70x70x10 mm boyutlarinda alinmig ve malign melanom (Level V)
patolojik tanisi konmus bir 6rnektir. Bu vakanin izole edilen DNA’si, dort ayrn
markerle analiz edildi ve D2S123 bélgesinde heterozigosite kaybi (LOH)saptand:
(Sekil 8).

Bes nolu 6rnek; 71 yasinda bir kadin hastanin sol ayak tabamndan 2x0.7 mm
boyutlarinda alinmig ve nodiiler malign melanom (Level IV) patolojik tanisi konmug bir
ornektir. Bu vakanin izole edilen DNA’s1, dort ayn markerle analiz edildi ve D11S29
markerinde heterozigosite kaybi1 (LOH) saptand: (Sekil 13).

Onalt1 nolu &rnek; 42 yasinda bir erkek hastanin sag inguinal siiperfisial lenf
nodu metastazindan 8x5 mm boyutlarinda alinmmg ve malign melanom patolojik tamis
konmus bir 6rnektir. Aynca bu vakanin paraumbilikal bélgesinden 30 mm boyutunda
alinan lezyonda da displastik neviis patolojik tamisi konmustur. Bu vakanin her iki
bolgesinden izole edilen DNA’larin dort ayn markerle analizi yapildiginda, malign
melanom tamsi konmus olan tiimor o6meginde mikrosatellit instabilitesine ve
heterozigosite kaybina rastlanmadi. Ancak displastik neviis 6rnegi ile yapilan
calismada, D2S123 (Sekil 9), D14S65 (Sekil 11) ve D11S29 markerinde (Sekil 14)
mikrosatellit instabilitesi (MIN) saptandi.

Yirmiiki nolu érnek; 28 yaginda bir kadin hastada, belin sag yanindan 30x18
mm boyutlarinda alinmis ve displastik neviis patolojik tanist konmug bir érnektir. Bu
vakanin ailesinde malign melanom hikayesi vardi. Izole edilen DNA’larinin dért ayn
markeri ile analizi yapildi. D2S123 no’lu érnekte heterozigosite kaybi (LOH) (Sekil
10) ve BAT40 markerinde mikrosatellit instabilitesi (MIN) saptandi.
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Sekil 8 : D2S123 markerinde 3 no’lu vakanin (malign melanom) tiimor
6rneginde (T) heterozigosite kayb1 (LOH). N (Normal) T (Tiimor

16

Sekil 9 : D2S123 markerinde 16 no’lu vakanin displastik neviis’tinde
(DN) mikrosatellit instabilitesi (MIN). N (Normal) T (Ttimdr) DN
(Displastik Neviis)
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22

Sekil 10 : D2S123 markerinde 22 no’lu vakanin (malign melanom) tiimér
orneginde (T) heterozigosite kaybi1 (LOH). N (Normal) T (Tumor
16

DN N T

Sekil 11 : D148S65 markerinde 16 no’lu vakanin displastik neviisiinde (DN)
mikrosatellit instabilitesi (MIN). N (Normal) T (Tiimdr) DN (Displastik Neviis
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Sekil 12 : D11S29 markeri ile amplifiye edilmis 12-22 vakaya ait 6rneklerin
jeldeki goriintimleri N (Normal) T (Tiimér) DN (Displastik Neviis

Sekil 13 : D11S29 markerinde 5 no’lu vakanin timér 6rneginde heterozigosite
kayb1 (LOH). N (Normal) T (Tiimér
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Sekil 14 : DI11S29 markerinde 16 no’lu vakanin displastik neviis 6rneginde
mikrosatellit instabilitesi (MIN). N (Normal) T (Tiimor) DN (Displastik Neviis)
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D2S123 markeri igin vakalarm % 71°i degerlendirilebildi. ikisi LOH ve biri MIN olmak
lizere ug genetik degisiklik saptandi. D14S65 markeri igin vakalarin % 86 sinda degerlendirme
yapilabildi ve bir MIN saptandi. BAT40 markerinde % 57 oraninda vaka degerlendirilmeye
alinabildi ve bir MIN saptandi. D11S29 nolu marker ise onbir numarali kromozomun kisa
kolunda bulunmaktadir. Bu markerle, vakalarin % 52 si degerlendirilmeye alinabilmis ve
sonugta bir LOH, bir MIN gézlenmistir (Tablo 8).

Tablo 8 : Pigmente neviis ve malign melanom &rneklerinin farkli lokuslarinda
g6zlenen Heterozigosite kaybi (LOH) ve mikrosatellit instabilitesi'nin (MIN)
degerlendirilmesi
Lokus | Toplam | Degerlendirilebilen LOH MIN
vaka vaka sayisi (%) goriilen goriilen
sayisi vaka sayisi | vaka sayisi
() (%)
D2S123 21 15/21(71) 2/15(13) 1/15()
D14865 21 18 /21 (86) 0/18(0) 1/18(6)
BAT40 21 12 /21 (57) 0/12(0) 1/12(8)
D11829 21 11/21(52) 1(11) (9) 1/11(9)
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5.TARTISMA :

Malign melanom son yillarda, ensidansinda belirgin artig goriilen bir malignansidir.
Multipli genetik degisiklikler nedeniyle malign melanom olusumu ve tiimor gelisimi meydana
gelmektedir. Bu calismada, malign melanom olusumuna neden olabilecek genetik
degisikliklerin saptanmast amaglanmustir. Bu nedenle de melanositik neviis, displastik neviis ve
malign melanom Orneklerinde sitogenetik ve molekiller genetik diizeyde arastirmalar
yapilmigtir.

Benign, premalign ve malign melanositik olusumlarda sitogenetik ve molekiiler genetik
yontemlerle yapilan ¢aligmalarda gerek neviislerde gerekse melanomlarda, 1, 6, 7, 9 ve 11 no’lu
kromozomlar: igeren sayisal ve yapisal anomalilere rastlanmugtir. Sonuglar, ¢alisma gruplarina
gore farklilik gostermektedir (15,26). Malign melanomda, ¢ogunlukla 1p, 6q, 9p, 10q ve 11q
bolgelerinde LOH saptanmasi nedeniyle bu bolgelerdeki ¢alismalar yogunlagmstir (74). Bu
cahgmada sitogenetik diizeyde 2, 7, 11, ve 12 no'lu kromozomlarda anomali saptandi.
Molekiiler genetik ¢aligmada ise, dort farkli mikrosatellit bolgesine spesifik marker kullamlarak,
¢ farkh grup lezyonda mikrosatellit instabilitesine bakildi. Bu markerlerden D2S123, 2.
kromozomun kisa kolunda, hMSH2 geninin (mismatch tamir geni) yakininda bulunmas:
nedeniyle; D11S29 markeri, 11.kromozomun kisa kolunda bulunan malign melanom
olusumunda etkili olabilecegi dustinilen bir timér supresor gen bulundugu siiphesiyle; D14S65
ve BAT 40 markerleri ise, gesitli solid tiimorlerde ¢aligilmig genetik degisiklik saptanmis, ancak
malign melanomda ¢aligiimamis markerler olmalan nedeniyle segilmistir.

Malign melanomlu dokuz vakanin ikisinde, sitogenetik diizeyde, klonal anomali
saptandi. Caligilan bes melanositik neviiste ise hi¢ bir kromozomal anomaliye rastlanmad.
Malign melanom &rneklerinin ikisinde (ST-96-0012 ve ST-96-0041) primer hiicre kiltiiriinde
tireme olmadi. ST-96-0041 nolu vakanin sol 6n kolundan alinan doku, nekrotik goériiniimliydii,
ST-96-0012 no'lu vakanin sol bacak anterior bolgesinden alinan dokunun ise, tirememe nedeni
bilinmemektedir. Dokunun nekrotik olmasi, operasyon oncesinde hastamin yitksek dozda
antibiyotik veya hiicre proliferasyonunu etkileyen bagka bir ilag almig olmasi, tedavi asamasinda
kullandig1 antimitotikler, hastanin yagi, hiicrelerin kiiltiirde tiremelerini etkileyen faktorlerdir.
Laboratuvara gelen dokunun, bir saatten fazla + 4°C’de bekletilmesi, kullamlan hiicre kiiltiirii
ortamunin sicakhids, igeridi, inkiibasyon sicakhigi, vb. faktorler de in vitro iireme kosullarim
etkileyebilmektedir. Intradermal neviislerden birinde de (ST-96-0029) ireme olmamustir. Bu
neviisiin, yukarida belirtilen faktorlere dikkat edildigi halde Girememe nedeni bilinmemektedir.
Literatirden edinilen verilere gore , gerek primer malign melanomda gerekse metastatik
melanomda siklikla klonal anomalilere rastlanmaktadir(93). Sonuglarimizi, bu konu ile ilgili
yaymlarla kargilastirdiginizda, malign melanom érneklerinde literatiirdekinden daha az klonal
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anomali saptayabildigimizi gordik. Eksizyon materyalinin, timor orijininden alinmug olmasi
sitogenetik verilerin yorumlanabilmesi agisindan énemlidir ve klonal anomali saptama sansim
yiikseltir. Laboratuvara gelen eksizyon materyalinde; timor hiicreleri, normal hiicrelerle
mozaik halde bulunmaktadir. Makroskopik olarak ne kadar ayirdedilmeye calisilsa da iki farkl
hiicreyi birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Bu nedenle hem tiimoér hiicreleri, hem de normal
hiicreler birlikte kiiltiire alinmaktadir. Ortama hangi hiicre uyum gosterirse ve iirerse, kiiltiire o
hiicreler hakim olmaktadir. Ancak iki hiicre tipinin aym anda tiremesi de miimkindur.

Malign melanom vakalarinda, 1, 6, 7, 9 ve 11 nci kromozomlarda siklikla anomaliye
rastlanmakta oldugunu belirten yaynlar vardir (2). ST-96-0040 no’lu vakada iki hiicrede 46,
XX t (7;12) €q22;q24), t (2;11) (p25;q22) translokasyonlan belirlendi. ST-96-0001 no’lu
vakada ise ti¢ hicrede 47, XX + marker kromozomu goriildi. Bu anomaliler, kromozomlarin
kirlma bolgeleri yoniinden daha 6nceden yayinlanmig g¢alismalaria uyumluluk goéstermektedir
(93). ST-96-0040 no'lu vakada goriilen 2p ve 11q translokasyon bolgelerinin, MIN ve LOH
galigmalarinda onemli gorilen bolgeler olusu, dikkat edilmesi gereken bir noktadir.
Caligmamizda 11q ile ilgili LOH ve MIN bulgularimiz, sitogenetik veri ile uyumludur.

Diger kanser tiirlerine yonelik yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi, melanositik neviislerde
ve malign melanom iizerine yapilan ¢aligmalarda da molekiler diizeyde yapilan caligmalara
sitogenetik ¢aligmalar g1k tutmugtur. Yapisal anomali olugumuna neden olan kirilma bélgeleri;
timor supresor: genlerin inaktivasyonuna, onkogenlerin aktivasyonuna veya mismatch tamir
genlerinde degisiklige neden olabilmektedir. Timor supresor genler, onkogenler ve mismatch
tamir genleri, kanserle ilgili genlerin en az iig tipini olugturmaktadir. Bu genlerde mutasyonlarin
yogunlagmasi, ¢esitli kanserlerin olusumu ile iligkilidir (96).

Bu c¢aligmada, sitogenetik analiz amaci ile kurulmus olan primer hiicre kiiltiirlerinde,
sekonder genetik degisim meydana gelebilecegi disiinildiigiinden MIN analizi igin
kullanilamadi. Aym vakalarin parafin bloklarinin ve uygun sahalarin bulunamamast nedeniyle,
farkli vakalarda parafin bloklardan DNA izolasyonu ve MIN analizine gidildi.

Melanositik neviislerin, malign melanomlara doniigimiinde temel mekanizma
bilinmemektedir. Caliymamizda, dort farkli mikrosatellit markerinden yararlamlarak, benign
melanositik lezyonlarda ve malign melanomun farkl evrelerinde MIN ve LOH arastirilds.
Orneklerin farkli mikrosatellit bolgelerinde, % 19 (4 / 21) oraminda MIN, % 14 (3 / 21)
oraninda LOH saptandi. Displastik neviislerden elde edilen sonuglar dikkat ¢ekicidir. 16 no'lu
displastik neviis vakasinda D2S123 markerinde, D14S65 markerinde ve D11829 markerlerinde
MIN belirlenmigtir. Patolojik tanisit displastik neviis olan 22 no’lu vakada da D2S123
boélgesinde LOH ve BAT40 bolgesinde MIN saptanmustir. 16 no’lu vakanin malign melanom
lezyonunda (T=Tumor) ¢ahigilan markerler igin instabilite veya LOH gozlenmedi. Premalign
lezyonlarda, yakimindaki malign timor dokusundakinden daha fazla ve cesitli instabilite
goriilmesi Perucho'nun (47) agikladifi "Mutasyona neden olan mutator" kavramina uyum
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gosterir. Maligniteye doniisme potansiyeli tagtyan dokuda, tamir genlerindeki mutasyon, bir
cok farkh gen bolgesinde ve bu arada mikrosatellit dizilerde degisikliklere neden olacaktir.
Ancak bu heterojen hiicre populasyonu igerisinden tek bir hiicre klonal yayilim gostererek
malign odagmn ortaya ¢ikmasim saglayacaktir. Bu konuda Shibata ve arkadaglarinin (97) kolon
kanseri ve bitisigindeki adenom dokusunda elde ettikleri veriler ile, Deng ve arkadaglarimin (98)
meme kanserlerinde, malign odagin ¢evresindeki normal gériinimli dokuda LOH belirlemeleri
gibi verilerle, bizim bulgularimiz deger kazanmaktadir.

Melanoma patogenezinde, 11. kromozomun kisa kolunda yerlesim gosteren bir timor
supresor gen oldugu dustnilmektedir (71,78,84).

Sitogenetik ve molekiiler ¢alimalarda meme, ovaryum, serviks ve akciger gibi diger
solid tiimorlerde ve malign melanom geligimi sirasinda 11. kromozomun uzun kolunda genetik
degisikliklerin oldugu saptanmugtir (2,84). Tomlinson ve arkadaglarnn da (71), D11S29
(11923.3) mikrosatellit bolgesinde % 38 oraminda LOH saptamislar ve bu bolgede melanom ve
diger birgok timorin olusumunda rol oynayan bir timér supresér gen bulunabilecegini
belirtmiglerdir.

Bu galismada, D11S29 bolgesinde bir vakada (Nodiiler malign melanom- Level IV- 5
no’lu vaka) LOH, bir displastik neviis vakasinda da (16 no’lu vaka) MIN saptanmigtir. (% 18).
Bu marker i¢in sadece 11 vaka degerlendirilebilmigtir. Vaka sayisi artirildigy taktirde oran
degigebilecektir.

BAT40 mononikleotid tekrar markeri ile ailesinde malign melanom 6ykiisii olan
displastik neviisli bir vakada (22 no’lu vaka) BAT40 bolgesinde MIN saptandi. Bu vakada
ailesel MM oykasii olmast ve BAT40 bolgesinde sadece bu vakada MIN gériilmesi; bu
bolgenin ailesel MM ile iligkisi olabilecegini disiindiirmektedir. Fakat bir ornekle boyle bir
varsayimda bulunmak dogru olmaz.

D2S123 markeri, 2 no'lu kromozomun kisa kolunda, muhtemelen p15-16 bolgesinde,
hMSH2 genine yakin bir yerde bulunmaktadir. Calismada genetik degisikliklerin ¢ogu, bu
bolgede saptandi. 3 no'lu vakada (metastatik malign melanom) LOH, 16 no'lu vakanin
displastik neviisiinde (DN) MIN, 22 no'lu vakada (Displastik neviis) LOH gozlendi. Ozellikle
premalign bir lezyon olan displastik neviis'te bu genetik degisikliklerin gozlenmesi; melanoma
doniistimde sinyal olugturmast bakimindan son derece 6nemli bir bulgudur.

Tomlinson ve arkadaglan (71), 32 metastatik malign melanomun 11¢23.3 bolgesinde
LOH saptadilar. Bu ¢alismada da metastatik malign melanom vakalarinda (3 ve 5 no’lu
vakalar) LOH saptanmugtir.

Konjenital neviislerin malignansi riski olugturdugu diisiincesinden yola ¢ikarak
planlanan bu ¢aligmada, konjenital ve sonradan edinilmis melanositik neviislerin hi¢ birinde
sitogenetik ve molekiiler diizeyde bir anomaliye rastlanmadi. Ancak melanom 6nciili oldugu
bilinen displastik neviislerde ve metastatik malign melanom orneklerinde genetik degisiklikler
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saptandi. Displastik neviiste goriilen mikrosatellit instabilitelerinin malignite sinyali
olusturdugu, metastatik melanomlarda da LOH kayb: meydana geldigi gozlendi. Bu arada
malign melanom igin 6énemli bolge oldugu digiinilen 11¢23 lokusunda, timor geligimi
evresinde genetik diizensizlikler goriilmesi nedeniyle, malign melanom i¢in 6nemli rol oynayan
bir tiimor supresor genin varligl diginiimektedir.

Mutatér fenotipli kanserlerde, daha az invaziv yontemlerle erken tami amaci ile, kan
tikkrik, idrar ve gaita gibi materyalden PCR'la MIN belirlenmesi mumkiin olabilmektedir.
Omegin, Akciger kanserli hastalarin tiikriklerinde MIN saptanmasi sonucu; akciger
karsinogenezinin erken fazin belirlemede MIN tayini kullamulabilecektir (99).

Ailesel, erken yasta ortaya ¢ikan kanserlerde mutatér mekanizmanin rol oynadigina dair
goriis yaygmlagnustir (47). Endometrial prekanserlerde (atipik endometrial hiperplaziler)
saptanan RER+’lik de erken dénem endometrial neoplazmlarin belirleyicisidir (100).

MIN caligmalar;, bazi kanser turlerinde prognostik yaklagimiarda da katkida
bulunmaktadir. Ornegin HNPCC’li MIN saptanan hastalarda iyi prognoz ve artan yagam siiresi
goriliirken, meme kanserinde MIN goriilen vakalarda kotii prognoz ve azalan yasam siresi
gbzlenmistir (56,81). Mikrosatellit instabilitesi saptanan hiicrelerin, baz1 sitotoksik ajanlara
direng kazanmasi nedeniyle, MIN goriilen malignansilerin, kemoterapotik hassasiyetinin
yeniden degerlendirilmesi, tiimériin genotipi dikkate alinarak daha etkili alternatif tedavi
uygulanmasi gerekmektedir. Ancak ovaryum, akciger, gastrik kanserler gibi diger timor
tiplerinde MIN, prognoz agisindan iliskilendirilememigtir. MIN gorillen malign melanomlu
vakalarda da heniiz prognostik bir iligkilendirme yapilamamugtir. Bu nedenle, bu ¢alisma ve
benzeri aragtirmalarin sonuglari, hastalarda siiratle uygulanabilecek veriler saglayacaktir.
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