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OZET

MALIGN MELANOM HASTALARINDA ANTIMIiKROBIYAL
PEPTITLERIN DIAGNOSTIK VE PROGNOSTIK ROLU

Basak KOCDOR

Izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi i¢c Hastaliklar1 Anabilim Dal
Uzmanlik Tezi, izmir, Tiirkiye, 2025

Giris: Malign melanom, melanositlerden koken alan, yiiksek mortalite orani ve
biyolojik agresifligi ile dikkat ¢eken bir deri kanseridir. Erken evrede tam
konuldugunda cerrahi tedavi ile yiiksek oranda kiir saglanabilse de ileri evrelerde
metastaz egilimi ve tedaviye diren¢li seyri nedeniyle ciddi bir klinik sorun
olusturmaktadir. Giiniimiizde malign melanomun patogenezinde yalnizca genetik ve
molekiiler degisiklikler degil, ayni zamanda immiin sistemin roli de 6n plana

cikmaktadir.

Antimikrobiyal peptitler (AMP’ler), dogustan gelen immiin yanitin temel
bilesenlerinden olup bakteriler, viriisler ve mantarlar gibi pek ¢cok patojene kars1 genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Bunun yani sira immiin yanitin
diizenlenmesi, inflamasyonun modiilasyonu ve hiicresel proliferasyonun etkilenmesi
gibi fonksiyonlar1 da giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalar, AMP’lerin kanser biyolojisinde yalnizca savunma isleviyle degil, ayn
zamanda timoOr mikrogevresi, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve metastatik

stiregler lizerinde de etkili olabilecegini gdstermistir.

Malign melanomda AMP’lerin ekspresyon diizeyleri ve dagiliminin, hastaligin erken
tanisinda ve prognozun ongoriilmesinde belirleyici olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
nedenle, AMP’lerin melanomda tanisal ve prognostik biyomarker olarak
potansiyellerinin arastirilmasi, hem klinik yonetim hem de hedefe yonelik yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi ag¢isindan dnem tasimaktadir.

Amac¢: Bu calismada, malign melanom hastalarinda antimikrobiyal peptitlerin
(AMP’ler) ekspresyon diizeylerinin incelenmesi ve bu molekiillerin tanisal ve

prognostik belirte¢ olarak potansiyel rollerinin aragtirilmasi amaglanmistir.



Yontem: Malign melanom tanisi alan hastalarin kan plazmalarinda belirli AMP’lerin
molekiiler  yontemlerle  ekspresyon  diizeyleri  degerlendirildi.  Bulgular,

klinikopatolojik veriler ve hasta prognozlart ile iliskilendirilerek analiz edildi.

Bulgular: AMP’lerin ekspresyon diizeylerinde malign melanom olgulart ile saglikli
gontlliler arasinda anlamli istatistiksel farkliliklar saptandi. Ayrica belirli AMP’lerin
yiiksek veya diisiik ekspresyonunun, timér kalinligi, mitotik aktivite, metastaz varlig

ve sagkalim gibi prognostik parametrelerle korelasyon gosterdigi izlendi.

Sonuclar: Bu calisma, AMP’lerin malign melanomda yalnizca immiin sistemin
savunma bilesenleri degil, ayn1 zamanda hastaliin tanis1 ve prognozunun
Ongoriilmesinde potansiyel biyomarker adaylar1 olabilecegini ortaya koymaktadir.
Bulgular, gelecekte AMP’lerin klinik kullanimina yonelik yeni stratejilerin

gelistirilmesine 11k tutabilir.

Anahtar Kelimeler: malign melanom, antimikrobiyal peptitler, defensinler, kanser

biyomarkirlar
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ABSTRACT

DIAGNOSTIC AND PROGNOSTIC ROLE OF ANTIMICROBIAL
PEPTIDES IN PATIENTS WITH MALIGNANT MELANOMA

Basak KOCDOR

Izmir Katip Celebi University, Faculty of Medical Sciences Department of

Internal Medicine Medical Specialization Thesis, Izmir, Tiirkiye, 2025

Introduction: Malignant melanoma is a skin cancer originating from melanocytes,
characterized by its high mortality rate and biological aggressiveness. While early-
stage diagnosis allows for a high rate of cure through surgical intervention, advanced
stages pose a significant clinical challenge due to their tendency to metastasize and
resistance to therapy. In recent years, not only genetic and molecular alterations but
also the role of the immune system have been emphasized in the pathogenesis of

malignant melanoma.

Antimicrobial peptides (AMPs) are key components of the innate immune response,
exhibiting broad-spectrum antimicrobial activity against various pathogens including
bacteria, viruses, and fungi. Beyond this antimicrobial function, AMPs have gained
increasing attention for their roles in immune regulation, modulation of inflammation,
and influence on cellular proliferation. Recent studies suggest that AMPs are involved
not only in host defense but also in processes such as tumor microenvironment

modulation, cell proliferation, angiogenesis, and metastatic progression.

The expression levels and distribution of AMPs in malignant melanoma are thought to
be significant in both the early diagnosis and prognostic evaluation of the disease.
Therefore, investigating the potential of AMPs as diagnostic and prognostic
biomarkers in melanoma is of great importance for both clinical management and the

development of novel targeted therapeutic strategies.

Objective: The aim of this study was to investigate the expression levels of
antimicrobial peptides (AMPs) in patients with malignant melanoma and to evaluate

their potential roles as diagnostic and prognostic biomarkers.

Materials and Methods: Expression levels of selected AMPs were assessed in the
plasma samples of patients diagnosed with malignant melanoma using molecular
techniques. The findings were analyzed in correlation with clinicopathological data

and patient prognosis.

vii



Results: Significant differences were observed in AMP expression levels between
malignant melanoma cases and healthy controls. Furthermore, high or low expression
levels of certain AMPs showed correlation with prognostic parameters such as tumor

thickness, mitotic activity, presence of metastasis, and survival.

Conclusion: This study demonstrates that AMPs may serve not only as innate immune
defense molecules but also as potential biomarkers in the diagnosis and prognostic
evaluation of malignant melanoma. These findings may provide valuable insights for

the development of future clinical applications and novel strategies involving AMPs.

Keywords: malignant melanoma, antimicrobial peptides, defensins, cancer

biomarkers
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1. GIRIS

1.1 Problemin Tanimi ve Onemi

Malign melanom, melanositlerden koken alan, agresif seyirli ve mortalitesi
yiikksek bir deri kanseridir. Son yillarda immiin kontrol noktasi inhibitorleri
(checkpoint inhibitors) ve hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi, bu alanda adeta bir
doniim noktas1 yaratmistir. 2018 yilinda James P. Allison ve Tasuku Honjo’nun
immiin sistemin kanserle savasindaki roliinii kesfederek Nobel Tip Odiilii’nii almast,
bu ilerlemenin bilimsel dnemini de vurgulamistir. immiinmodiilatér tedaviler ile
metastatik melanomda sagkalim siireleri anlamli derecede uzamis, hatta bazi

hastalarda uzun donem remisyon saglanabilmistir.

Buna karsin, ileri evre melanomda kiir saglamak halen miimkiin degildir ve
hastalik ¢ogu vakada tedaviye direng gelistirmektedir. Bu nedenle hem erken taniy1
kolaylagtiracak hem de prognozu 6ngdrmeye yardimci olacak yeni biyomarkerlara

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Antimikrobiyal peptitler, yalnizca mikroorganizmalara kars1 etkili savunma
molekiilleri olmay1p; inflamatuvar siirecleri diizenleme, immiin yanit1 sekillendirme,
hiicresel proliferasyon ve apoptoz gibi temel biyolojik olaylar1 da etkilemektedir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar, AMP’lerin farkli kanser tiirlerinde tiimor mikrogevresini
ve hastalik seyrini etkileyebildigini ortaya koymustur. Ancak malign melanomda bu
peptitlerin  ekspresyon diizeyleri ve klinik sonuclarla iliskisi yeterince

aydinlatilamamustir. Bu bilgi eksikligi, arastirmanin temel problemini olusturmaktadir.
Arastirmanin Amaci

Bu c¢aligmanin amaci, malign melanom hastalarinda secilmis antimikrobiyal
peptitlerin plazma diizeylerini degerlendirmek ve bu peptitlerin tanisal ve prognostik
belirte¢ olarak potansiyel rollerini ortaya koymaktir. AMP’lerin saglikli bireyler ile
malign melanom hastalar1 arasindaki ekspresyon farkliliklarinin yani sira; timor
kalinlig1, mitotik aktivite, metastaz varligi ve sagkalim gibi klinikopatolojik

parametrelerle olan iligkilerinin incelenmesi hedeflenmektedir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

1. Malign melanom hastalarinin plazmasinda antimikrobiyal peptitlerin

ekspresyon diizeyleri, saglikli bireylere kiyasla farklidir.



2. AMP’ler, malign melanomda hem tam1 hem de prognoz agisindan

kullanilabilecek biyomarker adaylaridir.
1.4.  Arastirmamn Onemi ve Yaygin Etkisi

Malign melanom, 6zellikle ileri evrelerde yiiksek mortaliteye neden olan ve
tedaviye direng gelistirebilen bir hastalik oldugundan, yeni biyomarkerlarin
tanimlanmasi bilimsel ve klinik agidan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu arastirma,
antimikrobiyal peptitlerin malign melanomda biyolojik rollerini ve klinik degerini

aydinlatarak literatiire katki saglamay1 amaglamaktadir.

Elde edilecek bulgularin, gelecekte AMP’lerin tanisal ve prognostik amagh
kullanimina yonelik klinik yaklagimlar1 desteklemesi beklenmektedir. Ayrica AMP
temelli biyomarkerlarin ortaya konmasi, malign melanom yOnetiminde
kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir. Bdylece
calismanin bulgulari, yalnizca bilimsel bilgiye degil, ayn1 zamanda toplum sagligina

yonelik yaygin etkiye de sahip olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MALIGN MELANOM

2.1.1 MALIGN MELANOM EPIDEMIiYOLOJi:

Malign melanom, ndral krestten koken alan melanositlerden gelisen, oldukca agresif
seyirli bir solid tiimdérdiir. En ¢ok kutanéz formu goriilmekle birlikte okiiler ve
mukozal formlar1 da mevcuttur. Kutan6z melanom, tiim deri kanserlerinin kiigiik bir
yiizdesini olusturmasina karsin, deri kanseri iligkili 6limlerin yaklasik %75’inden
sorumludur. (1) GLOBOCAN (Global Cancer Observatory — Cancer Incidence and
Mortality Worldwide) 2022 verilerine gére melanom, tiim kanserler arasinda
insidansta 17., kansere bagli mortalitede ise 22. sirada yer almakta olup, 2020-2040

yillart arasinda goriilme sikligiin yaklagik %50 oraninda artacagi ongoriilmektedir.

@)

Hastalik tiim diinyada heterojen bir demografik dagilim gostermektedir. Ulkemizde
bir yilda saptanan tiim kanser vakalari arasinda 21. sirada yer almaktadir. (2) TC.
Saglik Bakanligi, Halk Sagligi Genel Miidiirliigii, Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2020
raporuna gore, melanom (C43) icin toplam 1.293 yeni olgu bildirilmistir. Bu olgularin
780’1 erkeklerde, 513’ ise kadinlarda goriilmiistiir. Erkeklerde kaba insidans hizi1 yiiz
binde 1,86, kadinlarda ise yliz binde 1,23 olarak hesaplanmistir. Yasa standardize
hizlar (ASR) dikkate alindiginda ise erkeklerde 1,6/100.000, kadinlarda 0,9/100.000

degerleri saptanmustir. (3)
2.1.2 MALIGN MELANOM ETiYOLOJiSi

Etiyolojisinde glines 15181 maruziyeti, somatik ve germline mutasyonlar yer
almaktadir. Epidermisin alt tabakasinda yer alan melanositlerce, ultraviyole 1sinlarinin
absorbe edilmesi amaciyla melanin pigmenti iretilmektedir. UV ve radyasyon
maruziyetine yanit olarak keratinositler tarafindan o-melanosit stimiile edici
hormon(a-MSH) salgilanir ve melanosit {izerindeki melanokortin 1 receptoriine
(MCI1R) baglanarak melanin sentezi artirilir. (3) Sentez sonrast melanositlerce taginan
melanin pigmenti, keratinosit {izerinde parmaksi ¢ikintilar seklinde birikerek ve
sonrasinda ise birlikte o6lii bir hiicre tabakas1 olusturarak deride, UV nin olas1 mutajen

etkilerine karsin bariyer gorevi iistlenirler. (4)



2.1.3MALIGN MELANOMDA RiSK FAKTORLERI

Malign melanom diinyada, Avusturalya, Yeni Zelanda basta olmak iizere en stk Kuzey
Amerika, Kanada ve Iskandinav iilkelerinde goriilmektedir. Ekvatora (Afrika, Asya
ilkeleri) yaklastik¢a goriilme siklig1 azalmaktadir. (2) Bunun baslica sebebinin, beyaz
tenli etnik kokene sahip irklarin, UV maruziyeti yiiksek tilkelere go¢ etmesi oldugu
diistintilebilir. Molekiiler mekanizmalar1 incelendiginde; melanositlerce iiretilen
melanin pigmentinin iki formu bulunmaktadir. Kahverengi/siyah Omelanin ve
sarti/kirmizi renkli feomelanin pigmenti; Bu pigmentlerin birbirine oranmi kisinin ten
rengini belirlerken, dmelanin derinin UV korumasi konusunda rol oynamaktadir.
Feomelanin ise daha diisiik UV korumasi sunmakla birlikte ayn1 zamanda karsinojen
tiretiminde de rol oynamaktadir. Bazi ¢aligmalarda feomelaninin UV maruziyeti
sonrast DNA hasarina sebep veren reaktif oksijen tiirevlerini (ROS) artirdigi
gosterilmistir. (6) Agik ten renkli, kizil-agik sar1 sagli, agik goz iris pigmentine sahip
kisilerde kutan6z melanoma riskinin fazla oldugu bilinmektedir. (7) Deri, gz ve sag
rengini belirleyen pigmentasyondan sorumlu gen MC1R dir. Bu gendeki polimorfizm,
MCIR aktivasyonunu ve dolayisiyla agik renklenme saglayan feomelanin liretimini ve
feomelanin\6melanin oranin1 belirlemektedir. Tam fonksiyon gosteren bir MC1R
geninde; teorik olarak daha fazla kahve-siyah pigmentasyon saglayan ve UV
radyasyon hasarindan hiicre ¢ekirdegini iist diizey koruyacak omelanin sentezinin
fazla olmasi1 beklenir. Dolayisiyla varyant MCIR geninin az aktive olmasi ve
feomelanin miktarindaki rolatif fazlalik, agik tenli kisinin gilines 1sinlarina daha fazla
hassasiyeti ve okiiler- kutandz melanomaya yakalanma insidansinda artisa neden
olacaktir. (4) Her ne kadar cilt rengi ve glines maruziyeti melanom olugsmasinda
onemli bir rol oynasa da bazi melanomlarin tipleri giines maruziyetinden uzak
noktalarda veya halihazirda bir nevus iizerinden gelistigi goriilebilir. Bu noktada
‘stirlici” somatik mutasyonlarin tanimlanmasi, ¢ogunlukla insan timor Ornekleri

tizerinde ve yeni nesil genetik tarama yontemleriyle aydinlatilmistir.
2.1.4 GENETIK MUTASYONLAR

Saptanan ilk somatik mutasyon BRAF aktivasyonu iizerinde bulunmustur. Tekrar
eden caligmalar BRAF mutasyonunun, hastaligin malign siireci tizerinde dogrudan
katkida bulundugunu géstermektedir. (8) 2002 yilinda Davies ve arkadaslari, genom
capinda yaptiklar1 taramada MAPK sinyal yoluna odaklanmis ve melanom

orneklerinin yaklasik %66’sinda BRAF geninde V599E (sonradan V600E olarak
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tanimlanan) mutasyonu saptamislardir. Bu mutasyon, hiicrelerin MAPK yolunu
RAS’tan bagimsiz aktive edebilmesine yol agarak kontrolsiiz proliferasyon ve malign
transformasyona neden olmaktadir. Sonraki ¢alismalarda BRAF’1n kodon 600’deki bu
aktivasyon mutasyonlarinin sik oldugunu gosterilmis ve BRAF’in melanom
tedavisinde 6nemli bir hedef olabilecegi fikrini ortaya koymustur. (8—10) Melanomun
tiim varyantlarinda mutasyon sikliklar1 ayni degildir. Ancak tiim tiplerde tekrarlayan
(recurrent) bazi somatik mutasyonlar sik goriiliir. Bu siiriicii mutasyonlar genellikle
hiicresel sinyal yollaklarinda yogunlasir ve farkli biyolojik siiregleri etkiler. Anilan
biyolojik siiregler, hiicre proliferasyonu (BRAF, NRAS, NFI1), biiyiime ve
metabolizma (PTEN, KIT), apoptoza direng (TP53), replikatif miir (TERT), hiicresel
kimlik (ARID2) ve hiicre dongiisii kontrolii (CDKN2A) ile iliskili sinyal yollaklarinda
yogunlagmaktadir. (11) Raamsdonk ve ark. yaptig1 bir ¢alismada tiveal melanomlarin
%46’sinda GNAQ mutasyonu saptanmustir. (12) GNAQ onkogenindeki mutasyonlar,
GTPaz aktivitesini bozarak MAPK yolunu BRAF/NRAS olmadan aktive etmektedir.
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Sekil 1: Melanomda gen mutasyonlari sonrasi kontrolsiiz cogalma yolag (1)



Gen ilgili Biyolojik Siire¢ / Fonksiyon
BRAF, NRAS, NF1 | Hiicre proliferasyonu / MAPK yolunun aktivasyonu
PTEN, KIT Hicresel bliyime ve metabolizma diizeni
TP53 Apoptozdan kagis (hiicre 6liimiine direng)
TERT Replikatif 6mir (telomer uzunlugu ve 6miir)
ARID2 Hicresel kimlik / kromatin yeniden sekillenmesi
CDKN2A Hiicre déngusi kontrolt (G1/S gegisi)

Tablo:1 Mutasyona ugrayan gen ve fonksiyonu
2.1.5 HISTOLOJIK SINIFLAMA

1960’11 yillarda dermatolog Wallace Clark, melanomun siniflandirilmasinda histolojik
ozelliklerin esas alinmasi gerektigini one siirerek tan1 yaklasiminda devrim niteliginde

bir degisiklik baglatmistir. Clark, baslangigta {i¢ histolojik alt tip tanimlamistir:

. Yiizeyel yayilan melanom (Superficial Spreading Melanoma, SSM),
. Lentigo Maligna Melanom (LMM),
. Nodiiler Melanom (NM).

Daha sonra; Akral Lentijindz Melanom, Mukozal Melanom, Desmoplastik Melanom
ve Nevoid Melanom gibi yeni varyantlar da tanimlanmis olmakla birlikte, giiniimiizde
halen SSM, LMM ve NM temel histolojik alt tipler olarak kabul edilmektedir. (13)

2.1.6 PATOLOJIK VE KLIiNiK EVRELEME

Daha sonraki yillarda Clark, deriyi histolojik olarak ayirt edilebilir anatomik
kompartmanlara ayirmistir. Melanom hiicrelerinin, bu katmanlar1 gectikge uzak

metastaz riskinin de teorik olarak arttigini belirtmistir:

. Seviye I: Melanom hiicreleri yalnizca epidermis ile sinirlidir (Melanom 1n situ).

. Seviye II: Melanom hiicreleri tek tek ya da ¢ok kii¢iik hiicre kiimeleri halinde
papiller dermise invaze olmustur.

. Seviye III: Melanom hiicreleri papiller dermisi tamamen doldurur ve genisletir.
. Seviye IV: Retikiiler dermise invazyon vardir.
. Seviye V: Subkutan yag dokusuna invazyon séz konusudur. (13)



Clark seviyeleri giiniimiizde héala bazi patoloji raporlarinda hastaligin agresifligi ile
ilgili bilgi aktarmak i¢in kullanilan bir yontem olmakla birlikte, 1970 yilinda
Alexander Breslow, melanomu siniflandirmak i¢in daha dogru kabul edilen bir sistem
geligtirmistir. Breslow siniflamasi, timoriin anatomik kompartmanlarina gore degil,
invazyon derinliginin milimetre olarak Olgiilmesine dayanir. Ciinkii anatomik
tabakalarin kalinlig1 viicut bolgelerine gore degisiklik gosterebilmektedir. Breslow,
baslangigta melanomu bes evreye ayirmustir. (13) Daha sonra bu milimetrik
siiflandirma sekillenerek 4 dereceye ayrilarak giiniimiizde AJCC’nin (American Joint

Committee on Cancer) T basamaginda halen kulanilmaktadir.
AJCC 8. Baski — Melanom TNM Simiflamasi (14)

T (Primer tiimor)

. Tis: Melanom in situ

. T1: Kalinlik <1,0 mm

0 Tla: <0,8 mm ve iilserasyon yok

0 T1b: 0,8-1,0 mm veya <0,8 mm + iilserasyon

. T2:1,01-2,0 mm

0 T2a: Ulserasyon yok
0 T2b: Ulserasyon var
. T3:2,01-4,0 mm

0 T3a: Ulserasyon yok
0 T3b: Ulserasyon var
. T4:>4,0 mm

0 T4a: Ulserasyon yok

0 T4b: Ulserasyon var

N (Bolgesel lenf nodu)
. NO: Metastaz yok
. N1: 1 metastatik LN

0 Nla: Mikrometastaz
0 N1b: Makrometastaz
0 N1c: In-transit, satelit veya mikrosatelit metastaz, LN yok



. N2: 2—3 metastatik LN

0 N2a: Mikrometastaz
0 N2b: Makrometastaz
0 N2c: In-transit/satelit = LN

. N3: >4 LN, matted LN veya kombine LN + satelit/in-transit

M (Uzak metastaz)
. MO: Uzak metastaz yok
. M1a: Deri, subkutan doku veya uzak LN

. MI1b: Akciger metastazi
. Mlec: Diger viseral metastazlar
. M1d: Beyin metastazi

0 (Her M kategorisi LDH normal/yiiksek olarak alt gruplandirilir)

Evre T N M

0 Tis NO MO
IA Tla NO MO
IB Tlb—T2a NO MO
A T2b -T3a NO MO
1B T3b —-T4a NO MO
Inc T4b NO MO
IA-D Herhangi T N1-N3 MO
v Herhangi T Herhangi N M1

Tablo 2: AJCC 8. Baski — Melanom TNM Siniflamasi (15)

Malign melanomda serum LDH, tiimor yiikii ve doku hasarini yansitan, bagimsiz kotii
prognostik bir biyobelirtectir: AJCC 8. baskida metastatik evrelemede LDH yiikselisi
M evresine ek bir degistirici olarak yer alir ve sagkalimin anlamli bi¢imde kisalmasiyla
iligkilidir. (16) Giincel kilavuzlar (ESMO/NCCN) metastatik hastalarda LDH nin tan
aninda ve takipte Olciilmesini Onerir; yliksek baslangic LDH’si daha kotii yanit
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olasiligi, daha kisa PFS/OS orani (PFS (Progression-Free Survival): “Hastaligin
ilerlemesiz sagkalim siiresi”- OS (Overall Survival): “Genel sagkalim siiresi” ve
artmis mortalite riski ile iliskilidir. (17) Yapilan meta-analiz ve biiyiik ¢apl seriler,
yiikksek LDH’nin immiinoterapiler ve hedefe yonelik tedaviler altinda dahi daha zayif
klinik sonuglar verdigini gostermis; tedavi baslangicindan ilk degerlendirmeye kadar

LDH’de artis da kotii yanit ve daha kisa OS ile koreledir. (18)

Klinik pratikte LDH, spesifik olmayan bir belirteg olsa da (karaciger, kas vb. komorbid
durumlarda da yiikselebilir), zaman igindeki egilimi hastalik aktivitesi ve
survival/prognoz hakkinda ek bilgi saglar; bu nedenle goriintileme ve diger

belirteglerle (S100B gibi) birlikte yorumlanmalidir. (19)
2.1.7 TANI
1. Klinik tani

Melanom tanisinda klinik muayene en temel basamaktir. Dermatologlar ve onkologlar,

pigmente lezyonlar1 degerlendirirken genellikle “ABCDE kurali”’ndan yararlanir:

. A (Asymmetry): Lezyonun iki yarisinin simetrik olmamasi,

. B (Border): Diizensiz, girintili-¢cikintili kenar yapisi,

. C (Color): Birden fazla renk tonunun ayni1 lezyonda bulunmast,
. D (Diameter): Capin >6 mm olmasi,

. E (Evolving): Zamana bagli degisiklik gostermesi.

Bu kriterler, 6zellikle toplum taramalarinda ve klinik pratikte slipheli neviisleri

saptamak i¢in yiiksek duyarliliga sahiptir.

Buna ek olarak, literatiirde tanimlanan “Ugly Duckling Sign” (Cirkin Ordek Isareti)
kavrami da onemlidir. (20) Hastanin cildindeki diger neviislerden farkli goriiniimde
olan, “siradis1” bir lezyonun melanom olma olasilig1 yiiksektir. Bu yaklasim, 6zellikle

cok sayida ben bulunan bireylerde duyarlilig1 artirmaktadar.
2. Yapay Zeka Destekli Tam

Son yillarda yapay zekd (AI) ve derin 6grenme algoritmalari, dermoskopik
gorlntiilerin degerlendirilmesinde yaygin sekilde arastirilmaktadir. Cochrane Skin
Group’un 2021 tarihli sistematik derlemesi, Al tabanli algoritmalarin melanomu

tanimada bazi ¢alismalarda dermatologlardan daha yiiksek dogruluk gosterebildigini
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ortaya koymustur. Ancak derlemede, algoritmalarin performansinin gercek yasam
kosullarinda, farkli popiilasyonlarda ve degisken fotograf kalitelerinde tutarh
olmayabilecegi, ayrica klinik baglam ve hekimin deneyiminin hala kritik oldugu
vurgulanmistir. Baska bir deyisle, yapay zeka sistemleri klinisyenin muayene giiciine

tek basina iistiin olmaktan ziyade destekleyici bir ara¢ niteligindedir. (21)
2.1.8 MELANOM TEDAVISI
1. Kemoterapi

Melanom tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanan ilk ve tek kemoterapotik ilag
“Dakarbazin” olmustur (1975). 1970’lerden yakin zamana kadar yaklasik 30 yillik bu
siirecte metastatik melanom i¢in standart tedavi olarak dakarbazin kullanilmistir.
Ancak tedavi yanit oranlari en fazla kismi diizeyde kalmis; objektif yanit oran1 %20
civarinda, medyan yanit siiresi 5-6 ay, 1 yillik sagkalim ise %?25-30 arasinda
bildirilmigtir. (22) Dakarbazine ek olarak malign melanom tedavisinde c¢esitli
sitotoksik ajanlar arastirilmis ve klinik kullanima girmistir. Temozolomid, oral
biyoyararlanimi olan ve kan-beyin bariyerini gecebilmesi nedeniyle 6zellikle beyin
metastazli melanom hastalarinda tercih edilen bir alkilleyici ajandir. Yanit oranlar
dakarbazine benzer diizeylerde olmakla birlikte uygulama kolaylig1 ve santral sinir

sistemi tutulumundaki etkinligi nedeniyle klinikte 6ne ¢ikmustir.

Platin tiirevleri (sisplatin, karboplatin) DNA’ya capraz baglar olusturarak sitotoksik
etki gosterir. Bu ajanlar, tek baglarina sinirli etkinlige sahip olmakla birlikte paklitaksel
veya temozolomid gibi ajanlarla kombinasyonlarda degerlendirilmis ve belirli hasta

alt gruplarinda, kismi yanitlar elde edilmistir.

Taksoidler (paklitaksel, dosetaksel) mikrotiibiil stabilizasyonu yoluyla hiicre
boliinmesini inhibe ederler. Platin ajanlarla birlikte kullanildiklarinda o6zellikle
metastatik hastalarda palyatif amacli kombinasyon rejimlerinin birer parcasi

olmuslardir.

Gecmiste ayrica vinka alkaloidleri (vinblastin, vinkristin) ve nitrosiireler (karmustin,
lomustin) de kullanilmistir. Vinka alkaloidleri, mikrotiibiil polimerizasyonunu
bozarak; nitrosiireler ise DNA {izerinde alkilasyon ve capraz baglanma yoluyla
sitotoksisite olusturur. Ancak bu ajanlarin yanit oranlar1 diisiik, toksisiteleri ise

belirgin oldugundan giiniimiizde sinirli kullanimlart vardir. (23)
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Melanom tedavisi i¢in gelistirilen hi¢bir diger kemoterapotik ajan dakarbazinden daha
etkili veya daha az toksik bulunmamistir. Bu nedenle, hastalarin prognozunu

tyilestirmek agisindan, melanomun erken donemde saptanmasi kritik 6neme sahiptir.

Erken ve dogru tani, hastalara en 1yi sagkalim sansini sunsa da bazi melanom vakalari
ancak ileri evrede teshis edilebilmektedir. Bu nedenle melanom tedavisinde yeni
tedavi se¢eneklerinin gelistirilmesi hala oncelikli bir konudur. Son 30 yilda, 6zellikle

metastatik melanom i¢in immiinoterapi alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir.
2. Immiinoterapi

Immiin sistemin temel gorevlerinden biri, hiicresel yapilarin self ya da non-self kokenli
olup olmadigini ayirt edebilmektir. Bu immiinolojik gdzetim mekanizmasi, tim
cekirdekli hiicrelerin membran yiizeyinde eksprese edilen major histocompatibility
complex (MHC) Simif I molekiilleri araciligiyla gergeklesirr, MHC Smf I
kompleksleri, sitoplazmada sentezlenip proteazom yoluyla pargalanan endojen
proteinlerden tiireyen peptid antijenlerini (epitoplar) bagisiklik hiicrelerine sunar. T
lenfositleri bu peptitleri taniyarak hiicrenin fizyolojik, kendi hiicresi mi, yoksa
patojenik ajan igeren, transformasyona ugramis ya da tiimoral 6zellik gosteren bir

hiicre mi oldugunu ayirt edebilir.

MHC Sinif I aracilifiyla sunulan yabanci kokenli epitoplar, bagisiklik sistemine
hiicrenin patojen tasidigini bildirerek “eliminasyon” siirecini baglatir. Normalde kendi
kokenli olan tiimdr hiicreleri ise yliksek mutasyon ylikleri nedeniyle anormal epitoplar
tiretebilir. Bu durum, immiin sistemin s6z konusu hiicreleri hatal1 veya hastalikli olarak
tanimasina yol acar. Melanom, tiim kanserler i¢inde en yliksek mutasyon oranina sahip
tiimorlerden biri olup ¢ok sayida tiimor antijeni iiretir; bu antijenler immiin sistem

tarafindan gii¢lii bicimde taninarak, yiiksek immiinojenite olusturur.

MHC Smif I’de sergilenen antijenler, CD8+ sitotoksik T lenfositlerde (CTL) bulunan
T hiicre reseptorleri (TCR) tarafindan taninir. Bu hiicreler, yabanci veya hastalikli self
hiicreleri ortadan kaldirabilir. Ote yandan MHC Simif II molekiilleri, makrofajlar ve
dendritik hiicreler gibi antijen sunucu hiicrelerin (APC) ylizeyinde bulunur. APC’ler
cevreden aldiklar1 ekstraselliiler proteinleri isler ve bunlart CD4+ T yardimci (Th)
hiicrelerine sunar; Bu mekanizma spesifik antijenlere yonelik immiin yanitin aktive

edilmesini saglar.
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Timor dokusunda gozlenen tiimor infiltran lenfositlerin (TILs) varligi, melanom da
dahil olmak iizere bazi tiimorlerde prognostik dSneme sahiptir. immiin sistem ile tiimor
arasindaki bu etkilesim, immiin diizenleme (immune editing) olarak adlandirilir ve {i¢
asamada tanimlanir: Eliminasyon, denge ve kagis. (24) Melanom hiicreleri yiliksek
mutasyon yiikleri nedeniyle, hizla immiin yanittan kacis mekanizmalari gelistirir. Bu
siirecte; MHC Simif I ekspresyonunun azalmasi, tiimor antijenlerinin baskilanmasi,
immiin inhibitér molekiillerinin (TGF-B, PGE2, immiin baskilayici sitokinler)
salgilanmasi ve immiin kontrol noktalarinin (6r. PD-1/PD-L1) manipiilasyonu, 6nemli
rol oynar. Ozellikle PD-1/PD-L1 yolunun tiimor hiicreleri tarafindan asir

ekspresyonu, T-hiicre aktivitesini baskilayarak immiin yanittan kagisa neden olur. (25)

a
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e @ "t
b ““m“_:(ﬁ:‘"“
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Sekil 2: Immiinoterapide hedeflenen PD1/PD-L1 (1)

Bu bilgi birikimi, son yillarda immiinmodiilator ilaglarin (6r. Kontrol Noktasi
Inhibitorleri, Kanser Asilari ve Adoptif Hiicre Tedavileri) gelistirilmesine zemin

hazirlamis ve metastatik melanom tedavisinde 6nemli bir doniim noktas1 olmustur.
a. Kontrol Noktas1 Inhibitorleri (Checkpoint Inhibitors)

Tlmorler, bagisiklik sisteminden kacabilmek i¢in immiin kontrol noktalarint manipiile
eder. Ozellikle CTLA-4 ve PD-1/PD-L1 yolaklar1 melanom tedavisinde

hedeflenmistir.

Ipilimumab: CTLA-4 inhibitérii olarak melanomda ilk onaylanan immiinoterapi

ajanidir.

Nivolumab ve Pembrolizumab: PD-1 inhibitorleridir ve hem tek basina hem de

kombinasyon tedavilerinde yiiksek etkinlik gostermistir.
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Bu ajanlarin en énemli avantaji, uzun siireli tam yanit elde edilebilmesidir. Bununla
birlikte immiin aracili advers etkiler (6r. kolit, tiroidit, dermatit) yakindan izlenmelidir.

(26)
b. Sitokin Bazhh Tedaviler

[lk immiinoterapdtik yaklasimlar yiiksek doz interlokin-2 (IL-2) ve interferon-a
kullanimi tizerine kurulmustur. Bu tedaviler sinirli bir hasta grubunda kalic1 yanit
saglamis olsa da ciddi toksisiteleri nedeniyle gliniimiizde ikincil seg¢enekler arasinda

yer almaktadir.
C. Adoptif Hiicre Tedavileri (ACT)

Adoptif T-hiicre tedavisi, timorden izole edilen tiimdr infiltre edici lenfositlerin (TILs)
ex vivo c¢ogaltilarak yeniden hastaya verilmesi esasina dayanir. Klinik caligmalarda
bazi olgularda yiliksek yanit oranlari bildirilmistir, ancak uygulamasi karmasik ve

yiiksek uzmanlik gerektiren bir yontemdir.
d. Kanser Asilari

Melanom, yiiksek mutasyon yiikii ve immiinojenik tiimdr antijenleri nedeniyle
terapotik kanser asilarinin gelistirilmesinde model tiimdrlerden biri olmustur. Hentiz
rutin kullanimda etkili bir ag1 bulunmamakla birlikte, aragtirmalar devam etmektedir.
(25)

Immiinoterapiler, metastatik melanomun sagkalim oranlarmi &nceki ddnemlere
kiyasla anlamli 6lgiide artirmistir. Ozellikle PD-1 inhibitorleri ve CTLA-4
inhibitorlerinin kombinasyonu, ileri evre melanomda standart tedavi segenekleri
arasina girmistir. Bununla birlikte, direng mekanizmalar1 ve immdin iligkili toksisiteler

giiniimiizde arastirmalarin odak noktasidir.
3. Hedefe Yonelik Tedaviler

Kutan6z melanomda en sik goriilen molekiiler degisiklik BRAF V600 mutasyonlaridir
(~%40-50). Bu nedenle BRAF inhibitorleri (vemurafenib, dabrafenib, encorafenib) ve
bunlarla kombine edilen MEK inhibitorleri (trametinib, cobimetinib, binimetinib)
tedavide devrim yaratmistir. Biiyiik faz III calismalari; (coBRIM, COLUMBUS,
COMBI-AD) (27-29) Bu kombinasyonlarin yanit oranlarini artirdigini, progresyonsuz
ve genel sagkalimi uzattigim gostermistir. Ozellikle adjuvan COMBI-AD calismast,
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evre Il BRAF V600 mutasyonlu hastalarda 12 aylik dabrafenib+trametinib

tedavisinin, niiks riskini anlamli olarak azalttigini ortaya koymustur.

Daha nadir alt gruplarda, NRAS mutasyonu olan hastalarda; MEK inhibitorii
binimetinib (NEMO c¢alismasi) (30) siurli fayda géstermis; KIT mutasyonu tasiyan
akral veya mukozal melanomlarda ise imatinib gibi ajanlarla se¢ilmis olgularda
yanitlar bildirilmistir. Giinlimiizde hedefe yonelik tedaviler, 6zellikle BRAF V600
mutasyonlu metastatik veya adjuvan evredeki hastalarda, standart secenekler
arasindadir. Ancak kilavuzlar ¢ogu durumda immiinoterapileri ilk basamakta tercih
etmeyi onermektedir. CheckMate 067 calismasinin 6,5 yillik analizinde, median genel
sagkalim kombinasyon kolunda 72,1 ay olarak bildirilmis; bu siire tek basina
nivolumab (36,9 ay) ve ipilimumab (19,9 ay) kollarina kiyasla belirgin olarak daha
uzun bulunmustur. Bu sonuglar, kombine immiinoterapinin sagkalim ag¢isindan iistiin

etkinligini ortaya koymaktadir. (31)
4. Diger Tedavi Secenekleri:

Malign Melanom genel olarak radyo-rezistan bir tiimor kabul edilse de radyoterapi;
Secilmis olgularda palyatif amagla (6r. beyin ve kemik metastazlari) veya cerrahi
sonrasi lokal kontrolii artirmak icin kullanilabilmektedir. Brakiterapi 6zellikle okiiler
melanomlarda standart tedavi yontemlerinden biridir. Tiimor dokusuna yerlestirilen
radyoaktif plaklarla yiiksek doz, hedefe yonlendirilirken ¢evre dokular korunur. (1)
Daha nadir kullanilan kriyoterapi ise; Kiiciik ylizeyel lezyonlarda lokal tiimor kontrolii
saglayabilen bir yontem olup, 6zellikle adjuvan amacli tercih edilmektedir. Bu
yontemler sagkalimi artirmasa da lokal kontrol ve organ korunumu agisindan klinik

degere sahiptir. (32)
2.2 ANTIMIKROBIYAL PEPTITLER
2.2.1 ANTIMIKROBIYAL PEPTIiTLERIN TANIMI

Antimikrobiyal peptitler (AMP’ler), evrimsel agidan en eski savunma
mekanizmalarindan biridir. AMP’ler genellikle 12—50 amino asitten olusan kiiciik
molekiillii peptitlerdir. Giiniimiize kadar dogada 3100°den fazla AMP tanimlanmustir.
(33) Hayvan ve bitki aleminde yaygin olarak bulunmalar1, bu molekiillerin ¢ok hiicreli
organizmalarin basarili evriminde temel bir rol oynadigini gdstermektedir.
Antimikrobiyal peptitler, koklii bir biyolojik ge¢mise sahiplerdir. Bakteriler, mantarlar

ve viriislere kars1 evrimsel siiregte etkinliklerini korumaya devam etmislerdir. Bu
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durum, patojenlerin her tiirlii ajana kars1 direng gelistirebilecegi yoniindeki genel

kaniy1 sorgulatmaktadir. (34)
2.2.2 DOGADA AMP’LERIN YERI

AMP’ler insan mukozalarindan anne siitiine, kurbaga derisinden ar1 zehrine kadar ¢cok
farkl1 biyolojik ortamlarda bulunurlar. Bu da onlarin evrimsel olarak ne kadar kokli

ve korunmus savunma molekiilleri oldugunu gosterir. (35)

AMP’lerin  etkinligi; “mikroorganizmalarin  hiicre zarindaki, ¢ok hiicreli
organizmalardan ayrisan 6zgiin yapisal 6zelliklerini” hedeflemelerine dayanmaktadir.
Bu segici mekanizma, onlar1 patojenlerin en savunmasiz noktalarina yoneltmekte ve
giiniimiizde AMP temelli yeni anti-enfektif ajanlarin gelistirilmesi i¢in bilimsel bir

temel olusturmaktadir.

w A

Memeliler Bitkiler

« Mikroorganizmalar

Amfibiler

AMP’lerin
Siniftandirilmasi

Sekil 3: AMP’lerin simiflandirilmasi (1)
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. R HBD-3), LL-37, histatin, onemli parcasi, bariyer
memeliler sit, takaruk . oo
lactoferricin, psoriasin dokulari korur.
Nemli ve mikrobiyal
Amfibiler . Magainin, dermaseptin, 4
. Deri . ortamlara karsi
(kurbagalar) temporin
koruyucudur.
. Ari zehri, . . AMP’ler boceklerde temel

Bocekler . . Melittin, cecropin L

ipekbocegi savunma molekdlleridir.

Balik epitel Su ortaminda patojenlere
Balik ve deniz 'k epl - . ! .. I.. patol

dokusu, Piscidin, crustin karsi gli¢li koruma
canlilari y

kabuklular saglarlar.

Tohum, yaprak, ||, . . . . L Fungus ve bakterilere
Bitkiler . yap Thionin, bitki defensinleri g i o

kok karsi direng gelistirirler.

Tablo 3: Antimikrobiyal Peptitlerin canhlardaki genel yerlesimi ve

koruyuculuklari
2.2.3 AMP’LERIN MOLEKULER YAPISI

Bugiine kadar tanimlanan antimikrobiyal peptitlerin yogun g¢esitliliginin temeli,
proteinlerin sekonder yapisindan kaynaklanmaktadir. AMP’leri katlanma tiplerine

gore siniflandiracak olursak;(37)

. a-helikal AMP’ler

. B-tabakalt AMP’ler

. Genislemis/diizensiz yapidaki AMP’ler
. Dongiisel AMP’lerden bahsedebiliriz.

Tiim smiflarin ortak yapisal ilkesi; molekiiliin hidroforik ve katyonik amino asit
kiimelerini belirli bolgelerde toplayarak ‘amfipatik’ bir diizen sergileme yetenegidir.
Bu amfipatik yapi, AMP’lerin mikrobiyal hiicre zarlariyla se¢ici etkilesimini miimkiin

kilan temel tasarim 6zelligini olusturur.
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Sekil 4: AMP’lerin hiicre zar1 iizerinde aksiyonlari (38)
2.2.4 AMP’LERIN ETKi MEKANIZMALARI

AMP’ler ilk kesfedildiklerinde dogrudan bakterileri 6ldiirme kapasiteleri nedeniyle
‘insan kaynakli peptid antibiyotikler’ olarak anilmaktaydi. (39) Ancak
mekanizmalarinin oldukca c¢esitlilik gdstermesi ve mevcut teknik simirliliklar
nedeniyle ‘antibiyotik’ amaclhh tek ajan olarak kullanimlarni tam olarak
gelistirilememistir. (40) Giinlimiizde halen antibiyotik direncine karsin AMP’lerin
katkis1 arastirilmaktadir. Diisiik toksisite ve yliksek aktiviteye sahip AMP’lerin
gelistirilmesi  bilimsel aragtirmalarin temel hedefidir. AMP’lerin antimikrobiyal
etkileri temel olarak hiicre duvar1 ve hiicre zar1 hedeflemesine dayanir. Hiicre duvar
lipidlerine baglanarak (41) peptidoglikan sentezini inhibe eder ve mevcut yapiyi
bozarlar. Zar tizerinde ise katyonik yapilari sayesinde negatif yiikli membrana
elektrostatik olarak baglanirlar. (42) Bu etkilesim sonrasi zar tizerinde por olusturabilir
veya membrani destabilize edebilirler. Ayrica hiicre igine girerek niikleik asit ve
protein sentezini inhibe eder, immiin yanitt diizenler ve anti-inflamatuvar etki

gosterebilirler.

AMP’lerin antimikrobiyal etkinliklerinin yani sira anti-inflamatuvar, antikanser ve

immiinmodiilasyon gibi farkli biyolojik islevleri de tanimlanmaistir.
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Sekil:5 AMP’lerin cesitli uygulamalari (38)

AMP’ler yalnizca dogrudan antimikrobiyal etki gostermez, ayni zamanda immiin
sistem ile ¢ift yonlii bir iletisim kurarlar. Epitelyal hiicreler, bakteriyel {irtinler (6r.
LPS) veya proinflamatuvar sitokinler (IL-18, TNF-a) ile uyarildiginda AMP iiretimini
artirtr. Bu siiregte NF-kB temel diizenleyici rol oynar: Uyaran sonrasit NF-kB
sitoplazmadan niikleusa tasinarak -defensin genlerinin transkripsiyonunu baslatir. I1L-
1B’nin etkisi, IL-1 reseptoriiniin Toll Benzeri Reseptorlerle (TLR) yapisal ve
fonksiyonel benzerligi sayesinde NF-«B iizerinden gergeklesir. (43) Boylece AMP’ler
hem mikrobiyal tiriinler hem de konak sitokinleri tarafindan indiiklenir. Ortaya ¢ikan
peptitler sadece patojeni elimine etmekle kalmaz, ayni zamanda immiin yaniti

diizenler, inflamasyonu dengeleyerek epitel bariyer biitiinliigiinii korur.
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Sekil 6: AMP’lerin immiinmodiilator etkileri (44)

Epiteliyal yiizeylerde antimikrobiyal peptitler hem epitel hiicreleri tarafindan
sentezlenir hem de dolasimdaki I6kositler tarafindan ilgili bolgeye tasinirlar.
Insanlarda kuru cilt ve dil gibi keratinize epitelden aktif peptitler izole edilebilmekte,
solunum yolu gibi mukozal bolgelerde ise AMP’ler epitel iizerinde ince bir sivi
tabakaya salgilanarak dogrudan bariyer korumasi saglamaktadir. Bu tabakanin iyon
dengesi, c¢esitli pompa ve kanallar tarafindan diizenlenir; 6rnegin kistik fibroziste
CFTR defekti bu dengeyi bozarak AMP etkinligini azaltarak kronik inflamasyona yol
actyor olabilir.(45)

2.2.5 ENDOJEN AMP’LER

Insan kaynakli AMP’ler birkag biiyiik aileye ayrilir: Defensinler, Cathelicidin,
Histadinler, Dermcidin S100 proteinleri (psoriasin, calprotectin) ve diger AMP’ler
(Lactoferrin fragmanlari, Lysozyme, RNase A siliperfamilyas1 tiyeleri, Elafin,
Secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI)) Bu kisimda ¢alismada kullanilan
AMP’ler 6zetlenmistir.

HMGB 1

High mobility group box 1 (HMGB1), HMG protein ailesinin en bol iiyesi olup hemen

tiim insan hiicrelerinde eksprese edilir. Normalde ¢ekirdekte DNA saperonu olarak
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gorev yapar; nilikleozom yapisimm  koruyarak DNA replikasyonu, onarimi,
transkripsiyonu ve kromatin diizenlenmesini kolaylastirir. Fonksiyonlar1 post-
translasyonel modifikasyonlar ve 6zellikle ii¢ sistein rezidiisiiniin redoks durumu ile
belirlenir: indirgenmis HMGBI, immiin hiicreleri hasar bdlgesine ¢ekerken, disiilfit
formu TLR4 iizerinden NF-kB yolunu aktive ederek proinflamatuvar sitokin iiretimini
uyarir; Tamamen okside form ise inflamatuvar etki gostermez. Bu nedenle HMGB1’in
hiicre i¢i lokalizasyonu ve redoks durumu, fizyolojik islevleri ile inflamatuvar

yanitlardaki roliinii belirleyen temel faktorlerdir. (46)

Apoptoz veya nekroz sirasinda hiicrelerden ekstraselliiler ortama salinan HMGBI, bir
‘alarmin’ ya da “Hiicre hasar1 veya stresinde salinan endogen tehlike sinyal
proteinleri” DAMP (Damage-Associated Molecular Pattern-) gibi davranarak immiin
hiicrelerin doku hasar1 bolgesine gogiinii tetikler. Kronik inflamatuvar ortamda ise
ekstraselliiler formunda, proinflamatuvar sitokin olarak da iglev gorir. HMGB1’in
genetik silinmesi, genom instabilitesi ve gelisim bozukluklartyla sonuglanir. Cekirdek
disinda, sitoplazmada g¢evresel streslere yanit olarak otofaji siirecini destekleyebilir;
hiicre membraninda ‘amfoterin’ formuyla néronal gelisim, kas hiicre gocii ve timor

metastazinda rol alir.

Cok sayida ¢galismada HMGB1’in multipl skleroz, romatoid artrit, inflamatuvar barsak
hastaligi, sistemik lupus eritematozus ve vitiligo gibi otoimmiin hastaliklarda, hastalik

aktivitesini yansitan bir biyomarker oldugu gosterilmistir. (47)
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Sekil 7: HMGB1’in vitiligo iizerinde etki mekanizmasi (48)

S100B de HMGBI1 gibi alarminler sinifinda incelenmelidir. Alarminler, endojen
kokenlidir ve konstitutif olarak eksprese edilen, kemotaktik ve immiin sistemi aktive
eden protein/peptitlerdir. Hiicre hasar1 veya 6liimii sonrast salinarak hem dogal hem
de adaptif bagisikligi baslatir ve yonlendirirler. Diger deriyi tutan otoimmiin
hastaliklarin yani sira (romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus ve psoriatik artrit)
ozellikle vitiligo patogenezinde de HMGB1 ve S100B’nin rol aldigy, hatta potansiyel
tedavi hedefi olabilecegi bildirilmistir. (47)

S100B

S100B, normalde astrositler ve melanositler dahil bazi hiicrelerde eksprese edilen bir
kalsiyum baglayic1 proteindir; ancak malign melanomda, siklikla asir1 ekspresyon
gosterir. (49) Klinik olarak serum S100B diizeyleri, kotii tedavi yaniti, yiiksek
rekiirrens riski ve diisiik sagkalim oranlariyla giiclii bir sekilde iliskilidir. Ayrica
S100B yalnizca prognostik bir biyomarker degil, ayn1 zamanda tiimér progresyonuna
katkida bulunan aktif bir faktordiir. (50) p53, Hdm2/HdmX ve RSK gibi molekiiller

tizerinden sinyal yollarimi etkileyerek hiicresel davraniglart degistirir.
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Melanom i¢in MIA proteini, LDH, HMB-45 ve Melan A/Mart-1 gibi gesitli prognostik
biyobelirte¢ler kullanilmakla birlikte, serum diizeylerindeki artisin zayif tedavi yaniti,
yiiksek niiks riski ve diisiik sagkalim oranlariyla giiclii sekilde iliskili olmasi nedeniyle
S100B proteini en degerli belirte¢lerden biri olarak kabul edilmektedir. (51)

Bazi caligmalar yliksek S100B diizeylerinin CREB fosforilasyonunu baskilayarak IL-
6 TUretimini azalttigini, dolayisiyla STAT3 aktivasyonunu zayiflattigini ortaya
koymustur. Bu mekanizma, erken evre melanomda immiin yanit1 tetikleyen IL-6
bagimli savunma yollarinin baskilanmasina yol agabilir ve bdylece melanom

hiicrelerinin immiin gézetimden kagisina katkida bulunabilir. (52)
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Sekil 8: S100B proteininin IL-6 iizerinden immiiniteyi baskilamasi (52)
hBD1-2-3

Ik insan B-defensin (hBD-1) 1995 yilinda renal hastalariin plazmasmdan
saflagtirilarak  tanimlanmigtir.  Bunu izleyen yillarda genom analizleri ve
biyoinformatik ¢aligsmalar sayesinde yeni B-Defensin genleri tanimlanmig, hBD-2 ve
3 psoriatik deri lezyonlarindan izole edilmistir. (53) Yakin donemde yapilan
kapsamli insan genomu taramalari, B-Defensinler (DEFB) i¢in yaklasik 40 potansiyel

kodlayici bolge ortaya koymustur. (54)
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Mukoza yiizeylerinde kesfedilen insan B-Defensinleri (hBD1-3), dogustan gelen
bagisikligin 6nemli bilesenleri olup epitel hiicreleri tarafindan iiretilir ve genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite gosterirler. Bunun yani sira kemokin benzeri
ozellikleri sayesinde adaptif immiin yanitla da etkilesime girer ve yara iyilesmesine
katkida bulunabilirler. Ancak son yillarda hBD ekspresyonunun ¢esitli neoplazmlarda
(ag1z, 6zofagus, deri, bobrek, prostat, tiroid, karaciger, akciger, kolon, vulva, serviks
vb.) bozuldugu bildirilmistir. Bu degisiklikler tiimor tipine ve anatomik lokalizasyona
gore farklilik gdstermekte, bazi ¢alismalarda hBD’lerin tiimor hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunu artirdigi, bazilarinda ise timor baskilayic1 etki gosterdigi rapor

edilmistir. (55)
HNP

Insanlarda o-Defensin ailesi alt1 {iyeden olusur (HNP1—4, HD5 ve HD6) ve dogustan
gelen bagisiklik yanitinin dnemli bilesenleridir. HNP1-3 nétrofil prekiirsrlerinde
sentezlenir ve olgun noétrofiller tarafindan inflamasyon bdlgelerinde salinir.
Gastrointestinal sistem defensin ekspresyonunun en yogun oldugu alanlardan biridir;
B-Defensinler farkli bolgelerde eksprese edilirken, a-Defensinler esas olarak ince
barsakla siirlidir. a-Defensinlerin genel olarak aktif inflamatuvar barsak hastaliginda
intestinal epitel hiicrelerinden ekspresyonunun arttigi ge¢mis ¢alismalarda
gosterilmistir. (56) Bazi galismalar ise kolorektal tiimor gelisiminin a-Defensinlerin
regiilasyonu ile iligkili oldugunu yoniindedir. (57) Kolon kanserinde gdzlenen APC
genindeki mutasyonun, B-Katenin sinyal yolunu aktive ederek defensin gen

ekspresyonunu etkilemesi bu iligkiyi agik¢a ortaya koymaktadir. (58)
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tiirii

Bu c¢aligma, malign melanom tanis1 alan hastalar ile saglikli goniilliilerde
antimikrobiyal peptit diizeylerinin karsilastirildigi, kontrolli goézlemsel, analitik,

kesitsel (olgu-kontrol) tipte bir arastirmadir.
3.2. Arastirmanin Yapildigi Yer ve Zaman

Arastirmaya, Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi

Tibbi Onkoloji Poliklinigi’ne basvuran hastalar dahil edildi.

Hastalardan alman kanlar, Izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve
Arastirma Hastanesi Merkez Biyokimya Laboratuvari’nda plazma diizeyinde ayrildu.

LDH ve total protein diizeylerine bakildi.

Plazmalar ayrildig1 aym giin icerisinde Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii,
Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvar 2’ye soguk zincir transfer kosullarina
dikkat edilerek tasindi. Materyaller -80°C derin dondurucuda ¢alisma giiniine kadar

sakland1 ve ayni laboratuvarda analiz edildi.

Veri toplama siireci, etik kurul izni tarihinden itibaren belirlenen siire boyunca

yiirtitiilmis ve gerekli klinik degerlendirmeler standardize edilmis sekilde yapilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

[zmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Onkoloji
Klinigine 2019- 2025 tarihleri arasinda basvurmus, takip ve/veya tedavi siireci aktif
devam eden, malign melanom tanisi almis ve tanist histopatolojik olarak kanitlanmis
hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Calisma evreninde, 60 hasta ve 20 saglikli gonillii
mevcuttur. 2 Hastadan alinan kan 6rneklerinin hemolizli oldugunun gézlenmesi, 2
hastanin da nihai tanisinin “kanlari alindiktan sonra” SCC ve BCC oldugu
kesinlesmesi iizerine ¢alismadan ¢ikarilmigtir. Evre | olarak dis merkez patoloji
raporuyla calismaya dahil edilen 2 hastanin histopatolojik preparati, merkezimizde
yapilan yeniden degerlendirme sonucunda Tis (evre 0) olarak revize edilmistir. Hasta
ornekleri evre 0 olarak galismaya dahil edilmistir. Hasta popiilasyonu Resim 9 ’da

Ozetlenmistir.
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Calisma evrenine dahil olan 18 yas iizerindeki Malign Melanom (kutan6z, mukozal,
okiiler tip) tanis1 alan hastalarin evrelemesi; AJCC 8. baskisina gére TNM sistemi

kullanilarak yapildi.

Kontrol grubu; kronik hastalifi olmayan, diizenli ila¢ kullanmayan ve daha 6nce

malignite dykiisii bulunmayan saglikli goniilliilerden olusturuldu.

18 yas altindaki bireyler, son bir hafta icerisinde sistemik kemoterapi, steroid veya
NSAID kullanmis, bilinen aktif enfeksiyonu, immiinsiipresyon durumu (ciddi

16kopeni gibi) olan hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

f 2025 yilinda calismaya &
dahil edilen
hastalar(n=60)
1
Melanom-disitan:
alan hastalar
(SCC;n=1,BCC;n=1) )

.

Evre0,1ve2 Evre3
(n=27) (n=7)

[ Toplam 56 Hasta]

Evre
Tanmimlanmanmis
(n=12)

Hemolize
Ormek
(n=2)

Sekil 9: Caliymanin hasta popiilasyon dagilimi
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3.4. Calisma Materyali

Calisma onami aliman Malign Melanom hastalarindan, rutin kontrol sirasinda alinan
kan tetkikleri ile es zamanli olarak EDTA’1 tiiplere kan 6rnekleri alindi. Katip Celebi
Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda,
kanlarin plazmasi ayrildi. Elde edilen plazma 6rnekleri, planlanan analizler i¢in uygun
soguk zincirde saklama kosullarinda Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii
Temel Onkoloji Anabilim Dal1 Laboratuvar 2’ye tasindi. Plazma 6rneklerinde; S100B
(SunRedBio, Kat. No: 202410) ve HMGB-1 (SunRedBio, Kat.No: 202410) ile HBD1
(FineTest, Kat. No: EH0868), HBD2 (FineTest, Kat. No: EH5075), HBD3 (FineTest,
Kat. No: EH0817) ve HNP1-3 (FineTest, Kat. No: EH3231) diizeyleri ticari ELISA
kitleri kullanilarak, spektrofotometrik yontemle, her bir 6rnek triplike olarak dlg¢iildii.
Ayrica LDH ve total protein diizeyleri Beckman Coulter au860°de spektrofotometrik

Ol¢lim ile belirlendi.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimh degiskenler: S100B, HMGB-1, HBD1, HBD2, HBD3, HNP1-3, LDH ve

Total Protein diizeyleri

Bagimsiz degiskenler: Malign Melanom; Evre 0-1-2, Evre 3, Evre 4 hastalar1 ve
Saglikl1 Goniilliiler (Kontrol)
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3.6. Veri Toplama Araglari

Hastalarin demografik ve klinik bilgileri, hastane dosya sisteminden etik onay
alindiktan sonra taranarak incelendi ve kaydedildi. Kisisel ve tibbi verilerin

islenmesine iligkin hastalardan aydinlatilmig onam alindu.

Onam formunu imzalayan hastalardan, rutin kontrolleri ile es zamanl olarak ek kan
ornekleri alindi. Bu amagla rutin taramaya ek her hastadan iki adet EDTA’l1 tiipe kan

alind1 ve plazmalari ayrilarak aliquatlandi.

Plazma ayrimi ile LDH ve total protein diizeylerinin belirlenmesi, Katip Celebi
Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda

gerceklestirildi.

Calisma kapsaminda kan aliminda herhangi bir randomizasyon uygulanmamis,
ornekler yalnizca rutin tetkikler sirasinda tek seferde alinmig olup hastalara ek bir

islem veya uyum gerekliligi dogmamustir.

Plazma orneklerinde S100B ve HMGB-1 diizeyleri SunRedBio ELISA Kitleri
(SunRedBio, Shanghai, Cin) ile; HBD1, HBD2, HBD3 ve HNP1-3 diizeyleri ise
FineTest ELISA Kitleri (FineTest, Wuhan, Cin) kullanilarak belirlendi. Bu islemler
Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali’'nda
Laboratuvar 2’de gerceklestirildi.

ELISA Protokolii (HBD1, HBD2, HBD3 ve HNP1-3 — FineTest):

Kit icerisindeki standartlar seri diliisyonlar halinde hazirlandi. Standartlar ve hasta
plazmalari, antikor kapli 96’11 plakalara, triplike (her bir 6rnekten 3 er kuyucuk) olacak
sekilde 100er pl eklendi. 90 dk 37°C’de inkiibe edildi. Biyotin isaretli antikor (Biyotin
Ab) caligma ¢ozeltisi 1:100 oraninda hazirland1. inkiibasyon sonrast her kuyucuga 350
ul olacak sekilde 2 kez yikama islemi yapildi. Yikamanin ardindan her kuyucuga 100
ul Biyotin isaretli antikor ¢alisma ¢ozeltisi eklendi. 60 dk 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sirasinda HRP-Streptavidin  Konjugati 1:100 oraninda hazirlandu.
Inkiibasyonun ardindan 3 kez yikama islemi gerceklestirildi. Yikama sonrasi her
kuyucuga HRP-Streptavidin Konjugat1 100 pl eklendi. 30 dk 37°C’de inkiibe edildi.
Ardindan 5 kez yikama yapildi. Yikama sonrasi, her bir kuyucuga 90 pl TMB substrati
eklendi. 10-20 dk 37°C’de inkiibe edildi. Standartlar arasinda gradiyentin goriildiigi
dakikada 50 pl durdurma soliisyonu eklendi. 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii

alindi. Standartlar i¢in egim grafigi olusturuldu.
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ELISA Protokolii (S100B ve HMGB-1 — SunRedBio):

Kit icerigindeki standartlar seri diliisyonlar halinde hazirlandi. Standartlar ve plazma
ornekleri antikor kapli olan 96 kuyucuklu plakalara triplike (her bir 6rnekten 3 er
kuyucuk) olarak eklendi. Ardindan her kuyucuga 50 ul Streptavidin-HRP soliisyonu
eklendi. 60 dk 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 350 pl olacak
sekilde 2 kez yikama islemi yapildi. Yikama islemi sonrasi her bir kuyucuga 50 pl
Kromojen A ve 50 pul Kromojen B eklendi. 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 50 uL durdurma ¢ézeltisi eklendi. 450 nm

dalga boyunda absorbans 6l¢timii alindi. Standartlar i¢in egim grafigi olusturuldu.
3.7. Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizler SigmaStat 4.0 (Systat Software Inc., USA)
SPSS ver 29.0.0 ve Graphpad Prism ortaminda gerceklestirildi. Verilerin normal
dagilimi Shapiro-Wilk testi, varyans homojenligi ise Brown-Forsythe testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim ve homojen varyans varsayimlari saglanan verilerde
gruplar arasindaki fark tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ile belirlendi.
Anlamli farklilik bulunan degiskenlerde ¢oklu karsilastirmalar Holm-Sidak post-hoc
testi ile yapildi. P <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Gruplar arasinda istatiksel anlamli farklilik gdsteren parametreler igin tanisal ayirt
ediciligin degerlendirilmesi amaciyla ROC (Receiver Operating Characteristic) egrisi
analizi yapildi. ROC analizi ile egri altinda kalan alan (AUC), optimal kesim noktasi
(cut-off), duyarlilik (sensitivity) ve dzgiilliik (specificity) degerleri hesaplandi.

3.8. Arastirma Takvimi
15 Mart 2024- 20 Nisan 2024: Tez konusu belirlemek i¢in aragtirmalar yapildi.

25 Nisan 2024— 25 Mayis 2024: Belirlenen tez konusu hakkinda literatiir taramasi
yapildi.

25 Mayis 2024- 10 Haziran 2025: Arastirma evreni ve 6rnekleminin tanimlanmasi,
18 Temmuz 2024 tarihinde etik kurul onay1 alindi.
19 Temmuz 2024 — 20 Mart 2025: hastalarla iletisime gegildi
8 Agustos 2024 -10 Mayis 2025: Calisma i¢in 6rnekler toplandi.
O Laboratuvar analizlerinin yapilmasi,

O [statistiksel degerlendirmelerin tamamlanmasi

28



O Tez yazimi agsamalarini i¢erecek sekilde planlandi.

2024-2025 tarihleri arasinda Tibbi Onkoloji poliklinigine bagvuran hastalardan rutin
kontrolleri sirasinda onam alinarak plazma ornekleri alindi. Arastirma G6rneklemi
tamamlandiktan ve Kitlerin temini saglandiktan sonra bir hafta iginde Ol¢limler
tamamlandi. Ardindan istatistiksel analizler gergeklestirilerek tez yazim asamasina

gecildi.
3.9. Etik izinler

Calisma, izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
Bagvuru Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 18.07.2024 tarihli 0061 sayili karar ile etik

onay almistir.
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3. BULGULAR

Calismaya 60 hasta ile baslandi. 2 hastanin kesin patolojik tanisinin melanom
olmamasi tizerine hastalar ¢aligmadan dislandi. 58 hastanin 30 tanesi erkek (%51,7),
28’1 kadin (%48,3) olarak saptandi. Yas ortalamasi1 57, median deger 58 minimum yas

32- maksimum 82 saptandi. Hastalarin evrelere gore dagilimi;

Evre dagilimlar1 (n=58):

0: 2 hasta (%3.4)

1A: 6 hasta (%10.3)

1B: 10 hasta (%17.2)

2A: 4 hasta (%6.9)

2B: 4 hasta (%6.9)

2C: 1 hasta (%1.7)

3: 7 hasta (%12.1)

4: 12 hasta (%20.7)

Bilinmeyen: 12 hasta (%20.7)
Asagidaki pasta grafikte 58 hastanin evrelere gore dagilimi verilmistir. Bilinmeyen
Grup; Breslow, lenf nodu tutulumu gibi bilgi eksikliklerinden &tirii klinik evresi

hesaplanamamis hastalar1 gostermektedir.

Hasta Evre Dagihmi (n=58)

Bilinmeyen

1A
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Tablo 4: Hastalarin evrelere gore dagilim

Tiim 6rnekler (n:58) arasinda ek maligniteye sahip 14 hasta gozlendi.7 hastada Bazal
Hiicreli Karsinom, 1 hastada Skuaméz Hiicreli Karsinom, 1 hastada Bazoskuamoz
Ca,1 hastada Sebasedz Ca, 1 hastada Adeno Ca, 1 hastada Papiller Uretelyal Karsinom,
1 hastada Papiller Tiroid Ca, 1 hastada Kolon Tiibiiler Adenom varlig1 goriildii.

Hastalardan sadece 1°i ailede melanom &ykiisii tanimlarken, otoimmiin siiregler
sorgulandiginda; 2 hastada otoimmiin tiroidit, 1 hastada multinodiiler guatr, 2 hastada
psoriazis, 1 hastada sarkoidoz, 1 hastada SAPHO Sendromu (Synovitis, Acne,
Pustulosis, Hyperostosis, and Osteitis)

Hastalarin histolojik tiplere gore dagilimi ise;(Tablo 5)

e Yiizeysel yayilan tip: 25 hasta (%43.1)
e Nodiiler tip: 13 hasta (%22.4)

e Belirlenememis tip: 7 hasta (%12.1)

e Mukozal tip: 3 hasta (%5.2)

e Nevoid melanoma: 3 hasta (%5.2)

o Uveal (koroid) tip: 3 hasta (%5.2)

e Akral tip: 1 hasta (%1.7)

o Konjonktival tip: 1 hasta (%1.7)

e Lentigo malign tip: 1 hasta (%1.7)

e Insitu melanoma: 1 hasta (%1.7)

e Melanositik neviis: 1 hasta (%1.7)
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Melanom Histolojik Alttip Dagilimi (n=58)

[ N N
w o w

i
(=]

Hasta sayisi

Tablo 5: Caliymaya dahil edilen 58 hastanin histolojik alt tip dagilimi

Hastalarin primer tiimor odaklarinin viicutta kaba anatomik lokalizasyonlara gore
dagilimi; (Tablo 6)

. Akral: 1 hasta (%1.7)

. Bas-boyun: 13 hasta (%22.4)

. Belirtilmemis: 1 hasta (%1.7)

. Ekstremite: 17 hasta (%29.3)

. Govde: 16 hasta (%27.6)

. Mukozal: 3 hasta (%5.2)

. Okiiler: 4 hasta (%6.9)

. Primer odagi belli degil: 1 hasta (%1.7)
. Coklu odak: 2 hasta (%3.4)
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Melanom Kaba Lokalizasyon Dagilimi (n=58)

175
15.0
12.5¢
10,0}

7.5¢

Hasta sayis

50F

25}

0.0

Tablo 6: Calismaya dahil edilen 58 hastanin kaba anatomik lokalizasyonlara gore

dagilimi

Hastalarin genetik mutasyonlar1 degerlendirildiginde; 8 hastada BRAF gen
mutasyonu saptanirken, 13 hastanin wild tipte oldugu gézlendi,2 hastanin mutasyonu
genetik materyal yetersizligi sonucu degerlendirilemedigi ve 35 hastada sisteme
mutasyon bilgisinin eklenmedigi veya ¢alisilmadigr gézlendi. 1 hastada NRAS, 1
hastada KRAS 1 hastada ise c-KIT mutasyonu saptandi.
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Kadin ve

erkek

cinsiyet,

lenf nodu ve

uzak metastaz varhgi

ile

karsilastirildiginda; cinsiyet farkliligi ve LN ve/veya uzak metastaz iliskisinde

istatistiksel anlamli fark saptanmadi.(Tablo 7) (Lenfatik met. analizi i¢in Ki-Kare:

0.635 p: 0.4255 df:1) (Sistemik met. i¢in Ki-Kare: 0.081 p:0.775 df:1)

20+

15+

10+

1

erkek

1
kadin

B | enfatk Melaslaz
= N0

P=0,4255
(Ki-kare)

Tablo 7: Metastaz- cinsiyet karsilastirmasi

15+

10+

0-

1
Erkek

|
Kadin

m ()
= M(-)

P=0,7754
(Ki-kare)
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Ulser varhig ile lenf nodu ve uzak metastaz varhi; arasinda istatistiksel anlaml

sonug saptandi. (Tablo 8) Tiimor dokusundaki iilser varligmin istatistiksel olarak LN

velveya uzak metastazi artirdigi gozlendi. (Lenfatik met. icin Ki-Kare:13.13 p:0.0003
df:1 uzak met, i¢in Ki-Kare:10.45 p:0.0012 df:1)

30+

20+

104

]ﬂ m

| *

Ulser var

Ulser yok

3
BB | enfatik Metastaz

= NO

P=0,0003
(Ki-kare)

204

Tablo 8: Ulser varhg ve LN/uzak metastaz iliskisi

10 =

| *

Ulser var

Ulser yok

o M)
= M(-)

P=0,012
(Ki-kare)
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Giinese maruziyet oykiisii ile lenfatik ve/veya uzak metastaz iliskisi
karsilastirildiginda, giinese maruz kalmayan hastalardaki lenfnodu metastaz
orantyla, UV maruziyeti olanlar kiyaslandiginda istatistiksel anlamli fark saptandi.
(Tablo 9) Giines maruziyeti olmayan hastalarda lenfnodu metastaz orani istatistiksel
olarak daha fazla gozlendi. (LN Ki-Kare 4.528 p: 0.0333 df:1 uzak met. Ki-Kare 2.852
p:0.913 df:1)

25+ 25+
* mm | enfatik Metastaz = - ()
204 =3 NO 20+ = M(-)
15+ 15+
104 10-
3 P=0,033 °“_l I |_| P=0,0913
0 (Ki-kare) 0 ! : (Ki-kare)
o T T
-~ o 4"" ot
’ 0\4 Q\* 40‘ ‘*0\*
1)* ,i'\'\ e >
Tt & 45 2
& & & g
& oc.‘P ,,e“ .-‘)o&
o’ <® 0¢°° o

Tablo 9: Giines maruziyeti metastaz iliskisi
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Clark evreleri, lenf nodu ve uzak metastaz varhgiyla Kkarsilastirildiginda
istatistiksel anlamli fark saptandi(Tablo 10) Clark evresi arttik¢a lenfatik ve uzak
metastaz oraninin arttig1 istatistiksel olarak gozlendi.LN Ki-Kare:16.16 p:0,0028 df:4
uzak met: Ki-Kare:12,97 p:0,0114 df:4)

15+ 15+
W | enfabk Metastaz m M)
— = NO — = M)
10+ 104 -
54 5
P=0,0028 I'l P=0,0114
o-_,u_,[l_l (Ki-kare) 0 1 : I'u (Ki-kare)

T

T T T T
Clarkt Clark2 Clark3 Clarkd4 Clark5 Clark! Clark2 Clarkd Clarkd Clark

Tablo 10: Clark Evreleri ve metastaz iliskisi
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Breslow skorunun lenf nodu ve uzak metastaz iliskisi Unpaired t-test (Bagimsiz
orneklem t-testi) ile incelenerek sonuglar Welch diizeltmesi ile incelendi. Sonuglarda
istatistiksel anlamlilik tespit edildi. (Tablo 11) Tiimér derinligi arttikga lenfatik ve
uzak metastaz oraninin arttig1 istatistiksel olarak gozlendi (LN: p:0,0125 t: 2,912 df:
12,52- uzak met. p: 0,0181)

25— 25 -
s RO ° 20
£ \ P=0,0124 P=0,002
é 15— (t test) 15 (t test)
3
- @
8 104 10~ o
m

5 5+ '

0 0 '

M+ MO

Tablo 11: Breslow skorunun lenf nodu ve uzak metastaz iliskisi
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Gruplara gore plazma relative HMGB-1 seviyeleri (pg/ug protein) One Way
Analysis of Variance-Normality Test (Shapiro-Wilk), ardindan Equal Variance Test

(Brown-Forsythe) ile kiyaslandi. Gruplar arasi anlamli istatistiksel farklilik

saptanmadi.

Relative HMGB-1 Seviyesi
1500=

in

1000+

p9/ug prote

500+

1
Evre 0-1-2 Evre 3 Evre 4 Kontrol

Tablo 12: Evrelere gore plazma relative HMGB-1 seviyeleri
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Evrelere gore plazma relative S100B seviyeleri (pg/ug protein): One Way Analysis
of Variance-Normality Test (Shapiro-Wilk) uygulanmasimin ardindan Holm- Sidak
yontemi ile gruplar kendi aralarinda kiyaslandi. Kontrol grubu ve Evre 0-1-2 arasinda
p:0,001/ Kontrol ve Evre3 arasinda p: 0,004 / Kontrol ve Evre 4 arasinda p: 0,044,

istatistiksel olarak anlamlilik saptandi.

Relative S100B Seviyesi

60000=- el
% %k
*

£ 40000+
°

s

2

2 20000=

1
0= |
Evre 0-1-2 Evre 3 Evre 4 Kontrol

Tablo 13: Evrelere gore plazma relative S100B seviyeleri
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Evrelere gore plazma relative HBD-1 seviyeleri (pg/ng protein): One Way
Analysis of Variance-Normality Test (Shapiro-Wilk) uygulanmasinin ardindan Holm-
Sidak yontemi ile gruplar kendi aralarinda kiyaslandi. Kontrol grubu ve Evre 0-1-2

arasinda p:<0,001 istatistiksel anlamli fark saptandi. (Tablo 14)

Relative HBD-1 Seviyesi

a1
o
]

* %k %k

N
o
1

w
o
|

pg/ug protein
|
|

N
o
1

=
o
]

Evre 0-1-2 Evre 3 Evre 4 Kontrol

Tablo 14: Evrelere gore plazma relative HBD-1 seviyeleri
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Evrelere gore plazma relative HBD-2 seviyeleri (pg/ng protein): One Way
Analysis of Variance-Normality Test (Shapiro-Wilk) uygulanmasinin ardindan Equal

Variance Test (Brown-Forsythe) uygulandi. Gruplar aras1 anlamli istatistiksel farklilik
saptanmadi. (Tablo 15)

Relative HBD-2 Seviyesi
1.5=

=
o
1

pg/ug protein

<
Ul
1

1
Evre 0-1-2 Evre 3 Evre 4 Kontrol

Tablo 15: Evrelere gore plazma relative HBD-2 seviyeleri
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Evrelere gore plazma relative HBD-3 seviyeleri (pg/ng protein): One Way
Analysis of Variance-Normality Test (Shapiro-Wilk) uygulanmasinin ardindan Equal
Variance Test (Brown-Forsythe) uygulandi. Evre 0-1-2 ve Kontrol grubu arasinda
istatistiksel anlamli deger saptandi. p: 0,022. Evre3 ve Kontrol grubu arasinda da

istatistiksel anlaml1 deger goriildii. p: 0,024 (Tablo 16)

Relative HBD-3 Seviyesi

25= k
*
20=
=
£ 15=
S
a
2
5 10=
o
5 L
O- 1
Evre 0-1-2 Evre 3 Evre 4 Kontrol

Tablo 16: Evrelere gore plazma relative HBD-3 seviyeleri
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Tiim HBD’lerin sensitivite-spesifitesinin kiyaslamasi amac¢li ROC egrisi grafigi
Tablo 17°de gosterilmistir. Istatistiksel sonuglara gsre HBD1 (AUC 0.7), HBD3 (AUC

0,79) ve HBD3/1’e oran1 (0,81) bulunmasi, testin yiiksek ayirt edici giice sahip

oldugunu gostermektedir.(Tablo 17)

Sensitivity

Sensitivity

Tablo 17: Tiim HBD’lerin sensitivite-spesifitesinin kiyaslamas1 ROC Analizi

ROC Curve

HBD1

P=0,035
AUC=0,703

1 -Specificity
ROC Curve

HBD3

P=0,003
AUC=0,791

1 -Specificity

Sensitivity

Sensitivity

ROC Curve

HBD2
P=0,623
AUC=0,452
4 Cnnnifiaing
ROC Curve

HBD3/1

P=0,0001

AUC=0,816

1 -Specificity
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Evrelere gore plazma relative HNP1-3 seviyeleri (pg/ug protein): One Way
Analysis of Variance-Normality Test (Shapiro-Wilk) uygulanmasinin ardindan Equal

Variance Test (Brown-Forsythe) uygulandi. Gruplar arasi anlamli istatistiksel farklilik
saptanmadi. (Tablo 18)

Relative HNP1-3 Seviyesi
100=

80

60=

40

pg/ug protein

0- T
Evre 0-1-2 Evre 3 Evre 4 Kontrol

Tablo 18: Evrelere gore plazma relative HNP1-3 seviyeleri
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Evrelere gore LDH seviyelerinin kiyaslanmasina One Way Analysis of Variance-
Normality Test (Shapiro-Wilk) uygulanmasinin ardindan Equal Variance Test
(Brown-Forsythe) uygulandi. Kontrol grubu ve evre 4 (p<0,001) - kontrol grubu ile
erken evre arasinda(p: 0,037) sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu. (Tablo 19)

LDH Seviyesi
400= *
* ok %k
300+
S 200-
100+
0 T

Evre 0-1-2 Evre 3 Evre 4 Kontrol

Tablo 19: Evrelere gore plazma LDH diizeyleri

46



Calisilan tim AMP’ler ve LDH diizeylerini ROC egri alt1 alanlar1 asagidaki tabloda
kiyaslanmistir. LDH, S100B , HBD1 ve HBD3’iin ayirdedici degerlerinin yiiksek

oldugu goriildii.

Test AUC
HNP1-3 0,544
HBD1 0,703
HBD2 0,452
HBD3 0,791
HMGB1 0,579
S100 0,763
LDH 0,832

0,648
0,035
0,623
0,003
0,464
0,017
0,001

Cut-off

40,275
6,297
0,895
13,89
165,3
7172
214

95% CI

0.354-0.734
0.534-0.872
0.258-0.646
0.638-0.944
0.348-0.810
0.560-0.969
0.702-0.963

Tablo 20: Calisilan AMP’lerin ROC analiz sonuglar
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5. TARTISMA

Malign melanom, farkli histolojik tiirlerle birlikte ve ¢ok yaygin lokalizasyon 6zelligi
nedeniyle tanisal giigliikleri olan bir malignitedir. Ornegin bazi olgular primer odak
bulunmasa bile metastatik asamada saptanabilmektedir. Nitekim ¢alismamizdaki 2
olguda tiimor lokalizasyonu belirli olmamakla birlikte metastatik evrede tani
konmustur. Ustelik bu evrelerde tiim gelismelere ragmen kiir olasilig1 oldukca
diisiiktiir. Bu durum gerek tanisal gerek tedavini moniitdrizasyonu bakimindan yeni
tanisal testlere ihtiyaci gostermektedir. Bu sebepten ¢alismamizda, malign melanom
hastalarinda se¢ilmis antimikrobiyal peptitlerin (S100B, HMGB-1, HBD1, HBD2,
HBD3, HNP1-3) ve LDH diizeylerinin plazmada incelenmesiyle, bu molekiillerin
tanisal ve prognostik belirteg olarak potansiyel rollerinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Literatiirde AMP’lerin melanom ile iliskisini inceleyen sinirh sayida

veri bulunmakta olup, calismamiz bu kapsamda 6zgiin sonuglar sunmaktadir.

Bu caligmada yer alan olgularda birkag klinik parametreyi bu biyobelirteglerin
disinda da analiz etmeyi uygun gordiik. Ornegin iilser varlig1 bir metastaz belirteci
olarak gerek lenfatik ve gerek se sistemik metastaz agisindan gegerliligini
korumaktadir (Tablo 8). ilging sekilde ¢alismamizda giinese maruziyet sistemik
metastaz agisindan bir prediktif degeri olmamakla birlikte lenfatik metastaz agisindan
anlamli sonug elde edildi. Bir bagka degisle kapali bolgelerde veya siklikla sirt -
gogiis bolgesi yerlesimli melanom olgularmin lenfatik metastaz egiliminin, lenfatik
drenaj paterni ve sentinel nod dagilimindaki farkliliklar ile iliskili yliksek oldugu
sOylenebilir. (59,60) Ancak ¢alismamizda hasta sayisinin diistikliigii nedeniyle ¢ok
degiskenli ve tek degiskenli lojistik regresyon analizi yapilamadigi igin yeterince
saglikli 6lgtit kabul edilemeyebilir. Beklenildigi tizere Clark ve Breslow dlgiitlerinin
metastazi 6n gérmedeki rolii bizim ¢alismamizda da ortaya ¢ikmustir. Bu skorlamalar

arttik¢a lenfatik ve sistemik metastaz egilimi artis gdstermektedir.

Elde edilen bulgulara gore, S100B diizeylerinin tiim hasta evrelerinde kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir. Bu
sonug literatiirde siklikla bildirilen “melanom hastalarinda yiiksek S100B”
bulgulartyla uyumlu degildir. Calismamizdaki farklilik, hasta evrenimizin sinirl
sayisi, ve ornekleme zamanlarinin (6rnegin cerrahi sonrast donemde alinmis plazma

ornekleri) etkisiyle aciklanabilir. S100B degerindeki diisiikliik ayrica hastalardaki
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timor yiikiiyle ya da lokalizasyonla da iliskili olabilir. Clinkii S100B ekspresyonu
dokudan dokuya degiskenlik gosterebilmektedir. (61) Ayn1 zamanda bazi
calismalarda immiinoterapi sonrasi tiimor yiikii azaldiginda S100B oranlar1 da
belirgin diisiis oldugu saptanmustir. (62) Ayrica diisiik klinik evredeki hastalarin
literatiirde baz1 ¢aligmalarda, S100B serum diizeyleri cogu zaman normal limiti

asmadig1 gosterilmistir. (63)

Bizim ¢aligmamizdaki en ¢arpict sonuclar HBD ailesinde elde edilmistir. HBD1
diizeyleri timdr evresine gore azalma gosterirken HBD 3 diizeyleri tiimdr evresine
gore anlamli artis géstermistir. Bu durumda bir hastadan elde edilen HBD-3 verisinin
HBD-1’e oran1 ¢ok daha giivenilir tanisal ve prognostik 6nemi yiliksek bir parametre
olarak karsimiza ¢ikmistir. Bu oran timor olgularini saglikli goniillillerden ayirt
etmek icin gilivenilir bir parametre olarak kullanilabilir. HBD ailesi, tiimér
baskilayici 6zellikleri yaninda inflamatuvar yanit1 tetikleyici etkiler de gosterebilen
cift yonlii fonksiyonlara sahiptir. Bizim serimizde de HBD1/HBD3 oranlarindaki
degisimlerin istatistiksel anlamlilik géstermesi, melanomda bu dual etkinin klinik
olarak da karsilik bulabilecegini diisiindiirmektedir. (64) Ozellikle HBD1
diizeylerinin evre 0—1 grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik
olmasi, erken evrede timor baskilayicr etkinin kaybolmaya bagladigini ve bunun

melanom gelisiminde rol oynayabilecegini desteklemektedir.

LDH diizeyleri ise erken evre ve metastatik evre gruplarinda literatiirle uyumlu
olarak tanisal ve prognostik belirte¢ degerini korumustur. Diisiik evrelerde prognozu
ongormede, ileri evrede ise tanisal dogrulamayi desteklemede kullanilabilecek bir
parametre olarak one ¢cikmaktadir. Ancak HBD3/1 orani da gerek tani gerekse
tedavinin takibi acisindan LDH kadar duyarli gériilmektedir. Bu oran LDH’tan elde
edilen istatisliklerle benzer niteliktedir. Bulgular hipotezlerimizle uyumlu olarak
(6zellikle HBD3/1 oran1) plazma diizeylerinin saglikli bireylere kiyasla anlamli

farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur.

Calismamizda ayrica AMP’lerin saglikli bireyler ile melanom hastalar1 arasindaki
ekspresyon farkliliklar: yaninda tiimor kalinligi, mitotik aktivite, metastaz varligi ve

sagkalim gibi klinikopatolojik parametrelerle iliskileri de degerlendirilmistir.

Sonug olarak, elde edilen veriler AMP’lerin melanomda hem tanisal hem de
prognostik a¢idan biyomarker aday1 olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu 6zgiin
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bulgular, gelecekte daha genis serilerde yapilacak dogrulama ¢alismalariyla
desteklendiginde, klinik kullanima y6nelik yeni biyobelirteclerin gelistirilmesine

katk1 saglayabilir.
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