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OZET

GIRIS: Melanositler melanin treten hiicreler olup, bu hiicrelerin malign degisimi ile
malign melanom olusur. Diinya saglik 6rgltine gore her yil 132000 yeni tan1 malign
melanom vardir ve bu sayinin, ozon tabakasinin UV’ye karsi koruma ozelligi

azaldikca artacagi distuntlmektedir.

AMAGC: Malign melanom ve melanositik nevislerin histopatolojik olarak ayirimini
yapmakta bazi zorluklar s6z konusu olup, bazen tani asamasinda kararsizlik
yasanmaktadir. Biz calismamizda malign ve benign olgular arasindaki genetik
degisiklikleri ortaya koyarak, klinikte tani, tedavi ve takip streclerinde FISH

yonteminin etkisini gostermeyi amacladik.

GEREC VE YONTEM: Histopatolojik olarak tani konmus 18 malign melanom ve
24 melanositik neviis olgusuna ait, deparafinize edilmis doku preparatlari, FISH
yontemi ile, CCND1, MYB, RREBL, ve sentromer 6 bdélgelerine iliskin problar

kullanilarak, kopya sayisi degisiklikleri incelenmistir.

BULGULAR: Elde ettigimiz sonuclara gére 18 melanom olgusundan 15’inde
(%83,33) aberasyon saptanmis olup, 5 olguda en az iki aberasyon godzlenmistir.
Melanositik olgulardan 20 tanesi normal olup, geriye kalan 4 olgudan 3’iinde sadece
bir aberasyon pozitif degerlendirilirken, geriye kalan bir olguda (¢ aberasyon

goOzlenmistir.

SONUC VE TARTISMA: Malign melanom olgularinda en fazla CCND1 ve
RREB1 gen amplifikasyonlari (%44,44) gozlenmistir. Malign melanom ve
melanositik nevis olgularinda elde ettigimiz sonuclari karsilastirdigimizda CCND1,
RREB1 ve RREB1/CEP6 agisindan anlamli sonuclar elde edilmis, ancak MYB gen
delesyonu igin istatiksel olarak anlamli sonu¢ alinamamistir. Elde ettigimiz
sonuglara gore, MYB delesyonu haricinde saptanan diger aberasyonlar ayirici tani
kriteri olarak kullanilabilecegini ve FISH analizi ile aberasyon saptanan melanositik
nevis olgularinin, malign melanomla ayrimlarinin histopatolojik yontemlerle zor
yapilmasi ve malign melanoma onciil olmalarindan dolayi, bu drneklerin patologlar

tarafindan tekrar degerlendirilmesi gerektigini distinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Malign melanom, melanositik nevus, FISH



SUMMARY

BACKROUND: Melanosits are cells which generating melanine and if these cells have
malign mutation, they cause to Maign Melanom. World Heath Organization says
there are 132000 new diognasis malignant melanoma determined every year and the

rate going to increase because of decareasing of UV protection of Ozone.

AIM: There is instability between pathologists sometimes, because of some kind of
difficulties of histopathologic discrimination between malignant melanoma and
melanocytic nevi. Thinking of using FISH at diagnosis of malignant melanoma is
useful, we purposed to analize copy number alterations cases of malignant melanoma,

and melanocytic nevi by FISH.

METHODS: We anadlized 42 preparat deparaffined, included cases of 18 malignant
melanoma, and 24 melanocytic nevi by FISH targeting CCND1, MY B, RREB1, CEP6

region.

RESULTS: As results of our study, 15 cases of malignant melanoma (%83,33) shown
copy number alterations. Five cases of them have least two abnormalities. On the other
hand, of 24 melanocytic nevi cases 20 have no aberations, but one of four cases shown

abnormalities about 3 criters, and remained 3 cases have only single aberations.

CONCLUSION: RREB1 ve CCND1 gene amplifications were the most frequent
abnormalities (%44,44) among our study. We compared the results of malignant
melanoma and melanocytic nevi, and obtained significant inequality for CCND1,
RREB1 and RREB1/CEP6 criters. Although result of MYB gene deletion was no
statistically significant. The cases with melanocytic nevi shown pozitif results by FISH
were diagnosed with properties similiar to malignant melanoma as histopathol ogycally
and these subtype may turn into malignant melanoma, so we support these cases must

re-analyzed by patologists.

Key Word: Malignant melanoma, melanocytic nevi, FISH
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1. GIRISve AMAC

Melanosit hticrelerinden koken alan malign melanom, kanser turleri arasinda
insidansi ve mortalitesi en ylksek olan kanser turudir. Her yasta gorilebilecegi gibi

ilerleyen yaslarda gorilme sikligi artmaktadir.

Melanositik lezyonlar, malign melanom ve melanositik nevisler olmak Uzere
ikiye ayrilirlar. Bu iki grupta kendi iglerinde gruplara ayrilir ve her birinin histopatolojik
ozellikleri farklidir. Ancak, bu farkliliklara ragmen sadece histopatolojik yéntemlerle
tani  konulmasinin, lezyonun benign veya malign karakter acgisindan ayriminin

yapilmasinin zor oldugu bilinmektedir.

Calismamizda, malign melanom ve melanositik neviis olgulari arasindaki genetik
degisikliklerin FISH yontemi ile ortaya konulmasini ve benign ve malign lezyonlarin

ayriminin yapilmasinda FISH ydnteminin etkinligini gostermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

Kanser sik gorilen ve ciddi bir hastaliktir. istatistiksel calismalara gére
toplumlarin ylzde (cte birinden fazlasinda kanser gorilmektedir ve 6lumlerin yizde
yirmiden fazlasina kanser sebep olmaktadir (37). Her yil Diinya’da on iki milyondan
fazla kanser goriilmekte olup, kanserin sebep oldugu 6limler yedi milyondan fazladir.
Boyle devam etmesi halinde 2030 yilinda her yil kanserden 6len sayisi 13 milyona, her

yil gorilen yeni kanser sayisi 21 milyona ulasacaktir (21).

2.1. Kanser

Kanser ¢ok hicreli organizmalarda hucrenin c¢ogalmasi, farklilasmasi ve
sagkalimini kontrol eden mekanizmalarin bozulmasindan kaynaklanan bir hastaliktir.

Bu sebeple kanserin 6zellikle molekdler ve hiicresel diizeyde incelenmesi gerekir (8).

Kanser klonal gelisim gdstermekte olup, timoérler anormal ¢cogalmaya baslayan
bir tek hucreden gelisir. Tumérin klonal 6zellik gdsteriyor olmasi, baslangictaki
anormal hacrenin, kanserli bir hicrenin tim o6zelliklerini tasidigi anlamina gelmez.
Kanser gelisimi birbirini izleyen ¢cok asamali bir surectir. Bir tek hiicrede meydana
gelen genetik degisiklik sonucu hicrenin anormal cogalmaya baslamasiyla timoér
olusumu baslar. Tumorin ilerlemesi ise bu ¢ogalan hicrelerde yeni mutasyonlarin
meydana gelmesiyle gerceklesir. Bu mutasyonlar hicrelere yeni 6zellikler kazandirir.
Boylece gerek cogalma hizi, gerekse sagkalim, invazyon ve metastaz yetenegi gibi
oOzellikler agisindan avantajli tmor hiicre klonu ortaya ¢ikar ve bu isleme klonal secilim
denir (8).



2.2. Kanser Turleri

Kanser patolojisinde en 6nemli konu selim ve malign tumérleri birbirinden
ayirt etmektir. Deride gortlen basit sigiller gibi selim timorler ¢evredeki dokuya ya da
vucudun uzak bolgelerine yayilmadan olusurlar. Ancak malign timorler hem ¢evredeki
dokuya, hem de kan ya da lenfatik sistem araciligiyla vicudun diger bolgelerine

metastaz yaparlar.
Tumorler tiredikleri hiicreye gore siniflandirilirlar;

1. Karsinomlar (epitelyum hiicrelerden kaynaklanirlar)
2. Sarkomlar (kas, kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi bag dokudan koken
alirlar)

3.Losemi veya lenfomalar ( kan ve immdin sistem hucrelerinden gelisirler)

(8).

2.3. Melanositik Proliferasyonlar

Deri, viicudun en blylk organidir. Deri, organizma i¢in koruyucu bir ortt olup,
ayni zamanda cevreye sinyal gonderip, ¢evreden sinyal alir. Sivi-elektrolit dengesi ve
Isinin duzenlenmesinde, mikroorganizmalarin, toksinlerin, ultraviyole isinlarinin ve
yerel olarak uygulanan ajanlarin sistemik emilimine karsi bariyer olusturmada,

travmaya karsl korumada ve temas duyusunun saglanmasinda rol oynar (42).

Melanositler pigment Gretimini saglayan 6zellesmis hiicreler olup (11), derinin
bazal tabakasinda, kil follikillerinde, skuamoz mukozal membranlarin ¢ogunda ve
leptomeninkslerde yer alan noral krest kokenli hiicrelerdir (2).

Melanositlerin fonksiyonu melanin pigmentini (retmek ve melanini komsu
epitelyal hicrelere transfer etmektir (42). Melanositlerin  melanin sentezleyen
organellerine melanozom adi verilir. Melanositlerin immatir sekli melanoblastlardir.

Melanini fagosite etmis dermal makrofajlara ise melanofaj denir (2).

3



Melanin pigmentasyondan sorumlu olup, bu durum genetik kontrol altindadir.
Melaninler iki tip olarak siniflandirilir; eumelanin (kahverengi-siyah) ve pheomelanin
(kirmizimsi sar1). Bu iki tip melaninin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri birbirinden farkl
olup pheomelanin, eumelanine gore daha fotolabildir. Isinlar pheomelainin tzerine etki
ederek toksik hidroksil radikallerin aciga cikmasina sebep olur ve bu durumun

karsinogenezde 6nemli oldugu distnulmektedir (12).
Melanositik proliferasyonlar bir veya daha fazla tipte hiicreden olusurlar.

Melanositler soliter dendritik hucrelerdir. Genel olarak keratinositler ve
fibroblastlar arasinda dagilmislardir. Nevis hicreleri ve melanoma hicreleri

melanositlerden gelisir ve olustuklari yerden asagiya dogru prolifere olurlar (2).

Melanositlerin benign tlmorleri melanositik nevis, maligniteleri malign

melanom olarak isimlendirilir (12).

Tablo 2.1. Melanositik nevislerin siniflandiriimasi (WHO 2002)

Melanositik nevisler

Konjenital nevis

Dermal melanositik neviis

Blue nevis

Kombine nevis

Melanositik makuller, basit lentigo, lentijingz

nevus

Displastik nevis

Bolge spesifik nevusler

Persistan melanositik nevis

Spitz neviis

Halo nevis




Dinya saghk orgutd (WHO)nun 2002 vyilinda melanositik nevisleri
siniflandirmasi  tablo 2.1’de, malign melanom siniflandirmasi tablo 2.2.°de vyer

almaktadir.

Tablo 2.2. Malign melanomlarin siniflandirilmasi (WHO 2002)

Malign melanom

Yuzeyel yayilan malign melanom

Nodiler malign melanom

Lentigo maligna

Akral lentijin6z malign melanom

Blue nevusten malign melanom

Cocukluk ¢cagl melanom

Nevoid melanom

Persistan melanom

Dermoplastik melanom

2.3.1. Melanositik nevusler

Melanositik nevis melanositlerden olusan konjenital veya edinilmis benign
timorlerdir. Melanositik, nevosellller ve pigmente sifatlart ayni anlami tasimaktadirlar
(12). Melanositik nevisler klinik olarak kahverengi veya ten rengi, uniform pigmente
gorinimde, genellikle yaricapi 6 mm’den az, deriden hafifce kabarik, dizgin sinirh

lezyonlardir (2).

Melanositik nevisler klinik olarak duz, hafif yuksek, papillomatdz, kubbeli ve
sapli olmak Uzere bes farkh tipe ayrilirlar. Bunlardan ilk tgl daima pigmente iken son
iki tip pigmentli olmayabilir. Klinik gérunimu birbirinden acik bir sekilde ayrilan
melanositik nevisler histopatolojik olarak junctional neviis, compound nevis ve

intradermal nevis olmak Uzere Ug gruba ayrilir. Klinik olarak diiz lezyonlarin ¢api 5



mm’den biyukse, sinirlari dizensiz ve belirsiz ise ve de lezyonda pigment diizensizligi

varsa displastik nevis olarak isimlendirilirler (2).

Nevusler erkeklerde kadinlara, beyazlarda diger etnik gruplara gore daha sik

olup, ten rengi acik, sarisin veya kizil sacli ¢gocuklarda daha yaygindir (12).

Malign melanom alt ekstremitelerde daha cok yerlesme gdstermesine karsin,

nevisler bas, boyun ve gévde derisinde daha sik gozlenirler (12).

Edinilmis melanositik nevisler, lezyonun vyasi ilerledikge, progresif bir
maturasyon gosterirler. Junctional nevis flat makuler bir lezyon olup, prolifere
melanosit yuvalarinin dermoepidermal bileskeye sahip olmasi ile karakterizedir. Nevis
hiicreleri dermise dustugunde papilo/nodiler bir lezyon olan kompound (bilesik)
nevise donusir. Maturasyon ilerledikce sadece intradermal neviis halini alir ve daha az

pigmente olur.

2.3.1.1. Junctional (lentijin6z) nevus

Junctional nevuisler, dermis-epidermis sinirindan dermise dogru uzanirlar ve
sinirlart belirgin olarak yuvalar seklindedir. Nadiren igsi gorinimde olup, farkl
oranlarda melanin icerebilirler. Basit lentigo, melanositik nevislerin erken sekli olup,
nevoid yuvalari bulunmamaktadir (12). Basit lentigo, cil ve lentigindz neviis arasinda
gecis formu olarak kabul edilir. Lezyonlar basit lentigo ve junctional nevisun ortak
Ozelliklerini tasiyorsa lentigindz nevds olarak isimlendirilir (2). Junktional melanositik
nevisler genellikle cocuk ve genclerde gorulir, zamanla hicreler bazal tabakadan asagi
duser ve bunun sonucunda bilesik ya da dermal melanositik nevislere dondstukleri ileri

surulmastdr (42).



2.3.1.2. Bilesik ( kompound) melanositik nevis

Yuzeyi dizgun veya verrikdz olabilen bilesik melanositik nevuslerin, ¢aplari
genellikle 0,5-1 cm.olup, deriden hafif ya da belirgin derecede kabarik, kahverengi
tonlarinda, yuvarlak, simetrik 6zellik gosterirler ve vicudun herhangi bir yerinde

gozlenebilirler (42).

2.3.1.3. Dermal Melanositik Nevis

Dermal melanositik nevis, diger pigmente lezyonlara gore daha ac¢ik renktedir
ve papll, kubbeli papul, bazen sapli lezyonlarla karaterizedir. Orta yas ve (izerinde daha
sik gorullyor olup, on yasindan 6nce goézleniyor olmasi olagan disi kabul edilir ve yasin

ilerlemesiyle birlikte dermal melanositik nevis gorilme orani artar (42).

2.3.1.4. Displastik nevis

Onceleri atipik melanositik hiperplazi veya aktif fonksiyonel melanositik neviis
olarak adlandirilan displastik nevis (atipik melanositik nevis) ilk olarak 1978 yilinda
Clark tarafindan tanimlanmistir. Ailesel melanomali bireylerde daha sik gortlen
displastik neviis, malign melanoma dncist olma 6zelligi gosteren ve az goérulen bir
nevis tipidir. Ailesel olgularda displastik nevus, artmis malign melanoma riski ile
birliktelik gosterir. Omiir boyu risk %100’dir. Displastik nevisler ortalama 7-15 mm.
capinda olup, deriden hafif kabarik veya yassi, kismi asimetri gosteren, kilsiz, yuvarlak,
oval veya dizensiz sinirli lezyonlar seklinde gorulirler. En sik govdede olmak Uzere
herhangi bir bolgede yerlesebilirler. Kahverenginin degisik tonlari, pembe veya siyah
karisimindan olusan alacali bir gériinimde olabilir ve yiizeyinde deri ¢izgilerinde hasar
bulunabilir. Displastik nevislerin melanoma tanisinda kullanilan ABCDE kriterlerine

kismen uymasi dikkat ¢ekicidir. Bu kriterler sunlardir:

- Asimetrik olmasi (A: asymetry),
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- Kenarlari diizensiz veya sinirlari belirsiz veya her ikisinin birlikte olmasi
(B: border irregularity),

- Renk degisikligi, pigmentasyonun diizensiz dagilmasi (C: colour Mixed),

- Capin 6 mm veya daha buyik olmasi (D: diameter 6 mm),

- Lezyon kenarinin eritemli olmasi veya lezyonlarin deriden yuksek olmasi

(E: erytema at margins or elevation of the lesions) (42).

2.3.2. Malign melanom

Melanin, Yunanca’dan tiremis (melas=siyah) bir terim olup, hemoglobin
kokenli olmayan, melanositlerde tirozinaz enziminin, tirozinin dehidroksifenilalanine
oksidasyonunu katalize ettiginde olusan, siyah kahverenkli pigmenttir. Melanin
pigmenti Ureten hicreler olan melanositlerin malign degisimi ile malign melanom
gelisir. Melanositler deride bulunmasinin yani sira skuamoz hicre ile kapli mikoz
membranlarda, g6zun uveal tabakasinda ve beyinin leptomeninkslerinde bulunur ve

melanosit olan her yerde melanom gelisebilir.

Basal cell carcinarna |60

Squarnous cell carcinoma |30

Melanarma -6

Merkel cell turmar ]2

Soft tissue sarcomas ]l.
Appendageal turmars ]U.S

Histiocytosis X 0.5

0 20 40 &0 a0

i

Sekil 2.1. Deri kanseri cesitleri ve sikliklari (22).
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Malign melanom ilerledikce yasam siresi azalmakta olup, melanom insidansi
diinya capinda bir kanserden daha hizli sekilde artmaktadir. Diinya Saglik Orgiiti’ne
gore her yil 132000 malign melanom oldugu tahmin edilmekte olup, ozon tabakasinin
UV isinlarina karsi koruma 6zelliginin %10 azaldikca bu sayiya 4500 olgu eklenecegi
belirtilmistir (WHO 2011).

Prostat 234 000 (%33) { { ( j Meme 213 000 (%31)
Akciger 92 000 (%13) \l 7 Kﬂrclgftr la; Sgg& ﬁj ﬂ}
Kolorektal 72 000 (%10) HIER Olorekta b
Mesane 44 000 (%6) | | 1 | ? Enﬁﬂlmetrwurg; é D%DPX{?I%B}
Melanoma 34 000 (%3) elanoma %o
NonHodgkin Lenfoma 30 000(%4) | 'rI f\ NG”HDko'” Lenfoma 28 000(%4)
Bobrek 24 000 (%3) &,l ‘ Tiroit 22 000 Ej’uSJ
Orofarengeyal 20 000 (%3) Over 21 000 (%3)
Lésemi 20 000 (%3) Mesane 16 000 (%2)

Pankreas 17 000 (%2) | | .' Pankreas 16 000 (%2)
Hepsi Toplam 720 000 ] L Hepsi Toplam 679 000

Sekil 2.2. Amerika Birlesik Devletlerindeki Yillik Tiim Kanser insidansi (23).

Melanomlar en sik olarak goévdede ( %44), ekstremitelerde (%34), bas ve

boyunda (%10), akral bdlgede (%12) gorilur. Kadin ve erkekte dagilim farkhihklari
vardir (Sekil 2.3).

2.3.2.1. Malign melanoma alt tipleri

Malign melanomlarin siniflandiriimasi oOnceleri ylzeyel yayillan malign
melanom, lentigo tip malign melanom, nodiler tip melanom ve akral-lentijingz

melanom seklinde iken, WHO’nun yeni siniflandirmasi tablo 2.2.”de oldugu gibidir.



> %7.3 Skalp %26 /_}

N %116 Yz %9.3 S
| ) %47 Boyun %33 4‘

%126 Kollar %19.1 }

%36.7 Govde arka yiz %23.1

3
%33 Bacaklar9630.8 /

— %24 Ayaklar %37 ] ’Eg

[
f/ 5 %16  Govde 6nyuz  %B8.1 I
}

Sekil 2.3. Malign melanomun cinsiyete gore viicutta dagihmi (23).

2.3.2.1.1. Yuizeyel Yayilan Malign Melanoma

Premalign melanozis ve pagetoid melanoma olarak da bilinen yiizeyel yayilan
malign melanom, melanomalarin en sik gorulen (%70) tipidir. Vicudun herhangi bir
yerinde gorllebilir. Erkeklerde en sik sirt, kadinlarda ise alt ekstremitede gorulur.
Yizeyden hafif kabarik, dizensiz sinirh, plak seklinde palpe edilebilen lezyonlardir.
Yizeyel yayilan malign melanoma, displastik nevisten gelisir. Yizeyel yayilan malign

melanomayi displastik nevisten ayirmada iki énemli fark vardir:

1. Displastik neviste yama seklinde perivaskuler iltihabi hucre infiltrasyonu
goralur.

2. Yuzeyel yayilan malign melanomada, uniform sitolojik atipi ayirici tanida

onemlidir, cunk( displastik nevuste rastgele atipi gézlenmektedir (2).
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2.3.2.1.2. Lentigo Malign Melanoma (Hutchinson’s freckle)

Lentigo malign melanom daha ¢ok yash ve agik tenli kisilerde gdzlenen,
genellikle derinin giines goéren kisimlarinda gorilmektedir. Genellikle yavas biydr ve
rengi ten renginden siyah renge kadar degiskenlik gosterebilir. Mikroskopik olarak
bazal tabakadaki atipik melanositlerin tek tek veya yuvalar halinde proliferasyonundan
meydana gelir. Epidermis, ylzeyel yayilan malign melanomanin aksine siklikla yassi,

diizensiz olarak incelmis ve kalinlasmis olabilir (2).

2.3.2.1.3. Noduler malign melanoma

Nodiler malign melanom yiizeyel yayilan melanom tipine gore daha yasli
bireylerde gozlenir. Lezyonun pigment yogunlugu cok degiskendir. Histopatolojik
olarak dermisteki timor Kitlesi epidermisteki timor kitlesinden daha bulyuktar.
Genellikle timor kitlesi papiller dermisi doldurur ve genisletir. Tumor htcrelerinin
epidermise yayilimi, epidermisin tumor Gzerindeki kismi ile sinirlidir. TUumor hicreleri
genellikle epiteloid veya igsi gorinimdedir. Bircok timorde her iki hiicre tipi beraber
bulunur. Epiteloid hiicreler genellikle yuvalar, igsi hiicreler ise demetler olustururlar.
Tdmor iri nukleuslu, nikleer membranlari dizensiz, nikleoluslari siklikla belirgin
hiicrelerden meydana gelir. TUmoérin hem dermal hem de epidermal komponentinde
mitotik aktivite vardir (2).

2.3.2.1.4. Akral Lentiginz Malign Melanoma

Akral lentigindz malign melanoma en ¢ok ayak tabaninda olmak Uzere, avug
ici, sach deri, tirnak cevresi, oral ve nazal kavite, anis ile mukokutantz birlesim
yerlerinde gorullr. Akral lentigindz malign melanoma, diger melanoma tiplerinden daha
seyrek olup, siyah irkta daha siktir. Bu sebeple etyolojisinde glines 1sigindan baska
faktorlerin de rol oynayabilecegi distnulmektedir. Klinik olarak sinirlar diizensiz veya
belirsiz, pigmentasyon degiskendir. Histopatolojik olarak bu lezyonlara lentigin6z
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denmesinin sebebi; 6zellikle lezyonun periferinde timaor hicrelerinin dermoepidermal
bileskede lokalize olmasidir. Tumoérlerde hem igsi, hem de yuvarlak pagetoid tiumor
hicreleri beraber gorilir. Vakalarin ¢cogunda pigmente dendritik hiicreler belirgindir.
Akral lentigin6z malign melanomalarda tani sirasinda evrenin yuksek olmasi ile birlikte

cogunlukla mikrosatellit lezyonlarin bulunmasi nedeni ile prognoz koéttdur (2).

2.3.3. Malign melanom ve melanositik nevuslerin histopatolojik farklari

Ayirici tanida histopatolojik degisiklikler son derece 6nemlidir. Malign

melanomayi dusunddren bulgular :

1. Intraepidermal melanositlerde kohezyon kaybi
2.Cevre dokulara invazyon

3.Belirgin sitolojik atipi

4.Buyuk eozinofilik nikleolus

5.Melanin pigmentinin toz seklinde olmasi

6. Lezyonda asimetri

7.Periferde tek tek htcre infiltrasyonu

8. Tek hiicre nekrozu

9. Dermal melanositlerde mattrasyon kaybi

10. Mitotik aktivite (6zellikle atipik mitozlar)

11. Dermiste iltihabi hicre infiltrasyonu

Melanin pigmentinin yogunlugu ve sekli malign melanoma tiriine gore
degisiklik gosterebilir. Elektron mikroskobik incelemelerde lentigo malignada
melanozomlar genellikle normal melanositleri hatirlatir sekilde elipsoid, ylzeyel
yayilan malign melanoma ve nodiler malign melanomada siklikla anormal gérinimde
veya sferoidal olarak izlenir. Melanositler, benign ve malign hiicrelerin karsilastiriimasi
ise tablo 2.3. de verilmistir (42).
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Tablo 2.3. Melanosit, benign ve malign hicrelerinin  6zelliklerinin
karsilastiriimasi
Melanosit Nevis hicreleri Malign hicreler
Hucre dizilimi Tek tek Yuvalar seklinde Buyuk yuvalar ve

tabakalar halinde

Nukleus Kiglk ve duzenli Kicik ve diizensiz Genis ve diizensiz
Sitoplazma Dentritik Yuvarlak ve igsi Yuvarlak ve igsi
Mitoz Nadir Nadir Genellikle pozitif

2.4. Melanom ve genetik

insan genom projesine gére genomdaki yaklasik 32000 genin %20’si sinyal

iletiminde gorev almaktadir.

Membran yerlesimli ve sitoplazmik tirozin kinazlar olmak (zere ikiye ayrilan
protein kinazlar sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonu gergeklestirirler. Katalitik
Ozelliklerine gore tirozin ve serin/treonin olarak gruplandirilirlar. Membrana yerlesen
proteinlere reseptor tirozin kinaz (RTK) denir. Kendi kendini fosforile etmesiyle RTK
aktivasyonu baglar. Fosforlanan bélgelere adaptor proteinler baglanir ve bdylece hiicre
ici sinyal iletimi saglanmis olur. RTK aktivasyonunun sonlandiriimasinda ise fosfataz
grubu proteinler rol alir. Karsinogenez surecinde stirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi

s6z konusudur (11).

2.4.1.RAS yolagi ve melanom

Mitogen-activated protein kinases ailesinde yer alan MAP kinazlar, hicre

membranindan cekirdege bilgi aktariimasinda etkilidir. Bu sinyal iletimi kaskadlari,
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embriyogenezis, Yyasama, c¢ogalma, diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin
dizenlenmesinde rol alir. Sinyalin iletimi Ras aktivasyonu ile baslar ve sirasiyla Raf (=
MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile kinaz yolagi ilerler
(Sekil 2.4.). Ras ve Raf protoonkogendir. istirahat halindeki hiicrelerde Ras proteinleri
inaktif (Ras-GDP) halde bulunurlar. Hicrenin uyariimasi ile GDP (guanin di fosfat)’nin
yerine GTP (guanin tri fosfat) baglanarak Ras aktiflesir. Aktive olan Ras proteinleri Raf
kinazlara baglanip, Raf kinazlarin hicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu

saglarlar (11).

o-KIT

ﬁ RTK |FLT-3
SHC 55 Cell Membrapg

Integrins
GRB2 50g .
\ Ras D
i< i\
P
R PI3K

Nucleus \ va
@ Gyein. 1c® / mii

EGFR
Eg%g v VEGFR
7 |PocFR

v FGFR

MITF)
— _* pSOrsk
HIF-1a Bcl-2
c-MYC BIM

Sekil 2.4. RAS sinyal iletim yolagi (20).

insan tumérlerinin %40’ inda RAS gen ailesinde mutasyonlar saptanmistir.
Proto-onkogen olan RAS’1 onkogene donustiren bu mutasyonlar GTP’nin GDP’ye

hidrolizini engeller ve Ras proteini strekli olarak hiicreyi bolunmesi icin uyarir (29).

Melanomlarda hemen hemen her olguda RAS sinyal yolaginda degisiklikler
s0z konusudur (18).

Bu geninin isoformlarindan olan K-RAS mutasyonlari melanom olgularinda
nadir go6zlenirken, N-RAS mutasyonu (61. Kodon) melanomlarin %215-20sinde

g6zlenmektedir (37).
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2.4.2. BRAF ve melanoma

Bir serin/treonin kinaz olan BRAF geninin melanosit ve noral dokularda
ekprese orani ylksek olup, kalitsal kanser yatkinhigi geni olarak kabul edilmemektedir
(29). Germline mutasyon s6z konusu oldugunda cardio-facio-cutaneous sendromu ile

iliskilidir, ancak melanom riskini arttirmamaktadir ( 7, 30).

Tumorlerde en yaygin (yaklasik %90) BRAF mutasyonu 600. Pozisyonda
gerceklesen T1799A mutasyonudur (BRAF V600E).

Melanomlarin %50-60" inda BRAF mutasyonu gozlenmekte olup, hem benign
hem de displastik nevislerde gozlendigi igin malign transformasyonun gerceklesmesi
icin yeterli degildir (31, 40).

2.4.3. MEK ve melanoma

Protein kinaz ailesinden olan MEK geni, proliferasyon, farklilasma ve

transkripsiyon duzenlenmesinde gorevlidir.

Melanom olgularinda BRAF ve NRAS mutasyonu pozitif oldugu zaman MAP
kinaz yolaginda énemli bir nokta olarak kabul edilmistir. Melanom hicreleri, BRAF
mutasyonu pozitif oldugunda, RAS mutasyonu olan hicrelerden MEK inhibitdrlerine
karsi daha duyarhdir (30).

2.4.4. KIT ve melanom

Bir reseptor tirozin kinaz olan KIT geni, melanosit, hematopoietik hiicreler ve
germ hucrelerinde proliferasyon, gelisme ve sagkalimdan sorumludur. Ayni zamanda
olgun melanositlerde de ekprese edilir. Ozellikle akral ve mukozal melanomlarda olmak
Uzere daha az UV isinlarina maruz kalan bolgelerde meydana gelen melanomlarin alt
tiplerinde KIT amplifikasyonu yada mutasyonlari saptanmistir (9).
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En sik gorilen KIT mutasyonu 11. ekzonda L576P mutasyonudur. KIT
aktivasyonu MAPK ve PI3K-AKT yolaginin uyarilmasi ile saglanir (6). Daha 6nce
yayimlanan bir ¢alismada KIT mutasyonu saptanan akral ve mukozal melanomlu 4
hastaya imatinib ve sorafenib ile tedavi uygulanmis olup, timorin geriledigi
belirtilmistir (19).

2.4.5. PIBK/AKT/mTOR yolagi ve melanom

Lokalizasyonu 10. kromozom (zerinde olan PTEN geni, timor supressor bir
protein kodlar. Bu protein, PI3K yolaginda negatif dizenleyici olarak gorev alan bir
lipid protein fosfatazdir (Sekil 2.5.). Primer melanomlarin %10-20’sinde PTEN
mutasyonlari gortlmektedir (43).

Melanomlarda PTEN kaybi, 6zellikle BRAF mutasyonu olan bazi alt
gruplarinda PI3 ve AKT yolagindaki negatif regllasyonun kaybina yol acar (17).
Apoptosis baskilayici olarak gorev yapan AKT geninin kopya sayi artisi melanomlarin
%40-60’1nda gorilmekte olup, melanom progresyonu ile iliskilendirilmistir (41). Eger
PTEN kaybi s6z konusu ise AKT yolagi proliferasyona ugrar ve bunun sonucu olarak
da anormal hiicre biylmesi ve apoptozisden kagma gozlenir. Melanomlarda BRAF

mutasyonlari ile PTEN kayiplari birbiri ile iliskili oldugu gézlenmistir (44).
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Apoptosis

Cell Proliferation
Cell Survival
Cell Movement
‘MHypoxia Inducible Factor

Sekil 2.5. PTEN, PI3K/AKT yolagi (27).

2.4.6. CDKN2A , TP53 ve melanom

Melanomlarin  ¢cogu sporadik olmasina karsin  %5-10"u aileseldir.
Retinoblastom proteinine bagli olarak CDKNZ2A geni, hiicre déngusinin G1-S gecisini
diizenleyen P16INK4A proteinini kodlar. Ailesel melanomlarin %40’inda CDK2A

germ-line mutasyonlari bulunmaktadir (13).

Tumor supressor bir gen olan TP53Un delesyonlari bir cok kanser tirinde sik
gorilmesine karsin melanomlarda %0-25 oraninda gézlenmektedir (13). Bu durum

TP53 ile CDKN2A’nin hiicre dongusindeki gérevlerinin értlismesi ile agiklanabilir (1).
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2.5. Melanom ve FISH

Melanomun insidansi ve mortalitesi hizla her yil %3-7 arasinda artmaktadir. Bu
nedenle malign melanomlarin melanositik nevdslerden ayrimini hizli bir sekilde

yapmak ¢ok daha fazla 6nem kazanmaktadir (14).

Cogu melanom histolojik incelemede neviisden kolayca ayrilabilir.
Histopatolojik olarak melanoma benzeyen bir ¢ok melanositik nevis ve nevise
benzeyen malign melanom cesitleri vardir. Vakalarin dnemli bir kismi birbiriyle gelisen
morfolojik kriterler gosterebilirler. Ek olarak, morfolojisi belirsiz olarak distnilen
lezyonlarin tanilari  konusunda, inceleyen uzmanlar arasinda fikir farkhihg
olabilmektedir. Bir ¢alisma sonucunda, biyik bir merkezde kontrol edilen 5136 primer
melanositik lezyondan, 120 olgunun (%2.3) tanilari neviisden melanomaya yada tam

tersi sekilde degistirilmistir (34).

Klonal kromozomal aberasyonlarin varligi ya da yoklugu malign ve benign
olgular arasinda onemli derecede farklilik gostermektedir. Melanomlar 6q, 8p, 9p, ve
10q kayiplari ile 1q, 6p, kromozom 7, 8q, 17q, 11q, 20q ve kromozom 2 artislari gibi
kromozomal anomali paternini tekrarlarlar, benign melanositik nevisler ise kromozom
aberasyonlarina sahip olmama egilimindedir. Melanomdan histopatolojik yéntemlerle
ayrilmasi nerdeyse imkansiz olan spitz nevi ise bir istisnadir, 11. kromozomun Kisa

kolunun tamaminda artis gozlenirken bu aberasyon melanom da bulunmaz (3, 4, 5).

Gerami ve arkadaslari 2009 yilinda malign ve benign olgularin ayrimini
yapabilmek amacli CGH ve FISH yontemlerini kullanmislardir. ilk énce 97 malign
melanom ve 95 melanositik nevis olgularinda, CGH ile 8 farkli kromozom (1, 6, 7,
10,11, 17, 20. kromozom) Uzerinde 13 farkl bolgeyi incelemislerdir. Elde ettikleri
sonuclara gore melanom ve melanositik nevisler arasinda ki en belirgin farkhliklar;
6p25 (RREBL1), CEP6, 6023 (MYB), 7g34 (BRAF), 11q13 (CCND1), 1725 (TK1) ve
20q(ZNF217) bolgelerinde gozlenmistir. Daha sonra bu bolgelere ait cesitli prob
kombinasyonlari olusturarak tekrar analiz ettiklerinde en énemli kombinasyonun 6p25,
sentromer 6, 6023 ve 11q13 oldugunu ortaya koymuslardir. Calismalarina 58 melanom

ve 51 melanositik nevis olgusunda bu 4 bolgeyi hedefleyerek FISH analizi ile devam

18



ettiklerinde 11q13 bolgesine ait sinyallerin 2 den fazla olma orani %38, 6p25 bdlgesine
ait sinyallerin CEP6 sinyalinden fazla olma orani %55, 6923 bdlgesine ait sinyallerin
CEPG sinyalinden az olma orani %40 ve 6p25 bdlgesine ait sinyallerin ikiden fazla olma
durumu %29 ise bu olgularin melanom olabilecegini belirtmislerdir (14). Belirledikleri
bu cut-off degerleri daha sonra yapiimis olan ¢cogu ¢alismada cut-off degeri olarak kabul

edilmistir.

2.6. RAS Responsive Element Binding Protein 1 (RREB1)

Ras Responsive Element Binding Protein 1 (RREB1), Kalsitonin (CT) geninin
promoter bolgesinde yer alan Ras responsive element (RRB)’e baglanir ve RAS/RAF
yolaginin araciligi ile CT promoter bdlgesinin transkripsiyonel yanitini arttinir ve
boylelikle RAS/RAF yolagi ile hiicre farklilasmasinda gorev alir (24).

2.7. MYB V-MYB Avian Myelobastosis Viral Onkogene Homolog

Transkripsiyon faktor genleri olan MYB ailesinin bir tyesidir. U¢ domain
icermekte olup, N-terminal domaini DNA’ya baglanma domainidir. Diger iki domain
ise transkripsiyonel aktivasyon domaini ve digeri transkripsiyon baskilamada yer alan
C-terminal domainidir. Hematopoiesisde etkili olmakla birlikte, timd&rogenesisde rol

oynadigi distinilmektedir (25).

2.8. Siklin D1 (CCND1)

Hiicre donglsunde gorev alan, korunmus siklin ailesine ait bir gendir. Siklin
bagimh kinazlarin dizenleyicisi olarak gorev yaparlar. Siklinlerin her biri, mitoz
sirasinda koordineli bir sekilde farklh ekspresyon ve degredasyon paterni gosterirler.

Siklin D1 hucre dongisuniun G1/S evresinde gorev alir ve mutasyon, amplifikasyon
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veya overekspresyon soz konusu oldugunda hiicre doéngust progresyonu degisir ve

genellikle timdr olusumu gozlenir (26).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Arastirma grubu bireyleri

Calismamiz 2008 ve 2013 yillari arasinda Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Patoloji Ana Bilim Dali’nda tani almis 42 6rnek ile ESOGU Tibbi Genetik
Ana Bilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Orneklerimizden 24’ii melanositik neviis, 18’i
malign melanom olup, RREB1, MYB, CYCLIND1 ve SENTROMER 6 bdlgelerinin

yeniden dizenlenmeleri agisindan arastirilmistir.

3.1.2. Kullanilan araglar

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

- Etlv (Friocell MMM Med Center)

- Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)

- pH Metre (Jenco)

- Su banyosu (Nuve)

- Floresan mikroskop (Olympus BX-61)
- Sensys kamera (Sensys)

- Image Analyser (Cytovysion 3.93)

- Mikropipet (Eppendorf)

- Mikrosantrifij (Eppendorf)

- Kronometre

- Pipet uclan
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3.1.3. Kullanilan cam malzemeler

- Beher (500 ml, 1000 ml)
- Erlenmayer (500 ml, 2000 ml)
- Mezur

- Yatay ve dikey sale

3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler

- Ethanol (Merck)

- DAPI (Sigma)

- HCI (Merck)

- Immersiyon yagi (Merck)

- NasCesHs07.2H,0 (Carlo Erba)
- NaCl (Merck)

- NaOH ( Merck )

- KH,PO, (Merck)

- Methanol (Merck )

- Rubber Cement (Marabu Fixogum)
- VECTASHIELD

- Tween 20 (Sigma)

3.1.5. Kullanilan problar

LSI CYCLYNDL1 (11923) (Abbott molecular),
LSI RREBL1 (6p25) (Abbott molecular),

LSI MYB (6g23) (Abbott molecular),

CEP6 (Abbott molecular)
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3.2. Ydntem

Benign pigmente lezyon ve malign melanom 6rnekleri FISH yontemi ile analiz

edilmistir.

3.2.1. Materyal alimi

Malign melanom ve melanositik neviis olgularina ait doku materyali ESOGU
Patoloji AD.’dan deparafinize edilmis halde molekiler sitogenetik laboratuvarimiza

ulastiriimustir.

3.2.2.FISH analizi

3.2.2.1. FISH tekniginin uygulanmasi

FISH tekniginde Rieder ve arkadaslari tarafindan gelistirilen protokol modifiye

edilerek uygulanmistir (39).

3.2.2.1.1. Preperatlarin 6n yikanmasi ve denatiirasyonu

Preparatlar sirasiyla % 100- %70- %50- %30’luk alkol serisinden ve 0.1XSSC
solusyonundan birer dakika olmak (izere gegirilerek dehidre edilmistir. Dehidratasyon
sonrasi preparatlar 70°C deki 2XSSC solisyonunda 30 dakika inkibasyona
birakilmislardir. Siire sonunda icerisinde preparatlarin bulundugu 2XSSC soliisyonu
iceren sale soguk su icerisine konulmus ve soliisyon isisinin 37 °C‘ye gelmesi
saglanmistir. Sicakhgi 37 °C‘ye distiikten sonra preparatlar oda sicakliginda bulunan
0.07 M’hk NaOH solisyonuna alinmis ve birer dakika bekletilerek denatire

edilmislerdir. Denatuirasyonu takiben oda sicakliginda bulunan 0,1XSSC ve ardindan +4
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°C*de olan 0,1XSSC ve 2XSSC solisyonlarinda birer dakika bekletilen preperatlar
sirastyla %30 - %50 - %70 - %100’k alkollerden birer dakikalik aralarla gecirilmistir.

3.2.2.1.2. Prob denatiirasyonu

Kullanilan CYCLYND1/RREB1/MYB/CEP6 (vysis) probu 70 C’de 5 dk.

bekletilerek denattre edilmistir.

3.2.2.1.3. Hibridizasyon

Probun bulundugu 1 ml. lik tipler santrifuj edilerek tim probun dibe ¢okmesi
saglanmistir. Denatire edilen preparatlarda belirlenen alana prob (5 pl) eklenmis ve
uzerlerine 24 mm‘lik lamel kapatilmistir. Lamel gevresi su girmemesi icin rubber
cement ile yalitilmistir. Preparatlar 37 °C’de nemli ortamda iki gece hibridizasyona

birakilmiglardir.

3.2.2.1.4. Hibridizasyon sonrasi yikamalar

Hibridizasyon tamamlandiktan sonra, preparatlar etiivden cikarilip, lamellerin

cevresindeki yalitim maddesi temizlenmistir. Preparatlar oda 1sisindaki 2XSSC

solisyonunda hafif Kkaristirilarak lameller peraparattan ¢ikariimis olup, 1XSSC

solisyonu icerisinde 74 C’de 5 dk. bekletilmislerdir. Daha sonra 2XSSC/T-20

soliisyonunda 5 dk. birakilmistir.

3.2.2.1.5. Hibridize olan bélgelerin gorindr kilinmasi

Hibridizasyon sonrasi yikamalari  yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI
solisyonunda iki dakika bekletilmis, sire sonunda 20 pl. yuzey boyasi
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(VECTASHIELD Mounting Medium) damlatilip lamel kapatiimistir. inceleme

asamasina kadar preperatlar — 20 C’de ve karanlikta bekletilmislerdir.

3.2.2.1.6. Preparatlarin Mikroskopta incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerle
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagl sogutmali kamera ve goriinti analiz sistemi
(Applied Imaging) aracilifiyla her olguya iliskin FISH analiz verileri incelenmis,

fotograflanmis ve arsivlenmistir.

3.2.2.1.7. Degerlendirme

Benign pigmente lezyon ve malign melanom olgularindan alinan, FISH
yoéntemi uygulanan her bir érnekten, tanilarina iliskin, belirlenen bélgelerde 30 hiicre

analiz edilmistir.

Degerlendirme esnasinda her bir gen bélgesi icin sinyal sayisi; eger 2’den az
ise delesyon, 3 ve daha fazla ise amplifikasyon olarak degerlendirilmistir.
Calismamizda Gerami ve arkadaslarinin belirledikleri cut-off degerleri kullaniimistir
(14). Bu degerler soyledir; CCND1 gen bolgesi amplifikasyonu icin %38, MYB gen
delesyonu icin %40, RREB1 gen bdlgesi amplifikasyon icin %29 ve RREB1 sinyal

sayisinin sentromer 6 bélgesine ait sinyal sayisindan fazla olmasi durumu igin %55°dir.
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Kullanilan stok sollsyonlar

Tablo 3.1. Carnoy’s fiksatif soltisyonu

Metanol 3 birim

Asetik asit 1 birim

Tablo 3.2. Preparatlari 6n yikama sollsyonlari

NaCl (3 M) 1753 gr
Tri Sodyum Sitrat 88,24 gr
20XSSC soltisyonu Distile su 1000 ml
20XSSC 3ml
0,1XSSC solusyonu Distile su 597 ml
Tablo 3.3. Preparatlarin denattirasyon sollisyonu
0,07 M NaOH sollsyonu 1M NaOH 14 ml
Distile su 186 ml
Tablo 3.4. Hibridizasyon sonrasi kullanilan soltsyonlar
20XSSC 10 mi
Distile su 190 ml
1XSSC soltisyonu
20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
2XSSC soliisyonu
20XSSC 20 ml
Tween-20 100 pl
2XSSC/Tween-20 solusyonu Distile su 180 mi
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Tablo 3.5. Gorintileme sistemi soliisyonu

2XSSC 20 ml
DAPI 100 pl
DAPI/Antifade sollsyonu Distile su 80 ml

3.3. Istatiksel Degerlendirme

Malign ve benign timor dokulari arasinda genetik aberasyonlarin gorilme
oranlari arasindaki farki karsilastirmak amaciyla SPSS 15.0 istatistik programinda x2
istatistik testi kullanilarak, hastalarda gdzlenen genetik anomalilerin Fisher‘s Exact

Testine gore p degerleri hesaplanmistir ve P < 0.05 dlzeyi istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Ana Bilim
Dali’nda, Universitemizin Patoloji Ana Bilim Dali’nda tanisi konulmus melanositik
lezyon olgularina ait ornekler calisarak gergeklestirilmistir. Calisma grubumuzu 24
benign ve 18 malign olgu olusturmustur. Calismada malign ve benign olgular arasindaki
genetik degisiklikleri ortaya koyarak, klinikte tani, tedavi ve takip streclerinde FISH

yonteminin katkisini gostermeyi amacladik.

Calismamizda yer alan tum olgularin yas ortalamasi 41 olup, bir olgumuzun
yas bilgisine ulagilamamistir. Olgularimizi 30 kadin, 12 erkek olgu olusturmustur.
Asagidaki tablo 4.1. ve 4.2.”de olgularimizin yas, tani ve cinsiyetleri hakkinda bilgiler

yer almaktadir.

Calistigimiz tim olgularda 30’ar hiicre analiz edilmis olup, basari oranimiz
%2100 olarak belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglarda cut-off degerleri CYCLIND1 gen
amplifikasyonu igin %38, MYB gen delesyonu igin %40, RREB1 gen amplifikasyonu
icin %29 ve RREB1/CEP icin %55 olarak kabul edilmistir.

4.1. FISH Analiz Sonuglari

Calismamizda benign lezyon ve malign melanom olgularina ait 6rnekler
calistimis olup, her olgu icin CCND1, MYB, RREB1 ve sentromer 6 bdlgeleri igin
FISH ile analiz gerceklestirilmistir.

Elde ettigmiz sonuclara gére malign melanom olgularinin 15’inde (%83) en az
bir anomali saptanmustir. iki olguda tiim parametreler anormal iken, 5 olguda en az iki
aberasyon gorilmustir. Diger calisma grubumuzu olusturan 24 melanositik nevis
olgularindan 20 tanesinde normal sonu¢ bulunmustur (Sekil 4.1.). Ug olguda bir gen
bolgesinde aberasyon saptanmis olup, 1 olgunun (olgu 19) 3 parametre acisindan

anormal oldugu g6zlenmistir.
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Malign melanom olgularinin FISH sonuglari tablo 4.3.’de, benign nevislerin

FISH sonuglari tablo 4.4.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Malign melanom olgularina ait cinsiyet, yas ve tani bilgileri

Olgu | Yas Cinsiyet | Tani Alt tipi
sayIsl

1 57 Erkek Malign melanom Nodiiler tip malign melanom

2 57 Kadin Malign melanom Nodiler tip malign melanom

3 66 Erkek Malign melanom Yuzeyel yayilan melanom

4 53 Erkek Malign melanom Yuzeyel yayilan melanom

5 48 Erkek Malign melanom Noduler tip malign melanom

6 51 Kadin Malign melanom -

7 77 Kadin Malign melanom Lentigo malign melanom

8 61 Kadin Malign melanom Akral lentijinbz tip malign
melanom

9 61 Kadin Malign melanom Yizeyel yayilan melanom

10 | 66 Kadin Malign melanom Lentigo malign melanom

11 |32 Kadin Malign melanom -

12 |70 Erkek Malign melanom -

13 |77 Kadin Malign melanom Akral lentijindz tip malign
melanom

14 |61 Kadin Malign melanom Lentigo malign melanom

15 |42 Kadin Malign melanom Akral lentijindz tip malign
melanom

16 | 66 Erkek Malign melanom Noddler tip malign melanom

17 |- Kadin Malign melanom Noduler tip malign melanom

18 |71 Erkek Malign melanom -
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Tablo 4.2. Melanositik nevis olgularina ait cinsiyet, yas ve tani bilgileri

Olgu | Yas Cinsiyet | Tani Alt tipi

sayisl
19 |16 Kadin Melanositik nevis Spitz nevds
20 |20 Kadin Melanositik nevis Displastik kompound neviis
21 |33 Kadin Melanositik nevis Kompound nevdis
22 |48 Kadin Melanositik nevis Kompound nevidis
23 |16 Kadin Melanositik nevis Kompound nevis
24 | 34 Erkek Melanositik nevis Displastik kompound neviis
25 |35 Kadin Melanositik nevis Displastik kompound neviis
26 |11 Kadin Melanositik nevis Spitz nevds
27 | 27 Kadin Melanositik nevis Displastik kompound neviis
28 |35 Kadin Melanositik nevis Displastik kompound nevis
29 |28 Erkek Melanositik nevis Displastik kompound nevis
30 |23 Kadin Melanositik nevis Displastik kompound neviis
31 |34 Erkek Melanositik nevis Kompound nevoselliler nevis
32 |20 Kadin Melanositik nevis Kompound nevoselliler nevis
33 |14 Kadin Melanositik nevis Spitz nevds
34 129 Kadin Melanositik nevis Spitz nevis ile uyumlu junctional

nevus

35 |23 Erkek Melanositik nevis Kompound nevdis
36 |8 Erkek Melanositik nevis Displastik kompound neviis
37 |42 Kadin Melanositik nevis Intradermal neviis
38 |35 Kadin Melanositik nevis Displastik kompound neviis
39 |38 Kadin Melanositik nevis Displastik kompound neviis
40 |49 Kadin Melanositik nevis intradermal neviis
41 |35 Erkek Melanositik neviis Intradermal neviis
42 | 20 Erkek Melanositik nevis Displastik kompound nevis
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Tablo 4.3. Malign melanom olgularina ait FISH sonugclari

Olgu | Olgu Tani CCND1 MYB gen | RREB1 RREB1/
Sira | No gen amp. delesyonu | genamp. | CEP6
No
1 1 Noduler MM negatif negatif pozitif pozitif
2 2 Noduler MM negatif negatif negatif negatif
3 5 Noduler MM pozitif negatif negatif negatif
4 16 | Noduler MM pozitif pozitif pozitif pozitif
5 17 | Noduler MM negatif pozitif negatif negatif
6 3 | Ylzeyel yayilan | negatif negatif negatif negatif
MM
7 4 | Yuzeyel yayllan | pozitif pozitif pozitif pozitif
MM
8 9 | Ylzeyel yayilan | negatif pozitif negatif negatif
MM
9 7 Lentigo MM negatif negatif negatif negatif
10 10 | Lentigo MM negatif pozitif negatif negatif
11 14 | Lentigo MM negatif negatif pozitif negatif
12 8 | Akral lentijindz | pozitif negatif pozitif pozitif
MM
13 13 | Akral lentijin6z | negatif negatif pozitif negatif
MM
14 15 | Akral lentijintz | pozitif negatif negatif negatif
MM
15 6 MM pozitif negatif negatif negatif
16 11 | MM pozitif negatif negatif negatif
17 12 | MM negatif pozitif pozitif negatif
18 18 | MM pozitif negatif pozitif negatif
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Tablo 4.4. Melanositik nevis olgularina ait FISH sonuclari

Olgu | Olgu Tani CCND1lgen | MYB gen | RREB1 | RREB1/
Sira | No amp. delesyonu |genamp. | CEP6

No

1 19 | Spitz nevis negatif pozitif pozitif pozitif

2 33 | Spitz nevis negatif negatif negatif negatif

3 34 | Spitz nevis ile | negatif negatif negatif negatif
uyumlu
junctional nevis

4 20 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound neviis

5 24 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevis

6 25 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevis

7 26 | Displastik negatif negatif pozitif negatif
kompound nevis

8 27 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevis

9 28 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevis

10 29 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevis

11 30 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevis

12 35 | Displastik negatif pozitif negatif Negatif

kompound nevis
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13 36 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevis

14 38 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevts

15 39 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevis

16 42 | Displastik negatif negatif negatif negatif
kompound nevts

17 21 | Kompound nevis | negatif negatif negatif negatif

18 22 | Kompound nevis | negatif pozitif negatif negatif

19 23 | Kompound nevis | negatif negatif negatif negatif

20 31 | Kompound nevis | negatif negatif negatif negatif

21 32 | Kompound nevus | negatif negatif negatif negatif

22 37 | intradermal negatif negatif negatif negatif
nevus

23 40 | intradermal negatif negatif negatif negatif
nevus

24 41 | intradermal negatif negatif negatif negatif
nevus
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Sekil 4.1. CCND1, MYB, RREB1 ve CEP6 bolgeleri icin normal sinyal

paternine sahip olan olgu 38’in FISH goruntdsu

4.1.1. CCNDL1 geni i¢in FISH sonuglari

Calismamiz sonucunda 18 malign melanom olgusundan 8’inin (%44,44)
CCND1 gen amplifikasyonu acisindan pozitif oldugu saptanmistir (Sekil 4.2.). Bu
olgularin ikisi noduler tip (olgu 5 ve 16), ikisi akral lentijinoz tip (olgu 8 ve 15), bir olgu
yuzeyel yayilan tip malign melanomdur (olgu 4) ve geriye kalan (¢ olgunun ise alt tipi
belli degildir. Olgu 8 ve 18’de CCND1 gen amplifikasyonuna RREB1 gen
amplifikasyonu eslik etmistir (Sekil 4.5). Olgu 4 ve 16’da ise dort aberasyon
gOzlenmistir. Olgu 15’e ait analiz edilen 30 hticrenin timinde CCND1 gen kopya sayisi

artisi gozlenmis olup, %100 oraninda amplifikasyon pozitif oldugu saptanmistir.

Diger calisma grubumuz olan 24 melanositik nevis olgularinin tuminin

CCND1 agisindan normal oldugu gézlenmistir.
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Tablo 4.5. Malign melanom ve melanositik nevis olgularinin CCND1 gen

bolgesi acisindan FISH sonuclari

MALIGN MELANOM (MM) MELANOSITIK NEVUS (MN)
Olgu Tani CCND1 gen | Olgu Tani CCND1 gen
No amp. orani No amp. orani
(%) (%)
1 Nodiler MM 3,3 19 | Spitz nevis 3,3
2 Nodiler MM 20 | Displastik
0 kompound neviis 3,3
3 Yuzeyel yayilan 21 | Kompound nevds
MM 26,7 26,7
4 Ylzeyel yayilan 22 | Kompound nevus
MM 40 0
5 Nodiler MM 46,7 23 | Kompound neviis 33,3
6 MM 24 | Displastik
40 kompound nevis 0
7 Lentigo MM 25 | Displastik
3,3 kompound neviis 0
8 Akral lentijin6z 26 | Displastik
MM 66,7 kompound neviis 16,7
9 Yizeyel yayilan 27 | Displastik
MM 13,3 kompound nevis 0
10 | Lentigo MM 28 | Displastik
0 kompound neviis 0
11 | MM 29 | Displastik
86,7 kompound neviis 0
12 | MM 30 | Displastik
0 kompound neviis 0
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13 | Akral lentijintz 31 | Kompound neviis
MM 13,3 0
14 | Lentigo MM 13,3 32 | Kompound nevds 0
15 | Akral lentijindz 33 | Spitz nevdis
MM 100 0
16 | Noduler MM 34 | Spitz nevis ile
uyumlu junctional
40 nevus 0
17 | Noduler MM 35 | Displastik
0 kompound nevus 0
18 | MM 36 | Displastik
56,7 kompound neviis 0
37 | intradermal neviis 0
38 | Displastik
kompound neviis 0
39 | Displastik
kompound neviis 3,3
40 | Intradermal neviis 0
41 | Intradermal neviis 10
42 | Displastik
kompound neviis 3,3

36




Sekil 4.2. CCND1 gen bolgesi igin amplifikasyon saptanan, RREB1, MYB ve
CEP6 bolgeleri normal gozlenen olgu 5’e ait FISH goriintiisu

4.1.2.MYB gen bdlgesi icin FISH sonuclari

Malign melanom olgularimizi MYB gen delesyonu agisindan inceledigimizde
6 olguda ( olgu 4, 9, 10, 12, 16, 17) aberasyon saptadik. Bu olgulardan 2’sinde (olgu 4
ve 16) tim parametreler agisindan aberasyon gozlerken, olgu 12’de MYB delesyonu ve
RREBL1 gen kopya sayisi artisi saptanmistir. Olgu 17°de ise MYB delesyon oraninin
%100 oldugunu gozledik (Sekil 4.3.). Melanositik nevis olgularindan ise 3’tnde (olgu
19, 22 ve 35) MYB delesyonu saptadik. Bu olgular sirasiyla spitz neviis, kompound
nevls ve displastik nevis olarak histopatolojik yontemlerle raporlandiriimis olgulardi
(Tablo4.6.)
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Tablo 4.6. Malign melanom ve melanositik nevis olgularinin MYB gen

bolgesi acisindan FISH sonuclari

MALIGN MELANOM (MM) MELANOSITIK NEVUS (MN)
MYB gen MYB gen
delesyon delesyon

Olgu Tani orani (%) Olgu Tani orani (%)
No No
1 Noduler MM 20 19 | Spitz nevis 46,7
2 Nodiler MM 20 | Displastik
0 kompound nevis 16,7
3 Yuzeyel yayilan 21 | Kompound nevis
MM 0 13,3
4 Yizeyel yayilan 22 | Kompound nevdis
MM 50 53,3
5 Nodiler MM 26,7 23 | Kompound neviis 6,7
6 MM 24 | Displastik
26,7 kompound nevis 10
7 Lentigo MM 25 | Displastik
6,7 kompound nevis 36,6
8 Akral lentijin6z 26 | Displastik
MM 23,3 kompound nevis 20
9 Yizeyel yayilan 27 | Displastik
MM 76,7 kompound nevis 0
10 | Lentigo MM 28 | Displastik
46,7 kompound nevis 10
11 | MM 29 | Displastik
0 kompound nevis 20
12 | MM 30 | Displastik
50 kompound nevus 30
13 | Akral lentijindz 31 | Kompound nevdis
MM 0 20
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14 | Lentigo MM 0 32 | Kompound neviis 20
15 | Akral lentijinGz 33 | Spitz nevds
MM 0 20
16 | Nodiler MM 34 | Spitz nevis ile
uyumlu junctional
53,3 nevas 16,7
17 | Nodiler MM 35 | Displastik
100 kompound nevis 50
18 | MM 36 | Displastik
33,3 kompound nevus 33,3
37 | intradermal nevis 20
38 | Displastik
kompound neviis 10
39 | Displastik
kompound nevus 3,3
40 | intradermal neviis 0
41 | intradermal neviis 13,3
42 | Displastik
kompound nevis 6,7
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Sekil 4.3. MYB gen bolgesinde delesyon, CCND1, RREB1 ve CEP6

bolgelerinde normal sinyal paterni gozlenen olgu 17’ye ait FISH gorintlsu

4.1.3. RREBL1 gen bolgesi icin FISH sonuglari

Calismamizda elde edilen FISH sonuclarina gére 18 melanom olgusundan
8’inde (%44,44) RREBL1 gen bolgesi icin sinyal sayisinda artis saptanmistir (Sekil 4.4.).
Bu 8 olgudan 2’sini 4 parametre acisindan aberasyon saptanan olgu 4 ve 16
olusturmustur (Sekil 4.6.). Geriye kalan olgulardan, olgu 8 ve 18’de, ayni zamanda
CCND1 gen bolgesinde amplifikasyon ve olgu 12°’de MYB gen bdlgesi delesyonu
gOzlenmistir. Melanositik nevis olgulari (24 olgu) arasinda yer alan 2 olguda (olgu 19
ve 26) RREB1 gen kopya sayisi artisi gézlenmis olup, bu olgularin histopatolojik
yontemlerle aldigi tanilar spitz nevis ve displastik kompound nevis idi. Tablo 4.7.’de

RREBL1 gen bdlgesi icin FISH sonuclari belirtilmistir.
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Tablo 4.7 Malign melanom ve melanositik nevis olgularina ait RREB1 gen

bolgesi acisindan FISH sonuclari

MALIGN MELANOM (MM) MELANOSITIK NEVUS (MN)
RREBI1 gen RREBI1 gen
Tani amp. orani amp. orani
Olgu (%) Olgu Tani (%)
No No
1 Nodiler MM 66,7 19 Spitz neviis 63,3
2 Nodiler MM 20 Displastik
0 kompound neviis 10
3 Yuzeyel yayilan 21 Kompound nevis
MM 13,3 13,3
4 Yizeyel yayilan 22 Kompound nevds
MM 53,3 0
5 Nodiler MM 16,7 23 Kompound nevds 10
6 MM 24 Displastik
13,3 kompound neviis 26,7
7 Lentigo MM 25 Displastik
3,3 kompound neviis 0
8 Akral lentijinoz 26 Displastik
MM 76,7 kompound neviis 36,7
9 Yuzeyel yayilan 27 Displastik
MM 3,3 kompound neviis 0
10 | Lentigo MM 28 Displastik
0 kompound neviis 0
11 | MM 29 Displastik
16,7 kompound neviis 0
12 | MM 30 Displastik
50 kompound nevis 0
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13 | Akral lentijingz 31 Kompound nevds
MM 53,3 0
14 | Lentigo MM 83,3 32 Kompound nevis 0
15 | Akral lentijindz 33 Spitz neviis
MM 0 0
16 | Nodiler MM 34 Spitz nevds ile
uyumlu junctional
93,3 nevus 0
17 | Nodiler MM 35 Displastik
0 kompound neviis 0
18 | MM 36 Displastik
33,3 kompound neviis 0
37 Intradermal neviis 0
38 Displastik
kompound neviis 0
39 Displastik
kompound neviis 3,3
40 Intradermal neviis 0
41 Intradermal neviis 6,7
42 Displastik
kompound neviis 3,3
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Sekil 4.4. CCND1, MYB genleri ve CEP6 i¢in normal sinyal paterni, RREB1
geni amplifikasyonu gbzlenen olgu 1’in FISH gorintuleri

4.1.4. RREB1/CEPS6 i¢in FISH sonuglari

Calismamizda yer alan malign melanom ve melanositik nevis olgulari
sentromer 6 acisindan da incelenmis olup, RREB1 gen bolgesine ait sinyallerin
sentromer 6 bdlgesine ait sinyallerden fazla oldugu hiicre sayisi %55 ve (zerinde ise
olgularda amplifikasyon pozitif kabul edilmistir. Elde ettigimiz sonuglara goére 18
malign melanom olgusundan 4’inde RREB1/CEP6 oraninda aberasyon gozlenmistir.
Melanositik nevis olgularindan birinde (olgu 19) amplifikasyon saptanmistir (Tablo
4.8.). Bu olgu spitz nevus olup MYB delesyonu ve RREB1 amplifikasyonu agisindan da
pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 4.8. Malign melanom ve melanositik nevis olgulari icin RREB1/CEP6

icin FISH sonuglari

MALIGN MELANOM (MM)

MELANOSITIK NEVUS (MN)

RREB1 RREB1
sinyal sayisi sinyal sayisi
Olgu Tani > CEP6 Olgu Tani > CEP6
e sinyal sayisi No sinyal sayisi
orani (%) orani (%)
1 Nodiler MM 70 19 | Spitz nevis 60
2 Nodiler MM 20 | Displastik
0 Kompound nevis 3,3
3 Yuzeyel yayilan 21 | Kompound neviis
MM 6,7 6,7
4 Yuzeyel yayilan 22 | Kompound neviis
MM 56,6 0
5 Noddler tip MM 13,3 23 | Kompound nevds 20
6 MM 24 | Displastik
26,7 Kompound nevis 10
7 Lentigo MM 25 | Displastik
3,3 Kompound nevis 0
8 Akral lentijin6z 26 | Displastik
MM 80 Kompound nevds 13,3
9 Yuzeyel yayilan 27 | Displastik
MM 10 Kompound nevis 0
10 | Lentigo MM 28 | Displastik
13,3 Kompound nevis 0
11 | MM 29 | Displastik
23,3 Kompound nevds 0
12 | MM 30 | Displastik
50 kompound neviis 0
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13 | Akral lentijindz 31 | Kompound neviis
MM 0 3,3
14 | Lentigo MM 6,7 32 | Kompound nevds 0
15 | Akral lentijindz 33 | Spitz nevis
MM 0 0
34 | Spitz nevis ile
uyumlu junctional
16 Nodiler MM 033 neviis 0
17 | Nodiler MM 35 | Displastik
0 kompound nevus 0
18 | MM 36 | Displastik
23,3 kompound neviis 0
37 | Intradermal neviis 0
38 | Displastik
kompound neviis 0
39 | Displastik
kompound neviis 0
40 | Intradermal neviis 0
41 | Intradermal neviis 0
42 | Displastik
kompound neviis 3,3
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Sekil 4.5. MYB ve CEPG6 sinyalleri agisindan normal, CCND1, RREB1/CEP6,
RREB1 amplifikasyonu icin pozitif degerlendirilen olgu 8’e ait FISH gorintisu

Sekil 4.6. CCND1, RREB1, RREB1/CEP6 amplifikasyonu ve MYB

delesyonu pozitif gézlenen olgu 16’ya ait FISH goriintiisu
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4.2. lstatiksel Degerlendirme Sonugclari

Calisma sonugclarimizin p degerlerini Fisher‘s Exact Testine gore hesaplandi.
Elde ettigimiz sonuclar malign melanom ve melanositik nevisler arasinda 6nemli
farklar oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.7.). inceledigimiz gen bolgeleri arasinda yer
alan CCND1 icin p degeri 0,001’in altinda bulunmus olup, iki grup arasindaki fark,
onemli derecede anlamli kabul edilmistir. Bir diger incelenen gen boélgesi olan MYB
icin p degeri 0,609 olarak bulunmus olup, iki grubun ayrimini yapmak icin yeterli
farklilik gozlenmedigini tespit edilmistir. Amplifikasyon acgisindan incelenen RREB1
gen bolgesi icin p degeri 0,002 bulunmus olup, iki grup arasinda énemli farklilik oldugu
belirlenmistir. Bu gen bdlgesine ait sinyal sayisinin sentromer 6 bolgesine ait sinyal
sayisindan fazla olma durumu igin hesaplanan p degeri 0,001’in altinda bulunmus olup,

onemli derecede anlamli olarak kabul edilmistir.

30 7

B malign melanom

B melanositik nevis

CYCLINDI amp. MY B del. RREB amp. RREB1/CEPG

Sekil 4.7. Malign melanom ve melanositik nevis olgulari arasinda CCND1,
MYB, RREB1 ve RREB1/CEP6 aberasyonlarinin gortlme oranlarinin karsilastiriimasi.
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5. TARTISMA

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi, Patoloji Ana Bilim Dali’nda
malign melanom ve melanositik nevis tanisi alan hastalarda CCND1, RREB1, CEP6 ve
MYB yeniden dizenlenmeleri FISH yontemi ile arastiriimistir. Calismamizin sonuclari

literatlr ile karsilastirilarak tartisilacaktir.

5.1. Olgularda Aberasyon Goérilme Oranlarinin Karsilastiriimasi ve FISH

Etkinliginin Degerlendirilmesi

Amacimizin RREB1, MYB, CEP6 ve CCND1 bdlgelerindeki aberasyonlarin
malign melanom ve melanositik nevis olgulari arasindaki gortilme farkhiliklarini ortaya
koymak oldugu calismamiz sonucunda 18 malign melanom olgusunun 15’inde (%83),

24 melanositik nevis olgusunun 4’inde aberasyon (%17) saptandi.

Newman ve arkadaslart 2009 yilinda, melanom ve melanositik nevislerin
ayrimini yapmak amacli RREB1, MYB, CEP6 ve CCNDL1 bdlgelerine ait prob seti ile
FISH yontemini kullanarak, 36 neviis kaynakli melanom ve 6 derin dermal nevoid
melanomayi incelemislerdir. Sonuclarini degerlendirmek icin cut-off degerlerini Gerami
ve arkadaslarinin belirledigi degerler olarak kabul etmislerdir (14). Nevis kaynakli 36
melanom olgusundan 28’inde (%78) 4 bdlgeden en az bir tanesinde aberasyon
saptamislardir. Diger grup olan 6 nevoid melanomun timinde (%2100) aberasyon
gozlemislerdir. Tum 0rneklerin benign bdlgeleri s6z konusu dort bolge agisindan
incelendiginde hicbir aberasyon saptanmamistir. Elde ettikleri sonuclara gore galisan
grup yiksek spesifite ve sensitivite ile bu dort bolgenin FISH ile analizi sonucu,
melanom ve melanositik nevisler arasindaki farklarin ortaya konuldugunu ve

ayrimlarini yapmada etkili bir yontem oldugunu savunmusglardir (36).

Melanom hastalarinda sentinal lenf nodu artisi gézlendigini, patologlarin sik
karsilastiklari bu melanositik yapilari, benign neviis ya da melanom olarak kolayca

siniflandirilamadigini belirten Dalton ve arkadaslari, 2010 yilinda 41 hastadan alinan 59
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doku (24 lenf nodu metastazi, 17 noval nevis, 18 primer melanom) 6rnegini, intranodal
nevuslerin, metastaz gosteren melanomlardan ayrimini yapabilmek amaciyla, FISH
yontemi ile RREB1, MYB, CCND1 gen bolgelerinin ve sentromer 6’nin kopya sayisi
degisikliklerini incelemislerdir. Her olguda otuz hicre analiz etmislerdir. Metastatik
melanom olgularin %83 (20/24)’Unde aberasyon saptamislardir. Geriye kalan 4
ornekten ikisi kesin olarak metastaz gosteren melanom olmasina karsin, FISH ile yanlis
negatif sonuc elde etmislerdir. Metastazi bulunmayan bu olgulardan birinde daha sonra
beyinde metastaz gelismistir. Diger olguda lezyonun nevis olabilecegini
distinmdsglerdir. Primer melanomlarin %78 (14/18)’inde aberasyon saptanmis olup,
geriye kalan 0Orneklerden bir tanesinde tani degisikligi yapmislardir, ancak
histomorfolojik olarak siniflandiramamistir. Diger grup olan ve 17 6rnek iceren nodal
nevils olgularinda da sadece bir olguda anomali saptanmis olup, yanhs pozitif olarak
degerlendirilmistir. Calismay1 yuruten grup aldatici sitomorfolojik bulgularin FISH
yonteminde yanlis pozitif sonuclar verebilecegini  savunmuglardir.  Primer
timorlerindeki aberasyonlari bilinmeyen olgularda, FISH sonucu ile aberasyon
saptanmadiginda, metastaz melanom tanisinin dislanilmamasi gerektigini savunan grup,
primer timorlerin aksine lenf nodlarinda anomali bulunmamasi sebebiyle, FISH ile
anomali saptanmadiginda nodal nevis olarak kabul edilebilecegini 6ne sirmuslerdir.
Sonug olarak grup, melanosit nodallarin sadece geleneksel yodntemlerle analiz

edilemeyecegini, FISH’in yardimci bir yontem oldugunu belirtmislerdir (10).

Gerami ve arkadaslari’nin 2010 yilinda yuzeyel yayilan melanositik neoplazm
olgularini 6p25, 6p25/CEP6, 11q13 ve 6p23 bolgelerini FISH ydntemi ile inceledikleri
calismada 24 olgu yer almaktadir. Spitz nevis, displastik neviis ve melanomlarin
histopatolojik yontemlerle ayriminin zor oldugunu belirten grup, dermatologlar
tarafindan degerlendirilip, melanom tanisi alan 7 olgudan 5’inde (%71) FISH ile
aberasyon saptamislardir. Dermatologlar tarafindan benign karakterde oldugu kabul
edilen 6 nevis 6rneginin hicbirinde FISH ile anomali saptanmamistir. Tanisina karar
verilemeyen 11 melanositik neoplazmin 2 tanesinde aberasyon gozlenmistir. Bu 2
olgudan birinin atipik 6zellikler tasidigi belirtilmistir. Siperfisial spreading (yuzeyel
yayilan) olgularinin spitz nevis, displastik nevis ve primer melanomlarindan ayriminin

zor olmasindan dolay1, ¢alismayi ydriten grup, uzman dermatologlarin gorisu olmadan
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ve FISH ile aberasyon saptanmadan, olgularin primer melanom olduguna karar

verilemeyecegini belirtmislerdir (16).

Mudhar ve arkadaslari’nin 2012 yilinda yaptiklari resrospektif calismada,
konjunktival benign nevis ve in situ ya da invasiv melanom 6rneklerini iceren 18 olgu
yer almakta olup, bu olgulardan 7 tanesinin tanisi histopatolojik olarak
kesinlestirilememistir. Bu olgularit CCND1 gen artisi, MYB gen kaybi, RREB1 gen
artisi, RREB1/CEP6 agisindan, FISH ile inceleyen grup, cut-off degerleri olarak daha
once belirtilen, Gerami ve arkadaslari’nin belirledigi degerleri kabul etmis olup (14),
benign nevis Orneklerinin higbirinde anomali saptamamis, melanom &rneklerinin
timiinde ise aberasyon saptamislardir. Tanisi belirsiz olan 7 olgudan 5’inde FISH ile
aberasyon saptanmis olup, bu olgulari in situ ya da invasiv melanom olarak kabul
etmislerdir. Geriye kalan iki olgudan birinde anomali gézlenmez iken, diger olgunun
tetraploidi oldugu gorulmustir ve bu iki olgu benign nevis olarak kabul edilmistir. Elde
ettikleri sonuclara gore, calismayi ydriten grup FISH yonteminin, Ozellikle tanisi
histopatolojik olarak belirlenemeyen olgularin tanilarini  kesinlestirmede oldukca

yardimcl bir yéntem oldugunu savunmuslardir (35).

Pennacchia ve arkadaslari, 2012 yilinda yaptiklari calismada daha oOnce
junctional nevds olarak yanhs tani konulduguna emin olduklari 8 olguyu FISH yontemi
ile CCND1, MYB, RREB1 ve RREB1/CEP6 acisindan inceleyip, cut-off degerlerini
Gerami ve arkadaglari’nin belirledigi degerler (14) olarak belirleyen grup, benign nevis
oldugu kesin olan 5 olguyu da kontrol grubu olarak incelemislerdir. Elde ettikleri FISH
sonuclarinda kontrol grubu olgularinin timdndn normal oldugu goézlenirken, yanhs tani
alan 8 olgudan 7’sinde aberasyon saptanmis olup, bu olgular junktional melanom olarak
degerlendirilmistir. Dogru tani konulmasinin sadece akademik agidan degil, tedavi
strecinde de o6nemli olduguna vurgu yapan ekip, FISH yonteminin dogru tani

konulmasinda oldukgca etkili oldugunu savunmuslardir (38).

Martin ve arkadaslari’nin 2012 yilinda, 14 malign melanom ve 62 melanositik
nevis (51’i spitz nevis) olgusunu CCND1, MYB, RREB1, RREB1/CEP6 agisindan,
FISH yontemi ile inceledikleri calismada, 14 melanom olgusunun 12’sinde (%85)

melanositik nevis olgularinin ise %6’sinda (4/62) aberasyon saptanmistir. Aberasyon
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saptanan melanositik nevis olgularinin timd spitz nevdstur ve bu olgularin tantlarini
melanom olarak degerlendirmislerdir. Arastiricilar histopatolojik inceleme sonrasi
nevls olarak tanimlanan, FISH yontemi ile aberasyon saptanan olgularin tanilari

acisindan tekrar de@erlendirilmeleri gerektigini savunmusglardir (32).

Calismamiz sonucu melanom olgularinda saptadigimiz aberasyon oranimiz
%83’tir. Bu oran Newman, Dalton, Gerami, Mudhar, Pennacchia, Martin ve
arkadaslarinin saptadiklari %78- %100 oran araliginda bulunmustur ve calismamiz
bulgulari arastiricilarin bulgulari ile uyumlu olarak degerlendirilmistir. Bizim de
literatirde verilen bazi ¢alismalarda oldugu gibi, malign melanom olup, beklenenin
aksine FISH ile aberasyon negatif bulunan olgularimiz mevcuttur (10,16,36,32). Bu
olgularin yanhs negatif olgular oldugunun soylenebilmesi i¢in literatlrinde belirttigi
gibi detayli histopatolojik degerlendirmenin tekrarlanmasi ve klinik izleniminin
yapilmasi gerekir. Bu detayh patolojik degerlendirme ve Kklinik izlem sonrasi karara
varilabilecek olgularimizin calisilan boélgelerimiz agisindan FISH negatif olmalari

yaninda farkli genetik anomalilere sahip olabilecekleri g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Yapilan calismalarda genellikle melanositik nevis olgularinda, incelenen
bolgeler agisindan herhangi bir aberasyon saptanmamistir (16, 35, 36, 38). Martin ve
arkadaslari’nin  yaptiklari calismada 51 spitz nevis olgusunun 4’inde (%7,81)
aberasyon saptamislar ve tanilarint  melanom olarak degistirmislerdir (32).
Calismamizda melanositik nevislerde aberasyon bulma oranimiz %17 olup literatur ile
farkhhk gostermektedir. Bu farkliliga neden olan dort olgumuz incelendiginde
histopatolojik tanilari spitz nevis, displastik nevis ve kompound nevis olarak
belirlenmistir (Tablo 4.3). Literatirde de belirtildigi gibi bu sinif nevislerin
histopatolojik 6zellikleri oldukga aldatici olabilmektedir (42). Oranimizin yiksek
olmasi histopatolojik degerlendirmenin tekrarlanmasi gerekliligini distndirmektedir.
Ancak Dalton ve arkadaslar yaptiklari ¢calismada gosterdikleri gibi az da olsa FISH ile
yanlis pozitif sonug elde etme olasiligi da bulunmaktadir. Arastirmacilar %6’k bir
oranla 17 melanositik nevis olgusundan 1’inde anomali bulmustur (10). Ancak

oranimiz yine de oldukga ylksek olup, olgularimizin yeniden histopatolojik olarak
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degerlendirildikten sonra FISH analizinde yanhis pozitiflik konusunda sonuca

varilabilecegi dustinilmustar.

Tablo 5.1. Bulgularimizin literattr bilgileri ile karsilastiriimasi

Aberasyon
) saptama
Arastirici Ornek tipi orani (%)
Newman ve | 36 Nevis kaynakli melanom 77,77
ark. 6 derin dermal nevoid melanom 100
2009 42 melanositik nevis 0
Dalton ve ark. | 24 metaztaz gosteren lenf nodu 83
18 primer melanom 78
2010 17 nodal nevis 6
Gerami ve 7 malign melanom 71
ark. 6 melanositik nevis 0
11 tanisi belirsiz melanositik lezyon 18
2010
Mudhar ve | 4 malign melanom 100
ark. 7 melanositik nevis 0
7 tanisi belirsiz melanositik lezyon 71
2012
Pennacchia ve | 8 malign melanom 87
ark. 2012 5 melanositik nevis 0
Martin ve ark. | 14 malign melanom 85
2012 62 melanositik nevis 6
Bizim 18 malign melanom 83
calismamiz
2014 24 melanositik neviis 17
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Ayrica literatlirde ulasilabilen kisith sayidaki arastirmalar ve olgu sayilari g6z
oniinde bulunduruldugunda bdtin bu sonuclarin karsilastirihp degerlendirilmesi igin
genis olgu serilerinde yapilacak calismalarin verilerine ihtiya¢ duyuldugu
gortlmektedir.

Sonu¢ olarak calismamizda malign melanom olgularinda inceledigimiz
bolgelere ait aberasyonlarin saptanma oranlari literatiirle uyumlu bulunmustur. Elde
ettiimiz sonuclar istatiksel olarak degerlendirildiginde de malign melanom ve
melanositik nevis olgulari arasinda RREB1, RREB1/CEP6 ve CCND1 aberasyonlarinin
gortlme oranlarindaki farkliliklar agisindan anlamli sonuglar elde edilmistir (Tablo 5.1).
Bu nedenle literatirde de belirtildigi gibi FISH ile saptanabilen, s6zi gegen
aberasyonlarin malign melanom ve melanositik nevis olgulari i¢in ayirici tani kriteri
olarak kabul edilebilecegi gorusine varilmistir. Calismamizda malign melanom ve
melanositik nevis olgulari arasinda MYB delesyonu acisindan istatiksel olarak anlamli
farklhihk gozlenmemistir. Melanositik nevis olgularinda MYB gen delesyon gorilme
orani %12,5 olarak belirlenmistir, ancak bu aberasyonu saptadigimiz olgularin
tanilarinin spitz nevus, displastik nevis ve kompound neviis olmasi sebebiyle daha 6nce
de belirttigimiz  gibi histopatolojik  de@erlendirmenin  tekrarinin  gerekliligi

bulunmaktadir.

5.2. Melanom Olgularinda RREB1 ve RREB1/CEP6 Yeniden Duzenlenme

Oranlarinin Karsilastiriimasi

Galismamiz sonucunda 18 malign melanom olgusunun 8’inde (%44) RREB1
kopya sayisi artisi saptanmis ve bu 8 olgudan 4’inde ayni zamanda RREB1/CEP6
oraninda artis gozlenmistir. Saptanan aberasyonlar arasinda en yiksek oranda

gozledigimiz aberasyon RREB1 kopya sayisi artisi olmustur.

Newman ve arkadaslari 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada, 36 neviis kaynakl
melanom olgusundan 28’inde aberasyon saptamislardir. Bu 28 olgunun tiimiinde
(%100) RREB1 kopya sayisi artisi gozlemis olup, 20’sinde (%55,5) RREB1/CEP6

oraninda artis saptamislardir. Diger grup olan 6 nevoid melanom olgusunun timinde
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aberasyon go6zlemis olup, bu olgulardan 5’inde (%83) RREBL1 kopya sayisi artisi ve
4’(inde (%66,6) RREB1/CEP6 oraninda artis gozlemislerdir. Bu olgularin 3’inde ise
her iki aberasyonun varhgi saptanmistir. Arastirmacilar bu calismada, en sik gozlenen
anomalinin RREB1 gen amplifikasyonu oldugunu belirtmislerdir (36).

Gerami ve arkadaslari 2010 yilinda yaptiklar calismada 7 malign melanom
olgusunun 5’inde aberasyon saptamislardir. Bu 5 olgunun timinde RREB1 gen kopya
sayisi artisi gozlenmis olup, 4’lnde ayni zamanda RREBI1/CEP6 oraninda artis
saptamislardir ve en yuksek oranda karsilastiklari aberasyonun RREB1 kopya sayisi
artist oldugunu belirtmislerdir (16).

Martin ve arkadaslari, 2012’de yaptiklari calismada, 14 malign melanom
olgusundan 10’nunda (%71) RREB1 kopya sayisi artisi saptamis olup, bu 10 olgudan
2’sinde ayni zamanda RREB1/CEP6 oraninda artis g6zlemislerdir. Aberasyon saptanan
olgularda, en yiiksek oranda gozlenen anomali RREB1 amplifikasyonu olmustur (32).

Calismamiz sonuglari, malign melanom olgularinda en sik godzlenen
anomalinin, RREB1 kopya sayisi artisi olmasi acisindan literaturler ile uyumlu
bulunmustur. Malign melanom olgularinda en fazla RREB1 gen bdlgesinde aberasyon
g6zlenmesinin sebebini RAS yolag ile iliskili oldugunu disunmekteyiz. Cunki daha
oncede belirttigimiz gibi, Haluska ve arkadaslari melanom olgularinin nerdeyse
timinde RAS iletim yolaginda degisiklikler oldugunu belirtmislerdir (18). Kalsitonin
geni RAS/RAF iliskili olan transkripsiyonel yaniti attirmaktadir ve RREB1 gen drund,
kalsitonin geninin promoter bolgesine baglanarak kalsitoninin eskpresyonunu arttirir.
Bu nedenle RREB1 dolayli olarak RAS/RAF vyolagini aktiflestirir ve hicrenin

apoptozisden kacarak kontrolsiiz cogalmasina neden olur.

5.3. Melanom Olgularinda MYB Yeniden Dizenlenmelerinin Goérilme

Oranlarinin Karsilastiriimasi

Calismamizda MYB yeniden dizenlenmesini inceledigimiz 18 malign

melanom olgusunun 6’sinda (%33) MY B delesyonu saptamistir.
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Literattrde, kisith sayida MYB delesyon orani bilgilerine ulasiimistir. Newman
ve arkadaslari yaptiklari ¢calisma sonucunda malign olgularin %14’(inde (5/42), Martin

ve arkadaglari ise %7 oraninda (1/14) MYB gen delesyonu saptamisladir (32, 36).

Literatirde belirtilen MYB delesyonu gorilme oranlari ile calismamiz
sonuclar karsilastirildiginda, bizim elde ettigimiz oranin daha yiksek oldugu

g6zlenmistir.

ileride yapilacak calismalar ile olgular arasindaki fenotipik ozellikler goz
ondine alinarak, MYB gen delesyonlarinin gorilme orani farkliliginin hastalik
prognozuna etkisi arastirilabilir. Bastian ve arkadaslari 1998 yilinda, melanom
olgularinda kromozom bdlgelerinin kayip ve artislarint CGH yontemi ile arastirdiklari
calismada 6. kromozom kisa kol artislart ve uzun kol kayiplarinin timér
progresyonunda daha ge¢ evrede gozlendigini 6ne stirmuslerdir (3). Ayni sekilde Mertes
ve arkadaslari’nin 1997 vyilinda, 3185 malign dokuda kromozom anomalilerini
inceledikleri ¢alismanin sonucunda 6. kromozomun uzun kol delesyonlarinin sekonder
anomali oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda MYB gen delesyonu oraninin yiksek
olmasinin, timor progresyonuyla iliskisi zaman icinde daha fazla olguda yapilacak
analizlerle arastirilabilir. Ancak malign melanomlarda MYB delesyonu ve timor
progresyonu arasindaki iliskinin kesin olarak ortaya konulmasi icin daha fazla sayida

literatUr bilgisine ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.4. Melanom Olgularinda CCND1 Yeniden Duzenlenme Oranlarinin
Karsilastiriimasi

Calismamiz sonucunda malign melanom olgularinda CCND1 kopya sayisi

artisinin gortlme orani %44 olarak belirlenmistir.

Newman ve arkadaslari’nin ¢alismalari sonucu malign melanom olgularinda

CCND1 kopya sayisi artisi gorulme oranlari %12°dir (36).
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Literattrlerde en sik gozlenen aberasyonun RREB1 kopya sayisi artisi oldugu
belirtilmesine karsin, bizim calismamizda en yiuksek oranda gézlenen aberasyonlar
arasinda RREB1 ve CCND1 kopya sayisi artislaridir ve her iki aberasyonun gorilme
orani %44 olarak belirlenmistir. Tumor progresyonu ve CCND1 amplifikasyonu
arasinda iliski kurulabilmesi ancak gelecekte genis olgu serileriyle ¢alismalar yapilmasi

sonucunda gergeklesebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, malign melanom ve melanositik nevis olgulari arasindaki RREB1,
RREB1/CEP6, CCND1 ve MYB kopya sayisi degisikliklerin FISH yontemi ile ortaya
konulmasini ve benign / malign lezyonlarin ayriminin yapilmasinda FISH ydnteminin

etkinliginin gosterilmesi amacglanmistir.
Calismamizda;

- Malign melanom olgularinin %83’{inde aberasyon saptanmistir.

- Melanositik nevis olgularinin %17°sinde aberasyon saptanmistir.

- Gorulme orani en yiksek olan aberasyonlar RREB1 ve CCND1 kopya sayisl
artisi olarak belirlenmistir.

- Melanositik nevis olgularinda CCND1 gen amplifikasyonu saptanmamistir.

- Malign melanom ve melanositik nevis olgulari arasindaki CCND1, RREBL1,
RREB1/CEP6 aberasyonlari agisindan farklilik, istatiksel olarak ayirici tani
kriteri olmasi yoniinden anlamli bulunmustur.

- Malign melanom ve melanositik nevis olgulari arasinda MYB delesyonu

acisindan farklilik, istatiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Calismamiz malign melanom ve melanositik nevis olgularina tani konulmasinda
histopatolojik bulgularinin yani sira FISH yontemininde etkili bir yontem olabilecegini
gostermektedir. Malign melanom olgularinda, melanositik neviis olgularina oranla
yiksek oranda aberasyon saptanmasi, mortalite orani arttigi icin erken taninin oldukca
onemli oldugu bu olgularin, ayirici tanisinda FISH ydnteminin de kullanilabilir
oldugunu ortaya koymaktadir.

Dolayisiyla histopatolojik yontemlerle FISH yénteminin birlikte kullaniimasinin

dogru tan1 koyma basar1 oranini arttiracagini distinmekteyiz.
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Melanositik nevis tanisi almis olgularda incelenen bdlgelerde kopya sayisi
degisikligi saptanmasi, bu olgularin tekrar histopatolojik olarak degerlendirilmesi

gerekliligini ortaya koymaktadir.

Cahismanin devami olarak histopatolojik olarak malign melanom tanisi almis,
ancak FISH yontemi ile aberasyon saptanmayan olgularda mutasyon ve gen ekspresyon
calismalari planlanmistir. Ayrica aberasyon saptanan olgularin klinik verileriyle

bulunan anomaliler arasindaki iligki saptanmaya ¢alisilacaktir.

Ulasabildigimiz literattrler dogrultusunda calismamiz, Tirk popilasyonunda
malign melanom ve melanositik nevis olgularinda RREB1, RREB1/CEP6, MYB ve
CCND1 yeniden dizenlenmelerinin incelendigi ilk calisma 6zelligindedir.
Gergeklestirdigimiz calisma ve sonraki dénemlerde daha genis hasta gruplarinda
yapilacak molekiler calismalar yeni takip ve tedavi protokollerinin gelistirilmesinde rol
oynayacaktir.
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