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KISALTMALAR

AST Atipik Spitz Timor
SMM Spitzoid Malign Melanom
SN Spitz neviis

MBAIT Melanositik BAP-1 iliskili intradermal timor

NEMMP  Nevoid melanoma benzeri melanositik proliferasyon

CGH Komplet genomik hibridizasyon
PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
FISH Floresans in situ hibridizasyon

SLNB Sentinel lenf nodu biyopsisi
RREB-1  Ras responsive element binding protein-1

CCND1  Siklin D1

MYB Miyeloblastosis fetal onkogen protein
MYC Myelositoz viral onkogen homolog protein
CEP6 Sentromer 6

DAPI 4’,6’-diamino-2-fenilindol

SSC Salin sodyum sitrat

CDKN2A  Siklin bagimli kinaz inhibitor 2A
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OZET

Amac: Bu calismanin amaci histopatolojik tani giicliigiine yol agan Spitz tiimdrlerin klasik
melanom FISH (RREB-1, CCND1, MYB ve CEP6) ve 9p21 FISH (CDKN2A) problari ile
degerlendirilmesi, elde edilen verilerin histopatolojik, klinik ve prognostik veriler ile

karsilastirilarak aralarinda iliski bulunup bulunmadiginin arastirilmasidir.

Materyal Metod: Calismamiza 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji ABD, Acibadem
Universitesi Patoloji ABD ve ETA Patoloji-Sitoloji Labarotuvari’nda tan1 almis 39 Atipik
Spitz Tiimor (AST) ve 10 Spitzoid Malign Melanom (SMM) alinmistir. Ayrica negatif
kontrol amagh 2 adet Spitz neviis (SN) ve pozitif kontrol amagli 2 adet nodiiler malign
melanom da dahil edilmistir. Olgularin klinik, prognostik ve histopatolojik verileri
degerlendirilmistir. RREB-1 (6p25), CCND1 (11ql13) gen kazanimlari, MYB (6q23) gen
delesyonu, 9p21 (CDKNZ2A) homozigot-heterozigot kayiplari, timorii en iyi sekilde temsil

eden kesitlerde FISH yontemi ile aragtirilmigtir.

Bulgular: Hastalarin yas ortalamasi 28,34 olup, vakalarin 35°i (%71,4) kadin, 14’1 (%28,5)
erkektir. Uygulanan klasik melanom FISH problari ile SMM’larda 8 (%80), AST’lerde 22
(%56,4) vakada pozitiflik saptanmig olup, negatif kontrol grubu olan SN’lerde pozitiflik
izlenmemistir. Pozitif kontrol grubu olan 2 adet nodiiler malign melanomda da klasik
melanom FISH ¢alisma sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir. 9p21 probu ile yapilan FISH
calismasinda SMM’larda 6 (%60), AST’lerde 12 (%30,8) vakada pozitiflik saptanmustir.
Negatif kontrol olan SN’lerde pozitiflik goriilmezken, pozitif kontrol olan nodiiler malign
melanomlarin 1’1 pozitif, digeri negatif olarak izlenmistir . Her iki prob birlikte
degerlendirildiginde SMM’larda 9 (%90), AST’lerde 23 (%58,9) vakada anlamli FISH
anomalisi gorlilmistiir. Bu veriler ile Spitz tiimoérlerin dogru tanmi ve risk grubu
degerlendirmesinde klasik melanom ve 9p21 FISH problarinin birlikte uygulanmas1 gerektigi
sonucuna varilmigtir. Histopatolojik veriler, FISH sonuglar ile kiyaslandiginda, 9p21 FISH
probu ile derin mitoz varligt (p:0,029) arasinda istatistiksel olarak anlamli uyum oldugu
goriilmiistiir. Ayrica epidermal “consumption” (p:0,066) ve mitoz sayist (p:0,05)
parametreleri i¢in anlamli fark saptanmamakla birlikte epidermal “consumption” ve mitoz
sayisinin artmasiyla 9p21 FISH pozitifliginin gozlemsel olarak artma egiliminde oldugu
izlenmistir. Klinik veriler ile karsilastirildiginda 9p21 FISH pozitifligi ile ¢ap artis1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli uyum (p:0,031) gozlenmistir. Klasik melanom FISH problar ile

yapilan degerlendirmede histopatolojik ve klinik veriler ile anlamli uyum saptanmamustir.



Sonug: Spitz tiimorler morfolojik drtlismelerin sik oldugu ve bu nedenle tan1 giicliigii yasanan
lezyonlardir. Dogru tan1 ve risk grubu degerlendirmesi i¢in oncelikle dogru bir histopatolojik
degerlendirme yapilmali, bu veriler immiinhistokimyasal ve molekiiler yontemlerle

desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: Spitz neviis, Spitzoid Malign Melanom, Atipik Spitz Timor, FISH,
9p21, CDKN2A, RREB-1, CCND1, MYB



ABSTRACT

Objectives: Spitz tumors are challenging lesions, which may pose diagnostic difficulties. The
aim of this study is to evaluate these tumors with conventional melanoma FISH (RREB-1,
CCND1, MYB and CEP6) and 9p21 FISH (CDKN2A) probes and to compare the results with
histopathological, clinical and prognostic data.

Material and Method: 39 Atypical Spitz Tumor (AST), 10 Spitzoid Malignant Melanoma
(SMM) cases were included in the study group from the archieves of 1.U. Cerrahpasa
Medical Faculty Pathology Department, Acibadem University Pathology Department and
ETA Pathology-Cytology Laboratory. We also included 2 Spitz nevi as negative control and
2 nodular malignant melanomas as positive control. Clinical, prognostic and histopathological
data of the cases were evaluated. RREB-1 (6p25), CCND1 (11q13) gene gains, MYB (6qg23)
gene deletion, 9p21 (CDKNZ2A) homozygous-heterozygous loss were investigated by FISH
method in the sections that best represent the tumors.

Results: The mean age of the patients was 28.34, 35 cases (71.4%) were females and 14 cases
(28.5%) were males. 8 (80%) of SMMs and 22 (56.4%) of ASTs were positive with
conventional melanoma FISH probes. None of the Spitz nevi (negative control group) showed
positive results. Conventional melanoma FISH was also applied to 2 nodular malignant
melanomas (positive control group) and they were positive. In the FISH study with 9p21
probe, 6 (60%) of SMMs and 12 (30.8%) of ASTs were positive. None of the Spitz nevi
showed 9p21 positivity. One of the nodular malignant melanomas was positive with 9p21
FISH probe. On the other hand, the other nodular malignant melanoma case was negative.
When both probes were evaluated together, significant FISH anomalies were seen in 9 cases
(90%) of SMMs and 23 cases (58.9%) of ASTs. As a result, we concluded that conventional
melanoma and 9p21 FISH probes should be applied together in Spitz tumors.
Histopathological data were compared with FISH results. A statistically significant difference
was found between 9p21 FISH positivity and presence of deep mitosis (p:0,029). In addition,
no significant difference was found with the parameters of epidermal "consumption™ (p:
0,066) and number of mitosis (p: 0,05), but 9p21 FISH positivity tended to increase with
increasing epidermal "consumption” and number of mitoses. When the clinical data were

compared with 9p21 FISH results, there was a statistically significant correlation between



diameter increase and 9p21 positivity (p:0,031). There was no significant correlation between
the results of conventional melanoma FISH probes and histopathological or clinical data.

Conclusions: Spitz tumors have frequent morphologic overlaps and therefore, the
histopathological diagnosis of these lesions are difficult. For accurate diagnosis and
assessment of the risk groups, a correct histopathologic evaluation should first be performed

and these data should be supported by immunohistochemical and molecular methods.

Key words: Spitz nevus, Spitzoid Malignant Melanoma, Atypical Spitz Tumor, FISH, 9p21,
CDKN2A, RREB-1, CCND1, MYB



1.GIRIS

Spitz neviisler ilk kez 1948 yilinda Sophie Spitz tarafindan “juvenil melanomlar” olarak
tamimlanmis (1), bu yildan giiniimiize kadar farkli yazarlar tarafindan yapilan farkli
calismalar ile bu lezyonlara bir ¢ok isimlendirme Onerilmistir (2). Bunun yani sira bazi
spitzoid Ozellikte lezyonlarin konvansiyonel melanomlara benzer histopatolojik ozellikler
(asimetri, matiirasyon kaybi, subkutan yag dokusu tutulumu, iilser/erozyon varligi, periferik
pagetoid yayillim, ckspansif nodill varligi, epidermal “consumption”, sitolojik
atipi/pleomorfizm, sik ve derin yerlesimli mitozlar, atipik mitoz varligi, boyutun 1 cm’den
biiyiik olusu vb.) gosterdigi, bu nedenle bahsedilen lezyonlarin “borderline” ve “malign”

formlarinin da olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (3).

Spitz tiimdrlerin goriilme sikliginin 1,4-1,66/100.000 oldugu bilinmektedir. Her yas
grubunda goriilmekle birlikte, 4. ve 5. dekatlardan sonra sikligi azalmaktadir (4,5). Klinik
olarak spitzoid lezyonlar iyi sinirli, pembe, ten rengi ya da kahverengi, genellikle 1 cm’den
kiigiik papiiler lezyonlar olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Sentinel lenf nodu ve bolgesel lenf
nodu metastazi yapabilmelerine karsin, klinik takiplerinde ¢ogu vakada uzak metastaz, niiks
ve hastalik nedeni ile 6lim gibi kotii prognostik belirteclerin goriilmemesi nedeniyle bu
lezyonlar klinisyenlerin ve patologlarin ilgisini ¢cekmektedir (6). Spitzoid lezyonlarin biiyiik
bir kisminin iyi prognoza sahip oldugu bilinirken, literatiirde nadir de olsa uzak metastaz,
niiks ve hastaliga bagl 6limiin goriildiigii vakalar da bildirilmektedir (7). Bu nedenle dogru
risk grubunun belirlenmesi ve tedavi segeneklerinin buna gore degerlendirilmesi Onem

tasimaktadir.

Giliniimlizde spitzoid lezyonlarin tanisinda altin standart halen rutin 151k mikroskobik
inceleme olsa da, malignite degerlendirmesi ve risk gruplarinin dogru bi¢imde olusturulmasi
icin yardimcr immiinohistokimyasal ve molekiiler tekniklerin kullanilmasi gerekliligi ortaya

¢ikmaktadir.

Bu calismada; spitzoid melanositik lezyonlarin ayirict tanisinda ve risk grubu
degerlendirmesinde kullanilan klasik melanom FISH ve 9p21 FISH incelemelerinin etkinligi,

histopatolojik ve klinik veriler ile korelasyonu aragtirilmistir.



2. AMAC

Calismanin amaci, 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, Acibadem
Universitesi Patoloji Anabilim Dali ve ETA Patoloji ve Sitoloji Laboratuvari’nda AST ve
SMM tanis1 almis hasta popiilasyonunda klasik melanom FISH ve 9p21 FISH molekiiler
testlerinin, bu lezyonlarin ayiric1 tanisi ile risk degerlendirmesindeki etkinligini ortaya

koymak ve elde edilen sonuglarin klinik-histopatolojik veriler ile korelasyonunu aragtirmaktir.



3. GENEL BILGIiLER

3.1.TARIHCE:

Spitz tiimdr ilk olarak 1910 yilinda Darier ve Civatte tarafindan, bir cocugun burnundan
eksize edilen materyalde goriilen, alisilmis melanositik lezyonlarin disinda, epiteloid
hiicrelerle karakterize bir lezyon olarak tanimlanmistir (8). Ayni yazarlar lezyon i¢in benign
ya da malign ayrimi yapamamislardir. 1948 yilinda Sophie Spitz benzer oOzellikte,
cocuklardan alinmig ve melanom tanili lezyonlart incelemistir. 13 vaka ile yaptig1 ¢alismada
yalnizca 1 vaka generalize metastazlar nedeni ile kaybedilmis, diger tiim vakalarda prognoz
oldukga iyi olarak izlenmistir. Kaybedilen vakada lezyonun ayak tabaninda lokalize oldugu,
eksizyonda tiimoriin subkutan yag dokusuna dek uzandig goriilmiistiir. Eksizyondan 6 hafta
sonra plantar fasyada tekrar tiimor olusumu ve inguinal lenf nodu metastazi saptanmaistir. 4 ay
sonra vaka, generalize metastazlar sonucu kaybedilmistir. Spitz, bu tiimoérlerin ¢ocukluk
cagma Ozgii, 6zel bir grup timor oldugunu diisiinmiis ve bu tiimdrleri “Juvenil Melanom”
olarak isimlendirmistir. Juvenil melanomlarin nadiren malign biyolojik davranis gdsteren
tiimorler oldugunu sdylemistir. Bunun diginda Juvenil Melanom olarak adlandirdig: tiimdrler

ile konvansiyonel neviislerin histopatolojik kriterlerini kiyaslamistir (1) (Tablo 1).

Tablo 1: Sophie Spitz’in orijinal makalesinde yer alan Juvenil Melanom ve konvansiyonel

neviisiin histopatolojik ayirimi (1).

JUVENIL MELANOM NEVUSLER

Pleomorfik goriiniimde hiicreler

Monoton goriiniimlii hiicreler

Bizar/multintikleer hiicreler

Yiizeyde tniform hiicrelerden olusan
nestler, derine inildikgce melanositler

kiictliir ve fibroz doku artar

Junktional komponentte biiyilk ve
pleomorfik hiicrelerden olusan kiiglik

nestler

Junktional komponentte kiicik ve

monoton nestler

Sik mitotik figtirler

Mitotik figiirler nadir




1954 yilinda Helwig ve ark., ilk kez “Igsi ve Epiteloid hiicreli neviis” isimlendirmesini
yapmisglardir (9). 1960’11 ve 1970°1i yillarda Spitz neviisler i¢in bu isimlendirme sik olarak
kullanilmistir. Ayrica 1976 yilinda melanom tanili 23 ¢ocuk hasta ile yapilan bir ¢alismada,
bu melanomlarin bazilarinin igsi ve epiteloid hiicreli neviisler ile benzer histopatolojik
Ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir. Bu tiimorlerin daha iyi seyirli olduklarini, sadece

lezyonun ve bélgesel lenf nodlarinin eksizyonu ile kiir olabildiklerini gbzlemlemislerdir (10).

1969 yilinda Huarte ve ark., Spitz nevisler i¢in atipik kelimesini ilk kez kullanmistir. Huarte
ve ark. bu lezyonlarin konvansiyonel neviislerden farkli histopatolojik 6zelliklere sahip

oldugunu s6éylemis ve bu nedenle “atipik™ olarak isimlendirmistir (11).

1975 yilinda Reed, Ichnosa, Clark ve Mihm, Spitz tiimoérlerin nadir goriilen tlimorler

oldugunu ve bu tiimérlerin malign varyantlari olabilecegini belirtmislerdir (12).

1977 yilinda Weedon ve Little, baz1 Spitz neviislerin atipik 6zelliklere sahip olabildigini,
ancak melanom gibi kotii biyolojik davranis gostermedigini belirtmislerdir. Yazarlar, lezyon
bazalinde matiirasyonun varligi, atipik mitozlarin olmamasi, intraepidermal pagetoid
yayillimin bulunmayisi ve niikleer kromatin patern 6zelliklerinin melanom ve bu atipik

ozelliklerdeki Spitz neviislerin ayriminda kullanilabilecegini savunmuslardir (5).

1989 yilinda Palazzo ve Durey, ilk kez “Atipik Spitz neviis” terimini kullanmislardir. Spitz
neviis olarak tanimlanan bir lezyonda, niikkleer degisiklikler (koyu kromatinli, iri ve diizensiz
niikleuslar), hiicrelerin gruplar olusturmasi ve melanositlerin papiller dermisten ¢ok retikiiler

dermiste bulunmasi gibi 6zellikleri “atipik’ olarak yorumlamiglardir (13).

Yine 1989 yilinda K.J. Smith ve ark., Helwig’in teorisini genisletmis ve “Atipik ve metastaz
yapan i8si ve epiteloid hiicreli neviisler (Malign Spitz neviisler)” tanimini yapnuslardir. 1k
histopatolojik tanisi Spitz neviis olan 32 hasta ile yaptiklar1 caligmada, 6 vakaya sentinel lenf
nodu disseksiyonu uygulanmig, tim bu hastalarda metastaz saptanmistir. Malign Spitz
neviislerin bolgesel lenf nodlarina metastaz yapabildigini, ancak uzak metastaz yapamadigini

savunmuslardir (14).

1991 yilinda Barnhill ve ark., yapisal ve/veya sitolojik atipi ile giden pigmente 1gsi hiicreli
neviisler ile yaptiklar1 120 vakalik ¢alismada bu neviislerin benign oldugunu ancak atipik
ozellikler icerdigi i¢in melanoma transforme olabileceklerini savunmuslardir (15). Ayrica bu
nevisleri “tipik” ve “atipik” olarak smiflandirmislar, atipik olan tiimdrlerin borderline bir

melanom formu olabilecegini sdylemislerdir.



1992 yilinda Casso ve ark., Spitz neviislerin bir hastalik spektrumunun benign ucu
olabilecegini savunmuslardir (16). Banal formlarin benign, atipik formlarin ise diisiik grade’li

malign olabilecegini dile getirmislerdir.

1993 yilinda Barnhill ve ark., konjenital neviis, akral neviis, Spitz neviis gibi atipik
neviislerin displastik neviislerle ortak yapisal ve sitolojik ozellikler igerdigini bu nedenle
premalign olarak kabul edilebilecegini sdylemislerdir (17). Premalign ozellikler gosteren

neviislerin de melanoma transforme olabilecegini savunmuslardir.

1994 yilinda Perkocha ve ark., ¢ocuklarda goriilen bu lezyonlar1 “Spitz neviis 6zellikleri
tasiyan atipik dermal melanositik lezyonlar” seklinde tanimlamistir. Bu lezyonlarin bélgesel
lenf nodlarina metastaz yapabildigini ancak uzun vadede iyi prognoz gosterdiklerini

belirtmislerdir (18).

1995 yilinda Barnhill, ilk kez “Atipik Spitz Tiimér (AST)” tanimin1 yapmustir. 15 yas alti,
melanom tanis1 almig 23 vaka ile yaptigir calismada, melanomlar1 4 ayr1 gruba ayirmustir.
Bunlar: 1)Kiiciik hiicreli melanom, 2)Yetiskin tipi melanom, 3)Spitz neviis benzeri melanom
ve 4)Atipik Spitz tiimdr/metastaz yapan Spitz tiimorlerdir. AST olarak smiflandirdig
vakalarin 2 tanesinde bolgesel lenf nodlarina metastaz saptanmis, bu nedenle bu lezyonlara,
metastaz yapan Spitz tiimor isimlendirmesi de yapilmistir. Bu lezyonlarin metastaz yapmasi
nedeniyle melanom olarak adlandirmasi gerektigi savunulsa da, 3-9 yil arasinda yapilan klinik
takiplerinde prognozun iyi olmasi, uzak metastazin olmamasi nedeniyle “Atipik Spitz Tiimor”
isimlendirmesinin daha dogru olacag diistiniilmiistiir (19). Ayrica AST tanisinda destekleyici
bulgular olarak: 1)Boyut biiylikliigli, 2)Derine kadar inen infiltrasyon, 3)Selliilarite artisi,

4)Selliiler atipi, 5)Dermal, derin ve atipik mitozlarin varligindan bahsetmislerdir.

Ayni yilda Busam ve Barnhill, biiyiime paterni agisindan ve sitolojik olarak atipik olan
ancak melanom tanist icin histopatolojik  kriterleri karsilamayan lezyonlarda net bir

isimlendirme yapilmamasi ve deskriptif olarak tani verilmesi gerektigini savunmuslardir (20).

1997 yilinda Crotty, oncesinde Spitz neviis tanis1 almig fakat metastaz yapan tiimorlerde
“malign Spitz neviis” tanimlamasi yerine “Spitz benzeri malign melanom” tanimlamasinin
daha dogru olacagini savunmustur (21). Ayrica bu tiimorlerin genellikle bolgesel lenf
nodlarma metastaz yaptigindan yola ¢ikarak metastazlarin da satellit, intransit ve uzak

metastazlar olarak siniflandirilmasi gerektigini belirtmistir.



1999 yilinda Spatz ve ark., anormal melanositik proliferasyonlar i¢in bir dereceleme sistemi
gerekliliginden bahsetmisler ve Spitz neviis 6zellikleri ile birlikte atipik 6zellikler de tasiyan
AST’leri disiik, orta ve yiiksek risk olarak smiflamiglardir (22). Yaptiklari ¢alismada yas,
boyut, iilserasyon, subkutan yag dokusu tutulumu ve mm?de 6 ya da iistiinde mitoz

goriilmesinin anlamli oldugunu vurgulamiglardir (Tablo 2).

Tablo 2. Spatz ve ark.’nin makalesinde belirtilen AST’lerin derecelendirilme kriterleri (22).

o Yas
-0-10: 0
-11-17: 1

e Boyut
-0-10 mm :0

->10 mm :1

e Subkutan yag dokusu tutulumu
-Var:2
-Yok:0

e Ulserasyon
-Var :2
-Yok: 0

e Mitotik aktivite
-0-5:0
-6-8 :2
->8:5

Spatz siniflamasina gore:

e (-2 : Diislik metastaz riski
e 3-4: Orta derecede metastaz riski

e 5-11:Yiksek metastaz riski

Yine 1999 yilinda Schimek ve Golitz, ytliksek riskli Atipik Spitz neviis i¢in kendi kriterlerini
belirlemislerdir: 1)Ulserasyon varligi, 2)Capin 1 cm’den biiyiik olmasi, 3)Asimetri, 4)Derin
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yerlesimli lezyon, 5)Seliilarite artisi, 6)Matiirasyon kaybi, 7)Belirgin sitolojik atipi varligi,
8)Belirgin mitotik aktivite, 9)Derin mitoz/atipik mitoz varligi, belirledikleri kriterlerdir (23).

1999 yilinda Barnhill ve ark., tan1 agisindan zorluk yasanan lezyonlari:
*Stereotipik Spitz neviis/tiimor
*Atipik Spitz neviis/timor
*Spitzoid ya da konvansiyonel melanom
*Davranis1 bilinmeyen melanositik timdor
*Siniflandirilamayan melanositik lezyon olarak siniflamigtir (24).

2000 yilinda Edwards ve Blessing, AST’ler icin “Malignite potansiyeli belirsiz Atipik
Spitzoid lezyon” tanimini kullanmislardir. Bu lezyonlarin histopatolojik olarak melanom ile
ayirt edilmesinin miimkiin olmadigini, lezyonlarin mutlaka klinik olarak takip edilmesi

gerektigini vurgulamislardir (25).

2001 yilinda Crawson, Magro ve Mihm, AST’lerin melanom ile benzer histopatolojik

ozelliklere sahip olmalarina ragmen indolent davranis gosterdiklerini sdylemislerdir (26).

Yine 2001 yilinda Ackermann ve Mones, malign Spitz neviis, metastaz yapan Spitz neviis ve
Atipik Spitz neviis tanis1 alan vakalarda metastaz saptanmasi halinde bu vakalarin melanom
olarak adlandirilmasi, bu vakalara 6zel bir tip olan Spitzoid Malign Melanom (SMM) tanisi

verilmesi gerektigini belirtmislerdir (27).

Ayni yilda Fabrizi ve Massi, ¢ocuklarda Spitz neviis ozellikleri gosteren ancak belirgin
niikleer atipi-pleomorfizm izlenen ve solid adalar seklinde biiylime paternine sahip tiimorlere

melanom tanist konulmasi gerektigini savunmuslardir (28).

2002 yilinda Van Dijk ve ark., ilk kez molekiiler yontemle bu vakalar1 incelemislerdir.
Allelik Imbalans Analizi (Allelic Imbalance Analysis) ydntemiyle 55 vaka (12 Spitz neviis, 9
AST, 17 “siipheli” SMM ve 17 SMM) kullanilarak yapilan ¢alismada Spitz neviis tanilt 2
vakada allelik imbalans saptanmigstir. Allelik imbalansin neviislerde de goriilebilmesi
sebebiyle molekiiler biyolojik tekniklerin Spitz neviis ve melanom ayrimini net yapamadigi

goriisii ortaya konulmustur (29).
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Yine 2002 yilinda Giirbiiz ve ark., AST’lerin histopatolojik olarak Spitz neviislerden farkli
ozellikler igerdigini ve biyolojik davraniginin net olarak belirlenemeyecegini belirtmislerdir.

SMM ve AST ayriminin uzak metastaz varligi ile yapilabilecegini savunmuslardir (30).

Ayn1 yilda Le Boit ve ark. ise “Gilivenli Spitz” ve “Giivensiz Spitz tanimlamasini
yapmiglardir. Melanomlarin malign, neviislerin benign davranig gosteren tiiméorler oldugunu,
metastaz yapan Spitzoid lezyonlarin melanom olarak adlandirilmasit  gerektigini
savunmuslardir. Ancak Spitz neviis ve melanom arasinda kalan histopatolojik 6zelliklere
sahip bir “intermediate” grup melanositik proliferasyonun da varligini belirtmisler ve
“Borderline” neoplazi tanimlamasini yapmiglardir. Le Boit ve arkadaslarina gore “Giivenli
Spitz” tanimlamas1 histopatolojik olarak tanisinda herhangi bir giiclik yasanmayan Spitz
neviisler i¢in kullanilabilir. “Giivensiz Spitz” tanimlamasii ise: 1) Genis oval ve ig8si
hiicrelerden olusan nodiiler proliferasyonlar igeren, 2) Inkomplet matiirasyon gosteren,
3) Yiiksek mitotik aktiviteye sahip olan, 4) Subkutan yag dokusuna uzanim gosteren Spitzoid

ozelliklere sahip lezyonlar i¢in 6nermislerdir (31).

Son yillardaki yaklasim ise malignite kriterlerini tasimayan, Spitzoid ozelliklere sahip
lezyonlarin Spitz neviis, malignite kriterlerinden bir kismini tagiyan ancak melanom demek
icin yeterli delil bulunamayan lezyonlarin AST, malignite kriterlerinin biiyliik ¢ogunlugunu
tastyan lezyonlarin SMM olarak degerlendirilmesi gerektigi yoniindedir. Bu lezyonlardan
AST ve SMM’lara sentinel lenf nodu biyopsisi uygulanabilir. Metastaz bulunmasi
durumunda, lenf nodu disseksiyonunu 6nerenler oldugu gibi bunun yapilmamasi gerektigine
inananlar da vardir. Klinik takip ile de uzak metastaz varligi arastirilmalidir. Lazzeri ve
ark.’nin 2012 yilinda yayinladiklar1 olgu sunumunda AST tanili 16 yasindaki hastada inguinal
sentinel lenf nodu biyopsisi uygulanmis ve pozitif bulunmustur. Ardindan inguinal
lenfadenektomi uygulanmis ve bulunan 21 adet lenf nodunun hepsinde metastaz gériilmiistiir.
Yapilan takiplerinde ise 39 ay boyunca herhangi bir uzak metastaz ya da niiks bulgusu
saptanmamistir. Bu nedenle sentinel lenf nodu biyopsisi ve bolgesel lenfadenektominin
prognozu belirlemede anlamli olmadigin1 savunmuslardir (32). Baska bir yayinda ise 1994-
2009 yillar1 arasinda arastiricilarin kliniklerinde saglam sinirla eksizyon uygulanmis ve AST
tanis1 almig 29 vakaya sentinel lenf nodu biyopsisi yapilmamistir. Ortalama 8,4 y1l olan klinik
takiplerinde higbir hastada niiks ya da mestastaz bulgusu saptanmamasi iizerine sentinel lenf
nodu biyopsisinin ve bdlgesel lenf nodu diseksiyonunun pediatrik AST’lerde prognozu
belirlemede bir 6nemi olmadig1 savunulmustur. Saglam sinirla eksizyon ve sonrasinda klinik

takibin yeterli bir yaklasim olduguna deginilmistir (33). Ote yandan bir bagska merkezde 67
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AST tanist alan vaka ile yapilan ¢alismada bu vakalardan 6’sinda derinlik <Imm bulunarak
yalnizca eksizyon uygulanirken , 61 vakada derinlik >Imm oldugu ya da diger koti
prognostik o6zelliklerden biri veya birkaginin bulundugu tespit edilmistir. 61 vakanin 57
tanesine eksizyon ve sentinel lenf nodu biyopsisi uygulanmis, 4 tanesine ise sadece eksizyon
yapilmistir. Sentinel lenf nodu biyopsisi uygulanan 57 vakanin 30’unda negatif, 27’sinde
pozitif sonu¢ alinmis ve 27 vakaya bolgesel lenf nodu diseksiyonu uygulanmistir. Sadece 1
vakada non-sentinel pozitif lenf nodu saptanmustir. Yapilan klinik takipte bu vakanin uzak
metastaz nedeniyle kaybedildigi goriilmiistiir. Bu nedenle sentinel lenf nodu biyopsisi ve
pozitif oldugu takdirde bolgesel lenf nodu disseksiyonunun yapilmasi gerekliligi
savunulmustur (34). Ayrica son yillarda gelistirilen gesitli genetik ¢alismalar ile de AST’lerin
biyolojik davranisi hakkinda yorum yapilmaya calisilmaktadir.

3.2.KLIiNiK OZELLIiKLER:
3.2.1.Spitz Neviislerin Klinik Ozellikleri:

Spitz neviisler siklikla ¢ocukluk ve geng erigkinlik ¢caginda goriilen neviislerdir. Cocukluk
cagindaki neviislerin yaklasik %1’ini olustururlar. Ancak yapilan ¢alismalarda Spitz
nevislerin yaklagik 1/4 “liniin eriskinlerde goriildiigii ortaya cikarilmistir. Genellikle beyaz
irkta goriiliirler, siyah irkta goriilme sikligi oldukca azdir. Kadinlarda goriilme sikligi

erkeklere gore hafifce fazladir (35).

Spitz neviisler siklikla ¢evre deriden keskin bir sinirla ayrilan kubbe seklinde papiil olarak
izlenirler. Bunun disinda plak, nodiil, polipoid, verriikdz gibi makroskobik sekilleri de olabilir
(16) (Resim 1).

Resim 1: Konvansiyonel bir Spitz neviisiin makroskobik goriintiisii
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Lezyonlar genellikle, papiller dermiste telenjiektatik damarlar bulunmasi nedeniyle
kirmizimsi-pembe renkli olarak goriiliirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 hemanjiom ve piyojenik
graniilom ile karigabilirler. Ayrica ten renginden koyu kahverengine kadar uzanan spektrumda

izlenebilirler (1).

Spitz neviisler genellikle kiiclik ve simetrik olarak goriiliirler. Cogunlukla 6 mm’den kiiciik
lezyonlardir ancak 2-3 cm’e kadar ulasabilen Spitz neviisler de bildirilmistir. Genellikle tek
lezyon olarak izlenirler ve travmatize olan lezyonlar disinda iilserasyon/erozyon goriilmez.
Lezyonlar genellikle kil icermezler. Pigmente olan lezyonlarda pigmentasyon dagilimi

genellikle homojen olarak izlenir. Nadiren halo reaksiyonu gozlenebilir (36).

Yerlesim yeri olarak Spitz neviisler genellikle yiiz, bas-boyun ve ekstremitelerde bulunurlar.
Cocuklarda en sik yiiz ve boyun bélgesinde yerlesirken, yetiskinlerde ise, kadinlarda en sik
ekstremitelerde, erkeklerde en sik gévdede izlenir. Nadiren miik6z membranlarda da (damak,
dil, genital mukoza v.b.) goriilebilir. El ayasi, ayak tabani ve ayak parmaklari en nadir
yerlesim yerleridir (37). Yas ile histolojik subtipler arasinda baglanti oldugu goriilmiistiir.
Kigiik cocuklarda, genellikle yiiz bolgesinde, nonpigmente, belirgin selliilariteye sahip,
epiteloid hiicrelerden olusan ve papillomatéz goriiniimde tiimorler izlenirken, erigkinlerde
selliilaritesi daha az, daha cok fibrozis iceren, intradermal, igsi hiicreli tiimoérler dikkati

cekmektedir (38) (Tablo 3).
Klinik olarak goriilen Spitz neviis varyantlart:

1)Hiperpigmente Spitz neviisler: Yogun pigment iceren Spitz neviisler ve koyu tenli

kisilerde Spitz neviisler daha koyu renkli olarak izlenirler.

2)Polipoid ve verriikoz Spitz neviisler: Spitz neviisler ekzofitik biiyiime paternine sahip
olabilirler. Ayrica epidermiste papiller tipte hiperplazi gelistiginde lezyon verriikdz konturlu

olarak izlenebilir.
3)Multipl ve gruplar olusturan Spitz neviisler:

*Dissemine Spitz neviisler: Cok sayida pembe-kahverenkli papiiller seklinde tim

viicutta izlenir. Bu duruma norolojik problemler de eslik edebilir (39).

*QGrup olusturan Spitz neviisler: Normal goriiniimlii deri ya da hiperpigmente bir makiil
tizerinde multipl papiiller olarak izlenirler. Bir dermatom boyunca zosteriform olarak yerlesim

gosterebilirler. Konjenital ya da edinsel olabilirler (40).
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4)Satellit Spitz neviisler: Spitz neviisiin eksizyonu sonrasinda ayni bolgede multipl Spitz
neviis gelisimi olabilir. Bu durum &zellikle satellit metastazlarla giden melanom rekiirrensi ile

karigabilir.
3.2.2.Spitzoid Malign Melanomlarin Klinik Ozellikleri:

SMM’lar da, Spitz neviisler gibi siklikla bas-boyun ve ekstremitelerde yerlesim gosterirler.
Cogunlukla erigkinlerde goriilmekle birlikte ¢ocuklarda da SMM goriilebilmektedir. Cogu
yaklasik 1 cm boyutunda izlenmekle birlikte, daha biiyiik ve daha kiiciikk ¢apli SMM’lar da
bildirilmistir (41).

Lezyonlar genellikle pembe-kirmizi ya da kahverenkli olarak izlenirler. Pigmente
lezyonlarda, Spitz neviislerin aksine pigment dagilimi heterojendir. Lezyon yiizeyinde ise
genellikle kiigiik bir erozyon alan1 dikkati ¢eker. Bu lezyonlar hizli ve devamli olarak biiyiime

gosteren lezyonlardir (42).

SMM’lar geng hastalarda klasik melanoma gore daha diisiik metastaz potansiyeli ve daha
1yl prognoza sahip tiimorler olarak izlenmektedir. Saglam smirla eksizyon ve sentinel lenf

nodu biyopsisi yapilan hastalarin 5 yillik sag kalimlart %90’lara varan oranlarda

bildirilmektedir (43) (Tablo 3).
3.2.3.Atipik Spitz Tiimérlerin Klinik Ozellikleri:

AST’ler de her yasta goriilebildigi gibi hayatin ilk 2 dekatinda sik olarak izlenmektedir.
Klinik olarak Spitz neviisler ile benzer 6zellikler gdstermesine karsin 1 cm’den biiyiik cap,
heterojen pigmentasyon, asimetri, iilserasyon gibi malign melanomu g¢agristirabilecek

makroskobik 6zellikler de gosterebilirler (44) (Tablo 3).

Komplet eksizyon ve sentinel lenf nodu biyopsisi, vakalarin ¢ogunda tedavide yeterli olarak
goriilmektedir. AST’lerde sentinel lenf nodu pozitifligi yiiksek oranda izlenmekle birlikte
(%45), pozitif sentinel lenf nodu uzak metastaz yapacagimi gosteren bir bulgu degildir. Bu

tiimorlerde uzak metastaz ¢ok nadirdir (45).
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Tablo 3:Spitz tiimorlerin klinik 6zellikleri

KLINIK SPITZ SPITZOID MALIGN | ATIPIK SPITZ

OZELLIKLER NEVUSLER MELANOMLAR TUMORLER

RENK Pembe-kirmizimsi Pembe veya acgik-koyu | Pembe veya agik-koyu
renk sik  gorilir | kahve renkli kahve renkli
ancak ten renginden
koyu kahverengiye
uzanan spektrum

YERLESIM YERI Bas-boyun, Bas-boyun, Bas-boyun,
ekstremiteler (en | ekstremiteler (en sik) | ekstremiteler (en sik)
sik)

YAS Siklikla ilk 2. dekat | Siklikla erigkinlerde Her yasta gorilebilir
ancak her yasta | (cocuklarda da | ancak siklikla ilk 2.
gortilebilir gortilebilir) dekatta

BOYUT Genellikle <0,6 cm | Genellikle 1 cm ve | Genellikle 1 cm ve stii

tistii (degisken caplarda
olabilir)

SIMETRI Genellikle simetrik | Genellikle asimetrik | Simetrik/asimetrik

ULSERASYON Genellikle goriilmez | Goriilebilir Gortlebilir
(travmatize  Spitz
neviisler harig)

PIGMENTASYON Az ve Homojen | Heterojen Homojen/Heterojen
pigmentasyon pigmentasyon pigmentasyon

SURE Genellikle uzun | Hizl biiytime/kisa | Degisken lezyon siiresi
stireli ve | stireli 6ykii ya da uzun
¢ocukluktan beri | siiredir  var olan
olan lezyonlar lezyonun son

zamanlarda kisa
stirede renk- boyut-
sekil degistirmesi
TEDAVI Total eksizyon Saglam smnirla total | Saglam smirla  total

eksizyon+/- SLNB

eksizyon+/-SLNB

(SLNB: Sentinel lenf nodu biyopsisi)
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3.3.HISTOPATOLOJIK BULGULAR:
3.3.1.Spitz Neviislerin Histopatolojik Bulgulari:

Spitz neviisler junktional, bilesik ve intradermal olabilen melanositik neoplazilerdir. Bu
neoplazilere genellikle hiperkeratoz ve akantoz eslik etmektedir. Ayrica papiller dermiste
odem, telenjiektazi gibi ozellikler igerirler. Neviisii olusturan melanositler genis niikleuslu,
belirgin niikleollli, buzlu cam benzeri goriinimde eozinofilik sitoplazmali hiicreler olup,
epiteloid ya da igsi olabilirler. Bunun disinda ¢ogunlukla subepidermal alanda, yuvarlak
goriiniimde, kollagen liflerden olusan, PAS(+), aseliiler eozinofilik agregatlar goriilmektedir.
Bu agregatlara “Kamino cisimcikleri” ad1 verilir. Her selim melanositik lezyonda oldugu gibi

Spitz neviisler de simetrik olup matiirasyon gosterirler (46) (Resim 2) (Tablo 4).

Resim 2: Konvansiyonel Spitz neviislerin mikroskobik goriintiileri: a)HEX40, b)Epidermal
hiperplazi HEx200, c)Papiller dermiste 6dem HEx200 (oklar ile gosterilmistir),
d)Telenjiecktazi HEx200 (oklar ile gosterilmistir), e)Kamino cisimcigi HEx1000 (ok ile

gosterilmistir), f)Spitzoid morfolojide melanositlerden olusan yuva yapilart HEx400
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Spitz neviislerin hizli bir biliylime sathasini gecirdikten sonra stabil kaldiklar1 bilinmektedir.
Bu konu ile ilgili stabil kalan bir Spitz neviisiin 4 farkli asamay1 gegirdigi sdylenmektedir.
(4 asama hipotezi). Ayn1 zamanda bu asamalar melanositlerin yerlesim yerine gore Spitz
neviis tiplerini de olustururlar. Bu alt tipler: Tek tek dagilan hiicreler iceren intraepidermal
Spitz neviis, Junktional Spitz neviis, Bilesik (Kompound) Spitz neviis, intradermal Spitz

nevus olarak siralanabilir.

3.3.1.1.Tek tek dagilan hiicreler iceren intraepidermal Spitz neviis (Lentiginoz/Pagetoid

Spitz neviis)

Spitz neviislerin en erken asamasi olarak kabul edilir. Genellikle genc¢ hastalarda ve 4

mm’den kiiglik, hafifce pigmente, agik kahve renkli bir makiil olarak izlenir.

Bu lezyonda melanositler dermoepidermal bileskede soliter hiicreler halinde dagilirlar.
Genellikle spinal tabakanin alt yarisinda yerlesim gosterirler. Bu lezyonlarda rete ridgelerde
uzama izlenir. Tek tek dagilan melanositler dermoepidermal bileske ve uzamis rete ridgeler
boyunca siralanir (47). Bu durum “Spitzoid Lentigo” olarak da adlandirilir. Nest yapilar1 yok
ya da belirsizdir. Melanositler biiyiikk, monomorfik, oval vezikiiler niikleuslu, eozinofilik
sitoplazmal1 olarak izlenirler. Spinal tabakaya dogru dendritik uzantilar igerirler. Bu

melanositlerin bulunduklar alanda hafif hiperkeratoz ve akantoz goriilebilir (48).
3.3.1.2.Junktional Spitz neviis:

Junktional Spitz neviislerde lezyon dermoepidermal bileske yerlesimli olup, yuva yapilar
olusturur. Bu yuva yapilar1 birlesme egiliminde olup, biiyiiktiirler. Bazilarinin {izerinde
ayrisma gozlenir. Lezyonlar igsi ve epiteloid hiicrelerden olusur. Igsi hiicrelerden olusan
lezyonlarda, hiicrelerin dizilimi dermoepidermal bileskeye dik olarak izlenir. (Vertikal
dizilim-“Raining down” fenomeni) (49). Melanositlerin disinda epidermiste de degisiklikler
gortliir. Bu epidermal degisiklikler rete ridgelerin uzamasi, stratum korneumun kalinlagmasi
seklindedir. Kamino cisimcikleri, 6zellikle iyi forme yuva yapilarinin arasinda, epidermisin

alt yarisinda, dermal papillalarin iist kisminda yerlesmektedir (5).
3.3.1.3.Bilesik (Kompound) Spit; neviis:

Spitz neviislerin biiyiikk ¢ogunlugu (yaklasik %89) klinik olarak bu evrede fark edilir ve
eksize edilirler (50). Ozellikle eriskinlerde en sik goriilen tip olup, simetrik, iyi sinirli ve igsi

hiicreli komponenti baskin olarak izlenir.
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Epidermisteki hiicreler dermoepidermal bileskede yuva yapilari halinde bulunur. Bu yuva
yapilart rete ridgelerin lateral kenarlarinda yerlesim gosterir. Neviisii olusturan melanositlerin
niikleuslar1 belirgin, oval ve santral yerlesimli olup, belirgin niikleolleri bulunmaktadir.
Niikleer membranlar1 ince ve diizglindiir. Sitoplazmalar1 homojen ve eozinofilik

goriinimdedir.

Lezyonda mitoz goriilebilir ancak yilizeyde, genellikle dermoepidermal bileskede daginik
halde ve az miktarda izlenir. Epidermisin tist kisimlarinda mitoz ¢ok nadirdir. Pagetoid
yayilim lezyonun orta kisimlarinda, epidermisin en kalin oldugu alanlarda goriilebilir. Lezyon
derinliklerine dogru inildik¢e hiicreler kiigcliilmeye ve daha kiiciik gruplar olusturmaya baslar.

Arada kollagen lifler secilir.

Melanositler arasindaki izlenen stroma degiskendir. Ozellikle ¢ocuklarda papiller dermis
O0demli olup, burada dilate kan damarlar1 bulunur. Epidermisin altinda Kamino cisimcikleri
sik olarak izlenir. Epidermiste hiperkeratoz, akantoz ve hipergraniiloz gozlenir. Epiteloid
hiicrelerin baskin oldugu lezyonlarda multiniikleer dev hiicreler goriilebilir. Niikleuslar

vezikiiler, niikleer kromatin ¢ogunlukla periferde toplanmis olarak segilir.

Adneksiyal tutulum gériilebilir. Ozellikle ekrin glandlar iginde yuva yapilari olusumu sik
olarak izlenir. Erektor pili kas1 i¢inde melanositlerin bulunmasi Spitz neviislerde sik goriilen

bir bulgu olup, tan1 i¢in kullanilabilir (51).
3.3.1.4.Intradermal Spitz neviis:

En matiir form oldugu diistiniiliir. Melanositler dermis yerlesimli olarak izlenir. Epidermal
hiperplazi azalir. Kamino cisimcikleri kaybolur. Papiller dermiste ektatik damarlar goriiliir.
Lezyon derinine dogru inildik¢e matiirasyon gosterir ve kollajen lifler arasinda kii¢iik gruplar,

tek tek dagilan melanositler izlenir (Resim 3).

19



Resim 3: Intradermal Spitz neviisiin mikroskobik goriintiileri: a)HEx100 (Dermiste yerlesimli

melanosit gruplari), b)HEX400 (Kollajen lifler arasinda dagilmis kiigiik melanosit gruplari)

3.3.2.Spitz Neviis Varyantlari:
3.3.2.1.Desmoplastik Spitz neviis:

Cogunlukla geng erigkinlerde goriiliir ve ekstremitelerde yerlesim gosterir. Keloid benzeri
goriinlimde kollagen liflerin arasinda dagilmis igsi ve epiteloid hiicreler izlenir. Belirgin bir
junktional komponent goriilmez. Epiteloid hiicrelerde sitoplazmik invajinasyonlarin
olusturdugu intraniikleer inkliizyonlar bulunabilir ve genis eozinofilik sitoplazmalari, belirgin

iri niikleolleri ile ganglion hiicrelerine benzeyebilirler (52) (Resim 4).

Simetrik, kiiciik agregat olusturan, cogunlukla siskin goriiniimde hiicrelerden olusan

lezyonlardir. Bu hiicreler kisa fasikiiller olustururlar. Solar degenerasyon bulgusu goriilmez

(35).
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Resim 4: Desmoplastik Spitz neviisiin mikroskobik goriintiileri: a)HEx100 (Dermiste kollajen
demetler arasina dagilmis igsi ve epiteloid hiicreler), b)HEx400 (Igsi ve epiteloid melanositler

,aralarinda kollajen lifler)

3.3.2.2. Pleksiform Spitz neviis (Graniilomatoz Spitz neviis):

Spitz neviisler genellikle “V” seklinde bir siliiete sahiptir. Baz1 Spitz neviisler aralarinda
genis kollagen lifler izlenen biiyiilk nodiiller olusururlar. Bu goriintiileri ile sarkoidal
graniilomlara benzerler. Yuvarlak-oval nodiil yapilar1 baz1 lezyonlarda birlesme egiliminde

olurlar. Bu nedenle “Pleksiform” isimlendirmesi yapilmistir (22).
3.3.2.3. Anjiomatoid Spitz neviis:

Bu lezyonlar kalin duvarli ve dilate goriinlimde, birbirinden farkli boyutlarda kan damarlar
icerirler. Kan damarlar1 arasinda daginik ve kiiglik gruplar olusturan epiteloid hiicreler

goriliir. Arada kollajen demetleri izlenir. Junktional komponent yok ya da belirsizdir (53).
3.3.2.4.Hiperpigmente Spitz neviis:

Tipik Spitz neviisler genellikle pigmentsiz olurlar ya da ¢ok az pigment igerirler. Spitz
neviislerin yaklasik %10’u ise pigmentten zengin olarak izlenir. Bu tiir lezyonlar genellikle

erigkinlerde ve koyu tenli kisilerde goriiliir (54).
3.3.2.5.Rekiirran Spit; neviis:

Spitz neviislerde komplet eksizyon sonrasi genellikle rekiirrens goriilmez. Fakat vakalarin

yaklasik %4-6’sinda komplet eksizyona ragmen rekiirrens izlenmektedir. Bunun diginda
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rekiirrensin en Onemli sebebi inkomplet eksizyondur. Ozellikle deri eklerinde yer alan
melanositlerin eksizyonu yetersiz kalabilmektedir. Sitolojik olarak rekiirran lezyonlar daha
atipik, daha belirgin niikleus ve niikleoluslara sahip olarak izlenir. Mitotik figiirler daha siktir.

Bu 6zellikleriyle melanomla ayirici tan1 problemi olusturabilirler (36).
3.3.2.6.Hyalinize Spitz neviis:

Tek tek duran ya da kiig¢iik gruplar olusturan igsi ve epiteloid hiicreler belirgin
hyalinizasyon gosteren stroma i¢inde dagilmistir. Stroma iginde ayrica dilate kan damarlar

izlenebilir. Miksoid, 6demat6z ve immatiir kondroid stroma goriilebilir (55).
3.3.2.7.Psodoepitelyomatiz hiperplazi ile giden Spitz neviis:

Belirgin epidermal hiperplazi ve uzamis rete ridgeler ile karakterizedir. Melanositler
genellikle epiteloid morfolojide ve prolifere epidermis ile hiperplastik adneksiyal epitel

cevresinde izlenir.
3.3.2.8. Tubuler Spitz neviis:

Kiiboidal, genis soluk sitoplazmali belirgin niikleus ve niikleoluslu hiicrelerden olusan
lezyonlardir. Melanositler ortalarinda kiigiik bosluklar iceren yuva yapilarini olusturur. Yuva

yapilarinin ortasinda kollagen lifler izlenir (56).
3.3.2.9.Konjenital Spit; neviis:

Nadir goriiliir. Klasik konjenital neviisler gibi deri ekleri, ozellikle pilosebase iiniteler

cevresinde yer alan melanositler izlenir.
3.3.2.10.Grup olusturan Spitg neviisler/Nevus spilus iizerinde Spitz neviisler:

Grup olusturan Spitz neviisler normal deri iizerinde olabilecegi gibi hiperpigmente bir
makiil veya nevus spilus ilizerinde de bulunabilir. Bu makiil hafifce hiperkeratotik olup,

bazalde hafif melanosit proliferasyonu ve hiperpigmentasyon izlenir (57).
3.3.2.11.Polipoid Spitz neviis:

Genis oval epiteloid ve daha az oranda igsi melanositlerden olusan biiylik ve saplh
lezyonlardir. Bazale dogru inildikce selliilarite ve mitoz azalir, matiirasyon goriiliir, kollagen

lifler belirginlesir.
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3.3.2.12.Halo reaksiyonu gosteren Spitg neviisler:
Spitz neviislerde goriilebilen inflamatuar reaksiyonlar:
-Yogun, band olusturan lenfositik infiltrasyon genellikle bilesik Spitz neviislerde goriiliir.

-Perivaskiiler infiltrasyon genellikle lezyonun bazalinde, retikiiler dermise girdigi alanlarda

izlenir.

-“Halo reaksiyonu”, diger bir deyisle difiiz inflamatuar reaksiyon, regresyon bulgusu olarak
izlenir. Halo reaksiyonunda go6zlenen difiiz lenfositik infiltrasyon lezyon bazalinden
dermoepidermal bileskeye kadar uzanir. Tek tek melanositlerde piknoz ve karyoreksis
goriilebilir. Lezyonun bazalinde inflamatuar reaksiyon nedeniyle melanositlerde matiirasyon

goriilemeyebilir (35).
3.3.2.13. Dev Spitz neviis:

Spitz neviisler nadiren 2-3 cm ¢apa kadar ulasabilir. Bu dev Spitz neviisler polipoid biiyliime

gosterebilirler ve genellikle epiteloid tipte melanositlerden olusurlar.
3.3.3.Spitzoid Malign Melanomlarin Histopatolojik Bulgulari:

SMM’lar, Spitz neviisler gibi genis oval-epiteloid ve/veya i8si melanositlerden olusan
malign neoplazilerdir (58). Spitzoid oOzellikler tasiyan bir tiimoriin  SMM olarak

adlandirilabilmesi icin kriterler belirlenmistir. Bu kriterler:
*Derin dermis ve subkutan yag dokusuna kadar ulasan infiltrasyon
*Genis dermal yuva yapilar ile karakterize solid adalardan olusan biiyiime paterni
*Ekspansil nodiillerin varlig
*Derin dermal kisimlarda mitozlarin varligi
*Qzellikle niikleuslarda segilen selliiler pleomorfizm

*Nekroz ve niikleer debrilerin varlig1 (Spitz neviislerde nekroz sadece travmaya bagl olarak

olusabilir)

*Belirgin selliilarite
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*Belirgin pleomorfizm, kaba kromatin, genis eozinofilik niikleolus, pigmentsiz ya da tozsu
(dusty) pigment igeren genis eozinofilik sitoplazma gibi Ozellikleri igeren sitolojik

degisiklikler
*Tlimoral melanozis (melanosit gruplari arasinda melanofajlarin varligr)
*Heterojen pigment dagilimi, bazal kisimlarda pigmentasyon varligi
*Solar degenerasyon
*Matiirasyon kaybi
*Asimetri
*Ulserasyon
*QOzellikle periferde izlenen pagetoid yayilim

*Belirgin plazmositik infiltrasyon olarak siralanabilir (59) (Resim 5) (Tablo 4).

24



Resim 5: SMM’larda goriilen histopatolojik 6zellikler: a)Subkutan yag dokusu tutulumu
HEx400, b)Ekspansil nodiil HEx200, c)Derin yerlesimli mitoz HEx1000, d)Atipik mitoz
HEx1000, e)Ulserasyon HEx200, f)Periferik pagetoid yayilim HEx200

3.3.4.Spitzoid Malign Melanom Varyantlari:

Cogu SMM ganglion hiicresi benzeri genis epiteloid hiicreler ya da igsi hiicrelerden olusur.
Bazi SMM’ler her iki hiicre tipini de igerebilir. Bu tipler disinda dendiritik hiicre benzeri
uzantilar1 olan melanositler igeren genis yuva yapilarindan olusan “Reed neviis benzeri
Spitzoid Malign Melanom”lar bulunmaktadir. Bu tiir melanomlar genellikle giines hasari
olan bolgelerde izlenir. Dagmik pigmentasyon ve diizensiz dagilimli lenfositik infiltrasyon

go6zlenir (60).
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3.3.5.Atipik Spitz Tiimorlerin Histopatolojik Bulgular::

Belirgin yapisal ve sitolojik atipi gdsteren ancak melanom ig¢in gerekli olan histopatolojik
kriterleri net olarak karsilayamayan junktional ya da bilesik spitzoid lezyonlar “Atipik Spitz

Tiimor” olarak isimlendirilirler (61).

Asagida tarif edilen kriterlerden biri ya da daha fazlasi bulunmasi durumunda lezyon, Spitz

neviis yerine AST olarak adlandirilir. Bu kriterler:
*Asimetri
*Siir diizensizligi
*Ulserasyon
*Genis dermal melanosit gruplarinin olmasi, belirgin selliilarite
*Matiirasyon kayb1
*Derin dermal mitozlar, atipik mitoz varlig
*Subkutan yag dokuya yayilim

*Dermoepidermal bileskede yuva yapilarinin yerine tek tek dagilan melanositlerin baskin

olusu
*Capin 1 cm’den biiyiik olusu
*Epidermis tist yarisinda ve periferde goriilen pagetoid yayilim
*Kamino cisimciklerinin az olmasi ya da olmamasi

*Belirgin sitolojik atipi (yliksek niikleus/sitoplazma orani, tozsu pigmentasyon, kromatin

kabalasmasi, niikleer membran kalinlagmasi1 v.b.)

*Diger kriterler: Timor lokalizasyonu, uzun siireli lezyonlarda son zamanlarda olan
degisiklikler (biiylime, renk degisikligi, sinir diizensizligi vb.), ailesel melanom Oykiisii v.b.

olarak siralanabilir (62) (Tablo 4) (Resim 6).
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Tablo 4 : Spitzoid lezyonlarin ayirici tanisinda histopatolojik 6zellikler

SPITZ NEVUS SPITZOID ATIPIK SPITZ
MALIGN TUMOR
MELANOM
LEZYON Net secilebilir  ve | Belirgin ya da belirsiz, | Belirgin ya da belirsiz,
SINIRLARI diizenli diizensiz diizensiz
SIMETRI Simetrik Cogunlukla asimetrik | Simetrik/Asimetrik
KAMINO Sik Cok nadir ya dayok | Az ya da yok
CISIMCIKLERI
VARLIGI
EPIDERMAL Intakt, hiperplastik | Ulser ve erozyon | Ulser ve erozyon
OZELLIKLER goriilebilir. goriilebilir.
JUNKTIONAL “Junktional “Junktional clefting” | “Junktional clefting”
OZELLIKLER clefting”mevcut olabilir/olmayabilir olabilir/olmayabilir
INFILTRASYON | Cogunlukla yiizeyel | Derin  dermis  ve | Derin  dermis  ve
YERI subkutan yag | subkutan yag
dokusuna ulasan | dokusuna ulasan
infiltrasyon infiltrasyon
MATURASYON | Derine inildik¢e | Derine inildik¢e | Derine inildikg¢e
matiirasyon  varlig, | belirgin seliilarite ve | belirgin seliilarite ve
kiiciik yuva yapilart | ekspansil  nodiillerin | ekspansil  nodiillerin
icinde boyutlar1 | devam etmesi, | devam etmesi,
kiiciilen hiicreler matiirasyon kaybi matiirasyon kaybi
PAGETOID Epidermisin alt | Lezyonun orta ve |Lezyonun orta ve
YAYILIM kisminda ve | periferinde, periferinde,
lezyonun orta | epidermisin iist | epidermisin st
kisimlarinda sinirh kisimlarina dek | kisimlarina dek
uzanabilir. uzanabilir.
NEKROZ Goriilmez(Travma Genis Fokal
harig)
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MITOZ Genellikle yiizeyel ve | Derinlerde de | Derinlerde de
<2/mm? goriilebilir , | goriilebilir ,
genellikle 2-6/mm? | genellikle 2-6/mm?
HUCRE igsi ve epiteloid , derine | Lezyonun her | Lezyonun her
SEKILLERI indikce  kiigiilen  ve | tabakasinda biiyiik | tabakasinda biiyiik
matiirlesen hiicreler, | ve pleomorfik | ve pleomorfik
multiniikleer dev hiicreler | hiicreler hiicreler
sik
HUCRE Opak , Dbuzlu cam | Graniiler yada tozsu | Graniiler yada tozsu
OZELLIKLERI goriinlimiinde , | pigment iceren | pigment igeren
eozinofilik sitoplazmali, | sitoplazmali sitoplazmali
pigment igermeyen ya da | hiicreler hiicreler
¢ok az pigment igeren
hiicreler
NUKLEUS/ Diisiik Yiiksek Yiiksek
SITOPLAZMA
ORANI
KROMATIN Ince kromatinli, uniform | Biiyiik , eozinofilik | Biiyiik , eozinofilik
YAPISI niikleuslar nukleolus iceren | nukleolus igeren
kaba kromatinli | kaba kromatinli
niikleuslar niikleuslar
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Resim 6: Bir AST vakasmnin mikroskobik goriintiisii a)HEx100 (Derin dermise ulasan

infiltrasyon), b)HEx400 (Derin dermisteki melanositlerde matiirasyon yoklugu)

3.4.SPiTZ TUMORLERIN GENETIK OZELLIKLERI

Genel olarak akiz neviis ve melanomlar BRAF mutasyonu, NRAS mutasyonu ve NF-1
inaktivasyonu ile ortaya ¢ikarken, Spitz tiimdrlerde farkli genetik degisiklikler izlenmektedir.
Bu tiimdrlerde 11p gen kazanimi ve HRAS mutasyonu siklikla izlenirken, goriilebilen diger
genetik degisiklikler BAP-1 inaktivasyonu ve kinaz fiizyonlar1 (ALK, ROS-1, NTRK-1,
BRAF, RET, MET vb.) olarak siralanabilir (63).

Spitz neviisler baslangicta hizli bir biiylime fazina sahiptir. Bu hizli biiylime fazi HRAS,
BAP-1 gen mutasyonlari, kinaz flizyonu gibi degisiklikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Ancak
sonrasinda telomeraz erozyonu, DNA hasari, artmig reaktif oksijen radikallerinin
konsantrasyonu, epigenetik degisiklikler gibi faktorler ile hizli biiyiime fazi sinirlandirilir ve
durdurulur. AST’ler biiylimenin smirlandirilmasimi durduran mekanizmalardan kagarak
prolifere olmaya devam edebilir. Bu kacisa neden olan en énemli mekanizmanin CDKN2A
genindeki homozigot delesyon oldugu gosterilmigtir. CDKN2A geninin iiriinii olan 2 énemli
protein pl4 ve pl6’dir. Bu proteinlerden pl4, p53 geninin stabilizasyonunu saglayarak
biiylimenin durmasi ve apoptozda 6nemli rol alir. p16 ise Rb geninin fosforilasyonunu
engelleyerek hiicre dongiisiinii sinirlar. CDKN2A geninde goriilen homozigot delesyon
sonucu pl6é ve pl4 proteinlerinin sentezlenmesi durmakta, dolayisiyla timor siipresor
kalmaktadir.

mekanizmalar devre dis1 SMM’larda bu ka¢is mekanizmasma c¢esitli

mutasyonlar eklenerek apoptozdan kacis, sinirsiz boliinebilme gibi 6zellikler tiimor

hiicrelerine kazandirilmaktadir (63,64) (Tablo 7).
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Resim 7: Spitz tiimorlerde tiimor progresyon modeli (63).

Tek tek dagilan melanositler

Sadece ekstraseliiler buyiime faktorleri melanosit proliferasyonunu
uyanr.

Mitojenik uyaranlar hiicre proliferasyonunu saglar
-Mutasyonlar:HRAS,BRAF

-Kinaz fiizyonlar:ALK,NTRK-1,ROS1,BRAF,RET

Tumor stipresor mekanizmalar
-Hiicre dongusuniin durmas
-Telomer kisalmas:

-DNA hasar tamiri

Genetik degisikliklerin timor sipresor mekanizmalan durdurmasi
-Hiicre déngusiiniin durmasi (CDKN2A delesyonu...)
-Apoptozun baskilanmas (TP53 inaktivasyonu...)

I M yonlann etkil: digi tiimor supresor mekanizmalar
-immiin sistem ve diger otonom hiicre bagimsiz tamir mekanizmalan
-Neoplastik hiicrelerin yeni ortama yetersiz adaptasyonu

| Ei genetik degisiklikler

-Telomer kisalmasi:TERT promotor mutasyonlari...

-Ek onkojenik mekanizmalann aktivasyonu:PTEN kaybu...

-Kromatin ve hiicre farklilagmasimin aktivasy :ARID2A yonu,

Klasik melanomlarda %50 oraninda BRAF V600 E mutasyonu goriiliirken, bunu %25
oraninda RAS mutasyonlar1 (%24'tinde NRAS) ve %10 oraninda NF-1 inaktivasyonu izler.
Klasik neviislerde BRAF V600E, konjenital neviislerde ise kodon 61 de bulunan NRAS
mutasyonlart siktir. Mavi neviislerde 209. kodon iizerinde yer alan GNAQ ve GNAI1
mutasyonlar1 biiyiik oranda goriliir. Uveal melanomlarda ise triple “wild type” mutasyon
(KIT, GNAQ, GNAI11) izlenmektedir. KIT mutasyonlar1 ayn1 zamanda akral ve mukozal

melanomlarda da goriilebilir (64).

Spitz neviislerde ise 11p kazanimlari sik olarak izlenmektedir. 11p gen kazanimi desmoplazi
ve stromal skleroz ile iligkilendirilmistir. Bu nedenle 6zellikle desmoplastik Spitz neviislerde
11p gen kazanim sik olarak goriilmektedir. 11. kromozomun kisa kolunda bulunan (11p15)
HRAS gen mutasyonu ise %15 oraninda Spitz neviislerde izlenmektedir. Bu mutasyon diginda
%S5 oraninda BAP-1 mutasyonu ve %50 ye varan oranda kinaz flizyonu izlenir. (ALK, ROS-
1, NTRK-1, RET, MET, BRAF, STK vb.) (63,64).
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3.4.1.BAP-1 kayb:

BAP-1 (BRCA-1 associated protein-1) 3. kromozomun kisa kolundan eksprese olan (3p21)
ve timor siipresor rol listlenen bir proteindir. Ubikuitin C terminal hidrolaz ailesinde yer alir
ve deubikuinasyon ile gorevlidir. Kromatin modiilasyonu, transkripsiyonal regiilasyon,
ubikuitin-proteazom sistemi ve DNA hasar tamirinde 6nemli rol oynamaktadir. Timor
stipresor islevinin yerine getirilmesinde deubikuinasyon goérevi ve niikleer lokalizasyonu
onem tasimaktadir. BAP-1 proteininin eksprese edildigi gen bdlgesinin homozigot delesyonu
tiimor stlipresor iglevin kaybina yol agmaktadir. Bu homozigot kayip Knudson’un 2 vurus
hipotezi ile aciklanmaktadir. 1. vurus 1 allelin monozomisi ya da uniparental dizomi gibi her
iki allelin tek bir ebeveynden geldigi durumlarda gerceklesmektedir. 2. vurus ise inaktive
edici BAP-1 mutasyonlar1 ile gergeklesmektedir. BAP-1 kaybina cogunlukla BRAF
mutasyonlart da eslik etmektedir. Bu sekilde ortaya c¢ikan multipl herediter timor
predispozisyon sendromu uveal melanomlar, kutanéz melanomlar ve multipl epiteloid
melanositik timorler ile karakterizedir. Bunun disinda 6zellikle malign mezotelyoma, bazi
herediter bobrek hiicreli karsinomlar gibi bir¢ok tiimoriin patogenezinde de rol oynamaktadir.
BAP-1 kaybinin rol aldigi melanositik lezyonlarda epiteloid melanositler 6n plana
cikmaktadir (65). Epiteloid melanositler belirgin pleomorfik vezikiiler niikleuslu, net
secilemeyen niikleoluslar1 olan, belirgin genis amfofilik sitoplazmaya sahip hiicrelerdir.
BAP-1 kaybiyla ortaya g¢ikan melanositik tiimorler genellikle intradermal ve junktional
yerlesimli olup, Spitz neviislerde sik¢a goriilen epidermal hiperplazi, hipergraniiloz,
dermoepidermal bileskede goriilen artifisyel yariklanma, Kamino cisimcikleri gibi 6zellikleri
tasimamaktadirlar. Aksiyel lokalizasyon, yapraksi biiyiime paterni, sitoplazmik amfofili,
belirgin sitoplazma smirlari, vezikiiler kromatin, biniikleasyon/multiniikleasyon, timori
infiltre eden lenfositlerin varligi bu tiimoérlerin 6zelliklerindendir (Resim 8). BAP-1 kaybu ile
giden tiimorler morfolojik olarak epiteloid melanositler igermesi nedeniyle Spitz neviisler ile
benzer olarak goriilse de, molekiiler olarak BRAF mutasyonlar1 igermeleri nedeniyle farkli
isimlendirmeler de Onerilmistir. Bu isimlerden “Melanositik BAP-1 iliskili intradermal timor
(MBAITs)”, tiimorlerin ¢ogunlukla intradermal olusuna karsin junktional komponent de
icerebilmesi nedeniyle kullanigh olmamistir. Diger bir isimlendirme ise “Nevoid melanoma-
like melanositik proliferasyon (NEMMPs)”dur. Nevoid melanomlar kotii prognoza sahip
tiimorlerdir. BAP-1 iligkili timdrlerin nadiren melanoma ilerleyebilecegi ve siklikla metastaz
yapmadigi goz oniinde bulunduruldugunda bu isimlendirmeden de uzaklasilmistir. Bir diger

isimlendirme “BAPoma”dir. Bu isimlendirme aktive edici mutasyonlara sahip BRAFoma,
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ALKoma gibi tiimorler esas alinarak yapilmis olmakla birlikte, BAP-1 mutasyonunun
inaktivasyonu sonucu tiimorler gelismekte oldugundan yine dogru bir isimlendirme

olmamistir. Bu timdrlerin isimlendirilmesi igin fikir birligi heniiz saglanamamistir (65,66).

Resim 8: BAP-1 kaybi ile giden bir melanositik lezyonun mikroskobik goriintiisii a)HEx200
(Bizar, multiniikleer dev hiicrelerin eslik ettigi epiteloid melanositler), b)HEx400 (Epiteloid

melanositlerin arasinda tiimorii infiltre eden lenfositler)

3.4.2.HRAS mutasyonu:

HRAS geni 11. kromozomun kisa kolunda, ekzon 3'te bulunur. Bu lokusta ortaya ¢ikan
mutasyon sonucu, glutamin amino asidinin lizin ya da arjinin ile yer degistirmesiyle aktive
protein ortaya ¢ikar. Bu mutant proteinin tetiklemesi ile MAP/ERK yolag: aktive olur. Bu
sinyal yolag1 da bir baska sinyal yolagi olan PI3K/AKT/mTOR yolagini aktive ederek hiicre
boyutunun biiyiimesine ve hiicrenin hayatta kalma sansinin artmasina yol acar (Resim 9-1,
9-2, 9-3). PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu), CGH (komplet genomik hibridizasyon) ve
FISH (Floresans in situ hibridizasyon) yontemleriyle bu gendeki degisiklikler gosterilebilir.
HRAS mutasyonu Spitz tiimorlerde benign davranisi gosterir. Bu nedenle SMM’larda

rastlanan bir gen mutasyonu degildir (67,61).
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Resim 9-1:Hiicre ici RAS yolag: (68,69). Resim 9-2:Hiicre i¢i biiylime faktorii olarak HRAS
(70). Resim 9-3:Kromozom 11 ve HRAS (71).

Resim 9-1
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3.4.3.Kinaz fiizyonu:

Hiicre i¢inde bulunan kinaz bolgeleri normal durumda intakttir ve sinyal yolagini aktive

edici oOzelligi bulunmamaktadir.

Ancak kinaz fiizyonu goriilen durumlarda bagimsiz

dimerizasyon ve otofosforilasyon gerceklesir. Otofosforilasyon sonucu hiicre ig¢i sinyal

yolaklar1 aktive olur. Bu hiicre i¢i sinyal yolaklari MAP/ERK, PI3K/AKT/mTOR, JAK-

STAT gibi yolaklar olup, hiicrenin sinirsiz boliinmesi ve apoptoz mekanizmalarindan

kagisinda rol oynarlar (65).
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*ALK Fiizyonu: Tirozin kinaz flizyonudur. Spitz tiimorlerin yaklasik 9%10’unda ALK
fizyonu izlenmektedir. Bu timoérler genellikle ekstremitelerde tek papiil seklinde ortaya
cikmaktadirlar. Cogunlukla amelanotik olmakla birlikte yogun pigment igeren tipleri de
bulunmaktadir. Timoérler intradermal, bilesik ya da junktional olabilir. Fusiform
melanositlerin olusturdugu pleksiform yapilanma en karakteristik histopatolojik bulgusudur.
Hiicrelerin niikleuslar1 diizgiin konturlu ve vezikiiler goriinlimdedir. Belirgin pleomorfizm
goriilmez. Bunun yanisira dermal skleroz eslik edebilir. En sik fiizyon partnerleri olan TPM3
ve DCTNI, 5° ucunda artmis fosforilasyona, bdylece aktive edici kimerik protein olusumuna

neden olurlar. Bu sayede PI3K ve MAPK sinyal yolaklari aktive edilir (72,73,74).

*ROS-1 Fiizyonu: Tirozin kinaz filizyonudur. Belirgin spesifik bir histolojik bulgusu
bulunmamaktadir. Cok c¢esitli fiizyon partnerleri mevcuttur. Spitz tlimorlerin yaklagik
%10’unda goriilmektedir. Olusan aktive edici kimerik protein sayesinde ALK flizyonunda

oldugu gibi PI3K ve MAPK sinyal yolaklarini aktive eder (75).

*NTRK-1 Fiizyonu: Tirozin kinaz flizyonudur. En sik goriilen fiizyon partneri LMNA’dir
(73).

*RET Fiizyonu: Tirozin kinaz fiizyonudur. KIF5B ve GOLGA-5 ile flizyonu siktir. %5’ten

az oranda goriiliir.

*MET Fiizyonu: Tirozin kinaz flizyonudur. Spitz tiimoérlerde olduk¢a nadirdir. Cok sayida
bilinen fiizyon partnerlerinden 6 tanesi Spitz tlimorlerde tespit edilmistir. Flizyon sonucu
olusan aktive edici kimerik protein sayesinde ALK filizyonunda oldugu gibi PI3K ve MAPK

sinyal yolaklar1 aktive edilir.

*BRAF Fiizyonu ve Amplifikasyonu: Diger kinaz fiizyonlarindan farkli olarak
serin/threonin kinaz fiizyonudur. Fiizyon N-terminal RAS baglayic1 bolgelerde gergeklesir.
Spitz tliimorlerin  yaklagik 9%35’inde goriilmektedir. Spesifik bir morfolojik 6zellikle
iligkilendirilememistir. Otoinhibitér mekanizmalarin kaybi sonucu tiimdr olusumuna neden

olur (75).

Spitzoid melanomlarda ise klasik melanomlarda belirlenen ¢esitli gen mutasyonlar
goriilebilir. Bu nedenle konvansiyonel melanomlarda belirlenen 3 farkli gen lokusunda
tanimlanan Siklin D1(CCND-1) (11q13), Miyeloblastosis fetal oncogen protein (MYB)
(60g23), ve Ras resposive element binding protein -1 (RREB-1) (6p25) igeren klasik melanom
FISH problar ile yapilan calismalarda spitzoid melanomlarda da pozitiflik elde edilebilir.
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Bunun disinda tiimor siipresif bir gen olan CDKN2A (9p21) ile izlenen homozigot kayiplar da
agresif gidisi gosteren bir belirtectir. Bu lezyonlarin bazilarinda 9p21 lokusunda sadece
heterozigot delesyon saptanmasina ragmen agresif gidis goriilebilir. Bunun sebebi diger
allelin genomik yeniden diizenlenmesi, mutasyon, epigenetik mekanizmalar ve kiigiik
delesyonlar gibi sebeplerle inaktivasyonu olarak diistiniilmektedir. MYB geninde delesyon

gosteren vakalarda ise daha iyi prognoz izlenmektedir (76,77).
3.5.FISH (Floresans in situ hibridizasyon)

Son yillarda FISH kullanimi hem temel hem de klinik arastirmalarda sik¢a kullanilan bir
yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Spesifik DNA ya da RNA sekanslarinin belirli problar
ile hibridizasyonu yaklasik olarak 40 yildir bilinen bir yontemdir. Hibridizasyon sonrasi
olusturulan preperatlar floresans mikroskobu altinda belirli filtrelerden gegirilen 11k ile
incelenir ve farkli renklerle karakterize olan sinyaller degerlendirilir (78,79). FISH metoduyla
spesifik DNA ya da RNA sekanslar ile izotopik olan isaretli problar niikleusta, hiicrenin
tamaminda ya da metafaz kromozomunda hibridize edilir. 1970’lerin sonlarinda rekombinant
DNA teknolojisinin ¢ikmast sonucunda izotopik olmayan formlarla da isaretlenebilen

problarin kullanilmas1 FISH yontemini daha hizli ve giivenli hale getirmistir (80).

3.5.1.Problar: En popiiler olarak kullanilan problar kromozomu spesifik olarak tekrarlayan
DNA problar1 olup, hem metafaz hemde interfazda bulunan niikleuslarda kaliteli sinyal
vermektedir. Bu satellit problar kromozomun sentromer bolgesinde yerlesirler ve ¢cok sayida
hibridizasyon i¢in hedef olusturan alana ait kopya igerirler (81). Bu problar belirli bir gen
bolgesinde olan genetik degisiklikleri gosterirler. Bu gen bolgesi 1 kilobazdan 300 kilobaza
kadar ulasabilen boyutlarda olabilir. Bununla birlikte kromozomun tamamini ilgilendiren
degisiklikler ve translokasyonlar i¢in kullanilan “Kromozom Boyalar1” tek bir kromozomun

izolasyonu ya da kromozom bankalar1 kullanilarak elde edilebilir (82,83).

3.5.2.Probun isaretlenmesi: Spesifik gen alanlar1 igeren molekiiller ile bunlar isaretleyip
sinyal alimini saglayan non izotopik molekiillerin birlestirilmesi enzimatik ve kimyasal olarak
gerceklestirilebilir. Bu islem i¢in kullanilan sentezlenmis niikleotid analoglari olan haptenler
biyotin ve digoksijenin olarak bilinirler. Bu haptenler immiinolojik ya da afinite baglayici
yontemler ile floresans ligandlara baglanirlar (indirekt yontem) (84). Son yillarda
niikleotidler, gelistirilen floroforlara direkt olarak da baglanabilmaktedir. Bu isaretleme
yontemleri; nick translasyon, random primerizasyon, in Vitro transkripsiyon ve PCR

amplifikasyon olarak siralanabilir (85).
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3.5.3.Hedef doku: in situ hibridizasyon teknikleri, hiicreler, doku kesitleri, izole edilmis
niikleuslar ve kromozomlar iizerinde uygulanabilir. Hibridizasyon 6ncesi doku kesitlerine
fiksasyon islemi uygulanir. Bunun yanisira tek hiicre siispansiyonu iginde de hibridizasyon
islemi uygulanabilir. Hibridizasyon isleminin basarisini arttirmak i¢in birka¢ farkli islem
oncesi prosediir uygulanabilir. Bu islemler sayesinde sitoplazmalar, niikleer proteinler ve
endojen RNA parcalar1 ortamdan uzaklastirilir, bdylece probun DNA'ya penetrasyonu optimal
kosullarda gerceklesmis olur. Bu islem i¢in proteolitik enzimler ya da deterjan soliisyonlari

kullanilabilir (80).

3.5.4.Denatiirasyon ve Hibridizasyon: Hibridizasyonun ger¢eklesebilmesi igin ¢ift sarmalli
probun ve hedef DNA’nin tek sarmalli hale getirilmesi gerekmektedir. Bu igslem yiiksek 1s1
ya da alkali denatiirasyon ile saglanmaktadir. Bu basamaklardaki siire ve sicakliklar prob ve
dokunun oOzelliklerine gore degiskenlik gosterebilir. Hibridizasyon basamaklart 10-20
mikrolitrelik kiiglik miktarlardaki tampon ¢ozeltiler iginde gergeklestirilir. Bu tampon
sollisyonlarin tuz konsantrasyonlari, pH degerleri, 1silar1 ve formamid konsantrasyonlari,

dokunun ve probun 6zelliklerine gore farklilik gosterebilir.

3.5.5.in situ hibridizasyon: 1-5 kilobazlik problar FISH igin yeterli olmakla birlikte kaliteyi
arttirmak amaciyla 10-25 kilobazlik problar kullanilmaktadir. Ancak biiyiik miktarlardaki
DNA’lar i¢in kullanilan problar daha da fazla miktarda olabilir. Biiylik miktarda DNA
hibridizasyonlarinda spesifik tekrarlar ile non spesifik tekrarlar iceren alanlari ayirt etmek
miimkiin olmayabilir. Bu problem de probun isaretlenmemis DNA ya da insan COT-1 DNA's1
ile prehibridizasyonu ile ¢oziilmektedir. Bu DNA'lar nonspesifik tekrar eden gen alanlarini

icermektedir (83,86).

3.5.6.Sinyallerin saptanmas1 ve gorsellestirilmesi: Post hibridizasyon yikamalar ile
nonspesifik prob artiklar1 ve hibridize dokularin direkt olarak uzaklastirilmasi sonrasinda prob
florokrom konjugatlari ile baglanir. Biotin ile isaretli konjugatlar, avidin ve streptavidin ile
konjuge edilerek yesil sinyal, teksas red ve rhodamin ile konjuge edilerek kirmizi sinyal,
hidroksikumarin ile konjuge edilerek mavi sinyaller elde edilir. Son yillarda biyotin ya da
digoksijeninin florofor konjugatlara baglanarak direkt olarak hibridize edilmesiyle bu iglem
yapilmadan da sinyal elde edilebilir hale gelinmistir. Bu sayede sinyal amplifiye
edilebilmektedir.
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3.5.7.FISH yonteminin kullanim alanlar:

-Interfaz sitogenetik

-Translokasyon analizi

-Kromozom boyama (kromozomdaki yapisal anomalilerin saptanmasi)

-Yeast artificial chromosomes (YACs) saptanmasi (yabanci olan DNA’nin saptanmasi)
-Amplifikasyon ve delesyonlarin saptanmasi

-Kromozom haritas1 olusturulmasi

-Rezidiiel hastaligin saptanmasi (80).

3.6.SPIiTZ TUMORLERDE KULLANILAN IMMUNOHISTOKIMYASAL
BELIRTECLER:

Hiicre = dongiisiiniin ~ ve  apoptozun  diizenlenmesinde rol alan  proteinlerin
immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi melanositik lezyonlarda malignitenin
belirlenmesi i¢in 6nemli bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu proteinler BAX, Ki-67,
Rb, p16, Siklin D1 (CCND1), p27 ve p53 olarak siralanabilir. Bunun yani sira ¢esitli
melanositik belirteclerin  immiinohistokimyasal olarak ekspresyonlarinin arastirilmast da
melanositik lezyonlarda malignite agisindan fikir verici olmaktadir. Bu belirtegler MART-1
ve HMB-45’tir. Spitzoid lezyonlarda malignitenin belirlenmesi i¢in Puri ve ark.’nin yaptigi
calismada kullanilabilecek en iyi panelin HMB-45, Ki-67 ve p16 antikorlarini igeren tglii

panel oldugu vurgulanmistir (87).
3.6.1.Siklin Bagimh Kinaz Inhibitor 2A (CDKN2A, p16):

Yapilan GCH ¢alismalarinda melanomlarda en sik kayip izlenen genomik bdlgenin 9p gen
lokusu oldugu tespit edilmistir. Bu lokusta bulunan CDKN2A genindeki homozigot
delesyonlar, ailesel melanomlarin %90’inda, konvansiyonel melanomlarin ise %50’sinde
izlenmektedir. Spitzoid lezyonlarda ise 9p lokusunda homozigot ve heterozigot delesyonlar
goriilebilmektedir (88).

Spitz tiimorlerde pl6 ekspresyonu agisindan 3 farkli patern ortaya g¢ikmaktadir: *Difiiz
ekspresyon, *Total ekspresyon kaybi, *Intratiimoral heterojen ekspresyon kaybi (Fokal

ekspresyon kaybi).
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Difliz ekspresyon 9. kromozomun intakt oldugunu gosterebilecegi gibi, heterozigot
delesyonlarda da izlenebilir. Total ekspresyon kaybi, homozigot 9p delesyonlarinda karsimiza
cikmaktadir. Fokal ekspresyon kaybinda ise tiimor i¢inde hem 9p homozigot delesyonu
gosteren, hem de intakt 9p ya da heterozigot 9p delesyonu igeren hiicreler oldugundan so6z

edilebilmektedir.
3.6.2.Ki-67:

Neviisten melanoma ilerleyen siirecte baslangic noktasini melanositlerin  kontrolsiiz
proliferasyonu olustur. Bu proliferasyonu goriiniir hale getirmek i¢in kullanilan Ki-67 proteini
MKI67 geni tarafindan kodlanir ve hiicre dongiisiiniin Go hari¢ tiim fazlarinda saptanabilir.
Tiim melanositik lezyonlarda oldugu gibi spitz timoérlerde de benign ve malign lezyon
ayriminda proliferasyon indeksinin belirlenmesi énem tasimaktadir. Ozellikle derin dermal

melanositlerde artmis proliferatif indeksin goriilmesi, lezyonun malign olabileceginin

habercisidir (89,90).

Ki-67 antikoru i¢in Li ve ark.’nin yaptig1 calismada %5’in altindaki degerler diisiik
proliferatif indeks, %10’un {izerindeki degerler ise yliksek proliferatif indeks olarak
degerlendirilmistir. Bu bulgulara gére SN’lerde Ki-67 proliferatif indeks %5’in altinda,
SMM’larda ise %10 un iizerinde beklenmektedir. AST’lerde Ki-67 proliferatif indeks siklikla
%S5 ile %10 arasinda izlenmektedir (91).

3.6.3.Human Melanoma Black 45 (HMB-45):

HMB-45, lenf nodu tutulumu gosteren pigmentli melanomlardan elde edilen bir antikordur.
Bu antikor immatiir melanositlerdeki ndéraminidaza duyarli oligosakkarit glukokonjugatlarla

reaktivite gosterir (88).

Neviislerde HMB-45 ekspresyonu matiirasyon ile uyumlu bir boyanma paterni olusturur. Bu
patern lezyon yilizeyindeki az miktarda melanositte boyanma, lezyon derinine inildikce
boyanmanin kaybi seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Melanomlarda ise hem tiim lezyonda
difiiz ekspresyon, hem de total ekspresyon kaybi goriilebilmektedir. Spitzoid lezyonlarda da

konvansiyonel melanomlarda goriilen paternler izlenmektedir (60).
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3.7.MELANOSITIK LEZYONLARDA FISH KULLANIMI:

Melanositik lezyonlar dermatopatolojinin tanist zor olan alanlarindan biridir. Bu nedenle
malign ve benign ayrimmin yapilabilmesi ig¢in rutin 1s1k mikroskobik inceleme ve
immiinohistokimyasal incelemenin yanisira ¢esitli yontemlere de ihtiyag duyulmaktadir. Son
yillarda neviis ve melanom arasindaki genetik farkliliklarin anlagilmasiyla birlikte, bu genetik

degisiklikler molekiiler diagnostik testlerin de hedefi haline gelmistir (92).

Yapilan caligmalarda neviislerin genellikle tek nokta mutasyonlari sonucu olustugu,
neviisten melanoma dogru gelisen siirecte ise kromozomal instabiliteye bagli olarak gen
kazanimlari, amplifikasyonlari, gen delesyonlarinin meydana geldigi anlasilmistir. Bu
genetik degisiklikler de son yillarda gelistirilen tekniklerin hedefi haline gelmistir (93,94).
Diger yontemlere gore maliyetinin daha diisiik olusu, arsiv materyalinden de calisilabilmesi,
patoloji laboratuvarlarinda uygulanabilirliginin kolay olusu, FISH yonteminin kromozomal
degisiklikleri belirlemede tercih edilen bir yontem olmasini saglamistir. Hematolojik ve solid

timorlerde kullanilmasinin yanisira melanom igin de ¢esitli problar gelistirilmistir (94).

2003 yilinda Bastian ve arkadaslarinin yayinladigi makalede, 132 melanom ve 54 neviis
kullanilarak yapilan ¢aligmada melanomlarda %96 oraninda belirli kromozomal kopya sayisi
farkliliklar1 saptanmis, bu genetik farkliliklar neviislerde goriilmemistir (92). En sik goriilen
genetik farkhiliklar 6p, 1q, 7p,7q, 8q, 17q, 11q, 20q gen kazanimlart ve 9p, 9q,10q, 10p, 6q

gen delesyonlari olarak saptanmustir (95).

FISH testinin melanom i¢in formiilasyonu CGH ile belirlenen yiiksek riskli alanlarin
dokiimantasyonu ile yapilmistir. Bastian ve ark.’nin belirledigi 8 farkli kromozom iizerinde
bulunan 13 yiiksek riskli alanin, melanomlar ve neviisler arasindaki ayrim agisindan 6nem
tasidigr saptanmistir. Ayrica 4. kromozom tizerindeki KIT geni de terapotik hedef olmasi
acisindan onem kazanmistir. Eger bir kromozom melanomlarda genellikle gen kazanimina ya
da gen delesyonuna ugruyorsa bu genler FISH problar1 i¢in hedef alanlar olarak secilmistir

(96).

FISH panelleri genellikle 2 ila 4 prob igerir ve her probun farkli bir florofor ile
isaretlenmesiyle olusur. Bastian ve ark.’nin 97 melanom ve 95 neviis ile yaptiklari ¢alismada
gelistirilen paneller her vakaya uygulanmis ve 4 probun melanomlar: tespit edilmesinde en
ideal problar oldugu goriilmiistiir (97). Bu problar Ras responsive element binding protein-1
(RREB-1 ,6p25), v-myb miyeloblastosis viral oncogene homolog proteini (MYB, 6g23),

siklin D-1 (CCNDI1, 11q13) ve kromozom sayisinin kontrolii i¢in kullanilan sentromer 6
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(CEP 6) olarak siralanabilir. Bu problardan RREB-1 kirmizi spektrum, MYB gold spektrum,
CCND1 yesil spektrum, D6Z1 (CEP6) aqua spektrum ile isaretlenir. Ayrica post
hibridizasyon yikamalar sirasinda DAPI (4’,6-diamino-2-phenylindole) boyamasinin da

entegre edilmesiyle sayima hazir hale getirilir (77,98).

Sayim sirasinda tiimdre ait en az 60 degerlendirmeye uygun hiicre secilir. Hibridizasyonu
zayif olan ya da iistiiste binmis c¢ekirdekler sayim disinda tutulur. Ayrica 30’dan az timor
hiicresi olan vakalar degerlendirmeye alinmaz. Tiim hiicreler kriterlere gore
degerlendirildikten sonra 1 ya da daha fazla kriteri saglayan vakalar FISH pozitif olarak kabul
edilir (98).

Pozitivite kriterlerini belirlemek amaciyla University of California at San Fransisco (UCSF)
tarafindan 58 adet melanom ve 51 adet neviis kullanilarak yapilan ¢alismada, neviis ve
melanomlar arasinda ayrimi saglayan 4 adet esik deger saptanmustir: 1)Sayilan hiicrelerin
%?38’inden fazlasinda 2’den fazla CCNDI1 sinyalinin olmasi, 2)Sayilan hiicrelerin %55’inden
fazlasinda RREB-1/CEP 6 oraninin 1’den biiyiik olmasi, 3)Sayilan hiicrelerin %40’ mndan
fazlasinda MYB/CEP 6 orani 1°den kii¢lik olmasi, 4)Sayilan hiicrelerin %29 unda 2’den fazla
RREB-1 sinyali goriilmesi kriterlerinden herhangi birini saglayan vakalar FISH pozitif olarak

kabul edillir (97) (Tablo 5).

UCSF’in  esik degerlerinin  validasyonu acisindan Chicago’daki  Northwestern
Universitesi’nde yapilan ¢alisgmada 83 melanom ve 86 neviis kullanilmis, esik degerlerin

%386,7 oraninda sensitivite ve %95,4 oraninda spesifiteye sahip oldugu goriilmiistiir (99).

Tablo 5: UCSF kriterleri

KRITERLER SINYALLER ESiK DEGERLERI
(%)

6p25 (RREB-1) kazanimi >2 RREB-1 (kirmizi) >29

6p25 (RREB-1) kazanimi RREB-1 (kirmiz1)> CEP6 (aqua) >55

6923 (MYB) kayb1 MYB (gold) < CEP6 (aqua) >40

11q13 (CCND1) kazanimi >2 CCNDI1 (yesil) >38

Sinyaller i¢in belirlenen esik degerler farkli laboratuvarlarda farkli sekillerde
bulunabilmektedir. Bunun sebepleri arasinda farkli hibridizasyon kosullari, hesaplama

metodlarinin ve ekip tecriibesinin farkli olusu, kullanilan problarin sensitivite ve spesifite
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degerlerindeki farklilik siralanabilir. NeoGenomics Laboratuvarlari’nin 157 neviis ve 167
melanom kullanarak yaptigi ¢aligmada sinir degerleri ise: 1)Sayilan hiicrelerin %16’sindan
fazlasinin RREB-1 sinyallerinin hiicrelerde 2’den fazla olmasi, 2)Sayilan hiicrelerin
%53’iinden fazlasinin RREB-1/CEP 6 oraninin 1’den biiylik olmasi, 3)Sayilan hiicrelerin
%42’sinden fazlasinin MYB/CEP 6 oraninin 1’den kiiciik olmasi, 4)Sayilan hiicrelerin
%19’undan fazlasinin CCND1 sinyallerinin 2’den fazla olmasi olarak belirlenmistir. Bu
sayede esik degerlerinin sensitivitesi %84, spesifitesi %95 olarak belirlenmistir (Tablo 6).
Ayni vakalara UCSF kriterleri uygulanarak degerlendirildiginde ise spesifite %98 olurken
sensitivite degeri %64 e gerilemistir (100).

Tablo 6: NeoGenomics kriterleri

KRITERLER SINYALLER ESIK
DEGERLERI (%)

6p25 (RREB-1) kazanimi >2 RREB-1 (kirmizi) >16

6p25 (RREB-1) kazanimi RREB-1 (kirmiz1)> CEP6 (aqua) >53

6923 (MYB) kayb1 MYB (gold) < CEP6 (aqua) >42

11913 (CCND1) kazanimi >2 CCND1 (yesil) >19

Bununla birlikte Abbott Laboratuvarlari’nda gelistirilen bagka esik degerler ise: 1)Niikleus
basina diisen ortalama CCNDI1 sinyallerinin 2,5 ya da daha fazla olmasi, 2)Niikleus basina
diisen MYB sinyallerinin 2,5 ya da daha fazla olmasi, 3)MYB/CEP6 sinyallerinin <1 oldugu
hiicrelerin %31’°den fazla olmasi ve 4)>%063 hiicrede RREB-1 sinyal anomalisi saptanmasi
olarak siralanabilir (Tablo 7). Bu degerler ile sensitivite %82,2, spesifite %94 olarak
degerlendirilmistir (101).

Tablo 7:Abbott kriterleri

KRITERLER ESIK DEGERLERI
CCNDI sinyali/niikleus >2,5

MYB sinyali/niikleus >2,5

MYB/CEP6 sinyalleri <1/niikleus >%31

RREB-1 sinyal anomalisi >063
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Kutzner ve arkadaglar tarafindan 2012 yilinda yayinlanan ¢aligmada ise Abbott ve UCSF
(Gerami) kriterlerinin kombine edilmesi sonucunda sensitivite ve spesifitenin daha yiiksek
olacag1 savunulmustur. Onerilen bu yeni kombine kriterler: 1)RREB-1 gen kazaniminin
(hiicre basina >2 sinyal) %29’dan fazla olmasi, 2)RREB-1/CEP 6 oraninda artisin (RREB-1
sinyallerinin hiicre bagina CEP 6 sinyallerinden fazla olmasi) %55’den fazla olmasi,
3)Anormal RREB-1 sinyalinin (her niikleusta <2 ya da>2 RREB-1 sinyali varligi) %63 ve
tizerinde olmasi, 4)Niikleus basina diisen ortalama MYB sinyali 2,5 ve iizeri olmasi,
5)MYB/CEP 6 relatif kaybinin (hiicre basina diisen MYB sinyalinin CEP 6 sinyaline oranla
daha az olusu) %31 ve lizerinde olmasi (Abbott), %40’tan fazla olmasi (UCSF), 6)Niikleus
basina diigen ortalama CCND1 sinyali 2,5 ve {izeri olmas1 7)CCND1 gen kazaniminin (hiicre
basina >2 sinyal) %38’in lizerinde olmasi olarak belirtilmistir (Tablo 8). Bu kriterler
kullanilarak yapilan ¢aligmada 163 adet melanom ele alinmis, bu vakalarin %82,2 sinde
kombine kriterler kullanilarak pozitiflik elde edilmistir. Bu oran Abbott kriterleri
kullanildiginda %69,3, UCSF kriterleri kullanildiginda %72,4 olarak belirlenmistir (101).

Tablo 8:Kombine kriterler

KRITERLER ESiK DEGERLERI
RREB-1sinyali/niikleus >2 >%29

RREB-1/CEP6 sinyali >1/niikleus >%55

Anormal RREB-1 sinyali >%63

MY B sinyali/niikleus >2,5

MYB/CEP6 sinyali <I/niikleus >%31(Abbott) >%40 (UCSF)
CCND1 sinyali/niikleus >2,5

CCNDI sinyali/niikleus >2 >%38

2011 yilindan beri ise klasik melanom problari ile olusturulan melanom panelinin bazi
durumlarda yetersiz kaldigindan bahsedilmektedir. Bu problarin yetersiz kaldig: iki 6nemli
grup spitzoid lezyonlar ve nevoid melanomlarin ayirimi olarak giindeme gelmektedir.
Belirtilen 3 major problem: 1)Morfolojik olarak malign ve benign ayriminin zor yapildigi
melanositik lezyonlarda diisiik sensitivite ve spesifite oranlarina sahip olmasi, 2)Spitzoid
neoplazilerde relatif olarak diisiik sensitivite ve spesifite degerlerine sahip olmas1 3) Spitz
neviis ve atipik epitelyal komponente sahip neviislerde (NAECC) tetraploidiye bagli yanlis
pozitifliklerin bulunmasidir (102,98,103).
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Klasik melanom FISH panelinde en sik goriilen kromozomal degisiklikler olan RREB-1 ve
CCNDI1 kazanimlari, bir hiicrede 2’den fazla sinyal ile karakterizedir. Bu degisiklikler
triploidi ya da tetraploidi gosteren hiicrelerde de goriilebilmektedir. Triploidi ya da tetraploidi
gosteren hiicrelerde yanlis pozitiflik oran1 oldukga yiiksek olarak izlenmektedir. Bu durum
epiteloid hiicreli melanositik lezyonlar ve spitzoid morfolojili lezyonlarda sik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Klasik melanom FISH problar1 kullanilarak yapilan analizlerde, bu
morfolojiye sahip olan vakalar yanlis pozitif olarak degerlendirilebilmektedir (104).

Klasik melanom problari kullanilarak yapilan FISH analizlerinde ortaya cikan diger
problemler ise, prob karisiminin yalnizca 2 kromozomu incelemesi, dolayisiyla
melanogenezdeki tiim kromozomal degisiklikleri monitorize etmede yetersiz kalmasi (105),
melanomlarin bir degil bir ¢cok farkli genetik degisiklikleri igeren kompleks tiimdrler olmasi,
spitzoid lezyonlarda kinaz fiizyonlarinin izlenmesi (75), Koreli hastalarda goriilen akral
melanomlarda %40’a varan KIT amplifikasyonu (106) ve var olan prob karigiminin CDKN2A
icermiyor olmasi (spitzoid lezyonlarda ve %40’a varan familyal melanomlarda goriilen

genetik degisiklik) olarak siralanabilir (107).

Ayrica son yillarda FISH kullaniminin amacinin diagnostik olmaktan ¢ok prognostik olusu
yeni problarin dizayn edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir (108). Bu nedenle Gerami ve
ark.’nin yaptig1 ¢aligmada yeni bir prob karigimi ortaya konulmustur. 8 prob, 2 prob grubu
halinde tasarlanmis ve 9p21, Cep 9, 1925, Cepl7, 8q24, 7q34, Cep 10 ve 20q13 lokuslarini
icermektedir. Bu prob karisimlar1 ve klasik melanom prob paneli ile yapilan 31 melanom ve
34 neviis iceren ¢aligmada 9p21 (CDKN2A), Cep9, 20q13 ve 8q24 iceren prob dizayninin en
iyi performans gosteren grup oldugu kaydedilmistir. Esik degerleri her probun kendi
dizaynina gore belirlenmistir. 49 melanom ve 51 neviis kullanilan 2. ¢alismada ise 4 prob
parametrelerinin 4’erli kombinasyonlar1 uygulanmis ve uygun kombinasyon olarak 9p21
(CDKN2A), 6p25 (RREB-1), 11q13 (CCNDI1) ve 8q24 (MYC) igeren prob paneli
belirlenmistir. Bu prob kombinasyonu ile yapilan 3. ¢aligmada tiim problar igin sinir degeri
%29 olarak belirlenmistir. (9p21 homozigot delesyonu, 6p25 kazanimi, 11q13 kazanimi, 8q24
kazanimi.) Son olarak 51 melanom ve 51 neviis ile yapilan validasyon ¢alismasinda klasik
melanom problar1 uygulandiginda sensitivite degeri %75, spesifite degeri %96 olarak
saptanirken, 9p21, 6p25, 11ql3 ve 8q24 igeren prob karigimi ile yapilan uygulamada
sensitivite %94, spesifite %98 olarak belirlenmistir (109,110).
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Sonug olarak tavsiye edilen, spitzoid morfolojide lezyonlarda prognostik agidan yapilan
FISH caligmasinda klasik melanom problarinin yani sira 9p21 igeren ikinci bir prob
karisiminin da uygulanmasi, nevoid morfoloji gosteren melanositik lezyonlarda ise klasik
melanom problarinin yanisira 8q24 igeren prob karisiminin da uygulanmasi yoniinde
olmaktadir. 9p21 (CDKN2A) nin homozigot kaybt ve 8q24 (MYC) nin gen kazanimi ise
malignite yoniinde belirtegler olarak bildirilmektedir (111).

3.8.SPITZOID LEZYONLARDA FISH KULLANIMI:

Spitzoid morfolojideki lezyonlar konvansiyonel 1sik mikroskobuyla tanisi zor olabilen
lezyonlardir. Ozellikle intermediate gradeli melanositik lezyonlar olan AST’lerin
histopatolojik olarak ayirimi olduk¢a zordur. Bu lezyonlar spitzoid sitoloji, epidermal
hiperplazi, Kamino cisimcikleri gibi Spitz neviislere ait Ozelliklere sahip olduklar1 gibi,
mitotik figiirler ve matiirasyon kayb1 gibi melanomlara ait 6zellikler de gosterebilirler (112).
Spitz neviisler, AST’ler ve SMM’lar ¢ok sik goriilen lezyonlar olmamakla
birlikte, histopatolojik olarak tanisi zor olan lezyonlar oldugundan, tani yanilgisi, benign
lezyonlarda agresif tedavi verilmesine ya da malign lezyonlarda tedavi yetersizligine sebep
olabilir (113). Van Dijk ve ark.’nin 2008 yilinda yaptigi c¢alismaya gore cocuk ve geng

erigkinlerde goriilen Spitz neviislerin %40°1 melanom olarak yanlis tan1 almistir (114).

2008 yilinda Avusturya’nin Graz kentinde Uluslararas1 Dermatopatoloji Toplulugu’nun Graz
Tip Universitesi’ne ait 57 vaka kullanarak yaptiklar1 calismada, kalinligi 1 mm nin iistiinde ve
cogunlukla intradermal tiimérlerin melanom ile ¢ok sik karisabildigi gdsterilmistir. Ozellikle
spitzoid lezyonlar, selliiler/epiteloid mavi neviisler ve derin penetran neviisler, melanom ile
sikca karisabilen lezyonlar olarak belirlenmistir. 57 vakalik bu seride spitzoid lezyonlarin
17’si iyi prognozlu, 26’s1 kotii prognozlu, 14’1 ise “borderline” prognoza sahip olarak
tamimlanmis ve malignite potansiyeli belirsiz melanositik lezyonlar (MELTUMP)
kategorisinde degerlendirilmistir. Isik mikroskobik olarak mitoz varligi, lezyonun bazalinde
mitozlarin bulunmasi ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu, kotli prognozla iliskilendirilmekle
birlikte biyolojik davranisin belirlenmesinde daha ileri incelemelerin yapilmasi gerektigine

deginilmistir (115).

Spitzoid lezyonlarda 1sik mikroskobik olarak yapilan degerlendirmede malignite lehine
bulgular bulunmasina ragmen lezyonlarin bdlgesel lenf nodlari disinda uzak metastaz
yapmasinin nadir olusu, lezyon prognozu hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi gerekliligini

ortaya ¢ikarmistir. Cocukluk ¢aginin SMM’lar1 bu konuda 6nemli bir 6rnek teskil etmektedir.
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Lezyonlarin dogru tedavi alabilmesi i¢in risk degerlendirmesinin dogru bir sekilde
yapilabilmesi &nem tasimaktadir. Northwestern Universitesi Lurie Kanser Arastirma
Merkezi’ne ait 75 adet spitzoid lezyon kullanilarak yapilan ¢alismada, 11 vakada bolgesel lenf
nodu disinda uzak metastaz saptanmig, bu vakalardan 3’tinde hastaliga bagli 6liim
goriilmiistiir. 75 vakanin 15’inde klasik melanom problari ile pozitiflik izlenmistir. Metastatik
olan 11 vaka FISH pozitif olarak degerlendirilmistir. Ayrica 11 vakanin tamami 9p21 probu
ile de anlamli homozigot delesyon géstermektedir. Bunun yani sira klasik melanom ve 9p21
FISH problar ile yapilan ¢alismada negatif olarak degerlendirilen hi¢bir vakada kotii prognoz
goriilmemistir. Bu nedenle kotli prognozu belirlemede klasik melanom ve 9p21 problar ile

yapilan ¢alismalarin 6nem tasidigi vurgulanmistir (3).

4 prob kullanilarak uygulanan, kromozom 6 ve 11’1 hedef alan FISH yontemi biyolojik
olarak davranis1 belirsiz lezyonlarda, malign melanomlarda ve neviislerde ayrim yapma
acisindan %84 sensitivite ve %95 spesifite gostermektedir. Aynm1 prob dizimi ile %50’si
spitzoid morfolojide olan 90 vakaya uygulanan FISH yontemiyle sensitivite %43’e, spesifite
ise %80’e diismektedir (116). 43 vakalik spitzoid melanom igeren bir baska ¢alismada klasik
4 prob igeren FISH yontemiyle sensitivite %70 iken, kromozom 9 i¢eren problar eklendiginde

sensitivitenin %85’¢e ¢iktigi saptanmistir (110).

CDKN2A geni daha once de bahsedildigi gibi 2 Onemli tiimor siipresdr gen proteinini
kodlayan bir gendir. Bu proteinlerden ilki olan p16™% siklin bagimli kinaz inhibitorii olup
Retinoblastoma yolagini aktive ederek CDK4 ve CDK6 ya baglanir. Boylece uygun olmayan
selliiler proliferasyonlar1 durdurur. Ikinci protein olan p14”RF ise bu genin alternatif yolla
sentezlenen proteini olup p53 aktivasyonundan sorumludur. CDKN2A genindeki germline
mutasyonlar familyal melanomlarin yaklasik %40’mi1 olustururlar. Ayrica displastik ve Spitz
neviislerde de 9p21 geninde FISH ile saptanan degisiklikler oldugu goriilmiistiir. Spitz
neviislerde bu goriilen degisikligin biiylik bir kismin1 9p21 lokusunun heterozigot kaybi
olusturur (117,118).

9p21 lokusundaki homozigot kaybin melanom ve neviislerde ayrim i¢in kullanilabilecek
spesifik bir marker oldugu bilinmekle birlikte, spitzoid melanomlarda homozigot kayip fazla
olarak saptanmistir. Bu nedenle Spitz neviis-SMM ayrimi sirasinda klasik 4 renkli melanom
problar ile birlikte 9p21 ve CEP9 da igeren 2 renkli probun kullanilmasi sensitiviteyi
arttirmaktadir (110).
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Nortwestern Universitesi Lurie Cancer Center’da yapilan arastirmaya gore 9p21 lokusunu
hedef alan FISH c¢alismasinda 85 melanom ve 58 neviis kullanilmis, her vaka i¢in 30 adet
tiimoral hiicre sayilarak degerlendirmeler yapilmistir. Bu degerlendirmeler sirasinda tanilar
bilinmemektedir. Melanom ve neviis gruplarinda aralik, ortalama degerler ve standart
sapmalar hesaplanmis ve esik deger olarak homozigot delesyon gdsteren hiicrelerin %29’dan

fazla olmasinin neviis ve melanom ayriminda kullanilabilecegi belirtilmistir (119).

2009 yilinda Gerami ve ark.’nin yaptig1 ¢alismaya gore spitzoid morfolojideki lezyonlarda
4 problu FISH ¢alismasinda elde edilen sensitivite degeri %55 iken, bu deger konvansiyonel
melanomda %85 olarak hesaplanmistir (97). Ayrica 2012 yilinda Gammon ve ark.’nin yaptigi
calismada 9p21 lokusunu igeren probun da eklenmesi ile spitzoid melanomlarin tespiti
acisindan sensitivite %85’¢ ¢ikmistir (110). CDKN2A genini barindiran 9p21 lokusunda
sentezlenen birincil protein pl6 olup, Spitz neviislerde yaygin ve kuvvetli ekspresyon
gdsterir. Immiinohistokimyasal ydntemle bu yayginlik ve boyanma siddeti AST’lerde
degiskenlik gostermekte iken, SMM’larda ise olduk¢a azalmakta ya da tamamen

kaybolmaktadir (120).

Homozigot 9p21 delesyonu SMM’larda agresif gidisi gosteren bir belirte¢ olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu delesyonu gostermeyen SMM’lar 6zel bir kategori olup, konvansiyonel
melanomlara gore ¢ok iyi prognozludur. Ancak 9p21 delesyonu gosteren SMM’larda prognoz
daha koti olmaktadir. Buna karsin 9p21 lokusunda goriilen heterozigot delesyonlar ile
prognoz arasinda herhangi bir iligki saptanmamustir. Spitz neviislerde de 9p geninde

heterozigozite kaybi sik rastlanan bir bulgu oldugundan bu sonug¢ ¢ok da sasirtict olmamistir
(121,117).

Homozigot delesyonu degerlendirmek bazi sinirlamalar nedeniyle zorluk yaratabilmektedir.
Bu zorluklar genellikle dokunun kesitlemesinden kaynakli sorunlar olup DNA igeriginin bir
kisminin kaybina varan sonuglar dogurabilir. Bu durum “Trunkasyon” olarak adlandirilir.
Trunkasyon sebebiyle heterozigot delesyon goriilen ya da normal diploid olan hiicrelerde
homozigot kayip var gibi goriilebilir. Ancak trunkasyon gosteren vakalarda yapilan
caligmalarda, bu nedenle homozigot kayip goriilen hiicre sayisinin, ortalama 30 hiicrede 6
hiicre oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle esik deger olan %29 homozigot delesyonu gegmedigi

diisiniilmektedir (110).

9p21 lokusunun yani sira klasik melanom FISH problar ile yapilan ¢aligmalarda da c¢esitli

prognostik parametreler elde edilmistir. 6p25 ve 11ql13 lokuslarindaki gen kazanimlar
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sentinel lenf nodu disinda daha uzak metastazlarin olabilecegini gostermekle birlikte 9p21
homozigot delesyonu gosteren vakalara gore daha az agresif davranisa isaret ederler (122). Bu
konu ile ilgili Gerami ve ark. 6p25 kazanimi ya da 11ql3 kazanimi ile giden SMM’larn,
9p21 homozigot kaybi1 ile giden SMM’lardan farkli olarak ele alinmasi gerektigini
savunmuslardir. FISH pozitif olarak degerlendirilen vakalarda ise an az riske sahip olan grup
6923 (MYB) gen delesyonu ile giden lezyonlardir. 623 gen delesyonu SMM’larda en sik
goriilen kromozomal degisiklik olup (%72), bu delesyona sahip tiimoérlerin agresif davranig

gostermedigi ve nadiren sentinel lenf nodu metastazi yaptigi saptanmustir (3).

Polipoidi (triploidi ve tetraploidi) Spitz neviisler, AST’ler ve SMM’larda sik goriilen bir
bulgudur. Bu lezyonlarda 6. ve 11. kromozomlarda yanlis pozitif olarak degerlendirilmeye yol
acacak sinyal artiglarina sebep olabilir. Bu nedenle 9p21 ve CEP9 igeren ikili probun da
kullanilmasiyla yanlis pozitiflik orani oldukga azaltilabilmektedir (108).
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4 MATERYAL VE METOD

Calismamiza Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1, Ozel
ETA Patoloji ve Sitoloji Laboratuvari ve Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda tanm1 almis olan, retrospektif olarak taranmis ve parafin bloklarinda yeterli
doku bulunan 39 adet AST ve 10 adet SMM alinmistir. Ayrica negatif kontrol olmasi
acisindan 2 adet Spitz Neviis (SN) ve pozitif kontrol olmasi agisindan 2 adet nodiiler malign

melanom dahil edilmistir.

Olgular, yas, cinsiyet, lokalizasyon, lezyon siiresi ve ¢ap gibi klinik bulgular acisindan
degerlendirilmistir. Tan1 sonrasi sentinel lenf nodu biyopsisi, yapilmis ise bolgesel lenf nodu
disseksiyonu sonuglari incelenmistir. Prognozu degerlendirirken hastalar niiks, lenf nodu
tutulumu, metastaz durumu agisindan arastirilmigtir. Hastalarin takip siiresi, genel durumu
gibi klinik bulgular1 sorgulanmistir. Primer tiimorde simetri, matiirasyon varligi, subkutan yag
dokusu tutulumu, iilser/erozyon varligi, epidermal “consumption” (epidermisin timor
basistyla incelmesi) varligi, intraepidermal pagetoid yayilim, Kamino cisimcikleri varligi,
sitolojik atipi ve pleomorfizm, ekspansif nodiil varligi, mitoz (say1 ve yerlesim yeri) ve atipik
mitoz varligi, lenfositik infiltrasyon gibi histopatolojik 6zellikler incelenmistir. Her vakanin

H&E boyali kesitleri ti¢ arastirici tarafindan yeniden degerlendirilmistir.

Yeterli miktarda tiimor hiicresi (en az 60 tiimdr hiicresi) bulunan bloklara ait kesitlerde timor

hiicre yogunlugunun en fazla ve pigment miktarinin en az oldugu alanlar isaretlenmistir.

Uygulama i¢in bloklardan 3-4 mikron kalinliginda kesitler alinmis ve FISH ticari problari
(9p21 i¢in;9p21 Vysis LSI p16 Spectrum Orange, Abbott Molecular ve CEP9 Vysis CEP9
Spectrum Green, Abbott Molecular, klasik melanom FISH paneli i¢in;,CCNDI1 (11ql13)
Spectrum Green, MYB (60g23) Spectrum Gold, RREB-1 (6p25) Spectrum Red Empire
Genomics, Buffalo NY ve D6Z1(CEP6) Spectrum Aqua Abbott Molecular , Des Plains IL)
kullanilarak RREB-1 gen amplifikasyonu, CCND1 gen amplifikasyonu, MYB gen delesyonu

ve 9p21 homozigot-heterozigot delesyonlari arastirilmistir.

FISH inceleme igin 3-4 mikron kalinliginda alinan kesitler 56°C’de 1 gece boyunca etiivde

bekletilmis, ardindan deparafinizasyon ve hibridizasyon asamalarina gecilmistir.
Deparafinizasyon basamaklari:

. Ksilende 3 kere 10 dakika, absolii alkolde 2 kere 5 dakika, deparafinizasyon on
yikama soliisyonunda 80°C’de 30 dakika bekletilmistir. Bu islem esnasinda Coplin sale
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kullanilmistir. Toz halinde bulunan deparafinizasyon 6n yikama soliisyonu, ilk kullanimda
240 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmig, daha sonraki kullanimlar i¢in oda sicakliginda

saklanmustir.
Hibridizasyon dncesi basamaklar:
. Distile suda 10-15 saniye ¢alkalanmustir.

. Onceden hazirlanmis ve 37°C°de bekletilen 15 cc hacmindeki distile suya, 150 ul 1M
HCI ve 150 pl distile su ile hazirlanmis enzim reaktifi eklenmistir. Enzim reaktifi toz halinde

olup, kullanimin hemen Oncesinde hazirlanmistir. Kesitler bu soliisyonda 15 dakika

bekletilmistir.
. Distile suda 10-15 saniye ¢alkalanmistir.
. 2XSSC (saline sodium citrate)’de 2 kez 3’er dakika bekletilmistir.

. Sirastyla %70, %85, ve %100’liik alkolde 3’er dakika bekletilmistir.

. Kesitler havada kurutulmustur. Bu sirada %70, %85 ve %100’liik alkoller -20°C’ye
alinmustir.
. Lamlar 73°C°de %70 formamid/2XSSC’de 5 dakika tutulmustur.

. 3’er dakika siire ile -20°C’deki %70, %85 ve %100’liik alkol serisinden gecirilerek

kurumaya birakilmstir.

. Lamlar %100°’liik alkolden alinip yavasca kurulanmistir.

. Bu basamaktan sonraki tiim islemler karanlik ortamda yapilmistir.

Prob denatiirasyon basamaklart:

. Kullanilacak miktardaki problar mikro santrifiij tiiplerinde oda 1s1sina getirilmistir.

. 1-3 saniyelik santrifiijden sonra vortekslenip tekrar santrifiij edilmistir. Mikrosantrifiij

tiipiinde 73°C suda yiizdiiriilmiistiir.

. Plastik ¢imento uygulanmustir.

. 37°C’de nemli ortamda 12-16 saat boyunca birakilmustir.
Hibridizasyon sonrasi basamaklar:

. 73°C’de ve oda 1s1sinda 2 salede 50 ml 2XSSC/%0,3NP40 hazirlanmistir.

49



. Plastik ¢imento ve lamel el ile ayrilmis, ayirmada giiclik yasanan kesitler oda

1s1sindaki 2XSSC/%0,3NP40 soliisyonunda bekletilmistir.

. 73°C’deki 2XSSC/%0,3NP40 soliisyonunda kesitler 1-3 saniye calkalanarak 2 dakika
boyunca bekletilmistir.

. Oda 1s1sindaki 2XSSC/%0,3NP40’ta calkalanmustir.
. Agikta ve karanlikta kurutulduktan sonra DAPI 10-16 pl uygulanmistir.
. Degerlendirme 6ncesi 20-30 dakika -20°C’de bekletilmistir.

FISH wuygulamasi yapilan lamlar, bilgisayar baglantili floresans mikroskobunda
(OlympusBX51; Olympus Optical, Japonya) degerlendirilmistir. Bilgisayar ortamindaki
goriintiilemede dijital kamera (XLMM, Dage-MTI IN, ABD) ve uyumlu yazilim (Pannoramic
Viewer, 3DHISTECH Ltd., Macaristan) kullanilmistir.

Klasik melanom FISH paneli degerlendirilmesi ic¢in bilgisayar iizerine aktarilmig
goriintlilerde timor hiicre yogunlugunun en yiiksek oldugu, iist iiste gelmeyen tiimor hiicre
¢ekirdeklerinin bulundugu bolgeler se¢ilmis ve en az 60 tane timor hiicre c¢ekirdegindeki

sinyaller sayilmistir. Sayimlar orijinal tan1 bilinmeden, kor olarak gerceklestirilmistir.

9p21 gen profili degerlendirilmesi igin bilgisayar iizerine aktarilmis goriintiilerde timor
hiicre yogunlugunun en yiiksek oldugu, st iiste gelmeyen tiimor hiicre c¢ekirdeklerinin
bulundugu boélgeler se¢ilmis ve en az 30 tane tiimor hiicre ¢ekirdegindeki sinyaller sayilmigtir.

Sayimlar orijinal tan1 bilinmeden, kor olarak gergeklestirilmistir.

Klasik melanom FISH paneli igin 2 adet kirmizi, 2 adet yesil, 2 adet aqua ve 2 adet gold
sinyalin oldugu hiicreler normal FISH profili olarak kabul edilmistir. Bu degerlendirmede
aqua prob ile goriiniir hale getirilen CEP6, RREB-1 (6p25) ve MYB (6g23) genlerinin
tizerinde bulundugu 6. kromozomun sentromerik bolgesi olup, kesitleme sirasinda
olusabilecek  allel kayiplarmin anlasilabilmesi ve her iki allelin de mevcut kesitte
bulundugunu gosterecek bir kontrol mekanizmasi olmasi agisindan kullanilmaktadir. Kontrol
mekanizmas1 6zellikle gen delesyonunun anlamli oldugu MYB geni agisindan 6nem teskil
etmektedir. Bu sayede artifisyel kayiplar nedeni ile yanlis pozitifliklerin 6niine gecilmesi
amaglanmaktadir. Ayn1 panelde yer alan CCNDI1 (11ql3) i¢in herhangi bir kontrol
mekanizmasi olusturulmamistir. Bunun nedeni ise CCNDI1 geninin amplifikasyonunun
onemli olmasidir. Kirmizi sinyallerin 2’den fazla, yesil sinyallerin 2’den fazla ve sari

sinyallerin 2’den az ya da aqua sinyallerine oranla az oldugu hiicreler anormal FISH profili
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gdsteren hiicreler olarak kabul edilmistir. Inceleme sirasinda aqua sinyallerin 1 oldugu ya da
hi¢ olmadig1 hiicreler degerlendirme digi birakilmistir. 2 sinyal arasindaki mesafenin 1
sinyalin sigabilecegi boyuttan daha kii¢iik oldugu durumlarda ise bu sinyaller tek sinyal
olarak kabul edilmistir. Sinyallerin tek bir nokta olusturmadigi, dagildigi ya da diger
sinyallere gore olduke¢a silik oldugu durumlarda filtreler degistirilerek sinyallerin gercek
sinyal olup olmadigi degerlendirilmis, gercek sinyal olmadigi diislintilen 1s1malar
kaydedilmemistir. Degerlendirme i¢in uygun kabul edilen hiicrelerde en az 2 adet aqua sinyal
bulunmasina dikkat edilmistir. Ayrica DAPI filtre ile hiicre ¢ekirdeginin net olarak
secilebilmesine, en az 60 adet degerlendirmeye uygun tiimor hiicre ¢ekirdeginin olmasina ve
artefaktin en az oldugu bolgelerin kullanilmasina 6zen gosterilmistir. Degerlendirme sirasinda
klasik melanom FISH problar igin pozitivite kriterleri; RREB-1 gen sinyallerinin (kirmizi)
2’den fazla oldugu hiicrelerin %29’dan fazla olmasi, RREB-1/CEP6 (aqua) sinyallerinin
RREB-1 geni lehine artis gosterdigi hiicrelerin %55°ten fazla olmasi, MYB (gold)/CEP 6
sinyallerinin MYB i¢in azalma gosterdigi hiicrelerin %40’tan fazla olmasi1 ve CCNDI1 gen
sinyallerinin (yesil) 2’den fazla oldugu hiicrelerin %38’den fazla olmasi kosullarindan 1 ya
da daha fazlasinin saglanmasi olarak kabul edilmistir Degerlendirme i¢in kullanilan kriterler

daha 6nce bahsedilen UCSF kriterleridir (97).

9p21 gen profili degerlendirilirken 2 adet yesil ve 2 adet turuncu sinyal alinan hiicreler
normal FISH profiline sahip olarak kabul edilmistir. Bu degerlendirmede yesil prob ile
gorliniir hale getirilen CEP9, 9p21 geninin {izerinde bulundugu 9. kromozomun sentromerik
bolgesi olup, kesitleme sirasinda olusabilecek allel kayiplarinin anlagilabilmesi ve her iki
allelin de mevcut kesitte bulundugunu gosterecek bir kontrol mekanizmasi olmasi agisindan
kullanilmaktadir. Turuncu sinyallerin sayisinin yesil sinyallere oranla daha az ancak var
oldugu durumlarda heterozigot delesyon, turuncu sinyallerin hi¢ olmadigi ancak 2 veya daha
fazla yesil sinyalin bulundugu durumlar homozigot delesyon olarak kaydedilmistir.
Heterozigot kayiplar 6zellikle AST’lerde gozlenen bir bulgu olup, heterozigot kayip olan
ancak koti gidisli vakalarda kayip gerceklesmeyen allelin inaktivasyonundan ya da
kromozomal yeniden diizenlenme sonucu islev géremediginden sz edilebilir. Bunun yani
sira heterozigot kayiplar SN ve SMM’lerde de goriilebilmektedir. Homozigot kayip anlamli
bir bulgu olup koétii prognoza isaret etmektedir. Seyrek hiicrede homozigot kayip SN’ler gibi
benign tiimorlerde de goriilebilmektedir. 2’den fazla ancak esit miktarda yesil ve turuncu
sinyal igeren hiicreler de normal FISH profiline sahip ancak poliploidi gosteren hiicreler

olarak degerlendirilmistir. Yesil sinyallerin 3 oldugu hiicreler triploidi, 4 oldugu hiicreler
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tetraploidi olarak adlandirilmigtir. 2 sinyal arasindaki mesafenin 1 sinyalin sigabilecegi
boyuttan daha kii¢iik oldugu durumlarda ise bu sinyaller tek sinyal olarak kabul edilmistir.
Sinyallerin tek bir nokta olusturmadigi, dagildig1r ya da diger sinyallere gore oldukca silik
oldugu durumlarda filtreler degistirilerek sinyallerin ger¢ek sinyal olup olmadigi
degerlendirilmis, gercek sinyal olmadig: diisiiniilen 1s1malar kaydedilmemistir. %29’dan daha
yiiksek oranlarda tespit edilen homozigot kayiplar FISH pozitif olarak kabul edilmistir (107).
Degerlendirme icin uygun kabul edilen hiicrelerde en az 2 adet yesil sinyal bulunmasina
dikkat edilmistir. Ayrica DAPI filtre ile hiicre ¢ekirdeginin net olarak secilebilmesine, en az
30 adet degerlendirmeye uygun tiimor hiicre ¢ekirdeginin olmasina ve artefaktin en az oldugu

bolgelerin kullanilmasina 6zen gosterilmistir.

Degerlendirme sirasinda klasik melanom FISH problar i¢in raporlama sirasinda goriilen
tim normalden sapmalar, hiicre sayist ve yiizdeleri ile beraber belirtilmistir. RREB-1,

CCNDI1, MYB ve CEP6 sinyallerinin normal oldugu hiicrelerin yiizdeleri hesaplanmistir.

9p21 problar icin raporlama siirecinde homozigot delesyon goriilen hiicrelerin yani sira,
heterozigot delesyon gosteren hiicre sayisi, normal FISH profili gdsteren hiicre sayisi ve
bunlarin yiizdeleri de belirtilmistir. Homozigot delesyon, heterozigot delesyon ve normal

FISH profili gosteren hiicrelerin triploidi ya da tetraploidi sayilar1 da kaydedilmigtir.
4.1.ISTATIKSEL ANALIZ YONTEMLERI:

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi icin SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, IL, USA) programinin 21.0 versiyonu kullanilmistir. Tanimlayict
istatistiklerinde siirekli degiskenler i¢in ortalama deger, standart sapma, medyan, en az ve en

fazla degerler; kesikli degiskenler i¢in ise say1 ve yiizde degerleri hesaplanmistir.

Baslangig analizleri olarak normal dagilimin degerlendirilmesinde Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri kullanilmistir. Gruplar arasi karsilagtirmalarda parametrik verilerde
bagimsiz gruplarda student t testi, nonparametrik verilerde Mann Whitney U, Ki kare ve
Fisher’in kesin testi kullanilmistir. Testler arasi uyumu degerlendirmek icin Kappa testi
uygulanmistir. Kappa degerleri 0.00-0.20 diisik uyum, 00.21-00.40 disiik-orta derecede
uyum, 0.41-0.60 orta derecede uyum,0.61-0.80 iyi derecede uyum, 0.81-1.00 miikemmel
uyum olarak siiflandirilmistir (123).

Sonuglar %95 giiven araliginda degerlendirilerek p<0,05 istatistiksel anlamlilik olarak

tanimlanmaistir.
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5.BULGULAR

5.1.VAKALARIN KLIiNiK OZELLIiKLERI:

Calisma kapsaminda 39’u AST, 10’u SMM olmak iizere 49 vaka bulunmaktadir. Ayrica
teknigin kontrolii amaciyla, 2 adet nodiiler malign melanom (pozitif kontrol) ve 2 adet Spitz

neviis (negatif kontrol) degerlendirmeye alinmistir. (Grafik 1)

Grafik 1: Calismaya dahil edilen vakalarin tan1 dagilimlari

TANI DAGILIMLARI

%20,4

%79,5

u AST = SMM

Tan1 gruplarma gore karsilasgtirmali olarak hastalarin yas, cinsiyet, siire, lokalizasyon ve
caplar1 Tablo 9’da verilmistir. AST grubunda hastalarin tan1 anindaki yaglar1 3 ila 57 arasinda
degismekte olup, ortalama 27,3, medyan 25+14,55 yastir. SMM’larda ise tani aninda vaka
yaglar1 6 ila 56 arasinda degismekte olup, ortalama 32,4, medyan 35+15,53’tiir. AST’lerde
tan1 aninda 18 yas alt1 13 (%33,3), prepubertal (<12 yas) 7 (%17,9) vaka bulunmaktadir.
SMM’lerde ise tan1 aninda 18 yas altt 2 (%20), prepubertal (<12 yas) 1 (%10) vaka
izlenmistir. AST vakalarinin 30°u (%76,9) kadin, 9’u (%23,07) erkektir (Kadin/Erkek:3,33).
SMM vakalarinin 6’s1 (%60) kadin, 4’1 (%40) erkektir (Kadin/Erkek:1,5)

Lezyonlarin lokalizasyonu g6z oniine alindiginda AST vakalarinin 5’1 (%12,8) bas-boyun,
7’s1 (%17,9) govde, 27’s1 (%69,2) ekstremite yerlesimlidir. SMM vakalarinin ise 2’si (%20)
bas boyun, 2’si (%20) govde, 6’st (%60) ekstremite lokalizasyonludur. Tani aninda
lezyonlarin siiresi bilinen vakalarda AST grubunda 0,5 ila 180 ay arasinda degismekte olup,
ortalama 18,4, medyan 6+38,3 aydir. 12 vakada lezyon siiresi bilinmemektedir. SMM
grubunda ise lezyon siiresi 1 ila 24 ay arasinda degismekte olup ortalama 11,2, medyan
12+8,46 aydir. 5 vakada lezyon siiresi bilinmemektedir. Tan1 aninda lezyon ¢aplar1t AST lerde

2 ila 1Imm arasinda degismekte olup, ortalama 6,03, medyan 6+2,23mm’dir. SMM’larda
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lezyon caplar1 3 ila 15mm arasinda degismekte olup, ortalama 6,4, medyan 7+3,47mm’dir

(Tablo 9).

Tablo 9:Vakalarin tan1 gruplarina gore yas, cinsiyet, siire, lokalizasyon ve ¢ap dagilimlari

SMM AST

n=10 n=39
YAS
-ORTALAMA 32,4 27,3
-MEDYAN 35 25
-ARALIK 6-56 3-57
-18 YAS ALTI 2 (%20) 13 (%33,3)
-PREPUBERTAL (<12 YAS) 1 (%10) 7 (%17,9)
CINSIYET
-KADIN 6(%60) 30(%76,9)
-ERKEK 4(%40) 9(%23,07)
LOKALIZASYON
-BAS-BOYUN 2(%20) 5(%12,8)
-GOVDE 2(%20) 7(%17,9)
-EKSTREMITE 6(%60) 27(%69,2)
SURE
-ORTALAMA(AY) 11,2 18,4
-MEDYAN(AY) 12 6
-ARALIK(AY) 1-24 0,5-180
-BILINMEYEN 5 12
CAP
-ORTALAMA (mm) 6,4 6,03
-MEDYAN (mm) 7 6
-ARALIK (mm) 3-15 2-11

Tanidan sonra sentinel lenf nodu biyopsisi, bolgesel lenf nodu diseksiyonu, niiks, metastaz,
klinik takip ve genel durum parametreleri SMM’lar ve AST’ler i¢in belirlenmis ve
karsilastirmali olarak Tablo 10’da 6zetlenmistir. Sentinel lenf nodu biyopsisi uygulanan vaka

sayist AST’ler icin 4 (%10,2), SMM’ler i¢cin 4 (%40) olup tamami negatif olarak
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raporlanmistir. AST vakalarinin 17’sine (%43,5), SMM vakalarinin 2’sine (%20) ise sentinel
lenf nodu biyopsisi yapilmadigi bilinmektedir. Bolgesel lenf nodu disseksiyonu uygulanan
AST tanili bir vaka mevcuttur (%2,56). Yapilan diseksiyonda izlenen 13 adet lenf nodundan
birinde metastaz saptanmistir. Metastaz saptanan bu vaka 41 yasinda kadin hasta olup,
tanidan sonra SLNB yapilmamis, direkt disseksiyona gecilmistir. Bu bilgiler disinda klinik
takip verilerine ulagilamamis, ancak hastanin sag oldugu 6grenilmistir. Yapilan histopatolojik
incelemede AST olarak tan1 konulsa da 6n planda SMM lehine diistiniilmiistiir (Resim 10).
AST grubunda 20 (%51,2), SMM grubunda 5 (%50) vakada ise bolgesel lenf nodu

disseksiyonu uygulanmamustir.

Resim 10: Bolgesel lenf nodu disseksiyonu uygulanan vakanin HE, IHK ve FISH bulgular
a)HEx400, b)HMB-45x100 (Tim lezyonda ekspresyon kaybi), C)Ki-67x100 (Diisiik
proliferatif aktivite), d)p16x100 (Difiiz ekspresyon kaybi), €)9p21 FISH (9p21 homozigot

delesyonu gosteren bir hiicre, trunkasyon nedeniyle CEP9 sinyallerinden bir tanesini
kaybetmis bir hiicre), f)Klasik melanom FISH (izole MYB gen delesyonu)

Klinik takip durumu bilinen 20 (%51,2) AST, 5 (%50) SMM vakast mevcuttur. Bu
vakalarin hi¢ birinde niiks, metastaz bulgusu ya da hastalik nedeni ile 6lim goriilmemistir.

Klinik takip siireleri AST grubunda 3 ila 84 ay arasinda degismekte olup, ortalama 40,81,
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medyan 18+32,85 aydir. SMM grubunda ise 8 ila 84 ay arasinda degismekte olup, ortalama
40, medyan 24+35,44 aydir (Tablo 10).

Tablo 10:Vakalarin tani1 gruplarina gére SLNB, boélgesel lenf nodu disseksiyonu, niiks,

metastaz, klinik takip siiresi ve genel durum dagilimlari

SMM AST
n=10 n=39
TANIDAN SONRA SLNB
-VAR 4 (%40) 4 (%10,2)

e NEGATIF 4 (%40) 4 (%10,2)

e POZITIF - .

-YOK 2 (%20) 17 (%43,5)
-BILINMIYOR 4 (%40) 18 (%46,15)
BOLGESEL LENF NODU

DISSEKSIYONU

-VAR - 1 (%2,56) *

e NEGATIF - -

e POZITIF - 1 (%2,56)
-YOK 5 (%50) 20 (%51,2)
-BILINMIYOR 5 (%50) 18 (%46,15)
NUKS
-VAR 0 (%0) 0 (%0)
-YOK 5 (%50) 20 (%51,2)
-BILINMIYOR 5 (%50) 19 (%48,7)
UZAK METASTAZ
-VAR 0 (%0) 0 (%0)
-YOK 5 (%50) 20 (%51,2)
-BILINMIYOR 5 (%50) 19 (%48,7)
KLINIK TAKIP SURESI
-ORTALAMA(AY) 40 40,81
-MEDYAN(AY) 24 18
-ARALIK(AY) 8-84 3-84
-TAKIPSIiZ 5 19
GENEL DURUM
-SAG-HASTALIKSIZ 5 (%50) 20 (%51,2)
-BILINMIYOR 5 (%50) 19 (%48,7)

*Bu vakaya sadece bolgesel lenf nodu disseksiyonu yapilmis olup, SLNB uygulanmamustir.

56




5.2.VAKALARIN HISTOPATOLOJIK OZELLIiKLERI:

Calisma kapsaminda degerlendirilen 49 vaka, tami konulan biyopsilerindeki morfolojik
Ozellikler temel alinarak birgcok histopatolojik parametre agisindan karsilastirilmistir. Bu
histopatolojik parametreler simetri, matiirasyon, subkutan yag dokusu tutulumu, tilser/erozyon
varligi, epidermisin tiimor basisi ile incelmesi (epidermal “consumption”), intraepidermal
pagetoid yayilim, kamino cisimcikleri, sitolojik atipi/pleomorfizm, ekspansif nodiil varligi,
mitoz (miktar, yerlesim yeri ve atipik mitoz varligl) ve lenfositik infiltrasyon olarak
siralanabilir. Vakalarin histopatolojik ozellikleri tan1 gruplarina gore karsilagtirmali olarak

Tablo 11°de 6zetlenmistir.
5.2.1. Simetri:

Calismamiza dahil edilen AST vakalarinin 27’si simetrik (%69,2), 12°si asimetrik (%30,7)
olarak izlenmistir. SMM’larda ise vakalarin 8’1 (%80) asimetrik, 2’si (%20) simetriktir. Bu

verilere gore SMM’larda biiyiik oranda asimetri goriildiigii tespit edilmistir.
5.2.2. Matiirasyon:

Calismaya dahil edilen AST vakalarinin 24’{inde (%61,5) matiirasyon izlenmistir. 13 vakada
(%33,3) matiirasyon kaybi mevcuttur. 2 vakada (%2,56) matiirasyon, lezyon taban cerrahi
sinirda devam etmekte oldugundan degerlendirilememistir. SMM’larda 3 vakada (%30)

matilirasyon izlenirken, 7 vakada (%70) matiirasyon kaybi goriilmiistiir.
5.2.3. Subkutan yag dokusu tutulumu:

AST vakalarinin 1’inde (%2,56) subkutan yag dokusu tutulumu izlenmistir. 33 vakada
(%84,6) subkutan yag dokusu tutulumu goriilmezken, 5 vakada (%12,8) mevcut kesitlerde
subkutan yag dokusu secilemedigi i¢in degerlendirme yapmak miimkiin olmamustir.

SMM’larda ise hig bir vakada subkutan yag dokusu tutulumu izlenmemistir (%100).
5.2.4. Ulser/Erozyon varhg:

Calismamiza dahil edilen AST vakalarinin 13’linde (%33,3) {ilser yada erozyon varlig tespit
edilmis olup, 26 vakada (%66,6) lilser yada erozyon goériilmemistir. SMM vakalarinda ise 1
vakada (%10) {iilser goriilmiis olup, 9 vakada (%90) goriilmemistir. Bu bulgular 1s181inda her

iki tan1 grubunda da {ilser ya da erozyon goriilme oraninin diisiik oldugu sonucuna varilmistir.
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5.2.5. Epidermisin tiimor basisi ile incelmesi (Epidermal “consumption”):

AST vakalarmin 21’inde (%53,8) epidermal “consumption” gozlenmistir. 18 vakada
(%46,15) ise izlenmemistir. SMM’larda 7 vakada (%70) epidermal “consumption”
gozlenirken, 3 vakada (%30) goriilmemistir. Tani gruplart epidermal “consumption”
yoniinden karsilastirildiginda SMM’lerde epidermal “consumption” yiliksek oranda mevcut

olup, AST’lerde bulunan ve bulunmayan vaka sayilar1 birbirine yakindir.
5.2.6. Intraepidermal pagetoid yayilim:

Intraepidermal pagetoid yayilim lezyonun orta ya da periferinde olmasma gore farkli
degerlendirilen bir parametredir. Lezyonun periferinde pagetoid yayilim gosteren AST vaka
sayist 10 (%25,6) olup, lezyonun orta kisimlarinda pagetoid yayilim gosteren vaka sayisi
12°dir (%30,7). 17 vakada (%43,5) pagetoid yayilim izlenmemistir. SMM vakalarinda ise
lezyonun orta kisimlarinda pagetoid yayilim gosteren 2 vaka (%20), periferinde pagetoid
yayilim gosteren 8 vaka (%80) bulunmaktadir. Periferde pagetoid yayilim SMM grubunda
yiiksek oranda goriilmiis olup, AST’lerde bu oran daha diisiiktiir.

5.2.7. Kamino cisimcikleri:

Kamino cisimcikleri AST vakalarinin 11’inde (%28,2) izlenmistir. 28 vakada ise (%71,7)
goriilmemistir. SMM vakalarinin hig birinde Kamino cisimcikleri goriilmemistir. (%100) Iki
tan1 grubu Kkarsilastirildiginda SMM’lerde Kamino cisimcikleri tespit edilememis olup,

goriilen tiim vakalar AST grubundadir. Ancak AST grubunda da goriilme orani diisiiktiir.
5.2-8. Sitolojik atipi/pleomorfizm:

Atipik spitzoid lezyon ve hatta melanom diisiindiirecek sitolojik ozellikler, yiiksek
niikleus/sitoplazma orani, graniiler yada tozsu sitoplazmaya sahip spitzoid melanositler,
niikleer membran kalinlagsmasi, kaba kromatin yapisi ve biiylik eozinofilik niikleol varlig
olarak siralanabilir. Bu oOzellikleri gdsteren hiicrelerin ¢ok sayida olusu, lezyon iginde
asimetrik ve gelisigiizel dagilimi sitolojik atipi olarak yorumlanmaktadir (62). Bu kriterler
gozoniine alindiginda, AST vakalarinin 8’inde (%20,5) hafif, 18’inde (%46,15) orta
derecede, 12’sinde (%30,7) belirgin sitolojik atipi/pleomorfizm mevcuttur. 1 vakada ise
(%2,56) sitolojik atipi/pleomorfizm goriilmemistir. SMM’larda 1 vakada (%10) hafif, 2
vakada (%20) orta derecede, 7 vakada (%70) belirgin sitolojik atipi/pleomorfizm
goriilmektedir. Her iki tan1 grubuna bakildiginda orta ve belirgin sitolojik atipinin baskin

oldugu izlenmektedir.
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5.2.9. Ekspansif nodiil:

Ozellikle dermal komponentte izlenen ve matiirasyon gdstermeyen hiicrelerle karakterize
biiyiikk hacimli, selliiler nodiiller literatiirde ekspansif nodiil olarak tanimlanmaktadir (62).
AST vakalarina bakildiginda 21 vakada (%53,8) ekspansif nodiill varlig1 saptanmigstir. 18
vakada (%46,15) ekspansif nodiil goriilmemistir. SMM vakalarinin 8’inde (%80) ekspansif
nodiil mevcut iken, 2 vakada (%20) goriilmemistir. Her iki tan1 grubunda da ekspansif nodiil

goriilme oran yiiksektir.
5.2.10. Mitoz:

Calismamiza dahil edilen AST ve SMM vakalarinda mitoz varligi, mitoz sayisi, yerlesim

yeri ve atipik mitoz varligi karsilastirilmisgtir.
5.2.10.1. Mitoz sayisi:

Mitoz sayist AST vakalarinda degerlendirildiginde vakalarin 29’unda (%74,3) 1-6/mm?
arasinda, 2 vakada (%5,12) >6/mm? oldugu goriilmiistiir. 8 vakada (%20,5) mitoz
saptanmamistir. SMM’larda 1-6/mm? arasinda mitoz goriilen vaka sayis1 8 (%80), >6mm?
mitoz goriilen vaka sayist 1 (%10), mitoz gériilmeyen vaka sayis1 1 (%10)’dir. 1-6/mm? mitoz
goriilen vakalarin AST ve SMM gruplarinin biiylik ¢ogunlugunu olusturdugu izlenmis olup,
>6/mm? mitoz 2 AST ve 1 SMM vakasinda saptanmistir.

5.2.10.2. Mitozlarin yerlesim yeri:

Caligmaya dahil edilen tan1 gruplarinda mitozlarin yerlesim yeri yiizeyel-orta ve derin
yerlesim olarak kategorize edilmistir. AST vakalarinin 25’inde (%64,1) yiizeyel-orta, 6’sinda
(%]15,3) derin yerlesimli mitozlar izlenmistir. SMM’larda vakalarin 5’inde (%50) mitozlar
yiizeyel-orta, 4’linde (%40) derin yerlesimlidir. AST ve SMM vakalarinda izlenen mitozlarin
biiyiik cogunlugu yiizeyel-orta yerlesimli olmakla birlikte, derin yerlesimli mitoz, SMM’larda
daha siktir.

5.2.10.3. Atipik mitoz varhg:

AST vakalarinin 3“iinde (%7,69) atipik mitoz saptanmistir. SMM’larda ise 2 vakada (%20)

atipik mitoz izlenmistir.
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5.2.11. Lenfositik infiltrasyon:

Lenfositik infiltrasyon varligi ve derecesi tani gruplar1 arasinda karsilastirilmis olup,
lenfositik infiltrasyon goriilen vakalar hafif ve belirgin olarak derecelendirilmistir. AST
vakalarinin  21’inde (%53,8) hafif, 13’tinde (%33,3) belirgin lenfositik infiltrasyon
saptanirken, 5’inde (%12,8) goriilmemistir. SMM’larda 7 vakada (%70) hafif, 2 vakada
(%20) belirgin lenfositik infiltrasyon izlenmistir. 1 vakada (% 10) lenfositik infiltrasyon

goriilmemistir (Tablo 11).

Tablo 11: Vaka gruplarinin histopatolojik parametrelere gore dagilimi

SMM AST TOPLAM
n=10 n=39 n=49
ASIMETRI 8(%80) 12(%30,7) 20(%40,8)
MATURASYON KAYBI 7(%70) 13(%33,3) 20(%40,8)
SUBKUTAN YAG DOKU TUTULUMU - 1(%2,56) 1(%2,04)
ULSER/EROZYON VARLIGI 1(%10) 13(%33,3) 14(%28,5)
EPIDERMAL “CONSUMPTION”
VARLIGI 7(%70) 21(%53,8) 28(%57,1)
PERIFERDE INTRAEPIDERMAL
PAGETOID YAYILIM 8(%80) 12(%30,7) 20(%40,8)
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LEZYONUN ORTASINDA
INTRAEPIDERMAL PAGETOID | 2(%20) 10(%25,6) 18(%36,7)
YAYILIM
KAMINO CiSiIMCIKLERi VARLIGI - 11(%28,2) 11(%22,4)
SITOLOJIK ATiPi/PLEOMORFIiZM
e HAFIF 1 (%10) 8(%20,5) 9(%18,3)
e ORTA 2(%20) 18(%46,15) 20(%40,8)
e BELIRGIN 7(%70) 12(%30,7) 19(%38,7)
EKSPANSIF NODUL VARLIGI 8(%80) 21(%53,8) 29(%59,18)
MITOZ SAYISI
- 0/MM?2 1(%10) 8(%20,5) 9(%18,3)
-1-6/MM?2 8(%80) 29(%74,3) 37(%75,5)
->6/MM? 1(%10) 2(%5,12) 3(%6,12)
(1-6/mm? diisiik mitotik aktivite
>6/mm? yiiksek mitotik aktivite)
MITOZLARIN YERLESIM YERI
-YUZEYEL-ORTA 5(%50) 25(%64,1) 30(%61,2)
-DERIN 4(%40) 6(%15,3) 10(%20,4)
ATIPiK MiTOZ VARLIGI 2(%20) 3(%7,69) 5(%10,2)
LENFOSITIK INFILTRASYON
e YOK 1 (%10) 5 (%12,8) 6 (%12,2)
e HAFIF 7 (%70) 21 (%53,8) 28 (%57,1)
e BELIRGIN 2 (%20) 13 (%33,3) 15 (%30,6)
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5.3.IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR:

Calismaya alinan olgularin 6nceden uygulanmis ya da FISH analizi sonrasinda uygulanan
immiinohistokimyasal  ¢alisma  sonuglart  incelenmistir. Bu  immiinohistokimyasal
belirteglerden HMB-45, p16 ve Ki-67 degerlendirmeye alinmistir. HMB-45 antikoru ile
yapilan immiinohistokimyasal ¢alismada boyanma yeri ve boyanma varligi, p16 antikoru ile
boyanmanin varligi/yoklugu, Ki-67 antikoru ile ise yiizde olarak proliferatif indeks

incelenmistir.

Calismaya dahil edilen 10 adet SMM olgusunda HMB-45 ile 1 vakada (%10) sadece
lezyonun yiizeyel kisimlarinda boyanma saptanirken, 6 vakada (%60) lezyonun hem yiizeyel
hem de derin kisimlarinda boyanma goriilmiistiir. p16 antikoru ile 4 vakada (%40) lezyonda
ekspresyon izlenmistir. Ekspresyon kaybi izlenen 4 vaka (%40) olup, bunlardan 2’sinde
(%20) fokal kayip mevcuttur. 2 vakada (%20) mevcut bloklarda doku tiikendiginden
degerlendirme yapilamamistir. Ki-67 proliferatif indeks en diisiik %0-1, en yliksek %25
olarak izlenmistir. Ortalama proliferatif indeks %6,85 olarak belirlenmistir. AST vakalarinin
16’sinda (%41) HMB-45 ile sadece ylizeyde boyanma goriiliirken,14’iinde (%35,8) yiizeyde
ve derinde boyanma izlenmistir. 4 vakada (%10,2) HMB-45 ile immiinoreaksiyon
saptanmamustir. 5 vakada (%12,8) HMB-45 antikoru ¢alisilmamistir. p16 antikoru ile yapilan
immiinohistokimyasal ¢alismada AST vakalarinin 26’sinda (%66,6) pozitif immiinoreaksiyon
gorilmiistiir. Ekspresyon kaybi izlenen 11 vaka (%28,2) olup, bunlardan 6’sinda (%15,3)
fokal kayip mevcuttur. 2 vakada (%5,12) mevcut bloklarda doku tlikendiginden
degerlendirme yapilamamistir. Ki-67 proliferatif indeks en diisiik %0-1, en yiliksek %50,
ortalama %6,75 oranindadir. 3 vakada (%7,7) Ki-67 antikoru uygulanmamistir (Resim 11)
(Tablo 12).
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Resim 11: Immiinohistokimyasal belirteclerin mikroskobik gériintiileri a)HMB-45 ile yiizey
ve derinde boyanma (HMB-45x100), b)HMB-45 ile sadece yiizeyde boyanma (HMB-
45x100), c)HMB-45 ile total ekspresyon kayb1 (HMB-45x100), d)Ki-67 ile diistik proliferatif
indeks (Ki-67x100), e)Ki-67 ile yiiksek proliferatif indeks (Ki-67x100), f)p16 ile difiiz
pozitivite (p16x100), g)p16 ile fokal ekspresyon kaybi (p16x100), h)p16 ile difiiz ekspresyon

kayb1 (p16x100)
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Tablo 12: Vaka gruplarinda uygulanan immiinohistokimyasal parametrelerin karsilastiriimasi

SMM AST
n=10 n=39
HMB-45
e SADECE YUZEY 1(%10) 16(%41)
e YUZEY+DERIN 9(%90) 14(%35,8)
e NEGATIF - 4(%10,2)
s« DEGERLENDIRILEMEDI - 5(%12,8)
pl6
s POZITIF 4 (%50) 26 (%70,02)
s pl6 KAYBI 4 (%50)* 11 (%29,7)**
e DEGERLENDIRILEMEDI 2 (%20) 2 (%5,12)
Ki-67
e ENDUSUK %0-1 %0-1
e EN YUKSEK %25 %50
e ORTALAMA %6,85 %06,75
o DEGERLENDIRILEMEDI 3(%30) 3(%7,7)

*Negatif olarak degerlendirilen 4 vakanin 2’sinde (%20) fokal alanda kayip mevcuttur.

** Negatif olarak degerlendirilen 11 vakanin 6’sinda (%15,3) fokal alanda kayip mevcuttur.

Immiinohistokimyasal olarak pl16 antikoru ile elde edilen bulgular ile 9p21 FISH
sonuclar1 karsilastirildiginda SMM’larda, fokal kayip izlenen 2 vakada (9%20) 9p21 FISH ile
pozitiflik izlenmistir. Total ekspresyon kaybi izlenen 2 (%20) vakada da 9p21 FISH sonugclari
pozitiftir. p16 antikoru ile pozitif olarak degerlendirilen 4 (%40) vakanin 1’1 (%10) 9p21
FISH ile pozitif, digerleri negatif olarak yorumlanmistir. AST lerde ise fokal kayip izlenen 6
(%15,3) vakanin 1’1 9p21 FISH ile pozitif, digerleri negatif olarak izlenmistir. Total
ekspresyon kaybi goriilen 5 (%12,8) vakadan 1’inde 9p21 FISH ile pozitiflik saptanirken,
diger vakalar negatif olarak degerlendirilmistir. pl16 antikoru ile pozitif olan 26 vakanin 9’u
(%23,07) 9p21 FISH ile pozitif, 17’si (%43,5) negatiftir (Tablo 13). Bu sonuglar ile pl6
immiinohistokimyasal ¢alisma bulgular1 ile 9p21 FISH verileri arasinda vakalarin biiyiik
cogunlugunda uyum oldugu sOylenebilir. pl6 antikoru ve 9p21 FISH ¢alisma sonuglar

karsilastirmali bulgular1 Tablo 13’°te 6zetlenmistir.
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Tablo 13: p16 antikoru ve 9p21 FISH calisma sonuglarinin karsilastirilmasi

SMM AST
n=10 n=39
p16 9p21 FISH |9p21 FISH | 9p21 FISH | 9p21  FISH
Pozitif (n=6) | Negatif (n=4) | Pozitif(n=12) | Negatif(n=27)
EKSPRESYON KAYBI
MEVCUT* 4 (%40) - 2 (%5,12) 9 (%23,07)
EKSPRESYON KAYBI
GORULMEDI 1 (%10) 3 (%30) 9 (%23,07) | 17 (%43,5)
DEGERLENDIRILEMEDI** 1 (%10) 1 (%10) 1 (%2,56) 1 (%2,56)

*Ekspresyon kaybi goriilen SMM'’larin 2’si (%20), AST’lerin 6’sinda (%15,3) fokal alanda
ekspresyon kaybi mevcuttur. Fokal kayip izlenen SMM’larin her ikisi de 9p21 FISH pozitiftir.
AST’lerin ise 1’1 9p21 FISH pozitif, digerleri negatiftir.

**SMM’larda 2 (%20), AST’lerde 2 (%5,12) vakada mevcut bloklarda yeterli doku

kalmadigindan p16 antikoru i¢in degerlendirme yapilamamuistir.

5.4 KLASIK MELANOM PROBLARI iLE UYGULANAN FLORESANS iN SiTU
HiBRIDiZASYON BULGULARI:

Calismamiza dahil edilen 10 adet SMM ve 39 adet AST vakasina klasik melanom problari
ile FISH ¢alisilmistir. Klasik melanom problar1 RREB-1 (6p25-kirmizi prob), MYB (6q23-
gold prob), CCND1 (11ql3-yesil prob) ve kontrol amaciyla kullanilan D6Z1 (CEP6-aqua
prob) olarak belirlenmistir. Degerlendirme sirasinda hem UCSF kriterleri hem de kombine
kriterlerin (UCSF+Abbott kriterleri) esik degerleri goz oniine alinarak karsilastirma yapilmus,
caligma grubumuza dahil edilen vakalarda klasik melanom FISH sonuglari agisindan fark

saptanmamustir. Bu nedenle degerlendirmede UCSF kriterleri esas alinmstir.

Calismamizda negatif kontrol olmasi i¢in bulunan 2 adet SN kullanilarak klasik melanom
FISH paneli ile yapilan ¢alismada, her 2 vakada da sadece az miktarda hiicrede MYB kaybi1
izlenmistir. Diger hiicrelerin hepsinde normal FISH profili saptanmistir. izole MYB kaybi
vakalardan 1’inde %15, digerinde %13,3 oraninda saptanmistir. Bu sinyal paterni disinda
baska anormal sinyal paterni saptanmamistir. Bu oranlar esik deger olan %40°1 agmadigindan

her 2 vaka da FISH negatif olarak degerlendirilmistir (Resim 12).
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Resim 12: Calismamizda negatif kontrol olan Spitz neviislerin mikroskobik ve klasik
melanom FISH goriintiileri a)l nolu neviis HEx200, b)1 nolu neviis klasik melanom FISH
(normal FISH profili gosteren hiicreler), 2 nolu neviis HEx200, d)2 nolu neviis klasik

melanom FISH (normal FISH profili gésteren hiicreler)

Pozitif kontrol olmasi amaciyla calisilan 2 adet nodiiler malign melanom vakasinda ise,
vakalarin birinde klasik melanom FISH problar1 ile yapilan ¢alismada 31/60 (%52) hiicrede
RREB-1 gen kazanimi, 4/60 hiicrede (%7) CCND1 gen kazanimi ve 15/60 hiicrede (%29)
MYB gen delesyonu izlenmistir. Diger vakada ise 34/60 hiicrede (%56) RREB-1 gen
kazanimi, 2/60 hiicrede (%3,33) CCNDI1 gen kazanimi, 14/60 hiicrede (%11) MYB gen
delesyonu goriilmiistiir. Tim bu bulgulara gore her iki vaka da RREB-1 kazanimina baglh
(RREB-1 gen kazanim1 >%29) FISH pozitif olarak degerlendirilmistir (Resim 13).
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Resim 13: Calismamizda pozitif kontrol olan nodiiler malign melanomlarin mikroskobik ve
klasik melanom FISH goriintiileri a)l nolu melanom HEx200, b)1 nolu melanom klasik
melanom FISH (RREB-1 gen kazanimi ve eslik eden MYB gen delesyonu), ¢)2 nolu

melanom HEx200, d)2 nolu melanom klasik melanom FISH (izole RREB-1 gen kazanimi)

Calismamizda yer alan 10 adet SMM kullanilarak klasik melanom FISH paneli ile yapilan

calismada, 8 vakada (%80) esik deger olan %40°1 asan MYB gen delesyonu oldugu goriilerek
bu vakalar, FISH pozitif olarak degerlendirilmistir (Tablo 14). Bu esik degerin altinda kalan
ve FISH negatif olarak degerlendirilen 2 vakada ise (%20), MYB gen delesyonu orani %38,3
ve %20 olarak izlenmistir. 4 vakada (%40), esik deger olan %29’u asmayan izole RREB-1
kazanimi izlenmistir. Bu vakalarda izlenen izole RREB-1 kazanimi en diisiik %1,6, en yiiksek
%6,6 oranindadir. izole CCNDI1 kazanmimi 1 vakada, %5 oraninda goriilmiistiir. 2 vakada
(%20) MYB kaybina eslik eden RREB-1 kazanimi izlenmis olup, oranlar1 %1,6 ve %6,6’dir.
1 vakada (%10) CCNDI1 kazanimina eslik eden MYB kaybi saptanmis olup, %3,3
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oranindadir. RREB-1 ve CCND1 gen kazanimlarinin her ikisinin de birlikte ayni hiicrede

gbzlendigi vaka bulunmamaktadir.

Calismamizda yer alan 39 adet AST kullanilarak, klasik melanom FISH paneli ile yapilan
calismada, vakalarin 21’inde (%53,8), %40°1 asan izole MYB gen delesyonu izlenmis olup,
bu vakalar FISH pozitif olarak kabul edilmistir (Tablo 14). Bu esik degerin altinda kalan izole
MYB gen delesyonu i¢in goriilen en diisiik oran %10, en yiiksek oran ise %38,3 ‘tiir. 16
vakada (%41) izole RREB-1 kazanimi izlenmistir. Bu vakalarda izlenen izole RREB-1
kazanimi en diisiikk %1,6, en yliksek %16,6 oranindadir. Bu oranlar esik degerin (%29)
altinda yer almaktadir. [zole CCNDI1 kazanimi 3 vakada, en diisik %5, en yiiksek %25
oraninda goriilmistir . CCNDI igin bildirilen esik deger ise %38’dir. 12 vakada (%30,7)
MYB gen delesyonuna eslik eden RREB-1 gen kazanimi izlenmistir. Esik deger olan %29°u
asan RREB-1 gen kazanimi izlenerek FISH pozitif olarak kabul edilen 1 vakada (%2,56)
hiicrelerin %40’inda RREB-1 gen kazanimi ve MYB gen delesyonu birlikte izlenmistir. Diger
vakalarda en diistik %1,6, en yiiksek %3,3 oraninida goriilmiistiir. 3 vakada (%7,69) CCND1
kazanimina eslik eden MYB kaybi saptanmistir. MYB kaybina eslik eden CCND1 kazanimi
en yiiksek %3,3, en diisiik %1,6 oranindadir. RREB-1 ve CCNDI1 gen kazanimlarinin her
ikisinin de birlikte ayni hiicrede %1,6 oraninda gozlendigi 1 vaka (%2,56) bulunmaktadir.
Incelenen 39 vakanin 22’si (%56,4) pozitif, 17’si (%43,5) negatif olarak izlenmistir. Pozitif
olan vakalarin 21 tanesi (%53,8) MYB (gold)/CEP 6 sinyallerinin MYB i¢in azalma
gosterdigi hiicrelerin %40’tan fazla olmasi1 sebebiyle , 1 vaka ise (%2,56) RREB-1 gen
sinyallerinin (kirmizi) 2°den fazla oldugu hiicrelerin %29’dan fazla olmasi nedeniyle FISH

pozitif olarak kabul edilmistir (Tablo 15) (Grafik 2) (Resim 14).
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Tablo 14:Klasik melanom FISH problarinin pozitif ve negatif degerlerinin vaka gruplarina

gore karsilagtirmali dagilimi (Ki kare testi kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH Total
Tam Negatif (n=21) | Pozitif (n=30) (n=49) Ki P
Say1 (%) Say1(%) Say1(%) | kare
Spitzoid Malign Melanom 2 (%20) 8(%80) 10(%100)
2,926 (0,141
Atipik Spitz Tiimor 17(%43,6) 22(%56,4) 39(%100)
Toplam 19(%38,7) 30 (%61,2) 49(%100)

Tani gruplarina gore degerlendirildiginde; istatiksel olarak anlamli olmasa da Klasik
melanom FISH pozitifliginin =~ gozlemsel olarak malignite yoniinde egilim gosterdigi

sOylenebilmektedir.

Grafik 2: Tani gruplarmin klasik melanom FISH problar1 analiz sonuglarina gore dagilimi

KLASIK MELANOM FISH ANALIZ
SONUCLARI

B FISH NEGATIF  m FISH POZITiF

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
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Tablo 15: Vaka gruplarmin klasik melanom FISH problart bulgularimin karsilastirmali

dagilim1

SMM AST
n=10 n=39

iZOLE MYB GEN DELESYONU

e VAKASAYISI 10 39

e GORULEN EN DUSUK YUZDE %20 %10

e GORULEN EN YUKSEK YUZDE %90 %83,3
IZOLE RREB-1 GEN KAZANIMI

e VAKASSAYISI 4 16

e GORULEN EN DUSUK YUZDE %1,6 %1,6

e GORULEN EN YUKSEK YUZDE %6,6 %16,6
iZOLE CCND1 GEN KAZANIMI

e VAKASAYISI 1 3

e GORULEN EN DUSUK YUZDE %5 %5

e GORULEN EN YUKSEK YUZDE %5 %25
RREB-1 GEN KAZANIMI+MYB GEN DELESYONU

e VAKASAYISI 2 12

e GORULEN EN YUKSEK YUZDE %6,6 %40

e GORULEN EN DUSUK YUZDE %1,6 %1,6
CCND1 GEN KAZANIMI+MYB GEN DELESYONU

e VAKASAYISI 1 3

e GORULEN EN DUSUK YUZDE %3,3 %3,3

e GORULEN EN YUKSEK YUZDE %3,3 %1,6
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RREB-1 VE CCND1 GEN KAZANIMLARI

e VAKASAYISI - 1
e GORULEN EN DUSUK YUZDE - %1,6
e GORULEN EN YUKSEK YUZDE - %1,6
FISH SONUCU
o NEGATIF (%) 2 (%20) |17
s POZITIF (%) 8 (%80) | (%43,5)
22
(%56,4)
POZITIFLIGi SAGLAYAN KRIiTER
e RREB-1>2 SINYAL/NUKLEUS OLAN>%29 HUCRE
VARLIGI - 1
e RREB-1/CEP6 >1 OLAN >%55 HUCRE VARLIGI - (%4,54)
e MYB/CEP6 <1 OLAN >%40 HUCRE VARLIGI 8 (%100) | -
e CCNDI>2 SINYAL/NUKLEUS OLAN>%38 HUCRE |- 21
VARLIGI (%95,4)
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Resim 14: Klasik melanom FISH problar1 ile normal sinyal paterni ve en sik izlenen anormal

sinyal paternleri a)Klasik melanom FISH normal sinyal paternine sahip hiicre, b)izole MYB
delesyonu, c)izole RREB-1 kazanimi, d)MYB delesyonuna eslik eden RREB-1 kazanimi

54.1. KLASIK MELANOM PROBLARI iLE YAPILAN FISH CALISMA
SONUCUNA GORE KARSILASTIRMALI ANALIZ VE ISTATISTIKLER:

Klasik melanom FISH problar1 ile yapilan g¢alisma sonuglart klinik parametreler ve
histopatolojik parametreler ile istatistiksel olarak karsilagtirilmis, anlamli bulunan ve

bulunmayan veriler kaydedilmistir.
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54.1.1. KLASIK MELANOM PROBLARI ILE YAPILAN FISH CALISMA
SONUCUNA GORE KLINIK VERILER iLE YAPILAN KARSILASTIRMALI
ANALIZ VE ISTATISTIKLER:

Vakalarin yas, cinsiyet, ¢ap, siire, klinik takip siiresi ve genel durum verilerinin klasik

melanom FISH problart kullanilarak yapilan ¢alisma sonuglarina gore karsilastirmali analiz

degerleri Tablo 16, 17 ve 18’de ozetlenmistir. Istatistiksel analiz sonuglarma gore klasik

melanom FISH verileri ile belirtilen parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamugstir (Tablo 16-18).

Tablo 16: Vakalarin yas, siire, cap ve klinik takip siiresi verilerinin klasik melanom FISH

problar ile yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Student t testi

kullanilmasgtir.)

_ Standart
Klasik Melanom FISH | Ortalama Medyan| En az |[Enfazla| t P
Sapma
Negatif
30,73 16,22 36 4 57
(n=19)
Yas —
Pozitif 0,898 | 0,374
26,8 13,78 27 3 56
(n=30)
Negatif
~ 17,82 28,009 6 0,5 96
Siire (Ay) (n=14) 124,5% | 0,954*
Pozitif
18,69 41,05 9 0,5 180
(n=18)
Negatif
6,02 2,15 6 3 10
(n=19)
a mm
Gap (mm) Pozitif -0,439 | 0,663
6,16 2,72 55 2 15
(n=30)
Negatif
o ) 31,14 31,95 12 0 72
Klinik Takip (n=7)
Siiresi (Ay) | Pozitif -0,719 | 0,479
37,47 34,55 24 0 84
(n=17)

(*Mann Whitney U testi kullanilmistir.)
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Tablo 17: Vakalarin cinsiyet verilerinin klasik melanom FISH problar ile yapilan ¢alisma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH Toplam
Cinsiyet Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) Ki Kare P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Erkek 7 (%50) 7 (%50) 14(%100)
Kadin 12 (%34,2) 23 (%65,7) 35(%100) 1,040 0,308
Toplam 19 (%38,77) 30 (%61,2) 49(%100)

Tablo 18: Vakalarin genel durum verilerinin klasik melanom FISH problart ile yapilan

calisma sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmigtir.)

Klasik Melanom FISH Toplam
Genel . — )
Negatif (n=6) Pozitif (n=18) (n=24) Kikare| P
Durumu

Say1(%) Say1(%) Say1(%)

Iyi- Takipte 4(%40) 6(%60) 10(%100)
Iyi- Saghkh 2(%14,2) 12(%85,7) 14(%100) | 0,974 | 0,393

Toplam 6(%25) 18(%75) 24(%100)

54.1.2. KLASIK MELANOM PROBLARI iLE YAPILAN FISH CALISMA
SONUCUNA GORE  HISTOPATOLOJIK VERILER iLE  YAPILAN
KARSILASTIRMALI ANALIZ VE iISTATISTIKLER:

Vakalarin incelenen histopatolojik bulgularinin (simetri, matiirasyon, subkutan yag
dokusu yayilimi, iilser/erozyon varligi, epidermisin timdr basist ile incelmesi (epidermal
“consumption”), intraepidermal pagetoid yayilim, kamino cisimcikleri, sitolojik
atipi/pleomorfizm, ekspansif nodiil varligi, mitoz ve lenfositik infiltrasyon) klasik melanom
FISH problan kullanilarak yapilan ¢alisma sonuglarina gore karsilastirmali analiz degerleri
her parametre icin ayr1 yapilan tablolarda dzetlenmistir. Istatistiksel analiz sonuglarina gére
klasik melanom FISH verileri ile belirtilen bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamigstir. Subkutan yag dokusu tutulumu ve sitolojik atipi/pleomorfizm parametreleri
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i¢in istatistiksel analiz yapilamamustir. intraepidermal pagetoid yayilimin periferde bulunmasi

SMM’larda goériilen bir bulgu olmakla birlikte klasik melanom FISH sonuglar ile

karsilastirildiginda FISH pozitifligi ile istatistiksel olarak anlamli uyum gorilememistir

(Tablo 19-32).

Tablo 19: Simetri parametresinin klasik melanom FISH problari ile yapilan ¢alisma sonucuna

gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH
Toplam
: . Ki
Simetri Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) P
Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Simetrik 12(%38,7) 19(%61,2) 31(%100)
Asimetrik 7(%38,8) 11(%61,1) 18(%100) 0,0 {0,990
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)

Tablo 20: Matiirasyon parametresinin klasik melanom FISH problari ile yapilan caligma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH
Toplam
Negatif Pozitif (n=49) _
Matiirasyon (n=19) (n=30) Ki Kare P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Gorilmedi 6(%28,5) 15(%71,4) 21(%100)
Mevcut 13(%50) 13(%50) 26(%100)
2,215 0,137
Degerlendirilemedi 0(%0) 2(%100) 2(%100)
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)
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Tablo 21: Subkutan yag dokusu tutulumu parametresinin klasik melanom FISH problart ile

yapilan ¢alisma sonucuna gore karsilagtirmasi

Klasik Melanom FISH Total
Subkutan Yag Dokusu | Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) .
Tutulumu
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 18(%41,8) 25(%58,1) 43(%100)
Var 0(%0) 1(%100) 1(%100) .
Degerlendirilemedi 1(%20) 4(%80) 5(%100)
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)

(* Istatistiksel analiz yapilamamustir.)

Tablo 22: Ulser/erozyon parametresinin klasik melanom FISH problari ile yapilan galisma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmal1 analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH Toplam _
Ulser/Erozyon | Negatif (=19) | Pozitif (n=30) (n=49) KZ're P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 12(%34,2) 23(%65,7) 35(%100)
Var 7(%50) 7(%50) 14(%100) | 1,040 | 0,308
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)

Tablo 23: Epidermal “consumption”

parametresinin klasik melanom FISH problar ile

yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel Kkarsilagtirmali analizi (Ki Kare testi
kullanilmastir.)
] Klasik Melanom FISH Toplam _
Epidermal i _ Ki
Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) P
“Consumption” Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 11(%40,7) 16(%59,2) 27(%100)
Var 8(%36,3) 14(%63,6) 22(%100) 0,770 | 0,782
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)
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Tablo 24: Pagetoid yayilim parametresinin klasik melanom FISH problari ile yapilan ¢alisma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

_ Klasik Melanom FISH Toplam
Pagetoid i _ )
Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) Ki Kare P
Yayihm
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 7(%36,8) 12(%63,1) 19(%100)
Var
0,072 | 0,965
e Orta 5(%41,6) 7(%58,3) 12(%100)
e Perifer 7(%38,8) 11(%61,1) 18(%100)
Toplam 19(%38,8) 30(%61,2) 49(%100)

Tablo 25: Kamino cisimcikleri varligi parametresinin klasik melanom FISH problar ile

yapilan caligma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi
kullanilmastir.)
Klasik Melanom FISH Toplam
Kamino . — )
S Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) |Kikare| p
Cisimcikleri
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 13(%34,2) 25(%65,7) 38(%100)
Var 5(%45,4) 6(%54,5) 11(%100) 0,267 | 0,729
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)
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yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi

Tablo 26:Sitolojik atipi/pleomorfizm parametresinin klasik melanom FISH problar ile

Klasik Melanom FISH Toplam

Sitolojik Atipi/ Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) p

Pleomorfizm
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 1(%100) 0(%0) 1(%100)
Var

o Hafif 5(%55,5) 4(%44,4) 9 (%100) .
e Orta derecede 8(%42,1) 11(%57,8) 19(%100)
e Belirgin 5(%25) 15(%75) 20(%100)
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)

(*Istatistiksel analiz yapilamamistir.)

Tablo 27: Ekspansif nodiil parametresinin klasik melanom FISH problari ile yapilan ¢aligma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

) Klasik Melanom FISH Toplam
Ekspansif i _ )
Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) Ki Kare P
Nodiil

Say1(%) Say1(%) Say1(%)

Yok 8(%40) 12(%60) 20(%100)
Var 11(%37,9) 18(%62,06) 29(%100) 0,021 0,884

Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)
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Tablo 28: Mitoz sayis1 parametresinin klasik melanom FISH problar ile yapilan c¢aligma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki kare testi kullanilmistir.)

) Klasik Melanom FISH Toplam
Mitoz Negatif (n=19) | Pozitif (n=30) (n=49) Ki Kare P
(Sayn)
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 3(%33,3) 6(%66,6) 9(%100)
Var
e 1-6/mm2 14(%37,8) 23(%85,15) 37(%100) 0,645 0,422
e >6/mm2 2(%66,6) 1(%33,3) 3(%100)
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)

Tablo 29: Mitoz yerlesim yeri parametresinin klasik melanom FISH problari ile yapilan

calisma sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki kare testi kullanilmistir.)

) Klasik Melanom FISH Toplam _
Mitoz i i Ki
Negatif (n=19) | Pozitif (n=30) (n=49) P
(Yerlesim yeri) Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 3(%33,3) 6(%66,6) 9(%100)
Var
e Yiizeyel-orta 12(%40) 18(%60) 30(%100) 0,081 | 0,775
e Derin 4(%40) 6(%60) 10(%100)
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)
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Tablo 30: Atipik mitoz parametresinin klasik melanom FISH problar ile yapilan ¢alisma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki kare testi kullanilmistir.)

o Klasik Melanom FISH Toplam
Ar::tpolr Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) Ki Kare P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 16(%36,3) 28(%063,6) 44(%100)
Var 3(%60) 2(%40) 5(%100) 1,057 0,363
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)

Tablo 31: Lenfositik infiltrasyon parametresinin klasik melanom FISH problar ile yapilan

calisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmigtir.)

Klasik Melanom FISH Toplam
Lenfositik . —
Negatif (n=19) Pozitif (n=30) (n=49) Ki
infiltrasyon
Say1(%) Say1(%) Say1(%) kare | P
Yok 2(%33,3) 4(%066,6) 6(%100)
Var
o Hafif 11(%39,2) 17(%60,7) 28(%100)
e Belirgin 6(%40) 9(%60) 15(%100) | 0,191 | 0,908
Toplam 19(%38,7) 30(%61,2) 49(%100)
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Tablo 32: Tim vakalarda histopatolojik bulgular ile klasik melanom FISH sonuglarinin

karsilastirmast
KLASIK MELANOM | KLASIK MELANOM
FISH NEGATIF FISH POZITIF
n=19 n=30
ASIMETRI 7 (%38,8) 11 (%61,1)
MATURASYON KAYBI 6 (%28,5) 15 (%71,4)
SUBKUTAN YAG DOKUSU | 0 (%0) 1 (%100)
TUTULUMU
ULSER/EROZYON VARLIGI | 7 (%50) 7 (%50)
EPIDERMAL 8 (%36,3) 14 (%63,6)
“CONSUMPTION”
PERIFERDE 7 (%38,8) 14 (%63,6)
INTRAEPIDERMAL
PAGETOID YAYILIM
LEZYONUN ORTASINDA | 4 (%41,6) 7 (%58,3)
INTRAEPIDERMAL
PAGETOID YAYILIM
KAMINO CISIMCIKLERI | 5 (%45,4) 6 (%54,5)
VARLIGI
SITOLOJIK ATIPI/
PLEOMORFIZM
-HAFIF 5 (%55,5) 4 (%44,4)
-ORTA DERECEDE 8 (%42,1) 11 (%57,8)
-BELIRGIN 5 (%25) 15 (%75)
EKSPANSIF NODUL VARLIGI | 11 (%37,9) 18 (%62,06)
MITOZ SAYISI
-0 3 (%33,3) 6 (%66,6)
-1-6/mm? 14 (%37,8) 23 (%62,16)
->6/mm? 2 (%66,6) 1 (%33,3)
MITOZ YERLESIM YERI
-YUZEYEL-ORTA 12 (%40) 18 (%60)
-DERIN 4 (%40) 6 (%60)
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ATIiPIK MiTOZ VARLIGI 3 (%60) 2 (%40)

LENFOSITIK INFILTRASYON

-YOK 2 (%33,3) 4 (%66,6)
-HAFIF 11 (%39,2) 17 (%60,7)
-BELIRGIN 6 (%40) 9 (%60)

5.4.2 KLASIK MELANOM FISH SONUCLARINA GORE POLIPLOIiDi DURUMU

Biitiin bu histopatolojik parametrelerin yani sira klasik melanom FISH problar ile yapilan
caligmada poliploidi gosteren hiicreler de kayit altina alinmistir (Tablo 33) (Resim 15).
Negatif kontrol grubu olarak kullanilan SN’lerde klasik melanom FISH problari ile yapilan
incelemede, 1 vakada sayilan 60 hiicreden 4’tinde triploidi, 1 hiicrede tetraploidi, diger vakada
2 hiicrede tetraploidi gozlenmistir. Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan 2 adet nodiiler
malign melanomda ise klasik melanom FISH problari ile yapilan ¢alismada poliploidi
gosteren hiicreye rastlanmamistir. Calisma grubunda bulunan SMM’larda 9 vakada (%90)
poliploidi saptanmustir. Triploidi goériilen en fazla 15, en az 1, medyan 6, ortalama 6,5+4,89
hiicre bulunmaktadir. Tetraploidi gosteren en az 1, en fazla 3 hiicre goriilmiis olup, medyan
2,5, ortalama 2,25+0,95°tir. AST grubunda ise 32 vakada (%82,05) triploidi, 18 vakada
(%46,15) tetraploidi saptanmistir. Triploidi en fazla 20, en az 1, medyan 8§, ortalama
8,0945,10 hiicrede izlenirken, tetraploidi en fazla 7, en az 1, medyan 2, ortalama 2,22+1,76

hiicrede belirlenmistir. Bu bulgular Tablo 33’te 6zetlenmistir.
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Tablo 33:Klasik melanom FISH sonuglarina gore poliploidi durumu

TRIPLOIDI (n=41) TETRAPLOIDI (n=23)
En | En Standart| En En Standart
Ortalama/Medyan Ortalama| Medyan
az* | fazla* sapma | az* |fazla* sapma
SMM | 1 15 6,5 6 4,89 1 3 2,25 2,5 0,95
AST 1 20 8,09 8 5,10 1 7 2,22 2 1,76

*Poliploidi gosteren en az ve en fazla hiicre sayisi

Resim 15: Klasik melanom FISH problar1 ile triploidi ve tetraploidi goésteren hiicreler
a)Triploidi, b)Tetraploidi

5.5.9p21 PROBLARI iLE UYGULANAN FLORESANS IN SiTU HiBRIDiZASYON
BULGULARI:

Calismamiza dahil edilen 10 adet SMM ve 39 adet AST vakasina 9p21 probu ile FISH
calismast yapilmistir. 9p21 probu ile yapilan caligma tiimoriin prognozunu belirlemek

amaciyla degerlendirilmektedir.

Negatif kontrol olmasi amaciyla kullanilan 2 adet SN vakasinda homozigot delesyon
gosteren hiicreye rastlanmamis olup, en diisiik %23,3, en yiiksek %33,3 oraninda heterozigot
delesyon gosteren hiicre saptanmistir. Bu sonuglar ile FISH pozitif vaka goriilmemistir
(Resim 16). Pozitif kontrol olmasi amaciyla kullanilan 2 adet nodiiler malign melanomda ise
1 vakada %10 oraninda heterozigot delesyon saptanmis, homozigot delesyon goriilmemistir.
Diger vakada ise %46,6 oraninda homozigot delesyon, %53,3 oraninda heterozigot delesyon
izlenmistir. Bu bulgulara gore %46,6 homozigot delesyon gosteren vaka 9p21 FISH pozitif
kabul edilirken, diger vaka 9p21 FISH negatif olarak degerlendirilmistir (Resim 17).
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Resim 16: Calismamizda negatif kontrol olan Spitz neviislerin mikroskobik ve 9p21 FISH
goriintiileri a)l nolu neviis HEx200, b)1 nolu neviis 9p21 FISH (Normal 9p21 FISH profili
gosteren bir hiicre, normal 9p21 FISH profiline sahip triploidi gosteren bir hiicre ve 9p21

heterozigot delesyonu gdsteren bir hiicre), ¢)2 nolu neviis HEx200, d)2 nolu neviis 9p21 FISH
(Normal 9p21 FISH profiline sahip hiicreler)
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Resim 17: Calismamizda negatif kontrol olan nodiiler malign melanomlarin mikroskobik ve
9p21 FISH goriintiileri a)l nolu melanom HEx200, b)l nolu melanom 9p21 FISH (9p21
heterozigot delesyonu gosteren hiicreler ve 9p21 homozigot delesyonu igeren triploidi
gosteren bir hiicre), ¢)2 nolu melanom HEx200, d)2 nolu melanom 9p21 FISH (Biri triploidi

gosteren, 9p21 homozigot delesyonu igeren hiicreler)

Calismamizda kullanilan 10 adet SMM’da esik deger olan %29 homozigot delesyonu asarak
9p21 FISH pozitif kabul edilen 6 vaka (%60) bulunmaktadir. Esik degerin altinda kalan ve

9p21 FISH negatif olarak degerlendirilen diger 4 vakada (%40) homozigot delesyon orani en
diisiik %10, en yliksek %23,3’tlir. Heterozigot delesyon ise en diisiik %3,3, en yiiksek %73,3

oraninda saptanmistir.

Calismamizda kullanilan 39 adet AST’de esik deger olan %29 homozigot delesyonu asarak
9p21 FISH pozitif kabul edilen 12 vaka (%30,8) bulunmaktadir. Esik degerin altinda kalan ve
9p21 FISH negatif olarak degerlendirilen diger 27 vakada (%69,2) homozigot delesyon orani
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en disik %0, en yiiksek %23,3’tiir. Heterozigot delesyon ise en diisiik %13,3, en yiiksek
%76,6 oraninda saptanmistir (Resim 18) (Tablo 34-35) (Grafik 3).

Resim 18: 9p21 FISH probuyla goriilen sinyal paternleri a)9p21 normal FISH profili, b)9p21

heterozigot delesyonu, ¢)9p21 homozigot delesyonu

Tablo 34: 9p21 FISH probunun pozitif ve negatif degerlerinin vaka gruplarina gore

karsilagtirmali dagilimi (Ki kare testi kullanilmistir.)

9p21 FISH Toplam
T (n=49) Ki P
anl i = iti = -
Negatif (n=31) Pozitif (n=18) Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Spitzoid
Malign 4(%40) 6(%60) 10(%100)
Melanom
— - 1,866 0,278
Atipik Spitz
27(%69,2) 12(%30,7) 39(%100)
Timor
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

Tan1 gruplarma gore degerlendirildiginde; goézlemsel olarak 9p21 FISH pozitifliginin

malignite yoniinde egilim gosterdigi sdylenebilmektedir.
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Grafik 3: Tan1 gruplarinin 9p21 FISH probu analiz sonuglarina gére dagilimi

9p21 FISH ANALIZ SONUCLARI

SMM

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M FISH NEGATIF  BFISH POZITIF

Tablo 35: Vaka gruplarinin 9p21 FISH probu bulgularinin karsilastirmali dagilim:

SMM AST
n=10 n=39
HOMOZiGOT DELESYON ORANLARI
e GORULEN EN DUSUK YUZDE %10 %1,6
e GORULEN EN YUKSEK YUZDE %95 %81,6
HETEROZiGOT DELESYON ORANLARI
e GORULEN EN DUSUK YUZDE %3,3 %13,3
¢ GORULEN EN YUKSEK YUZDE %73,3 %76,6
FISH SONUCU
e POZITIF-SAYI (%) 6 (%60) 12 (%30,7)
e NEGATIF-SAYI (%) 4 (%40) 27 (%69,2)
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5.5.1.9p21 FISH PROBU ILE YAPILAN FISH CALISMA SONUCUNA GORE
KARSILASTIRMALI ANALIZ VE ISTATISTIKLER:

9p21 FISH problan ile yapilan calisma sonuclar1 klinik parametreler ve histopatolojik
parametreler ile istatistiksel olarak karsilastirilmis, anlamli bulunan ve bulunmayan veriler

kaydedilmistir.

5.5.1.1.9p21 FISH PROBU iLE YAPILAN FISH CALISMA SONUCUNA GORE
KLINIK VERILER ILE YAPILAN KARSILASTIRMALI ANALIiZ VE
ISTATISTIKLER:

Vakalarin yas, cinsiyet, ¢ap, siire, klinik takip siiresi ve genel durum verilerinin 9p21 FISH
probu kullanilarak yapilan calisma sonuglarina gore karsilastirmali analiz degerleri Tablo 36,
37 ve 38’de 6zetlenmistir. Istatistiksel analiz sonuglarina gére 9p21 FISH verileri ile belirtilen
parametreler arasinda ¢ap parametresi igin istatistiksel olarak anlamli fark saptanmis olup
(p=0,031), capin artmasiyla 9p21 FISH pozitifligi artmaktadir. Diger parametreler igin
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (Tablo36-38).
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Tablo 36: Vakalarin yas, siire, cap ve klinik takip siiresi verilerinin 9p21 FISH probu ile

yapilan c¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Student t testi
kullanilmistir.)
Standart
9p21 FISH Ortalama Medyan | En az | En fazla t P
Sapma
Negatif
30 14,96 32 4 57
(n=31)
Yas
Pozitif 1,065 | 0,292
25,5 14,3 29,5 3 45
(n=18)
Negatif
~ 23,84 45,03 6 0,5 180
Siire (Ay) (n=19) 118,0* | 0,938*
Pozitif
10,2 8,77 7 0,5 24
(n=13)
Negatif
5,69 2,34 5 2 11
(n=31)
ap (Imm
Gap (mm) Pozitif 4 -2,226 | 0,031
6,8 2,64 6,5 15
(n=18)
Klinik Negatif
_ 43 33,63 48 0 84
Takip (n=12)
Siiresi Pozitif 0,845 | 0,407
28,25 32,58 18 0 84
(Ay) (n=12)

(*Mann Whitney U testi kullanilmistir.)
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Tablo 37: Vakalarin cinsiyet verilerinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma sonucuna gore

istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

9p21 FISH Toplam
Cinsiyet Negatif (n=31) Pozitif (n=18) (n=49) Ki Kare P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Erkek 10(%71,4) 4(%28,5) 14(%100)
Kadn 21(%60) 14(%40) 35(%100) 0,562 | 0,453
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

Tablo 38: Vakalarin genel durum verilerinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma sonucuna

gore istatistiksel karsilastirmalr analizi (Ki Kare testi kullanilmigtir.)

9p21 FISH Toplam
Genel . — )
Negatif (n=12) Pozitif (n=12) (n=24) Kikare| p
Durumu

Say1(%) Say1(%) Say1(%)

Iyi- Takipte 6(%60) 4(%40) 10(%100)
fyi- Saghkh 6(%42,8) 8(%57,1) 14(%100) 0,686 |0,408

Toplam 12(%50) 12(%50) 24(%100)
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5.5.1.2.9p21 FISH PROBLARI iLE YAPILAN FISH CALISMA SONUCUNA GORE
HiSTOPATOLOJIK VERILER iLE YAPILAN KARSILASTIRMALI ANALIZ VE
ISTATISTIKLER:

Vakalarin incelenen histopatolojik bulgularinin (simetri, matiirasyon, subkutan yag
dokusu yayilimi, tlser/erozyon varligi, epidermisin tiimor basisi ile incelmesi (epidermal
“consumption”), intraepidermal pagetoid yayilim, kamino cisimcikleri, sitolojik
atipi/pleomorfizm, ekspansif nodiil varligi, mitoz ve lenfositik infiltrasyon) 9p21 FISH probu
kullanilarak yapilan ¢alisma sonuglarina gore karsilagtirmali analiz degerleri her parametre
icin ayr1 yapilan tablolarda ozetlenmistir. Istatistiksel analiz sonuglarina gére 9p21 FISH
verileri ile belirtilen bulgular arasinda mitoz yerlesim yeri parametresi i¢in anlamli fark
saptanmis olup (p:0,029), derin yerlesimli mitoz varlig: ile 9p21 FISH pozitifligi artmaktadir.
Ayrica epidermal “consumption” (p:0,066) ve mitoz sayisi (p:0,05) parametreleri igin anlaml
fark saptanmamakla birlikte epidermal “consumption” ve mitoz sayisinin artmasiyla 9p21
FISH pozitifliginin gézlemsel olarak artma egiliminde oldugu izlenmistir. Diger parametreler
icin istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir. Subkutan yag dokusu tutulumu ve
sitolojik  atipi/pleomorfizm  parametreleri i¢in istatistiksel analiz  yapilamamustir.
Intraepidermal pagetoid yayilimin periferde bulunmas: SMM’larda gériilen bir bulgu olmakla
birlikte 9p21 FISH sonuglan ile karsilastirildiginda FISH pozitifligi ile istatistiksel olarak

anlamli uyum goriilememistir (Tablo 39-52).

Tablo 39: Simetri parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma sonucuna gore

istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

9p21 FISH Toplam Ki
Simetri Negatif (n=31) Pozitif (n=18) (n=49) Kare P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Simetrik 19(%61,2) 12(%38,7) 31(%100)
Asimetrik 12(%066,6) 6(%33,3) 18(%100) 0,142 | 0707
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)
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Tablo 40: Matiirasyon parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢aligma sonucuna gore

istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

9p21 FISH
i _ Toplam
Negatif Pozitif )
Matiirasyon (n=49) Ki Kare P
(n=31) (n=18)
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Goriillmedi 13(%61,9) 8(%38,09) 21(%100)
Mevcut 18(%69,2) 8(%30,7) 26(%100)
0,278 0,598
Degerlendirilemedi 0(%0) 2(%100) 2(%100)
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

Tablo 41: Subkutan yag dokusu tutulumu parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma

sonucuna gore karsilastirmali analizi

9p21 FISH Total
Subkutan Yag Dokusu | Negatif (n=31) Pozitif (n=18) (n=49) 5
Tutulumu

Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 28(%65,1) 15(%34,8) 43(%100)

Var 1(%100) 0(%0) 1(%100) X
Degerlendirilemedi 2(%40) 3(%60) 5(%100)
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

(* Istatistiksel analiz yapilamamuistir.)

Tablo 42: Ulser/erozyon parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma sonucuna gore

istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

9p21 FISH Toplam _
Ulser/Erozyon | Negatif (n=31) | Pozitif (=18) (n=49) K:;e P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 23(%65,7) 12(%34,2) 35(%100)
Var 8(%57,1) 6(%42,9) 14(%100) 0,316 | 0,574
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)
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Tablo 43: Epidermal “consumption” parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan calisma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

_ 9p21 FISH Toplam ]
Epidermal i _ Ki
Negatif (n=31) Pozitif (n=18) (n=49) P
“Consumption” Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 17(%77,2) 5(%22,7) 22(%100)
Var 14(%58,3) 13(%48,1) 27(%100) 3,371 | 0,066

Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

Tablo 44: Pagetoid yayilim parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma sonucuna

gore istatistiksel karsilastirmalr analizi (Ki Kare testi kullanilmigtir.)

_ 9p21 FISH Toplam
Pagetoid y - )
Negatif (n=31) Pozitif (n=18) (n=49) Ki Kare P
Yayihm
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 12(%63,1) 7(%36,8) 19(%100)
Var
1,203 | 0,548
e Orta 9(%75) 3(%25) 12(%100)
e Perifer 10(%55,5) 8(%44,4) 18(%100)
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)
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Tablo 45: Kamino cisimcikleri parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢aligma sonucuna

gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

9p21 FISH Toplam
Kamino . — _
L Negatif (n=31) Pozitif (n=31) (n=49) Kikare| p
Cisimcikleri
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 23(%60,5) 15(%39,4) 38(%100)
Var 8(%72,7) 3(%27,2) 11(%100) 0,546 | 0,724
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

Tablo 46: Sitolojik atipi/pleomorfizm parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan calisma

sonucuna gore karsilastirmali analizi

9p21 FISH Toplam
Sitolojik Atipi/ Negatif (n=31) Pozitif (=18) (n=49) | p
Pleomorfizm
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 1(%100) 0(%0) 1(%100) *
Var
e Hafif 7(%77,7) 2(%22,2) 9 (%100)
e Orta derecede 12(%63,1) 7(%36,8) 19(%100)
e Belirgin 11(%55) 9(%45) 20(%100)
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

(* Istatistiksel analiz yapilamamustir.)
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Tablo 47: Ekspansif nodiil parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢aligma sonucuna

gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

) 9p21 FISH Toplam )
Ekspansif i _ Ki
Negatif (n=31) Pozitif (n=18) (n=49) P
Nodiil Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 18(%90) 2(%10) 20(%100)
Var 13(%44,8) 16(%55,17) 29(%100) 2,002 | 0,157

Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

Tablo 48: Mitoz sayisit parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma sonucuna gore

istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki kare testi kullanilmistir.)

) 9p21 FISH Toplam _
Mitoz i _ Ki
Negatif (n=31) | Pozitif (n=18) (n=49) P
(Sayr) Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 8(%88,8) 1(%11,1) 9(%100)
Var
e 1-6/mm2 22(%59,4) 15(%40,5) 37(%100) 3,841 0,05
e >6/mm2 1(%33,3) 2(%66,6) 3(%100)
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)
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Tablo 49: Mitoz yerlesim yeri parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma sonucuna

gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki kare testi kullanilmistir.)

9p21 FISH
] i Toplam _
Mitoz Negatif . Ki
Pozitif (n=18) (n=49) P
(Yerlesim yeri) (n=31) Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 8(%88,8) 1(%11,1) 9(%100)
Var
e Yiizeyel-orta 19(%63,3) 11(%36,6) 30(%100) (4,766 | 0,029
e Derin 4(%40) 6(%60) 10(%100)
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

Tablo 50: Atipik mitoz parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alisma sonucuna gore

istatistiksel karsilastirmalr analizi (Ki kare testi kullanilmistir.)

9p21 FISH Toplam
Atipik i _ Ki
) Negatif (n=31) Pozitif (n=18) (n=49) P
mitoz Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 28(%63,6) 16(%36,3) 44(%100)
Var 3(%60) 2(%40) 5(%100) 1,297 | 0,342
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)
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Tablo 51: Lenfositik infiltrasyon parametresinin 9p21 FISH probu ile yapilan ¢aligma

sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

N 9p21 FISH Toplam _
Lenfositik Negatif (n=31) Pozitf (n=18) | (n=49) | 0 | p
infiltrasyon kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 3(%50) 3(%50) 6(%100)
Var
o Hafif 19(%67,8) 9(%32,14) 28(%100) |0,772 |0,678
e Belirgin 9(%60) 6(%40) 15(%100)
Toplam 31(%63,2) 18(%36,7) 49(%100)

Tablo 52: Tiim vakalarda histopatolojik bulgular ile 9p21 FISH sonug¢larinin karsilastirmasi

9p21 FISH NEGATIF 9p21 FISH POZITIF
n=31 n=18
ASIMETRI 12 (%66,6) 6 (%33,3)
MATURASYON KAYBI 13 (%61,9) 8 (%38,09)
SUBKUTAN YAG DOKUSU | 1 (%100) 0 (%0)
TUTULUMU
ULSER/EROZYON VARLIGI | 8 (%57,1) 6 (%42,8)
EPIDERMAL 14 (%58,3) 13 (%48,1)
“CONSUMPTION”
PERIFERDE 10 (%55,5) 8 (%44,4)
INTRAEPIDERMAL
PAGETOID YAYILIM
LEZYONUN ORTASINDA | 9 (%75) 3 (%25)
INTRAEPIDERMAL
PAGETOID YAYILIM
KAMINO CISIMCIKLERI | 8 (%72,7) 3 (%27,2)
VARLIGI
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SITOLOJIK ATIPI/

PLEOMORFIZM

-HAFIF 7 (%77,7) 2 (%22,2)
-ORTA DERECEDE 12 (%63,1) 7 (%36,8)
-BELIRGIN 11 (%55) 9 (%45)
EKSPANSIF NODUL VARLIGI | 13 (%44,8) 16 (%55,17)
MITOZ SAYISI

-0 8 (%88,8) 1 (%11,1)
-1-6/mm? 22 (%59,4) 15 (%40,5)
->6/mm? 1 (%33,3) 2 (%66,6)
MITOZ YERLESIM YERI

-YUZEYEL-ORTA 19 (%63,3) 11 (%36,6)
-DERIN 4 (%40) 6 (%60)
ATIPIK MITOZ VARLIGI 3 (%60) 2 (%40)
LENFOSITIK INFILTRASYON

-YOK 3 (%50) 3 (%50)
-HAFIF 19 (%67,8) 9 (%32,14)
-BELIRGIN 9 (%60) 6 (%40)

5.5.2 9p21 FISH SONUCLARINA GORE POLIPLOIDI DURUMU

Biitiin bu histopatolojik parametrelerin yan1 sira 9p21 FISH problar ile yapilan ¢alismada
poliploidi gosteren hiicreler de kayit altina alinmigtir (Tablo 53). Negatif kontrol grubu olarak
kullanilan SN’lerde 9p21 FISH problar ile yapilan incelemede, heterozigot delesyon goriilen
hiicrelerin %8,3’tinde triploidi, %]1,6’sinda tetraploidi izlenmistir. Normal FISH profiline
sahip olan hiicrelerin %11,6’sinda triploidi saptanmis olup, tetraploidi izlenmemistir. Pozitif
kontrol grubu olarak kullanilan 2 adet nodiiler malign melanomda ise 9p21 FISH problar ile
yapilan ¢alismada 1 vakada, heterozigot delesyon gosteren hiicrelerin %3,33’iinde, normal
FISH profili gosteren hiicrelerin %13,3’linde triploidi goriilmiistiir. Diger vakada homozigot
delesyon gosteren hiicrelerin  %20’sinde, heterozigot delesyon gosteren hiicrelerin
%13,3’linde triploidi izlenmistir. Calisma grubunda bulunan SMM’larda 7 vakada (%70)
poliploidi saptanmistir (Resim 19). Triploidi goriilen en fazla 18, en az 6, medyan 10,
ortalama 11,14+4,63 hiicre bulunmaktadir. Tetraploidi gosteren en az 1, en fazla 13 hiicre

gorilmiis olup, medyan 3,5, ortalama 4,6+4,32’dir. AST grubunda ise 33 vakada (%84,6)
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triploidi, 23 vakada (%58,9) tetraploidi saptanmistir. Triploidi en fazla 16, en az 1, medyan 5,

ortalama 6,3+3,78 hiicrede izlenirken, tetraploidi en fazla 15, en az 1, medyan 2, ortalama

3,69+4,2 hiicrede belirlenmistir. Bu bulgular Tablo 53’te 6zetlenmistir.

Tablo 53: 9p21 FISH sonuglarina gore poliploidi durumu

TRIPLOIDI (n=40)

TETRAPLOIDI (n=27)

En| En Standart| En| En Standart
Ortalama|Medyan Ortalama | Medyan
az*|fazla* sapma |az*|fazla* sapma
SMM | 6 | 18 11,14 10 4,63 1] 13 4,6 3,5 4,32
AST | 1| 16 6,3 5 3,78 1] 15 3,69 2 4,2

*Poliploidi gosteren en az ve en fazla hiicre sayisi

Resim 19: 9p21 FISH problar ile triploidi ve tetraploidi gdsteren hiicreler a)Triploidi,
b)Tetraploidi
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5.6.KLASIK MELANOM FISH VE 9p21 FISH SONUCLARININ BIiRLIKTE
INCELENMESI ILE ELDE EDILEN KARSILASTIRMALI ANALiZ VE
ISTATISTIKLER:

Klasik FISH melanom ve 9p21 FISH problari ile yapilan ¢alisma sonuglari birlikte klinik
parametreler ve histopatolojik parametreler istatistiksel olarak karsilastirilmis, anlaml

bulunan ve bulunmayan veriler kaydedilmistir.

5.6.1. KLASIK MELANOM FISH ve 9p21 FISH PROBLARI iLE YAPILAN FISH
CALISMA SONUCUNA GORE KLINIK VERILER ILE YAPILAN
KARSILASTIRMALI ANALIZ VE ISTATISTIKLER:

Vakalarin yas, cinsiyet, ¢ap, siire, klinik takip siiresi ve genel durum verilerinin klasik
melanom FISH ve 9p21 FISH problar1 kullanilarak yapilan ¢alisma sonuglarmin birlikte
degerlendirilmesine gore karsilastirmali analiz sonuglar1 Tablo 54, 55 ve 56’da 6zetlenmistir.
Istatistiksel olarak 9p21 ve klasik melanom FISH verileri ile yapilan karsilastirmali analizlere
gore ¢ap parametresi ile istatistiksel olarak olmasa da gozlemsel olarak anlamli fark saptanmis
olup, cap arttikca her 2 FISH pozitifliginin birlikte artma egiliminde oldugu goriilmiistiir.
(p:0,071) (Tablo54-56).
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Tablo 54: Vakalarimn yas, siire, cap ve klinik takip siiresi verilerinin klasik melanom FISH ve

9p21 FISH problart ile yapilan c¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi

(Student t testi kullanilmustir.)

Klasik Melanom FISH ve Standart| Medya En
Ortalama Enaz t P
9p21 FISH Sapma n fazla
Negatif
29,4 15,12 29,5 3 45
(n=33)
Yas —
Pozitif 0,784 | 0,437
26,06 14,1 32 4 57
(n=16)
Negatif
~ 16 24,41 6 0,5 96
Siire (Ay) (n=19) 107,5% | 0,750*
Pozitif
21,6 48,19 6 0,5 180
(n=13)
Negatif
573 2,36 55 2 11
(n=33)
ap (Imm
Gap (mm) Pozitif -1,853 | 0,071
6,87 2,65 6,5 4 15
(n=16)
Negatif
. ) 37,42 34,06 30 0 84
Klinik Takip | (n=14)
Siiresi (Ay) Pozitif 0,129 | 0,898
33,1 33,72 24 0 84
(n=10)

(*Mann Whitney U testi kullanilmistir.)
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Tablo 55: Vakalarin cinsiyet verilerinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problar ile
yapilan caligma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi

kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH ve 9p21
Toplam
FISH (n=49)
Cinsiyet n= Ki Kare P
Yo " Negatif (n=33) | Pozitif (n=16)
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Erkek 10 (%71,4) 4(%28,5) 14(%100)
Kadin 23 (%65,7) 12 (%34,2) 35(%100) 0,148 1,00
Toplam 33 (%67,3) 16 (%32,6) 49(%100)

Tablo 56: Vakalarin genel durum verilerinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problart ile
yapilan caligma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi

kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Toplam
Genel . — )
Negatif (n=14) Pozitif (n=10) (n=24) Kikare| P
Durumu

Say1(%) Say1(%) Say1(%)

Iyi- Takipte 7(%70) 3(%30) 10(%100)
Iyi- Saghkh 7(%50) 7(%50) 14(%100) | 0,960 | 0,421

Toplam 14(%58,3) 10(%41,6) 24(%100)
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5.6.2.KLASIK MELANOM FISH VE 9p21 FISH PROBLARI iLE YAPILAN FISH
CALISMA SONUCUNA GORE HISTOPATOLOJIK VERILER iLE YAPILAN
KARSILASTIRMALI ANALIZ VE ISTATISTIKLER:

Vakalarin incelenen histopatolojik bulgularinin (simetri, matiirasyon, subkutan yag
dokusu yayilimi, tlser/erozyon varligi, epidermisin tiimor basisi ile incelmesi (epidermal
“consumption”), intraepidermal pagetoid yayilim, kamino cisimcikleri, sitolojik
atipi/pleomorfizm, ekspansif nodiil varligi, mitoz ve lenfositik infiltrasyon) klasik melanom
FISH ve 9p21 FISH problari kullanilarak yapilan ¢alisma sonuglarina gore birlikte uygulanan
kargilagtirmali analiz degerleri, her parametre icin ayri1 yapilan tablolarda Ozetlenmistir.
Istatistiksel analiz sonuclarma gére klasik melanom FISH ve 9p21 FISH verilerinin birlikte
degerlendirilmesi ile belirtilen bulgular arasinda mitoz yerlesim yeri ve mitoz sayisi
parametreleri i¢in anlamli fark saptanmamis, ancak mitoz sayisinin ve derinliginin artmasiyla
klasik melanom FISH ve 9p21 FISH birlikte pozitifliginin artma egiliminde oldugu
gozlenmistir (Mitoz yerlesim yeri p:0,075 ve mitoz sayist p:0,218). Ayrica epidermal
“consumption” parametresi i¢cin de anlamli fark saptanmamakla birlikte (p:0,181), epidermal
“consumption” goriilen olgularda klasik FISH melanom ve 9p21 FISH birlikte pozitifligi
artma egiliminde oldugu sonucuna varilmistir. Diger parametreler i¢in istatistiksel olarak
anlamh fark saptanmamistir. Subkutan yag dokusu tutulumu ve sitolojik atipi/pleomorfizm
parametreleri igin istatistiksel analiz yapilamamustir. Intraepidermal pagetoid yayilimin
periferde bulunmasi SMM’larda gériilen bir bulgu olmakla birlikte klasik melanom FISH ve
9p21 FISH birlikte degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglara gore karsilastirma yapildiginda
her iki FISH pozitifligi ile istatistiksel olarak anlamli uyum goriilememistir (Tablo 57-70).
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Tablo 57: Simetri parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problari ile yapilan

calisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Toplam _
Simetri Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) K}:Ire P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Simetrik 21(%67,7) 10(%32,2) | 31(%100)
Asimetrik 12(%66,6) 6(%33,3) 18(%100) 0,006 | 0,938
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)

Tablo 58: Matiirasyon parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problar ile

yapilan c¢aligma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi
kullanilmastir.)
Klasik Melanom FISH ve
9p21 FISH Toplam Ki
|
Matiirasyon Negatif Pozitif (n=49) P
Kare
(n=33) (n=16)
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Goriilmedi 13(%61,9) | 8(%38,09) 21(%100)
Mevcut 20(%76,9) | 6(%23,07) 26(%100)
1,253 | 0,263
Degerlendirilemedi 0(%0) 2(%100) 2(%100)
Toplam 33(%67,3) | 16(%36,2) 49(%100)
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Tablo 59: Subkutan yag dokusu tutulumu parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH

problari ile yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi

Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Total
Subkutan Yag Dokusu | Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) .
Tutulumu
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 30(%69,7) 13(%30,2) 43(%100)
Var 1(%100) 0(%0) 1(%100) .
Degerlendirilemedi 2(%40) 3(%60) 5(%100)
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)

(*Istatistiksel analiz yapilamamistir.)

Tablo 60:Ulser/erozyon parametresinin klasik FISH melanom ve FISH 9p21 FISH problari

ile yapilan calisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi

kullanilmastir.)

Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Toplam _
Ulser/Erozyon | Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) K:'re P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 25(%71,4) 10(%28,5) 35(%100)
Var 8(%57,1) 6(%42,8) 14(%100) | 0,928 | 0,501
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)
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Tablo 61: Epidermal “consumption” parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH

problari ile yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi

kullanilmistir.)

) Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Toplam
Epidermal i _ Ki
Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) P
“Consumption” Kare

Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 16(%72,7) 6(%27,2) 22(%100)

Var 17(%62,9) 10(%37,03) 27(%100) | 1,789 | 0,181
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)

Tablo 62: Pagetoid yayilim parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problari ile

yapilan c¢aligma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi
kullanilmastir.)
_ Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH | Toplam
Pagetoid i r )
Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) Ki Kare P
Yayilim
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 13(%68,4) 6(%31,5) 19(%100)
Var
e Orta 9(%75) 3(%25) 12(%100) 0,654 | 0,721
e Perifer 11(%61,1) 7(%38,8) 18(%100)
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)
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Tablo 63:Kamino cisimcikleri parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problari

ile yapilan calisma sonucuna gore istatistiksel karsilagtirmali analizi (Ki Kare testi

kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Toplam
Kamino . — Ki
o Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) P
Cisimcikleri kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 25(%65,7) 13(%34,2) 38(%100)
Var 8(%72,7) 3(%27,2) 11(%2100) 0,187 | 1,00
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)

Tablo 64: Sitolojik atipi/pleomorfizm parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH

problari ile yapilan ¢alisma sonucuna gore karsilastirmali analizi

Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Toplam
Sitolojik Atipi/ i —
Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) P
Pleomorfizm
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 1(%100) 0(%0) 1(%100)
Var

e Hafif 7(%77,7) 2(%22,2) 9 (%100) .

e Orta derecede 14(%73,6) 5(%26,3) 19(%100)

e Belirgin 11(%55) 9(%45) 20(%100)

Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)

(* Istatistiksel analiz yapilamamustir.)
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Tablo 65:Ekspansif nodiil parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problarn ile

yapilan caligma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi
kullanilmistir.)
| Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Toplam
Ekspansif i _ Ki
Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) P
Nodiil Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 15(%75) 5(%25) 20(%100)
Var 18(%62,06) 11(%37,9) 29(%100) 0,90 0,343
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)

Tablo 66: Mitoz sayisi parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problar ile
yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi  (Ki kare testi

kullanilmastir.)

Klasik Melanom FISH ve 9p21
) Toplam
Mitoz FISH Ki
i _ (n=49) P
(Say1) Negatif (n=33) | Pozitif (n=16) Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 8(%88,8) 1(%11,1) 9(%100)
Var
e 1-6/mm2 23(%62,1) 14(%37,8) 37(%100) 1,518 | 0,218
e >6/mm2 2(%66,6) 1(%33,3) 3(%100)
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)
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Tablo 67: Mitoz yerlesim yeri parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problari ile

yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki kare testi kullanilmigtir.)

Klasik Melanom FISH ve
_ Toplam _
Mitoz 9p21 FISH Ki
i _ (n=49) P
(Yerlesim yeri) Negatif (n=33) | Pozitif (n=16) Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 8(%88,8) 1(%11,1) 9(%100)
Var
e Yiizeyel-orta 20(%066,6) 10(%33,3) 30(%100) | 3,167 | 0,075
e Derin 5(%50) 5(%50) 10(%2100)
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)

Tablo 68: Atipik mitoz parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problar ile

yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki kare testi kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH ve
- Toplam _
Atipik 9p21 FISH Ki
) i _ (n=49) P
mitoz Negatif (n=33) Pozitif (n=16) Kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 30(%068,1) 14(%31,8) 44(%100)
Var 3(%60) 2(%40) 5(%100) 1,137 1,00
Toplam 33(%67,3) 16(%32,6) 49(%100)
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Tablo 69: Lenfositik infiltrasyon parametresinin klasik melanom FISH ve 9p21 FISH

problari ile yapilan ¢alisma sonucuna gore istatistiksel karsilastirmali analizi (Ki Kare testi

kullanilmistir.)

Klasik Melanom FISH ve 9p21 FISH Toplam
Lenfositik . _ Ki
Negatif (n=33) Pozitif (n=16) (n=49) P
infiltrasyon kare
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
Yok 2(%33,3) 4(%66,6) 6(%100)
Var
o Hafif
I 22(%78,5) 6(%21,4) 28(%100) |0,581 | 0,747
Belirgi
) J 9(%60) 6(%40) 15(%100)
n
Toplam 33(%67,3) 16(%32,7) 49(%100)

Tablo 70: Tim vakalarda histopatolojik bulgular ile klasik melanom FISH ve 9p21 FISH

sonuglariin karsilastirmasi

KLASIK MELANOM

KLASIK MELANOM

VE 9p21 FISH | VE 9p21 FISH POZITIF

NEGATIF

n=33 n=16
ASIMETRI 12 (%66,6) 6 (%33,3)
MATURASYON KAYBI 13 (%61,9) 8 (%38,09)
SUBKUTAN YAG DOKUSU | 1 (%100) 0 (%0)
TUTULUMU
ULSER/EROZYON VARLIGI | 8 (%57,1) 6 (%42,8)
EPIDERMAL 17 (%62,9) 10 (%37,03)
“CONSUMPTION”
PERIFERDE 11 (%61,1) 7 (%38,8)
INTRAEPIDERMAL
PAGETOID YAYILIM
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LEZYONUN ORTASINDA | 9 (%75) 3 (%25)
INTRAEPIDERMAL

PAGETOID YAYILIM

KAMINO CISIMCIKLERI | 8 (%72,7) 3 (%27,2)
VARLIGI

SITOLOJIK ATIPI/

PLEOMORFIZM

-HAFIF 7 (%77,7) 2 (%22,2)
-ORTA DERECEDE 14 (%73,6) 5 (%26,3)
-BELIRGIN 11 (%55) 9 (%45)
EKSPANSIF NODUL VARLIGI | 18 (%62,06) 11(%37,9)
MITOZ SAYISI

-0 8 (%88,8) 1 (%11,1)
-1-6/mm? 23 (%62,1) 14 (%37,8)
->6/mm? 2 (%66,6) 1 (%33,3)
MITOZ YERLESIM YERI

-YUZEYEL-ORTA 20 (%66,6) 10 (%33,3)
-DERIN 5 (%50) 5 (%50)
ATIiPiK MITOZ VARLIGI 3 (%60) 2 (%40)
LENFOSITIK INFILTRASYON

-YOK 2 (%33,3) 4 (%66,6)
-HAFIF 20 (%71,4) 8 (%28,5)
-BELIRGIN 9 (%60) 6 (%40)
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57KLASIK MELANOM FISH VE FISH VERILERINE GORE

ISTATISTIKSEL UYUM SONUCLARI:

9p21

Tablo 68: Klasik melanom FISH ve 9p21 FISH verilerinin uyum sonuglari

FISH 9P21
Toplam
Negatif Pozitif (n=49) K
n= appa
(n=31) (n=18) PP P
Say1(%) Say1(%) Say1(%)
KLASIK Negatif
17(%89,4) 2(%10,5) | 19(%38,7)
MELANOM (n=19)
FISH
Pozitif
14(%46,6) = 16(%53,3) | 30(%61,2) = 0384 @ 0002
(n=30) ’ ’
Toplam (n=49) 31(%100) 18(%100) | 49(%100)

9p21 FISH pozitif saptanan 18 vakanin 14'tinde (%77,7) klasik melanom FISH sonuglar1 da
pozitif bulunmus olup, 9p21 FISH sonuglart negatif olan 31 vakadan 17'si (%54,8) klasik
melanom FISH negatif saptanmistir. Yapilan Kappa analizi sonucunda iki test arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve diisiik-orta derecede bir uyum saptanmistir (k=0,384 p=0,002)
(Tablo 68).
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6. TARTISMA

Giliniimiizde melanositik lezyonlarin tanist igin altin standart konvansiyonel histopatolojik
incelemedir (111). Ancak bu lezyonlarin tanist halen dermatopatolojinin zor konularindan biri
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Rutin 151k mikroskobik ve immiinhistokimyasal inceleme ile
biyolojik davranis1 belirlenemeyen vakalar olmaktadir. Bu tani giicliigii melanositik
lezyonlarin genis bir morfolojik heterojenite gostermesinden kaynaklanmaktadir (95,77). Son
arastirmalar neviisler ile malign melanomlar arasinda cesitli genetik farkliliklar oldugunu
ortaya koymustur. Bu genetik fakliliklar yardimci diagnostik testlerin temel hedefini
olusturmustur. Cogu neviiste onkojenik nokta mutasyonlar1 saptanirken, malign
melanomlarda kromozomal instabilite (kromozom kayiplari, gen kazanimlari, gen

amplifikasyonlar vb.) dikkati ¢gekmektedir (97).

Spitzoid lezyonlarda da, diger melanositik lezyonlarda oldugu gibi morfolojik tanida
gozlemciler arasi farkliliklarin olabilecegi bilinmektedir. Bu morfolojik farkliliklar1 azaltmak
icin mevcut histomorfolojik kriterlerin yani sira nesnel yardimei tani testlerine de ihtiyag
duyulmaktadir. Massi ve ark.’nin yaptig1 calismada da belirtildigi gibi spitzoid lezyonlarin
bliylk ¢ogunlugunda prognozun iyi olusu, bolgesel lenf nodlar1 disinda metastazin
konvansiyonel melanomlara gore ¢ok daha az goriilmesi, bu lezyonlarin taninmasi ve dogru

risk degerlendirmesinin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir (124).

Spitzoid lezyonlarda, malignite degerlendirmesi ve SMM tanisi i¢in Gerami ve ark. ¢esitli
histopatolojik tami kriterlerini belirlemislerdir. Bu kriterler niikleer atipi, ekspansif nodiiler
veya difliz biiylime paterni, sik ve derin yerlesimli mitoz, atipik mitozlarin varligi,
matiirasyon kaybi, epidermal “consumption”, iilserasyon, timoral nekroz varligi, boyutun 1
cm’den biiyiik olmasi, subkutan yag doku yayilimi olarak siralanabilir (3). Bu kriterlerin
varliginda malignite yoniinde siiphe olussa da, lezyonun biyolojik davranigini belirlemek

adina kromozomal degisikliklerin de tespit edilmesi 6nemli fikirler vermektedir.

Melanositik lezyonlarda  kromozomal degisikliklerin saptanmasi 1992 yilinda CGH
caligmalar1 ile baslasa da, bu konuda ilk ¢aligma 2003 yilinda Bastian ve ark. tarafindan
yapilmistir. Bu calismada melanomlarda bazi spesifik gen lokuslarinda (6p, 1q, 7p, 8q, 17q,
11g, 20q) gen kazanimlari, bazilarinda ise (9p, 9q, 10q, 6q) gen kayiplart oldugu CGH
yontemi ile tespit edilmistir (92).
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FISH yontemi ise son yillarda solid ve hematolojik tiimérlerde diagnostik kullanilabilirligi
ve giivenilirligini kanitlamis bir metod olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle melanositik

lezyonlarin tanisinda da yardimci diagnostik test olarak yerini almaktadir.

Calismamizda AST’ler ve SMM’larda, klasik melanom FISH ve 9p21 FISH problar ile
melanositik lezyonlarda 6ne ¢ikan kromozomal degisiklikler ve bu gen degisikliklerinin
prognoza etkileri incelenmistir. Ayrica her vaka i¢in histopatolojik ve klinik oOzellikler
belirlenmis ve bu oOzelliklerin FISH wverileri ile karsilagtirilmast yapilmistir. Bu
karsilagtirmalara gore FISH sonuglari ile histopatolojik parametreler arasindaki istatistiksel

anlamlilik aragtirilmistir.

Klasik melanom FISH problar1 (RREB1, CCND1, MYB, CEP6) kullanilarak son yillarda
yapilan bir ¢ok ¢alisma mevcuttur (Tablo 72). 2010 yilinda Gerami ve ark. yaptigi ¢calismada
farkl tiplerde 123 melanom ve 110 neviis kullanilmis, klasik melanom FISH problarina gore
sensitivite %83, spesifite %94 olarak hesaplanmistir (100). Bununla birlikte ¢alismada en
yiiksek sensitivite degerine sahip olan gen degisikliginin de %60 oranla RREB1 gen kazanimi
oldugu, gilines hasarina bagl lezyonlarda ise CCNDI gen kazaniminin belirgin olarak
gozlendigi vurgulanmistir. Konu ile ilgili yapilan diger ¢alismalarda elde edilen sensitivite ve

spesifite degerleri Tablo 72’de 6zetlenmistir.

Tablo 72: Cesitli ¢alismalarda klasik melanom FISH testi ile elde edilen sensitivite ve

spesifite degerleri

SENSITIVITE SPESIFITE KAYNAK

%90 %95 Moorey ve ark.(125)
%87 %95 Newman ve ark.(126)
%86,7 %95,4 Gerami ve ark.(97)
%75 %100 Clemente ve ark.(127)
%83,8 %98,1 Moore ve Gasparini (77)
%83 %94 Gerami ve ark.(100)
%85 %90 Vergier ve ark.(116)
%100 %94 Abasolo ve ark.(129)
%82 %98 Fang ve ark. (128)
%72 Bilinmiyor Wang ve ark. (130)
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Bizim ¢aligmamizda ise pozitif kontrol grubu olan 2 adet nodiiler malign melanomun her
ikisinde de RREB-1 gen kazanimina bagl FISH pozitifligi izlenmistir. Negatif kontrol grubu
olan SN’ler ise FISH negatif olarak bulunmustur. Ayrica ¢alisma kapsaminda degerlendirilen
10 adet SMM’un 8 tanesi (%80) klasik melanom FISH paneli ile pozitif olarak
degerlendirilmistir. Bu bulgulara gore bizim calismamizda da klasik melanom FISH
degerlendirmesinin maligniteyi belirleme agisindan 6nemli bir parametre oldugu sonucuna
varilmistir. Bunun yani sira pozitif kontrol grubu olan nodiiler malign melanom vakalarimizin
her ikisinde de RREB-1 kazanimi goriilmesi, konvansiyonel melanomlarda RREB-1
kazanimmin en sik goriilen gen degisikligi oldugu bilgisini desteklemektedir. Ancak
literatiirde %50°’si spitzoid lezyonlardan olusan 90 vaka kullanilarak klasik melanoma FISH
problart ile yapilan ¢alismalarda sensitivite %43, spesifite %80 olarak bildirilmistir (125,131).
Calismamizda SMM’larda literatiire gore yiiksek oranda klasik melanom FISH pozitifligi

goriilmesi vaka sayisinin az olusu ile agiklanabilir.

Klasik melanom FISH problart ile son yillarda yapilan galigmalar, daha 6nce de belirtildigi
gibi spitzoid lezyonlarda sensitivite degerlerinin diistiigiinii gdstermektedir. Ayrica bu durum,
Ozellikle malignite potansiyeli belirsiz olan AST gibi tiimoérlerde prognozu belirlemede
yetersiz kalabilmektedir. Belirtilen sebeplerle hem SMM’larin hemde AST’lerin dogru tanist
ve prognoz degerlendirmesi i¢in yeni yontemler arayigina girilmistir. Bu sorunun ¢6ziimii i¢in
Bastian ve ark.’nin CGH c¢alismalarinda izlenen 9. kromozomda goriilen delesyonlar goz
Ontine alinmistir (92). Yine yapilan caligmalarda homozigot 9p21 delesyonunun spitzoid
lezyonlarda agresif hastaligi gosteren bir belirte¢ oldugu sonucuna varilmistir(132,3,133).
Klasik melanom FISH problar ile Ferringer ve ark.’nin yaptigi calismada 8 adet SMM’un
4’linde pozitiflik saptanmis olup, diger 4 SMM’da kromozom 9’da anomaliler izlenmistir
(113). Gammon ve ark. tarafindan yapilan, 43 SMM kullanilan bir bagka ¢aligmada, klasik
melanom FISH problarina kromozom 9’u hedef alan bagka bir prob eklenmis, boylece
sensitivite degeri %70’ten %85’¢ ¢ikarilmistir (110). Tiim bu bilgiler 1s18inda Yazdan ve ark.,
AST’ler i¢in kullanilabilecek bir risk siniflamasi olusturmustur. Bu smiflamaya gore:
*Homozigot 9p21 delesyonu gosteren spitzoid tiimorler (yiiksek risk), *6p25 gen kazanimi
yada 11q13 gen kazanimi gosteren spitzoid tiimorler (orta-yiiksek risk), *6q23 gen delesyonu
gosteren spitzoid tlimorler (diisiik risk), *FISH anomalisi bulunmayan spitzoid tiimorler
(diisiik-¢ok diisiik risk) olarak degerlendirilmistir (134). Bununla birlikte 9p21 homozigot
delesyonu igerseler bile, SMM’larin konvansiyonel melanomlardan daha iyi prognoz

gosterecegini belirten calismalar da mevcuttur (3).
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Tiim bu literatiir bilgileri sonucunda ¢aligmamizda klasik melanom FISH problarinin yani
sitra 9p21 FISH probu ile de degerlendirme yapilmistir. 9p21 probunun tek basina
uygulanmasi ile SMM’larda 6 vakada (%60) pozitiflik saptanmistir. SMM’larda goriilen bu
deger, klasik melanom FISH paneli ile elde edilen degere gore (%80) diisiikk olmakla birlikte,
hem klasik melanom FISH problari hem de 9p21 FISH probu ile yapilan ¢alismalar birlikte
degerlendirildiginde 9 vakada (%90) FISH ile belirlenen kromozom anomalisi saptanmistir.
Klasik melanom FISH problari ile pozitiflik goriillmeyen ancak 9p21 FISH probuyla pozitiflik
izlenen vaka 6 yasinda olup, tarafimizca prepubertal SMM olarak degerlendirilmistir (Resim
20). Daha o6nce de belirtildigi gibi 9p21 homozigot delesyonu spitzoid lezyonlarda agresif
gidis ile iliskilidir. Bizim vakamizda SLNB uygulanmis, ancak metastaz bulgusu
saptanmamustir. Bununla birlikte yapilan tarama testlerinde herhangi bir niiks ya da metastaz
bulgusu da goriilmemistir. Ancak vakanin klinik takip siiresi 8 ay olarak belirlenmis olup,
literatiirde agresif gidisin degerlendirilmesi i¢in en az 5 yillik bir takip siiresi olmasi gerektigi
vurgulanmigtir (7). Takip siiresinin yeterli olmayisi nedeni ile bu vakada agresif gidis

hakkinda yorum yapilamamaistir.
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Resim 20: Prepubertal SMM vakasinin makroskobik ve mikroskobik gdriintiileri,

immiinohistokimya ve FISH c¢alisma bulgulari a)Lezyonun makroskobik goriintiisi,
b)HEXx200, c)HMB-45x200, d)p16x200, e)Ki-67x200, f)Klasik melanom FISH (normal FISH
profili) g)9p21 FISH (9p21 homozigot delesyonu gosteren hiicreler(sar1 oklar), heterozigot

delesyon gosteren poliploidik hiicre(kirmizi ok))
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Hem klasik melanom FISH problart hem de 9p21 FISH probu ile pozitiflik izlenen 6
vakanin 1’inde takip siiresi (72 ay) yeterli olmasina karsin niikks ya da metastaz bulgusu
gorilmemistir. 9p21 pozitifligi agresif davranis1 géstermesine karsin bu vakada prognozun
beklenenden iyi olusu, 9p21 probunun degerlendirmesinde yasanan sorunlar ile agiklanabilir.
Kesitlemeye bagli genomik kayiplar (trunkasyon) ya da sinyal kalitesindeki yetersizlikler,
9p21 probu ile yapilan ¢alismanin yanlis pozitif olarak degerlendirilmesine sebep olabilir.
Konu ile ilgili literatiirde de yanlis pozitiflikler goriilebilecegi vurgulanmistir (110). Ayrica
degerlendirilen niikleuslarin siibjektif olarak secilmesinin testin objektivitesini diisiirmekte
oldugu da bilinmektedir. Gaiser ve ark., yaptiklart ¢aligmada, FISH degerlendirmesinde
niikleus secimine bagli gézlemciler arasi fikir farkliliklarinin %19-25 oraninda goriilebildigini
vurgulamiglardir (102). Bunun yan sira her iki FISH prob grubuyla yapilan degerlendirmede
pozitiflik saptanan diger 5 vakada da niiks, metastaz ya da hastaliga bagli o6lim
goriilmemistir. Ancak klinik takip siireleri yeterli olmadigindan (<60 ay), prognoz ile ilgili
saglikli verilerin elde edilebilmesi i¢in en az 5 yillik klinik takip sonrasinda tekrar

degerlendirme yapilmas1 gerektigi sonucuna varilmistir.

Calismamiza dahil edilen 39 AST vakasinda klasik melanom FISH problar ile yapilan
calismalarda 22 vakada pozitiflik saptanmistir (%56,4). Klasik melanom FISH problar ile
pozitif olarak degerlendirilen vakalarin 11’inde 9p21 probuyla yapilan incelemede de
pozitiflik gozlenmistir. Ayrica klasik melanom FISH problart ile yapilan ¢alismada negatif
olarak degerlendirilen 1 AST vakasinda 9p21 probu ile pozitiflik izlenmistir. Biitiin bu
vakalarin yapilan klinik takiplerinde, 1 vakada bolgesel lenf nodu metastazi saptanmistir. Bu
vakanin FISH ozelliklerine bakildiginda, klasik melanom FISH problar ile %63,3 oraninda
MYB gen delesyonu (MYB gen delesyonu >%40, FISH pozitif) , 9p21 probu ile %36,6
oraninda homozigot delesyon (9p21 homozigot delesyon >%?29, FISH pozitif) izlenmistir.
Diger vakalarin hicbirinde niiks, metastaz bulgusu ya da hastalik nedeni ile o6lim
goriilmemistir. Klinik takip siireleri géz oniine alindiginda, 9p21 probu ile pozitiflik izlenen
vakalarin yalnizca 2’sinde takip siiresinin belirtilen 5 yillik (60 ay) periyodun iizerine ¢iktig1
gorilmistiir (Her iki vakada da 84 ay). Bu bulgulara gore, niiks ve metastaz gibi agresif
hastalik belirteglerinin vakalarin biiyiik cogunlugunda goériilmemesi SMM’larda oldugu gibi
klinik takip siiresinin yeterli olmamasi ile agiklanabilir. Bunun yan1 sira agresif gidisin bir ¢ok
vakada goriilmemesi, farkli bir esik deger kullanilmasi gerektigine isaret edebilir. Literatiirde
farkl1 laboratuvarlarda farkli esik degerler olusturulabilecegi konusunda da calismalar

mevcuttur (104,88). Bu bilgiye gore, oncesinde pozitif olarak degerlendirilen vakalar farkli
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bir esik deger kullaniminda negatif olarak degerlendirilebilir. Klinik takip siiresi yeterli olan
2 vakada 9p21 probu ile yapilan ¢alismada pozitiflik oranlar1 %33,3 ve %30 olup, kullanilan
esik deger olan %29’a yakin oranlarda izlenmistir. Bu vakalarda da agresif gidise isaret eden
niiks, metastaz, hastalik nedeni ile 6lim gibi bulgularin gériilmemesi, farkli bir esik deger
kullaniminda vakalarin negatif olarak degerlendirilebilecegini diigsiindiirmektedir. Bu konu ile
ilgili 14-16 Nisan 2016 tarihinde San Diego’da yapilan 7. Yillik Siirekli Tip Egitimi,
Melanom ve Melanositik Proliferasyonlarin Patolojisi: Kapsamli Go6zden Gegirme ve
Giincelleme Kursu’nda (7th Annual CME Course Pathology of Melanoma and Melanocytic
Proliferations: Comprehensive Review and Update) Dr. Pedram Gerami, yaptigi konusmada
klinik olarak agresif gidis gosteren vakalarda %70’e varan yiiksek oranlarda homozigot
delesyon saptandigindan bahsetmistir. Ayrica konu ile ilgili Raskin ve ark.’nin 16 AST ile
yaptig1 caligmada 8 vakada sentinel lenf nodu metastazi ve bunlarin 1’inde hastalik nedeniyle
olim goriilmesine ragmen, FISH ile saptanabilen herhangi bir genetik anomali bulunmadigi
ortaya konulmustur. Buna ek olarak klasik melanom FISH problari ile RREB-1 ve CCND1
gen kazanimi izlenen 7 vakada ise agresif gidisi gosteren herhangi bir bulguya
rastlanmamistir. Bu nedenle belirlenen kromozomal anomalilerin AST’lerde prediktif

degerinin olmadig1 bazi yazarlar tarafindan savunulmustur (135).

9p21 gen lokusundaki homozigot kayiplar agresif klinik gidis ile iliskilendirilmis olmakla
birlikte, heterozigot kayiplar kotii prognoz ile bagdastirilamamistir (134). Konu ile ilgili
Cesinaro ve ark.’nin 28 AST kullanarak yaptiklar1 ¢alismada heterozigot delesyon gosteren
vakalarda kotii prognostik bulgu saptanmamistir (121). Mason ve ark.’nin yaptigi ¢alismada
ise baz1 Spitz neviislerde 9p21 gen lokusunda heterozigot kayiplar izlenebilecegi, bazi primer
ve metastatik melanomlarda 9p21 kaybinin goriilmeyebilecegi bildirilmistir (136). Ayrica
literatlirde 9p21 heterozigot kaybinin biyolojik dneminin heniiz belirlenemedigi, ancak benign
ve malign neoplazilerde goriilebildigi vurgulanmistir. Bu nedenle heterozigot kayiplarin

malignite ile iligkilendirilmemesi gerektigine deginilmistir (118,117).

Calismamizda tiim vakalar igin 9p21 heterozigot kayb1 gosteren hiicreler kaydedilmistir.
Vaka gruplariin hepsinde, tiim vakalarda heterozigot delesyon gosteren hiicreler izlenmistir.
Negatif kontrol olan SN’lerde degerlendirilen 30’ar hiicrede %33,3 ve %23,3 oranlarinda
heterozigot delesyon saptanirken, pozitif kontrol olan nodiiler malign melanomlarda 1 vakada
%10, diger vakada %53,3 oraninda heterozigot delesyon izlenmistir. SMM’larda bu oran en
az %3,3, en fazla %73,3’tiir. AST’lerde ise en yiiksek %76,6, en diisiik %13,3 oraninda

heterozigot delesyon goriilmiistiir. Bu verilere gére 9p21 heterozigot delesyonunun tiim tani
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gruplarinda degisen oranlarda goriilebildigi ve literatiirde de belirtildigi gibi maligniteyi

gosteren bir belirte¢ olmadig1 sonucuna varilmaistir.

Bunun yani sira ¢alismamiza dahil edilen vaka gruplarinda immiinohistokimyasal olarak
pl6 antikoru uygulanmis ve sonuglar 9p21 FISH bulgulartyla karsilagtirilmigtir. SMM’larda
immiinohistokimyasal olarak p16 ekspresyonu izlenen 4 vakanin yalnizca 1’inde (%25) 9p21
FISH pozitifligi goriilmiistiir. p16 difiiz ekspresyon kaybi olan her 2 vaka da 9p21 FISH
pozitiftir. AST vakalarinda ise 26 vakada p16 antikoru ile pozitiflik saptanmis, bu vakalarin
9’u (%34,6) 9p21 FISH pozitif olarak izlenmistir. p16 antikoru ile difiiz ekspresyon kaybi
goriilen 5 vakanin 4’1 (%75) 9p21 FISH ile negatiftir. Bu sonuglar ile vakalarin biiylik
cogunlugunda pl6 immiinohistokimya sonuglar1 ile 9p21 FISH sonuglarinin korelasyon

gosterdigi sdylenebilir.

Daha o6nce de belirtildigi gibi ¢alismamizda klasik melanoma FISH problari ile SMM’larin
8’inde (%80), AST’lerin 22’sinde (%56,4) pozitiflik saptanmistir. Bu pozitiflik SMM’larin
tamaminda AST’lerin 21’inde (%53,8) 6923 (MYB) delesyonu (MYB/CEP6 oraninin 1 den
kiicik oldugu >%40 hiicre) kriteri ile saglanmistir. 1 AST vakasinda 6p25 (RREB-1)
lokusunda gen kazanimlari izlenmistir. Bu konu ile ilgili North ve ark.’nin yaptigi calismaya
gore 378 spitzoid lezyona klasik melanom FISH paneli uygulandiginda %72 oranla 6g23
delesyonunun en sik goriilen kromozomal degisiklik oldugu saptanmustir (98). Bizim
calismamizda da bu literatiire paralel olarak en sik goriilen kromozomal degisiklik 623 gen
delesyonu olarak izlenmistir. Shen ve ark.’nin yaptigi bir baska calismada ise klasik
melanom FISH ve 9p21 FISH panelleri uygulanan 75 spitzoid melanositik lezyondan 24’iinde
izole 60923 delesyonu gozlenmistir. Bu vakalarin 11’ine SLNB uygulanmis, 6 tanesinde
metastaz izlenmistir. Ancak hi¢bir vakada non-sentinel lenf nodu metastazi, uzak metastaz ya
da niiks bulgusu saptanmamistir. Bu nedenle Yazdan ve ark. gibi 623 delesyonu gosteren
spitzoid lezyonlarin prognozunun daha iyi olacagi hatta AST grubunda kromozomal anomali
gostermeyen vakalardan farkinin olmayacagi sonucuna varilmistir (134). Ayni ¢alismada
6923 delesyonu gosteren vakalarin histopatolojik 6zellikleri incelenmis, bu kromozomal
anomali ile istatistiksel olarak anlamli uyum gosteren histopatolojik bulgularin minimal
pagetoid yayilim (p:0,004), ekspansif nodiil varligi (p:0,08) ve fokal iilserasyon (p:0,19)
oldugu vurgulanmistir (133).

Calismamizda esik deger olan %401 asarak FISH pozitif olarak kabul edilen ve izole 6923
delesyonu ile giden 21 AST, 8 SMM vakasinda niikks ya da metastaz bulgusunun
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goriilmemesi, bu kromozomal anomalinin iyi prognoza isaret ettigini destekler niteliktedir.
Ancak calismamizdaki klasik melanom FISH sonuclari ile histopatolojik veriler arasinda

istatistiksel olarak anlamli kabul edilebilecek bir baglanti saptanamamustir.

Shen ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada dikkat c¢ekilen baska bir konu ise 6q23 delesyonunun

ortaya ¢ikis mekanizmalaridir. Konu ile ilgili 3 adet farkli patern tanimlamiglardir.

*Patern 1: RREB-1, CCNDI1 ve CEP6 sinyalleri beklendigi gibi her hiicrede 2’ser adet
secilirken MYB sinyali 1 tane secilmekte ya da hi¢ secilememektedir. (Gen delesyonuna

bagli) (En sik goriilen patern)

*Patern 2: RREB-1, CCNDI1 ve CEP6 sinyalleri 4’er tane segilebilmekte iken 2 adet MYB
sinyali segilebilmektedir. (Hiicre boliinmek i¢cin DNA miktarin1 2 katina ¢ikarmakta ancak
hiicresel yaslanma mekanizmalari nedeni ile boliinememektedir. Bu sirada gen delesyonu

nedeni ile 1 kopya iceren MYB lokusu da 2 katina ¢ikarak 2 sinyal olusturmaktadir.)

*Patern 3: 3 adet CEP6 sinyali segilirken 2 adet MYB sinyali secilebilmektedir (Ring

kromozom olusumu) (Resim 21).

Resim 21: Ring kromozom olugumu

Kromozom
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(2 adet CEP6 kopyasi Anormal metafaz- T
igerir.) Ring kromozom . \
olusumu | X . \
! . ' ‘

26p,2 6q, 1 CEP6

Bu paternde, normal diploid safhadaki bir hiicre boliinme igin DNA miktarini iki katina
cikardig1 anda 6. kromozomlardan birinin iki ucundaki telomerler, telomeraz aktivitesini
kaybederek birbiri ile baglanir. Bdylece telomerleri baglanan kromozom halka seklini alarak

ring kromozom olusturur. Boliinme sirasinda bu ring kromozom kirilir ve sentromerik bolgesi

121



diger 2 normal kromozomun bulundugu hiicrede, kirtk 6p ve 6q uglari diger normal

kromozomun bulundugu hiicrede kalacak sekilde boliinme gergeklesir (133).

Bahsedilen her 3 sinyal paterni de ¢alismamizda gézlemledigimiz sinyal paternleridir (Resim
22). AST vakalarinin tiimiinde (%100) Patern 1, 32’sinde (%82,05) Patern 3, 18’inde
(%46,15) Patern 2 saptanmistir. SMM’lerin tamaminda (%100) Patern 1, 9’unda (%90) Patern
3, 3’tinde (%30) Patern 2 goriilmiistiir. Negatif kontrol olan SN’lerde ise Patern 1 i¢in bu oran
%100, Patern 3 i¢in %100, Patern 2 i¢in %50 olarak hesaplanmustir. Pozitif kontrol olan
nodiiler malign melanomlarda ise 6q23 delesyonu izlenen hiicrelerin tamaminda Patern 1
saptanmistir. Bahsedilen ¢alismada oldugu gibi bizim ¢aligmamizda da en sik goriilen Patern

1 olarak kaydedilmistir.

Resim 22: Calismamizda goriilen 623 delesyon paternleri a)Patern 1, b)Patern 2, ¢)Patern 3

Bu sinyal paternlerinin olusumundan da anlasilabilecegi gibi poliploidi spitz tiimorlerde

yiiksek oranda goriilen bir genetik degisiklik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Poliploidi en az
%30 oraninda , her hiicrede 3 yada daha fazla somatik kromozom kopya sayisinin varligini,
X kromozomu i¢in ise kadinlarda 3 ya da daha fazla, erkeklerde 2 ya da daha fazla sayida
bulunmasini ifade eder (111). Konu ile ilgili ilk olarak Gerami ve ark. SN’lerde  %10-14
oraninda tetraploidi goriildiigiinii ifade etmislerdir (137). Isaac ve ark.’nin 41 SN kullanarak
yaptig1 ¢alismada 4 vakada poliploidi saptanmis, bu 4 vakanin 3’iiniin ayn1 hastaya ait oldugu
belirlenmistir. Bu calismaya gore yazarlar poliploidinin FISH degerlendirmesinde zorlayici
bir unsur oldugundan ve multipl SN goriilen hastalarda “genetik imza” olarak karsimiza
cikabileceginden s6z etmislerdir. Aym1 zamanda poliploidi gosteren hiicrelerin benign,

borderline ve malign hiicrelerde bulunabilecegini, malignite agisindan belirleyici olmadigini
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vurgulamiglardir (98). Martin ve ark.’nin ¢alismasinda ise 51 SN kullanilmis ve 19 SN’de
FISH ile saptanabilen genetik anomalilerin bulundugu gosterilmistir. Bu SN’lerin yalnizca
4’1 poliploidi gostermemektedir. Bu c¢alismaya gore poliploidinin en sik goriilen FISH
anomalisi oldugu sonucuna varilmistir (138). Bununla birlikte spitzoid lezyonlarda
poliploidinin  %26’ya varan oranlarda yanlis FISH pozitifliklerine yol actigi da
bildirilmektedir (104).

Bizim ¢alismamizda ise negatif kontrol olan SN grubunda klasik melanom FISH problari
ile yapilan incelemede, 1 vakada 4 hiicre triploidi, 1 hiicrede tetraploidi, diger vakada 2
hiicrede tetraploidi gézlenmistir. Pozitif kontrol olan nodiiler malign melanomlarda ise klasik
melanom FISH problari ile poliploidi saptanmamistir. SMM’larda 9 vakada (%90) poliploidi
izlenmistir. AST grubunda ise 32 vakada (%82,05) triploidi, 18 vakada (%46,15) tetraploidi
saptanmistir. 9p21 FISH problar ile yapilan ¢alismada ise negatif kontrol olan SN’lerde 1
vakada 7 tripliodi gosteren hiicre, diger vakada 5 triploidi, 1 tetraploidi gdsteren hiicre
saptanmigtir. Pozitif kontrol olan nodiiler malign melanomlarda 9p21 FISH problan ile
yapilan calismada 1 vakada heterozigot delesyon gosteren hiicrelerin %3,33’ilinde, normal
FISH profili gosteren hiicrelerin %13,3’linde triploidi goriilmiistiir. Diger vakada homozigot
delesyon gosteren hiicrelerin  %20’sinde, heterozigot delesyon gosteren hiicrelerin
%13,3’linde triploidi izlenmistir. Calisma grubunda bulunan SMM’larda 7 vakada (%70)
poliploidi saptanmistir. AST grubunda ise 33 vakada (%84,6) triploidi, 23 vakada (%58,9)
tetraploidi saptanmistir. Bu bulgular ile bizim caligmamizda da literatiirde belirtildigi gibi
triploidi ve tetraploidinin yiiksek oranda goriildiigii sdylenebilir. Buna ek olarak ¢alismamizda
her ii¢ grupta da triploidi ve tetraploidi goriilmesi, poliploidinin malignite agisindan 6nem

tasimadigin1 gostermektedir.

9p21 FISH probu ile yapilan ¢alismada klasik melanom FISH probuna kiyasla daha fazla
hiicrede triploidi ve tetraploidi goriilmiistiir. Bu konu ile ilgili literatiirde bilgi olmamakla
birlikte, 9p21 FISH probunda s6zii edilen degisikliklerin daha fazla gdzlenmesi, daha 6nce de
bahsedilen kesitleme sorunlar1 (trunkasyon) ile aciklanabilir. Klasik melanom FISH
problarinda 4 ayr1 gen lokusu ve 2 kromozomun incelenmesi, 2 gen lokusu ve 1 kromozomun
incelendigi 9p21 FISH probuna gore daha fazla kesitleme sorunu yaratabilmektedir. Bu
sekilde FISH incelemesine yansiyan materyal kaybi nedeniyle goriilebilecek gen
degisikliklerinin, klasik melanom FISH problari ile yapilan incelemede daha belirgin

olabilecegi sonucuna varilmaistir.
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Calismamizda klasik melanom FISH problart ve 9p21 FISH probu ile elde edilen veriler,
klinik ve histopatolojik veriler ile karsilastirilmistir. Bu konuda literatiirdeki bilgiler daha ¢ok
FISH sonuglarinin prognoz iizerine etkisi ile ilgili olarak verilmistir.  Yas, cinsiyet,
lokalizasyon, siire, ¢ap, klinik takip siiresi ve genel durum gibi klinik veriler ile klasik
melanom FISH problari kullanilarak yaptigimiz karsilastirmali analiz sonucunda, istatistiksel
olarak anlamli bir baglant1 bulunamamistir. Bununla birlikte ayn1 klinik veriler 9p21 probu ile
yapilan ¢alisma ile karsilastirildiginda, ¢ap parametresi ile anlamli fark (p:0,031) izlenmistir.
Bu sonuca gore cap arttikga 9p21 FISH pozitiflik oranmin da artti§i sonucuna varilmustir.
Busam ve ark.’nin 75 AST kullanilarak yaptig1 arastirmada 9p21 FISH pozitifligi ile klinik
verilerin kiyaslanmasinda, 9p21 FISH incelemesi ile esik degerin iizerinde homozigot
delesyon gdsteren 8 vakanin 6’sinda niiks, uzak metastaz ve hastaliga bagli 6liim gibi timor
progresyonuna ait bulgular saptanarak, istatistiksel olarak en giiclii korelasyonun bu bulgular
ile oldugu tespit edilmistir (p:0,001) (3). Calismamizda ise homozigot delesyonun prognostik
Oonemi gosterilememistir. Ancak vaka sayimizin azlig1 ve takip siirelerinin bir ¢ok vakada 5

yilin altinda olusu g6z 6niine alinmalidir.

Caligmamizda klasik melanom FISH problar ile yapilan analiz sonuglar ile histopatolojik
veriler kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Ayni veriler 9p21
probu ile yapilan FISH analiz sonuglan ile karsilastirildiginda ise, mitozun yerlesim yeri
(p:0,029) ile anlamli fark saptanmis olup, derin yerlesimli mitoz varligi ile 9p21 FISH
pozitifliginin arttigi gézlemlenmistir. Epidermal “consumption” (p:0,066) ve mitoz sayisi
(p:0,05) parametreleri ile de istatistiksel agidan anlamli olmasa da, gézlemsel olarak 9p21
FISH pozitifliginin artma egiliminde oldugu goriilmiistiir. Yine Busam ve ark.’nin yaptig1
aragtirmada (3) 9p21 probuyla histopatolojik verilerin karsilagtirmali analizinde de en gii¢lii
korelasyonun mitoz sayisi ile (p:0,03) oldugu belirtilmistir. Bu anlamda da mitoz sayisinin
artmastyla 9p21 FISH pozitiflik oraninin artma egiliminde olmast konusunda bulgularimiz
literatiir verisi ile uyum gostermektedir. Ayrica ¢alismamizda her iki FISH probu birlikte
kullanilarak elde edilen bulgularin, klinik ve histopatolojik veriler ile karsilastirmasi
sonucunda, 9p21 probu ile yapilan kiyaslamaya benzer olarak, klinik parametrelerden gap
(p:0,071) ve histopatolojik parametrelerden derin yerlesimli mitozun (p:0,075) varlig ile, her
iki prob ile uygulanan FISH pozitifliginin artma egiliminde oldugu saptanmistir. Bu konu ile
ilgili Massi ve ark.’nin 18 yas alt1 vakalarda 50 AST ve 20 SN kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada
bizim ¢alismamizdan farkli olarak klasik melanom FISH pozitifligi ile niikleer pleomorfizm

(p:0,02) ve artmis niikleus/sitoplazma oran1 (p:0,01) arasinda istatistiksel olarak anlamli uyum
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saptanmistir. Ayrica 9p21 FISH probu ile histopatolojik veriler arasinda istatistiksel olarak

anlamli uyum gézlenmemistir (7).

Elde edilen bu bulgularin yani sira ¢alismamizda sitolojik atipi/pleomorfizm ve subkutan
yag doku tutulumu parametreleri ile klasik melanom FISH ve 9p21 FISH pozitifligi agisindan
istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. Sitolojik atipi/pleomorfizm  icin hafif atipi
gosteren 15, orta derecede atipi gdsteren 19, belirgin atipi gdsteren 14, atipi géstermeyen 1
vaka bulunmaktadir. Subkutan yag dokusu tutulumu i¢in ise tutulumun gorildigi 1,
goriilmedigi 43 vaka bulunmakta olup, 5 vaka icin degerlendirme yapilamamistir. Bu
durumda her iki parametre i¢in de bahsedilen dagilim gruplarinin birer tanesinde vaka sayisi 1
olarak izlenmigtir. 1 vakanin FISH ile iliski degerlendirmesi miimkiin olamayacagindan, bu

iki parametre icin istatistiksel olarak sonu¢ alinamamustir.

Sonug olarak; spitzoid lezyonlarda, diger melanositik lezyonlarda oldugu gibi, altin
standart histopatolojik inceleme olmasina karsin SN ve SMM ayirimi problemli olabilir.
Ozellikle benign, malign ve borderline spitzoid lezyonlarin dogru tanisi ve prognoz agisindan

degerlendirmesi i¢in yardime1 tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bir ¢ok spitzoid lezyonda tedavi i¢in eksizyon ve SLNB yeterli olmakta iken, agresif
seyredebilecek vakalarin belirlenmesi ve tedavi stratejilerinin bu verilere gore yonlendirilmesi
bliylik 6nem tasimaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ile tani dogrulugu arttirilmaya
calisilmakta ve risk kategorilerinin dogru bigimde belirlenmesi amaglanmaktadir.
Calismamizda hastalik nedeni ile 6liim goriilen vaka bulunmamakla birlikte 9p21 homozigot
delesyonu goriilen 1 vakada bolgesel lenf nodu metastazi saptanmasi nedeniyle 6zellikle AST
grubunda tedavi Oncesi 9p21 probu ile gen degisikliklerinin arastirilmasi ve tedavi
modalitesinin segilirken bu verilerin de dikkate alinmasi gerektigi kanisina varilmigtir.
Bununla birlikte hem SMM’larda hem de AST’lerde klasik melanom FISH problar ile
yapilan ¢aligmada pozitif saptanan vakalarda biiyiikk oranda MYB gen delesyonu izlenmistir.
MYB gen delesyonu izlenen vakalar diisiik risk grubunda bulunmaktadir. Bu nedenlerle
klasik melanom FISH ve 9p21 FISH ile tespit edilen genetik degisikliklere ait bilgilerin dogru
risk grubunu belirlemede biiyiik 6nem tasidigi sonucuna varilmistir. Risk gruplarinin dogru
bir bicimde degerlendirilmesi ile, yiliksek riskli hastalarda yetersiz, diisiik riskli hastalarda ise

agresif tedavi uygulamalarinin 6niine gecilecektir.
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Bu nedenler ile arada kalinan vakalarda oncelikle dogru bir histopatolojik degerlendirme
yapilmali, burada elde edilen veriler de ¢esitli immiinohistokimyasal ve molekiiler testlerle

desteklenmelidir. Bu sayede dogru tedavi modalitelerinin uygulanabilmesi miimkiin olacaktir.
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7.SONUC

Spitzoid lezyonlarin morfolojik tamisinda gozlemciler arasi farkliliklar oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte vakalarin biiyiik ¢ogunlugunda prognozun iyi oldugu ve az
miktarda vakada agresif klinik seyir goriildiigii ortaya konmaktadir. Bu nedenle dogru tan1 ve

tedavi i¢in yardimer tekniklere ihtiyag duyulmaktadir.

Bu ¢alismada histopatolojik taniya ek olarak kullanilabilecek klasik melanom FISH ve
9p21 FISH yontemleri, AST ve SMM vakalarina uygulanmis ve sonuclar kaydedilmistir.
Bununla birlikte elde edilen sonuglar klinik ve histopatolojik veriler ile kiyaslanmis, FISH

bulgulart ile bu veriler arasinda anlamli uyum varlig1 arastirilmistir.

Literatir verileri degerlendirildiginde, spitzoid lezyonlarda malign davranisi ortaya
koymada klasik melanom FISH yonteminin tek basina sensitivite ve spesifite degerlerinin
diisiik oldugu goriilmiistiir. Klasik melanom FISH problarina, 9. kromozomu iceren bir baska
prob eklendiginde ise sensitivite ve spesifite degerleri yilikselmektedir. Benzer olarak
calismamizda da yalnizca klasik melanom FISH problar ile uygulanan analizde pozitif olan
vaka sayisi, her iki prob grubu birlikte uygulandiginda pozitif olarak degerlendirilen toplam
vaka sayisindan diisiik olarak izlenmistir. Bu nedenle spitzoid lezyonlarin tani ve prognoz
degerlendirmesinde her iki prob grubunun birlikte uygulanmasi gerektigi sonucuna

varilmistir.

9p21 probu ile yapilan degerlendirmelerde heterozigot delesyonun sik goriilen bir FISH
anomalisi oldugu ve hem malign hem de benign lezyonlarda goriilebildigi izlenmistir. Bu

konuda literatiir bilgileri de bulgularimiz1 desteklemektedir.

Yapilan ¢aligmalarda klasik melanom FISH problar ile esik deger olan %401 asan 6923
gen delesyonu izlenerek pozitif kabul edilen vakalarin iyi prognoz gosterdigi ve diisiik risk
grubunda bulundugundan bahsedilmektedir. Bizim ¢alismamizda da vakalarin biyiik
cogunlugu 6q23 gen delesyonu gostererek FISH pozitif olarak kabul edilmistir. Klinik veriler
dikkate alindiginda uzak metastaz, niiks ve hastalik nedeni ile 6lim goriilen vakamiz
bulunmamaktadir. Bu bilgiler 1518inda elde ettigimiz verilerin literatiir bilgileri ile uyum

gosterdigi kanisina varilmistir.
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Konu ile ilgili yapilan g¢alismalar incelendiginde spitzoid lezyonlarda yiiksek oranda
poliploidi saptandigi goriilmiistiir. Calismamiza dahil olan tiim vaka gruplarinda degisen

oranlarda triploidi ve tetraploidi saptanmasi literatiir verilerini destekler niteliktedir.

Klasik melanom FISH ve 9p21 FISH yontemleri ile elde ettigimiz sonuglarin klinik ve
histopatolojik bulgular ile kiyaslanmasinda 9p21 FISH pozitifligi ile en giiclii korelasyonun
klinik olarak ¢ap, histopatolojik olarak derin yerlesimli mitoz parametreleri ile oldugu
goriilmistiir. Bununla birlikte 9p21 FISH pozitifliginin epidermal “consumption” varlig1 ve
mitoz sayisinin artist ile artma egiliminde oldugu saptanmistir. Benzer sekilde her iki prob
grubu birlikte uygulandiginda FISH pozitifliginin ayn1 parametreler ile istatistiksel olarak
olmasa da gozlemsel olarak uyum gosterdigi izlenmistir. Klasik melanom FISH sonuglart tek
basina degerlendirildiginde ise klinik ve histopatolojik bulgular arasinda istatistiksel olarak
anlamli uyum goriilmemistir. Literatiirde benzer sekilde yapilan kiyaslamalarda klinik olarak
kotii prognoz bulgulariin varligi (uzak metastaz, niiks, hastaliga bagli 6liim), histopatolojik
olarak mitoz sayisinin artigi, artmig niikleus/sitoplazma oran1 ve Dbelirgin niikleer
pleomorfizmin klasik melanom FISH pozitifligi ile istatistiksel olarak uyumlu oldugu

bulunmustur.

Sonug olarak molekiiler genetik alaninda bilgi birikiminin artmasi, spitzoid lezyonlarda
dogru tani, risk grubu degerlendirmesi ve dogru tedavi modalitelerinin secilmesi konusunda
bliylik yarar saglamaktadir. Devam eden ¢alismalarla spitzoid lezyonlardaki molekiiler
degisiklikler daha da aydinlatilacak, gelecekte daha ileri tam1 ve tedavi stratejilerinin

olusmasina imkan saglayacaktir.
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8.CONCLUSION

It is known that there are differences among the observers in the morphological diagnosis of
Spitzoid lesions. However, the vast majority of cases have good prognosis and small number
of cases have aggressive clinical course. Therefore, ancillary techniques for correct diagnosis

and treatment are needed.

In this study, conventional melanoma FISH and 9p21 FISH methods which can be used in
addition to histopathological diagnosis were applied to AST and SMM cases and the results
were recorded. The results were compared with clinical and histopathologic data, and a

significant correlation between FISH findings and that data were investigated.

When the literature data evaluated, it is seen that sensitivity and specificity values of
conventional melanoma FISH alone are low in establishing malignant behavior in spitzoid
lesions. Sensitivity and specificity values increase when conventional melanoma FISH probes
are performed with another probe containing the 9th chromosome. Similarly, in our study,
the number of positive cases in the analysis performed with conventional melanoma FISH
probes was lower than the number of cases that were reported as positive when both groups
of probes were applied together. Therefore, it has been concluded that both probe groups
should be applied together for the diagnosis and prognosis evaluation of spitzoid lesions.

In the evaluations made with the 9p21 probe, heterozygous deletion were observed as a
common FISH anomaly and seen in both malignant and benign lesions. Literature

information also supports our findings.

In the previous studies, the cases with 6q23 gene deletion exceeding 40% threshold value
with conventional melanoma FISH probes and reported as positive have good prognosis and
are in low risk group. In our study, the majority of cases were considered FISH positive by
showing 6023 gene deletion. Considering clinical data, we do not have cases with distant
metastasis, recurrence, and disease related death. That information comes to the conclusion

that the data we obtain, correspond to the literature information.

When studies on this subject were examined, it was seen that polyploidy were detected in
high proportion of spitzoid lesions. The presence of triploidy and tetraploidy in all cases with
varying proportions in our study supports the literature. In comparison of clinical and
histopathological findings with conventional melanoma FISH and 9p21 FISH methods, the

strongest correlation with 9p21 FISH positivity was found to be clinically with the diameter
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of lesion and histopathologically with deeply located mitoses. However, 9p21 FISH positivity
was found to increase with epidermal "consumption” presence and increasing number of
mitoses. Similarly, when both groups of probes were applied together, FISH positivity was
observed to be not statistically but observationally compatible with the same parameters.
When conventional melanoma FISH results were evaluated alone, there was no statistically
significant correlation between clinical and histopathological findings. In the literature, the
presence of clinically poor prognostic findings (distant metastasis, recurrence, disease-related
death), histopathologically increasing number of mitoses, increased nucleus/cytoplasm ratio
and prominent nuclear pleomorphism were found statistically consistent with conventional
melanoma FISH positivity.

In conclusion, increased knowledge in the field of molecular genetics have great benefits in
the diagnosis of spitzoid lesions, assessment of risk groups and selection of the right treatment
modalities. Ongoing studies will elucidate the molecular changes in spitzoid lesions, allow
for further diagnosis and treatment strategies in the future.
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