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Kutan6z Malign Melanomalarda PCNA ile Degerlendirilen
Proliferatif Aktivite ve bcl-2 Onkoprotein Ekspresyonu
Evaluation of the Proliferative Activity of Cutaneous Malignant
Melanomas by PCNA Immunostaining and Expression of bcl-2

Oncoprotein

Ozge Han', Fehmi Aksoy ', Ayper Kagar ', Selda Seckin ', Sezer Kulagoglu '

Malign melanomalarda proliferatif aktivite cesitli
yontemlerle calisiimaktadir ve prognostik 6nemi
tartisiimaktadir. Bu calismanin amaci 25 kutanoz
malign melanoma olgusunda proliferatif aktivite ile
tiimor tipi, Clark's level ve Breslow index arasindaki
iliskinin degerlendirilmesidir. Proliferatif aktivite
tiimor yiizeyi ve derininde immiinohistokimyasal
olarak PCNA calisilarak degerlendirilmigtir. Ayrica
apoptozis bloke edici oldugu bilinen bcl-2 onkopro-
teini ile proliferatif aktivite arasindaki iligki
arastinimistir. PCNA boyanmasi semikantitatif olarak
olglilmiis, timér hiicrelerinde boyanma %10'un altin-
da ise (+), %10-30 arasinda ise (++), %30'un
istinde ise (+++) olarak kabul edilmistir; bcl-2
ekspresyonu ise (+) ve (-) olarak kaydedilmigtir.

Tiimér yiizeyi ve derini arasinda PCNA ekspresy-
onunda belirgin farkhilik bulunmamistir. Clark's level
ve Breslow indeks ile yiizeyde ve derinde izlenen
PCNA ekspresyonu arasinda iliski saptanmistir.

Bcl-2 ekspresyonunun Clark's level veya
Breslow indeksi ile iligkisi saptanmamigtir. Timér
yiizeyi ve derininde izlenen PCNA pozitivitesi ile
bcl-2 ekspresyonu arasinda da iliski gézlenmemistir.
Derinde artmis PCNA ekspresyonu ve bcl-2 pozitifligi
nodiiler subtip ile iligkili gériinmekteyse de serimizin
sinirh sayida nodiiler disi tip icermesinden 6tard bu
sonuca varmak icin daha genis serilerde caligmak
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Malign Melanoma, proliferatif
aktivite, PCNA, bcl-2 onkoprotein

The proliferative activity of malignant melanoma
(MM) has been studied by several methods and the
prognostic value of them has been discussed. The
aim of this study is to evaluate the relationship
between the proliferative activity and the tumor type
,Clark's level and Breslow index of 25 cutaneous MM.
The proliferative activity was assessed at the super-
ficial and deep portions of the tumors by PCNA
immunstaining. In addition, bcl-2 oncoprotein
expression which is known to block apoptosis, has
been evaluated in order to discuss if there is any cor-
relation with the proliferative activity. For PCNA

labelling a semiquantitative method was used con-
tributing: <10% = (+), 10-30% = (++),
>30%=(+++), Bcl-2 expression was evaluated as
positive or negative. There was no significant differ-
ence in PCNA expressions between the supeficial
and deep portions of the tumors. It was evaluated
that both Clark's level and Breslow index had been
related with PCNA positivity at the superficial and the
deep portions of the tumors.Bcl-2 did not seem to
have a correlation neither with Clark's level and
Breslow index nor PCNA expression of tumors.
Although increased PCNA expression in deeper por-
tions and bcl-2 expression appear to be related to the
nodular subtype, the limited number of other sub-
types in our series preserves us to make further
interpretations.

Key words: Malignant melanoma, proliferative
activity, PCNA, bcl-2 oncoprotein.

Yilksek proliferatif aktivite malign timorlerin ozel-
liklerindendir. Son zamanlarda hucre siklus bagimli anti-
jenler tanimlanmis ve bu antijenlerin antikorlar ile tespiti
tumaorlerin proliferatif aktivitesinin degerlendirimesinde
kullamilmistir.

PCNA, DNA polimeraz deltanin kofaktorl olarak
tanimlanmig, ge¢ G1, S, G2 ve M fazinda eksprese
edilen, S fazinda maksimuma ulasan bir nikleer pro-
teindir "#*+3_ Diger yandan bcl-2 ise bir protoonkogen
olup apopitozisi bloke edici aktiviteye sahiptir ©.

PCNA ve bcl-2 pek cok melanositik lezyonda
calisiimis, benign, borderline ve malign lezyonlar arasin-
daki ekspresyon farklari, histolojik subtip ve timar kalin-
g ile iligkileri degerlendirilmistir.

Mareel, timér kitlesinin periferindeki htcrelerin yiik-
sek invazyon kapasitesine sahip oldugunu vurgulamistir
®  Benzer hipotezler kolon adenokarsinomalarinda
derinde yer alan htcreler icin de 6ne surilmektedir ©.

Malign melanomlarda invazyon derinligi prognozda
gok 6nemli bir parametre olup tedavi stratejisinin seci-
minde yol géstericidir. Bugline dek malign melanomda
invazyon dizeyini degerlendirmede iki sistem kul-
laniimistir. Clark's level ve Breslow indeksi.

Bu calismada malign melanomlarda proliferatif



Resim 1 : PCNA ile tumor yuzeyinde (+++) boyanma (x200)

Resim 2 : bcl-2 ile pozitif boyanma (x200)

aktivite ve bcl-2 ekspresyonu, bunlarin birbirleri ile iliski-
leri ve timor tipi , Clark's level ve Breslow index ile ilisk-
ileri degerlendirilmistir.

GEREGC ve YONTEM

Caligmaya Ankara Numune Hastanesi Patoloji
Bolimi'nde 1994-1997 yillan arasinda tani almis 25
kutandz malign melanoma olgusu dahil edildi. Olgularin
histolojik tipleri, Clark's level ve Breslow indeksi deger-
lendirildi. Her olgu igin tGmér yiizeyini ve derinini temsil
eden birer kesit secildi.

Proliferatif aktivite, timor yiizeyi ve taban igin strep-
tavidinbiotin teknigi ile PCNA (Dako M0879) calisilarak
immunohistokimyasal olarak degerlendirildi (Resim 1 ).
PCNA pozitivitesi semikantitatif olarak degerlendirildi.
Tumér hicrelerinde boyanma %10'un altinda ise (+),
%10-30 arasinda ise (++), %30'un Ustinde ise (+++)
olarak skorlandi. Bcl-2 ekspresyonu da immiinohis-
tokimyasal olarak streptavidin biotin teknigi ile bcl-2
(Dako N 1587) calisilarak degerlendirildi ve boyanan
olgular (+), boyanmayan olgular (-) olarak kabul edildi
(Resim 2).

istatistiksel metod: Sonuglar istatistiksel olarak
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degerlendirildi. Clark's level ve Breslow indeks ile
yuzeyel ve derinde degerlendirilen PCNA porzitifligi ve
bel-2 ekspresyonu arasindaki iliski Spearman korelasy-
on katsayisi kullanilarak arastirildi. PCNA pozitifligi ve
bcl-2  ekspresyonu, arasindaki iliskinin deger-
lendiriimesinde de aymi yéntem kullanidi. Tumérin
ylizeyinde ve derininde degerlendirilen PCNA pozitivite-
si arasindaki iliski Wilcoxon testi kullanilarak incelendi.
PCNA ekspresyonu ve bcl-2 pozitivitesi ile timér tipi
arasindaki iliski, serimizde az sayida nodiler disi tip
bulunmasi nedeni ile istatistiksel olarak degerlendirile-
memistir.

BULGULAR

Olgularin yaslan 16-84 arasinda degismekteydi. 14
kadin, 11 erkek olgu vardi. Histolojik olarak 19'u nodiiler,
4'G superfisiyel yayilan ve 2'si akral lentiginoz tipte idi ve
bu 6 olgu vertikal gelisim fazinda idi. Clark's level Il ve V
arasinda degismekteydi; Breslow indeks 0,76 - 1,5 ile
>4 arasindaydi.

Tamérlerin ylizeyi ve derini arasinda PCNA pozi-
tivitesi acisindan anlamh farklilik bulunmadi (p=0,157).
Clark's level ile ylizeyel ve derin PCNA pozitivitesi iliskili
bulundu (r=0,70; p<0,01; r=0,89, p<0,01). Clark's level
artikca PCNA'nin pozitif de@erleri artmaktaydi. Breslow
indeks ile de ylzeyde ve derinde izlenen PCNA pozi-
tivitesi iligkili bulundu (r=0,68, p<0,01; r=0,67
p<0,01). Bcl-2 ekspresyonun Clark's level veya Breslow
indeks ile iligkisi saptanmadi (r=0, p=1; r=0,99,
p=0,70).

Tamér yazeyi ve derininde izlenen PCNA pozitivitesi
ile bel-2 ekspresyonu arasinda da iliski gozlenmedi
(r=0,13, p>0,05; r=0,129, p>0,05).Derinde artmis
PCNA ekspresyonu ve bcl-2 pozitifligi noduler subtip ile
iligkili gériinmekteyse de serimizde sinirli sayida nodtiler
disi tip olmasi nedeni ile, bu sonuca varmak igin daha
genis serilerde calismak gerekmektedir. Sonuclar tablo
1' de gosterilmistir.

TARTISMA

Melanositik lezyonlarda PCNA ile yapilan galismalar
PCNA pozitivitesi ve derecesinin benign ve malign lezy-
onlarda farkl bulundugunu gostermistir. Benign lezyon-
larda daha diigik dizeyde belirlenen PCNA pozitivite-
sine karsin, malign lezyonlarda daha yiksek diizeyde
PCNA pozitivitesi bulunmustur. Tokuda ve ark., bir calis-
malarinda bening, borderline ve malign melanositik neo-
plazmlarda PCNA ile proliferatif aktiviteyi deger-
lendirmigler, 30 malign melanoma (MM), 41 neviis
olgusu ile yapilan bu galigmada invaziv MM ve insitu MM
da melanositik neviislerden daha yiiksek PCNA pozi-
tivitesi gozlemislerdir . invaziv MM da %18, insitu MM
da % 11,3, nevislerde ise %2,6 oraninda belirgin pozi-
tivite saptamisglardir. Ayni calismada PCNA pozi-
tivitesinin MM derinligi ile belirgin artis géstermedigi
belirtilmistir. Takahashi ve ark. da benign ve malign
melanositik lezyonlarda yaptiklar benzer bir calismada,



12 O. Han ve ark.

Tablo 1 :
Olgu Histolojik clark's Breslow PCNA PCNA bel-2
subtip level index yuzeyel derin
1 NMM v >4 +++ +++ -
2 NMM v >4 + b +
3 NMM v >4 + + -
4 NMM [\ 1.5-4 - - -
5 NMM [\ >4 + + -
6 NMM 1\ 4 - u =
7 NMM v >4 +4++ +++ +
8 NMM n 1.5-4 - = -
9 NMM [\ >4 - ++ 2
10 NMM v >4 + + +
11 NMM I\ 1.5-4 - - &
| 12 NMM v >4 + - -
| 13 NMM v >4 ++ +++ -
14 NMM v >4 +++ +++ +
15 NMM v >4 + ++ -
16 NMM \] >4 - - =
17 NMM v >4 + + -
18 NMM v >4 ++ ++ =
19 NMM [\ 4 - = +
20 SSMM 1 0.76-1.5 & + -
21 SSMM LI} 1.5-4 + - +
22 SSMM ] 0.76-1.5 +4++ -
23 SSMM I} 1.5-4 . -
24 ALMM Il 0.76-1.5 + - -
25 ALMM v 1.5-4 +++ +++ =

NMM : Nodiler malign melanoma
S5MM : Siperfisyel yayilan malign melanoma
ALMM : Akral lentigindz malign melanoma

neviislerde izledikleri diisiik PCNA pozitivitesine karsin
MM ve MM metastazlarinda yiiksek PCNA pozitivitesi
saptamiglardir "V, Cesitli calismalarda ise PCNA diizeyi
ile tumor kalinh@r arasinda da iliski bulunmustur.
Bjornhagen ve ark. MM olgularinda ve metastatik lez-
yonlarda, benign lezyonlara gore daha yliksek PCNA
pozitivitesi saptamislar ve MM olgularinda kalinlikla
artan pozitivite goézlemislerdir ", Rieger ve ark. da
PCNA ve Ki-67 ile yaptiklan bir galismada melanositik
deri lezyonlarinda PCNA ve Ki-67 ekspresyonlarinin
korele oldugunu, benign lezyonlara gore MM olgularin-
da daha ylksek bulundugunu gézlemlemis, prognozda
onemli parametrelerden olan Breslow indeks ile
PCNA ve Ki-67 ekspresyonunun anlamh artisini sap-
tamislardir @,

Bcl-2 apoptozis bloke edici bir gen olup melanositik
lezyonlarda calisiimaya baslanmistir. Pek ok galisma-
da bcl-2'nin normal epidermal melanositlerde de eksp-
rese edildigi (kutandz neviis ve melanoma yanisira) gos-
terilmistir ® "9,

Cerroni ve ark., benign melanositik nevislerin %94'(
ve malign melanomalarin %93'linde bcl-2 ekspresyonu

gostermis ve bcl-2'nin kutandz melanositik lezyonlarda
yaygin bir bulgu oldugunu, biyolojik davranisa bagh
anlamli degisiklik gostermedigini, malign melanomlarda
prognostik dnemi olmadigini belirtmislerdir "*. Saenz ve
ark. normal melanositler ve nevis hucrelerinde uniform,
kuvvetli bel-2 ekspresyonu saptanmis, bu onkogenin
malign transformasyonda etkili olmadigini, timor pro-
gresyonu sirasinda ekspresyonunda dusls olabilecegi-
ni belirtmislerdir .

Biz malign melanomlarda prognozu belirlemede en
onemli faktor olmasindan yola ¢ikarak timor ylzeyi ve
derinindeki proliferatif aktivite farkini gozlemlemek iste-
dik. Aynica profileratif aktivitenin yuksek oldugu tumor-
lerde apoptotik aktiviteyi bloke ettigi bilinen bcl-2'yi
calisarak, dustk proliferatif aktiviteye sahip timor-
lerdekine goére bcl-2 ekspresyonunun farkli olup
olmadigini ortaya koymaya calistik.

Calismamizda tamorun ylizeyi ve derini arasinda
PCNA pozitivitesi acisindan farkhhik bulunmadi
(p=0,157). Ancak tumor yuzeyi ve derininde izlenen
PCNA pozitivitesinin Clark's level ve Breslow indeks ile
iliskisi gozlendi.Clark's level ve Breslow indeks arttikga




PCNA pozitivitesi artmaktaydi (p<0,01).Bu bulgu,
malign melanomada PCNA dizeyi ile tamor kalinhdi
arasinda iliski oldugunu gostermistir.

Bcl-2 ekspresyonunun ise Clark's level veya
Breslow indeks ile iliskisi saptanmadi (p=0,70). PCNA
pozitivitesi ve bcl-2 ekspresyonu arasinda da herhangi
bir iliski gézlenmedi (p>0,05).Bu sonuclar, cesitli liter-
atlrlerde belirtildigi gibi, bcl-2 ' nin - melanositik lezyon-
larda biyolojik davramisa bagh anlamh degisiklik
gostermedigini dustindtrmustar.

Calismamizda derinde artmis PCNA ekspresyonu ve
bcl-2 pozitifligi noddler suptip ile iliskili gorinmekteyse
de, serimizin az sayida noduler disi tip igermesinden
otdrd, boyle bir sonuca varmak icin daha genis serilerin
gerektigini distinmekteyiz.
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