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MavricNn MEeLanoM iLE Sritz NEvus vE A Tipik Sritz
Tomor Ayrivinoa Ki-67 ve Ps3on DEGERI

Dr. Taner AKALIN, Dr. Ayla YUCETURK, Dr. Giilsen KANDILOGLU

OZET: Bu calismada; 22 noddler malign melanom (NMM), 25 Spitz nevus (SN) ve 8 atipik Spitz timér (AST) olgusuna immunhistokimyasal yéntemle Ki-67 (MIB-1) ve p53
(D0-7) uygulandi. P53 immunreaktivitesi agisindan, NMM ile SN arasindaki fark anlamli iken (p=0,0001), NMM ile AST arasindaki fark anlaml degildi . Ki-67 indeks
degerleri, NMM ile AST (p=0,013) ve NMM ile SN (p=0,0001) arasinda anlamli idi. AST ile SN arasinda p53 degerleri istatistiksel olarak farkli iken (p=0,0002), Ki-67
degerleri agisindan fark saptanmadi. Malign melanom ile AST ve SN histopatolojk aynminda Ki-67 ve p53'in immunhistokimyasal olarak degerlendirimesi
konvansiyonel histolojik bulgulara yardime: yontemlerdir. Ozellikle atipik Spitz timér olgulan disindldiginde Ki-67, p53'e gore daha degerlidir. Histolojik olarak Spitz
nevustan farkli yonleri olan ancak konvansiyonel malign melanom tanisi koymak igin yeterli bulgunun olmadig olgulan atipik Spitz timér olarak adlandirmanin uygun
oldugu digiincesindeyiz. Bu olgulara reeksizyon ve Klinik takip 6nermek uygun olacaktir

ANAHTAR KELIMELER: Spitz nevus, malign melanom, immunhistokimya, Ki-67, p53.

SUMMARY: UTILITY OF Ki-67 AND p53 IN DISTINGUISHING BETWEEN MALIGNANT MELANOMA, SPITZ NEVUS AND ATYPICAL SPITZ TUMOR. In this study,
immunohistochemically Ki-67 (MIB-1) and p53 (D0-7) were applied fo 22 nodular malignant melanomas (NMM), 25 Spitz nevi (SN) and eight atypical Spitz tumors
(AST). In terms of p53, a significant difference was found between NMM and SN (p=0,0001), but the difference between NMM and AST was insignificant. Ki-67 index
values were significant between NMM and AST (p=0,013), and also between NMM and SN (p=0,0001). The p53 values have significant difference between AST and
SN (p=0,0002), but not the Ki-67 values. Immunchistochemical detection of Ki-67 and p53 are additional means to conventional histopathologic findings to differentiate -
between malignant melanoma, SN and AST. Specially considering AST cases, Ki-67 is more valuable than p53. We think, it is reasonable to label the cases as atypical
Spitz wmor which have different aspects from Spitz nevus but also have no sufficent findings to be diagnosed as conventional malignant melanoma. It is reasonable
1o suggest reexcision and clinical follow-up for these cases.
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GIRIS

Spitz nevus, &zellikle sitolojik detayda malign melanoma
benzeyen ancak gelisim paterni ve klinigi ile malign mela-
nomdan ayrimi genellikle mimkiin olan bir lezyondur. Bazi
lezyonlarda mevcut histolojik bulgularla bu ayrimi yapmanin
mimkin olmadig: belirtiimistir (1-3). Spitz nevus malign me-
lanom ayriminda Ki-67 ve p53 gibi immunhistokimyasal
(IHK) belirleyicilerin katkisi arastinimistir (4-9).

Bu calismada bir grup Spitz nevus, nodiiler malign me-
lanom (NMM) ve atipik Spitz timér (AST) olarak adlandirilan
ara olguya Ki-67 (MIB-1) ve p53 (D0-7) uygulandi. Séz konu-
su immunhistokimyasal belirleyicilerin NMM ile SN ve AST
olgularinin ayirici tanisina katkisi arastirildi.

MATERYEL ve METOD

Ege Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Anabilim Dalinda
1980 ile 1999 yillari arasinda tani almis olgular arasindan 25
Spitz nevus (SN), 22 nodiiler malign melanom (NMM) ve 8
atipik Spitz nevus-Spitzoid minimal deviasyon melanom
spektrumunda yer alan ve atipik Spitz timér (AST) olarak
adlandirlan ara olgu olmak lizere secilen 55 olguya immun-
histokimyasal yontemle Ki-67 (MIB-1) ve p-53 (D0-7) uygu-
land.

Formalin ile fikse edilip parafine gémilmis dokulardan
alinan kesitler bir gece etiivde (60°C) bekletildikten sonra de-
parafinize ve rehidrate edildi. Antijen retrival amaciyla, mikro-
dalgada (600 watt) Ki-67 icin 5 kez 5 dakika, p53 igin 2 kez 5
dakika sitratli solusyon (pH:6) icinde muamele edildi. Sogu-
maya birakilan kesitler daha sonra endojen peroksidaz akti-
vitesini bloke etmek icin %3'lik hidrojen peroksit icinde yarim
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XIV. Ulusal Patoloji Kongresi'nde Poster olarak sunulmugtur.

Bu caligma Ege Universitesi Rektorliigii arastirma fonu tarafindan
desteklenmistir,

saat bekletildi. Primer antikor ile (Ki-67 igin Dako, MIB-1,
1/100 dilisyon; p53 i¢in Dako, DO-7, 1/100 diliisyon) oda siI-
cakliginda yarim saat muamele edilip tris buffer ile iki kez 5
dakika yikandiktan sonra sekonder antikor (Dako LSAB 2) ile
15 dakika muamele edildi. Daha sonra tekrar tris buffer ile yi-
kanip streptavidin soliisyonu ile 15 dakika muamele edilip
tekrar tris buffer ile yikandi ve Ki-67 icin diaminobenzidin,
p53 icin AEC kromojeni kullanilarak hematoksilen ile zit bo-
yamas! yapildi. Sayim iki arastirici tarafindan yapildi ve bir-
birine yakin deg@erlerin ortalamasi alindi. Eger fark %5'ten
fazla ise preparat iki gézlemci tarafindan tekrar degerlendiril-
di. Sayim iglemi p53 icin 100'lik biyitmede tim kesit taranip
en yogun boyanmanin oldugu 2-4 alan secilip 400’10k blyiit-
mede zemindeki tim hiicrelere orani verildi (En az 1000 hiic-
re olmak (zere). Yizlik buyltmede pozitiflik saptanamadigi
takdirde tim kesit 200'lik biyitmede tekrar tarandi ve tim
kesitte net olarak segilebilen 3 niikleer boyanma saptandi-
ginda %1 degeri verilerek pozitif kabul edildi. Ki-67 igin epi-
dermisteki bazal hiicreler ve deri ekleri ig kontrol olarak kabul
edildi ve i¢ kontrollinde pozitiflik saptanmayan 2 SN, 6 NMM
ve 3 AST olgusu degerlendirmeye alinmadi. Degerlendirme-
ye alinan olgularda 100'lik biyltmede tim kesit tarandi ve
en yogun boyanan 2-4 biyik biyitme (x400) alanindaki tim
hicrelere orani verildi (En az 1000 hiicre olmak lzere).

Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W ve Kruskal-Wal-
lis istatistik yontemi kullanildi ve p<0,05 degerleri anlamli ka-
bul edildi.

BULGULAR

Olgulara ait immunhistokimyasal pozitiflik oranlari Tablo
1'de verilmektedir. Gruplar arasindaki Ki-67 ve p53 oranlari
arasindaki istatistiksel degerler Tablo 2'de verilmektedir.

Spitz nevus olgularinda p53 pozitifligi saptanmadi. Atipik
Spitz tumar olgularinin yarisinda ve herbirinde %2 oraninda
pozitiflik saptandi. NMM olgularinin 15’inde (%68) p53 ile po-
zitif sonug alindi. Degerler %1-16 arasinda degisiyordu ve
%2'den fazla pozitiflik olgularin 5'inde saptandi (Resim 1).
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TABLO 1: OLGULARIN TUMOR KALINLIGI, Ki-67 ve p53 DEGER

%8 saptandi. Ki-67 degerleri NMM olgulari-

ORTALAMALARI nin 4’linde %2-8 arasinda, 3'Unde %9-15
arasinda, 9'unda %15 ve Uzerinde saptandi.
Tumér kalinhgi (mm)  Ki-67 (%) P53 (%) P53 (+) Ki-67'nin istatistiksel degerlendirmesinde
(Bresiow'a gire) olgu ylizdesi |  AST olgulari ile SN olgulan arasinda anlam-

Spitz nevus 2,4%1,1 22435 0 0 (0/26) I bir fark yoktu (Tablo 2).
Atipik Spitz timér 5,7+3,2 3580 1010 %50 (4/8) “Raining down” paterni, yuvalar etrafin-
Nodiler Melanom 6,253 16,8£11,8 24439 %68 (15/22) daki ayrilma artefakti, epidermis ile diizenli

TABLO 2: Ki-7 ve p53 PARAMETRELERININ GRUPLAR
ARASINDAKI P DEGERLERI

Ki-67 P53
SN ile AST* P=0,132 P=0,0002
SN ile NMM* P=0,0001 P=0,0001
NMM ile AST* P=0,013 P=0,435
SN, NMM ve AST** P=0,0001 P=0,0093

SN: Spitz nevus, NMM: Nodiler malign melanom, AST: Atipik Spitz
tamor.

* Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W istatistik Yontemi

** Kruskal-Wallis Istatistik Y&ntemi

Nodiler malign melanom olgularinda Ki-67 immunreaktivi-
tesi, SN ve AST olgularina gére istatistiksel olarak anlaml di-
zeyde yiiksek idi (Tablo 2). Ki-67 degerleri SN olgularinin
16'sinda %1 ve altinda, 4'inde %1-5 arasinda, 3 olguda %10-
12 arasinda saptandi (Resim 2). Pozitif hiicreler genelde yi-
zeyel dermiste lokalize olup, iki olguda derin dermisde birbi-
rinden ayri birkag hiicrede pozitiflik saptandi. NMM olgularin-
da Ki-67 pozitif hiicrelerin dagilimi agisindan yizeyel ve derin
dermis arasinda bir fark saptanmadi (Resim 3). AST olgula-
rinda Ki-67 degerleri 4 olguda %5 veya altinda iken, 1 olguda

Resim 1: Malign melanom olgusunda niikleer p53 pozitifligi (x200).

iliski gibi konvansiyonal Spitz nevus lehine
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Resim 2: Spitz nevus olgusunda %10 oraninda niikleer Ki-67
pozitifligi (x200).

bulgular ile karakterli tipik Spitz nevus olgusu, Resim 4'te
gosterilmektedir. Konvansiyonel Spitz nevusta beklenen bul-
gulardan farkli yonleri olan 8 AST olgusuna ait bulgular Tab-
lo 3'te verilmektedir. S6z konusu kriterlerden orta-fokal belir-
gin sitolojik atipi Resim 5'te gorilmektedir.

_ Bir, iki, dort, alti ve yedi no’lu olgularin, takipleri yoktur.
Ug, bes ve sekiz no'lu olgulara bir-lig cm ¢evre normal doku-
yu igeren reeksizyon uygulandi. Sirasiyla sekiz yil, on yil ve
onddrt aylik takipte niks saptanmadi.

TARTISMA

Melanositik lezyonlarda p53 asin ekspresyonu immun-
histokimyasal yéntem ile arastirilmis ve oldukga degisken
sonuglar elde edilmistir. Malign melanom olgularinda p53 po-
zitifligi ile ilgili %5 ile %97 arasinda degisen oranlar verilmis-
tir (10,11). Benign melanositik lezyonlarda da p53 pozitifligi
saptanabildigi belirtiimis ve bu oran Spitz nevus (SN) olgula-
riigin %0 (0/7), %7 (2/26) %14 (1/7) ve %30 (3/10) olarak ve-
rilmistir. Ayni ¢alismalarda malign melanom olgular igin po-
zitiflik oranlari sirasiyla %41 (11/27), %31 (8/26), %35 (20/
58) ve %72 (13/18) olarak belirtiimis ve malign melanom ol-
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Resim 3: Malign melanom olgusunda niikleer Ki-67 pozitifligi
(x200).

gularinda daha gti¢li ve ylksek oranda pozitif oldugu belir-
tilmistir (4,7). Malign melanomda p53'iin immunhistokimya-
sal yéntemle saptanmasi ile ilgili genel kabul edilen bulgu,
timor kalinhigi fazla olan ve metastatik melanom olgularinda
daha yiiksek olmasi, dolayisi ile p53 asin ekspresyonunun
ge¢ dénemde ortaya ¢ikan bir degisiklik oldugu seklindedir
(7,11,13). P53 asiri ekspresyonunun prognozla iligkisi oldu-
gu ve daha yiksek p53 pozitiflik indeksine sahip olgularin
daha kisa yasam sireleri oldugu ileri strtimustir (7,14).

Bu galismada, NMM olgularinin %68'inde p53 pozitifligi
saptandi. Spitz nevus olgularinda p53 pozitifliginin saptan-
mamis olmasi ayirici tanida dnemli gibi goriinmekte, ancak
AST olgularinin yarisinda saptanmasi, p53 pozifliginin NMM
ile SN ve AST ayirici tarisindaki degerini sinirlandirmakta-
dir. Literatiirde belirtilen oldukga farkh p53 pozitiflik oranlari,

Resim 4: Tipik Spitz nevus olgusunda “raining down™ patern ve
ayrilma artefakn (HE x100).

olgularin segimi, kullanilan primer antikorlarin farklihgi, labo-
ratuvarlar arasindaki metodoloji farkliliklar gibi faktorler ile
iligkili olabilir.

Proliferasyon belirleyicisi olarak kullanilan Ki-67'nin ma-
lign melanom (MM) ve Spitz nevus (SN) ayirici tanisina kat-
kisini arastiran ¢alismalarda Ki-67 pozitifligi SN igin %1,4 ve
%4 olarak, MM icin %16 ve %30 olarak verilmig ve ayirici ta-
niya katkisi oldugu belirtilmistir (8,9). Her iki calismada da
SN'ta yiizeyel dermisde yuksek Ki-67 pozitif odaklar olabile-
cegi belirtiimistir. Kanter ve ark., nevus benzeri géruntisu
olup niiks ve/veya metastaz ile malignite potansiyeli ortaya
konmus olgulari da igeren bir grup melanositik lezyonda Ki-
67 (MIB-1) calismiglar ve nevus benzeri malign potansiyel
tasiyan olgularda, malign melanoma yakin Ki-67 degerleri
saptamiglar ve proliferasyon belirleyicilerinin ayirici tanida

TABLO 3: ATIPiK SPITZ OLGULARINA AiT BULGULAR
Ast Yas Asimetri Belirgin Sitolojik Ekspansiv Mitoz Atipik Matiirasyon Timor Timor Ki-67 p53
olgulan Sellllarite atipi noddl 10 BBA* Mitoz Kalinhgi boyutu (%) (%)
Olgu 1 7 + i Orta-fokal + 1 - - 33mm 6mm iptal 2
belirgin
Olgu 2 4 B + Hafif-orta - 1 - + 35mm 9mm 0.5 -
Olgu 3 5 - + Orta - 8 + = 27 mm ° 55mm 5 e
Olgu 4 6 - +* Orta - 8 - - 36mm 75mm iptal -
Olgu 5 it - - Orta-fokal + 5 - - 55mm 10mm 8 2
belirgin
Olgu 6 10 - - - Hafif-orta - 2 - - 72mm 11mm iptal -
Olgu 7 17 - - Orta-fokal - ;| - - 76mm 15mm 2 2
belirgin
Olgu 8 18 - - Orta-fokal - 1 - - i2mm 22mm 1,8 -
belirgin

*BBA: Biyiik biyiltme alani (x100)
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Resim 5: 8 no'le atipik Spitz tiimér olgusunda orta-fokal belirgin
sitolajik atipi (HE x400).

konvansiyonel histolojik bulgulara katkisi oldugunu vurgula-
mislardir (15). Ancak s6z konusu ¢alismada Spitz nevus gru-
bu calisiimamis ve sadece “Spitz nevusta proliferasyonun
yliksek olabilecegdi” gibi bir yorum yapilmistir (15). Buna ben-
zer bir baska calismada Ki-67 indeksi Spitz nevus igin %1-3,
malign melanom igin %13 olarak verilmis ve nevoid malign
melanom ad altinda ele alinan 14 olgu histolojik diizeyde in-
celenmis ancak MIB-1 ¢alisilamamistir (16). S6z konusu ¢a-
lismada, proliferasyon belirleyicilerinin nevoid melanom ile
Spitz nevus ayirici tanisina yardimei yéntemler oldugu belir-
tilmistir (16).

Calismamizda Ki-67 pozitifligi, NMM olgularinda SN ve
AST olgularina gére, istatistiksel olarak anlamli dizeyde
ylksek saptandi. Atipik Spitz timér olgular ile Spitz nevus
olgulan arasinda Ki-67 degerleri agisindan istatistiksel ola-
rak anlamli fark saptanmamis olmasi, AST olgularinin abar-
til histolojik goérintiisine ragmen Spitz nevusa daha yakin
oldugu seklinde yorumlanabilecek bir bulgudur.

Ki-67 ve p53 degerlerinin birbirleri arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir iliski saptanmadi. Calismamizda, NMM ile
AST olgular arasinda p53 degerleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir iliski saptanmadi, ancak Ki-67 degerleri
agisindan anlamli bir iligki saptandi. Bu ¢aligmada ortaya ¢i-
kan sonug, 6zellikle AST olgulari da géz 6nine alindiginda
NMM ile AST ve SN ayirici tanisinda Ki-67'nin p53'e oranla
daha fazla katkisi oldugu seklindedir.

Morfolojik bulgularla, atipik Spitz tiimér baghd altinda ele
alinan olgulardan p53 pozitifligi saptanan 1,3,5 ve 7 no'lu ol-
gulann Ki-67 degerleri, malign melanom olgularinin %75'inin
(12/16) Ki-67 degerlerinin altindadir. Ki-67 pozitif hiicrelerin
malign melanomda ylizeyde ve derinde, Spitz nevusta ve ati-
pik Spitz timar olgularinda genelde yiizeyde lokalize oldugu

kriteri de gz onine alindiginda Ki-67 ve p53 morfolojik bul-
gulara yardime! immunhistokimyasal belirleyicilerdir. Istatis-
tiksel olarak da aradaki fark belirgin olmakla birlikte, olgu ba-
zinda her ¢ grupta da ortiigen degerler séz konusudur. Ge-
rek laboratuvarlar arasindaki metodoloji farklliklar, gerekse
ortismiyor gibi gérinen bazi olgulardaki yakin degerler ne-
deniyle genel glivenlikli bir bélgeden s6z etmek mimkiin de-
gildir.

Calismamizda da atipik Spitz tiimér adi altinda ele alinan
ara olgulann, Ki-67 degerleri agisindan Spitz nevusa, p53
degerleri agisindan nodiler malign melanoma yakin oldugu
saptandi. Oldukga abartili histolojik bulgulari olan sirasiyla 5
ve 7 yasindaki 3 ve 5 no’lu AST olgulari uzun sireli takipleri
ile de ortaya kondugu izere, timér kalinhigr 4mm'den fazla
konvansiyonel malign melanom olgularindan beklenebilecek
agresiv tavri sergilememis ve bir anlamda atipik Spitz timér
tanisini dogrulamistir. Ayrica bu olgular 6zellikle, diisik Ki-
67 degerleri ile de Spitz nevusa yakin bélgededir.

Sonug olarak, konvansiyonel histolojik bulgular ile Spitz
nevus ve malign melanom ayrimini yapmanin ve timérdn bi-
olojik davranigini 6ngérmenin mimkiin olmadigi olgular var-
dir. Bu caligmada yer alan immunhistokimyasal belirleyiciler
yardimci olmakla birlikte tek bagina ve kesin belirleyici degil-
dir. Bu lezyonlari Spitz nevus veya malign melanom grubu-
na yerlestirmeye ¢alismak yerine, atipik Spitz timdr veya
spitzoid minimal deviasyon melanom seklinde adlandirp ge-
rekli reeksizyon ve yakin klinik takip 6nermenin uygun oldu-
gu disilincesindeyiz.
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