T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MALIGN MELANOMDA TUMOR INFILTRE
EDICI LENFOSITLERIN (TIL)
IMMUNOHISTOLOJIK KARAKTERIZASYONU
VE REGULATOR T HUCRESI’NIN TUMOR
DOKUSU VE DOLASIMDA DEGERLENDIRILIP
PROGNOZ ILE ILISKiSININ SAPTANMASI

Uzm.Dr. Serpil TANRIVERDiI AKHISAROGLU

TEMEL ONKOLOJI PROGRAMI
DOKTORA TEZi

IZMIR-2009



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MALIGN MELANOMDA TUMOR INFILTRE
EDICI LENFOSITLERIN (TIL)
IMMUNOHISTOLOJIK KARAKTERIZASYONU
VE REGULATOR T HUCRESI’NIN TUMOR
DOKUSU VE DOLASIMDA DEGERLENDIRILIP
PROGNOZ ILE ILiSKiSININ SAPTANMASI

TEMEL ONKOLOJi PROGRAMI
DOKTORA TEZI

Uzm.Dr. Serpil TANRIVERDI AKHISAROGLU

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Miinir Kinay

Bu arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel / Ileri Arastirma Projeleri Odeneginden
2008.KB.SAG.033 numarali proje olarak desteklenmistir.



ICINDEKILER

Sayfa No

TCINDEKILER ...ttt eeeeeeeeeeeeeeeeeesesseeseesesasesesesssesesesasasesesesesesasesesesasesesasasesasasassas i
TABLO LISTESI .cctiuttiieiiineieeeneesseeeeeessessessssssasssessssssesssessssssessssssasssesssssssssessssssssesssssasens iii
SEKIL LISTESI ....cuiuiiiiiieiieeeeeeeeceeeeeeeece e eeesesesesaassessesesessasssesesessssesasesasessssasessssassssasssssseenas v
RESIM LISTESI ....cuiiiiiiiiiiiniiiieeieiessesseesesssesssessessesssessessesssessssessssssesssessssssssssssssssens vi
KISALTMALAR ..ottt sttt st et seestesee e et setesst e st sssesseansesstenseenseassensesnsesssensesnsenneenne vii
TESEKKUR .....ociiiiiiiiieieeeeeteceseeesesesesesesessesesesessasesasesessssasassesessasasesesessssasasassssssasasssasessasanas iX
OZET ..ottt s e ses e st et esasase et et et aseseee et essasane st et esasaseseatasnasaseneanans 1
ABSTRACT ...ttt ettt et s e e sae e st s e e she e s st s teaseeabeaaseaseeaseaaseaatenbeenseastenseeasesntenseennen 3
1. GIRIS VE AMAC ...t ee s e s ee e eeeeeneeeeeseeeeeseeeneseseeeeenasanene 5
L GIES ettt e et e et e e et e e e te e e e teeeetaeeeetbeeeeaaeeeeaaeeeeabeeeabeeetreeebaeeereeeeaeeens 5

2. AMNAG ..o e e e e e e —aeeeeaateeeeeaaaeeeeaaaaaeeeaaareeearraeeeeanns 6

3. Konunun Onemi, Getirecegi Yenilikler ve Sonuglar, Bunlarin Uygulanabilitligi............. 6

2. GENEL BILGILER ......ccituitiiiiimiieeetimesiesesssessessssssessessssssesssesssessasssssssesssssessssssasssesens 8
L. Malign MEIanOmM ......ccvieiiiieiieeiie ettt ettt ettt et e sabe et e eabe e saeenseenseeenseesnes 8

O B 107 o{S) 1 1< 9

1.2, EPIA@MIYOLOJi uveeiiiieiiieeiiie ettt ettt e e e e e e e aa e e eaa e e snnneeenseaeenseeenes 10

1.3, RISK FaKEOTIEIT ...uvvieciiiieciee ettt e e e enaeeen 11

L4 TAIL ettt ettt ettt et ettt st 12

LS. EVICIEIME ..ttt et 14

B TR 24 (011 /2 PSRRI 19

1.7. Biyolojik ve Serolojik Belirtegler........cccoovuiiiiniiiiniiniiiiicieccccece 20

L8 T@AAVI .ttt ettt et sttt sttt 20

L9, TAKIP ..evieeiieeiie ettt ettt ettt ettt et e et e st e ebeestbeesbeensbeesbeeesaeesbeessseensaenaaeenreennns 25

2. TUMORU INFILTRE EDEN LENFOSITLER ........c.cocoiteiiiiieeeeeeeeeee e 26
2.1. TIL kavraminin @EeliSImMi......cecuieriiiiiiieiieeiieiie ettt et 26

2.2. TIL hedefleri ve taninma meKanizmalart ............c.ceeeueerieeiiienieeiienie e 26

2.3. Melanom TIL’lerinin T hiicre reseptor (TCR) repertuart..........ccveeeeeveenveeveenenne. 27

2.4. TIL lerin immMUNOTENOLIPIETT ...eeiiiviieiiieeeiie ettt e e seae e e e e eeaeeees 27

3. T REGULATOR HUCRELERI (TI€Z)....cecveviveveeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeeenenas s 31



4. STOOB PIOTCIMI.c.uuviieiiieeiiiieeiiieeesiteeeitteeeteeeetteesteeesbeeessaaeessseeassseesssseeessseeesseeesseessseennses 32

3. GEREC ve YONTEMLER.........c.ccooiiiiiiiiiieieeerecseeeeesessesessesesesesssesessesesessssssasasesessasasass 33
1. Calisma Materyalie.....cc.eeiiiiiieiie et ettt ettt 33

2. OrNek tOPIANIMIASL........cvvvivreeeeeeeeee et n s sennees 34
2.1 SETUIM ..ttt ettt ettt ettt et ettt enht e e b 34

2.2. Tam kandan Mononiikleer Hiicre 1Zolasyonu ..............ccocoeveveeeeeeeeeeeeeeeeeenes 34

2.3. Mononiikleer Hiicrelerin Dondurulmasi (Cryopreservation) ..........cocceeeeverueenvennnene 35

2.4. S1v1 Azotta Dondurulan Hiicrelerin COzindirilmesi ..........cceeeeveeeeieeecieeecnieeeieeeas 36

2.5. Tripan Mavisi ile Hiicre CanliliZl Testi.......cccoeeuieriieiiieriieiieiiecieecee e 36

3. Flow S1tometrik ANAIZ .....oc.eiiiiiiiiiiieeee e 36

A, ELISA ANANIZI ....ooooovvieceeeeeeeeeeeeeeeeee et 40

5. IMMUNNISTOKIIYA ...t s e en s e eesenans 42

6. IstatiStIKSE] ANALIZIET .........cevvviececeeieieeececee ettt 44
6.1. Verilerin Kaydedilmesi .......c.ceeecuiiiriiiiiiie ettt 44

6.2. Veri Alanlar1 Tanimi ve Verilerin Kantitatif Hale Dontistiiriilmesi.......................... 44

6.3. Verilerin Analizi , Tablo ve Grafiklerle GOSterilmesi.........oovvveuvvviieeeiiiiiiiiiiieeneennn, 44

4. BULGULAR ...ttt sttt steseesteeee st e sseseeesseanseansesseanseaseenseensesnsensesnsesssensesnsenseenne 45
1. ELISA analizi Yontemi ile elde edilen SI00B sonuglart ............cccoooeeiiiiieiiiiiiiiiieee, 49

2. Flow Sitometrik Analiz SONUGIATT ..........coevuiiiiiiieciiiecee e 51

3. Immiinhistokimyasal BUIGUIAT ...............ccooiviiiiiieeeeeeeee e esen e 72
4. Korelasyon analiz SONMUGIATL..........ccuievuieiiiiiieiie ettt eseeeaae e 77
S.TARTISMA ...ttt ree st e ee s eeste e teeneesseeseaneaaseanseanseaseenseantaaseenseenseaseenseansenseansn 80
6. SONUC VE ONERILER ......ccttuiiiiiiieintiessessessessessesssessessssssesssessasssesssssssssessssssacs 87
T KAYNAKLAR ...ttt siteseeseeste s et sete s bt etesatesseanseasteastensesssenseensesnsenseensan 89
EK.1: ETIK KURUL ONAYT......ooiiiiiiiiiiiieiceeeseeeeecssessessesessesssssssessssesessessssasssssasesessnes 98
EK.2: GONULLUBILGILENDIRME FORMU.........ccceceoeiiiiiierrneeeeeeeessesesessessesessssessanes 99
EK.3: SAGLIKLI KONTROLLER ICIN AYDINLATILMIS ONAM FORMU ................. 101

il



TABLO LiSTESI

Sayfa No
Tablo 1 : Melanom gelisimde bilinen risk faktorleri........cocoviiiiiniiniiiiiniini 11

Tablo 2: American Joint Committee on Cancer (AJCC)’in 2002’de revize edilmis Malign

Melanom EVICIEIMESI....cc..eiiuiiiiiiiiiiiee ettt 18
Tablo 3 :Kutandz malign melanomda prognostik faktorler............ccooceeiiiiiiiiiiiiiiiie, 19
Tablo 4: TIL immiinofenotiplemesinde onerilen markerlar............cccooeviiniiiiniinniinienn 29
Tablo 5: Flow sitometride kullanilan gerecler.........ccoovvieviiiriiiiiieiiieiecieeieeeee e 37
Tablo 6: Immiinohistokimyasal boyamada kullanilan antikorlar. ...............ccoccceveeeveeeeeenennnen. 42
Tablo 7: Calismaya dahil edilen malign melanom olgularinin demografik verileri................. 46
Tablo 8: Calismaya dahil edilen saglikli kontrol olgularinin demografik verileri. .................. 47
Tablo 9: Gruplarin cinsiyete g0re dagiliml.........cceeviieiiieriiiiiieiieeie ettt 48
Tablo 10: Gruplarin yas ortalamasina gore dagilimi. ...........cccoevieveiienieiciienieeiieeeeee e 48
Tablo 11: Hastalarin S100B Analizi SONUCIAIT ............cocoviiiiiiiiiiicciec e 49
Tablo 12: Saglikli kontrollerin ST00B Analizi Sonuglart ...........coceveviiriiiniininicniiceicnene 49
Tablo 13: S100B analiz sonuglarinin gruplar arasi karsilagtirmast ............ccceeeveeviencieenieennnn. 50

Tablo 14: Hasta grubuna ait CD4, CD25, FOXP3 ve CDS ekspresyonlariin analiz sonuglari

Tablo 15: Hasta grubuna ait CD4" ve FOXP3" olan hiicrelerde CD25 ekspresyonlariin analiz
SOMUGIATT ..ttt ettt e et e e et e e e taeeetaeeesaeesaseeesasaeesseeensseeensseesnsaeesaneeas 60
Tablo 16 :Kontrol grubuna ait CD4, CD25, FOXP3 ve CDS ekspresyonlarinin analiz
SOMUGIATT ...uviiiiiiiie e et e e ettt e e e e ettt e e e e ett e e e e eetaeeeeeaaaeeeeessseeeeansseeeeansseaaeas 61
Tablo 17: Kontrol grubuna ait CD4" ve FOXP3" olan hiicrelerde CD25 ekspresyonlarinin
ANALIZ SONUGIATT ......viiiiiiiiceiie ettt et ete e et e e e aae e et eeeaaeeetseeetaeeearaeesareeennnes 62
Tablo 18: CD4, CD25, FOXP3 ve CD8 ekspresyonlarinin analiz sonuglarinin gruplar arasi
KarSIaSTITTIMAST. .....vviiiiiiiece e ettt e e e e e e e e e ar e e e e e taa e e e eanaeeeenes 63
Tablo 19 :CD4" ve FOXP3" olan hiicrelerde CD25 ekspresyonlarinin analiz sonuglariin
gruplar arast Karsilagtirtlmast ..........cccuoeiiiiiiiiiiiiie e 64
Tablo 20: Calismada yer alan hastalara ait demografik, klinik, patolojik ve tedavi

uygulamalarina ait veriler (1-16 hasta).........cccccueieiiiieiiieeieeee e e 66

il



Tablo 21: Calismada yer alana hastalara ait demografik, klinik, patolojik ve tedavi
uygulamalaria ait veriler (17-32 hasta)........ccccveeeiiiiiiieeieeciie et 67

Tablo 22 : Tiimor lokalizasyonuna gore periferik kandan calisilan parametrelerin ortalamalari

Tablo 26 :Ulserasyon varligia gére periferik kandan calisilan parametrelerin ortalamalari .. 71
Tablo 27: Ulserasyon varlifia gére periferik kandan calisilan parametrelerin ortalamalari .. 72
Tablo 28: Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD3, CD4, CDS§, CD20, CD25 ve FOXP3’iin

EKSPTESYON SONUGIATT ....eeiiiiieiiie ettt ettt ettt e e st e et e e essaeeesaeeensseeessseesnseeennnes 73

Tablo 29 : Korelasyon analizIeri ..........oc.eeriieiiiiiiiiieeieeie ettt 78

v



SEKIL LISTESI

Sekil 1: Kanser immiinoterapisinin tarihgesi

Sekil 2: Lenfoid hiicrelerin alt gruplari

Sekil 3: Calismada kullanilan yontemlerin akis semasi

Sekil 4: Santrifiijden sonra tiipte goriilen dort tabaka

Sekil 5: Hasta ve kontrol grubunda S100B diizeylerinin kutu grafigi ile gdsterilmesi
Sekil 6-a-f: Ornek hastadaki dot plot ve histogram goriintiileri

Sekil 7-a-f: Ornek saglikli kontrol igin dot plot ve histogram gériintiileri

Sekil 8 : Hasta ve kontrol grubuna ait flow sitometride analiz edilen hiicrelere ait

ortalamalarin bar grafigi ile gosterilmesi

Sayfa No

29
33
35
50
51
54

64



Resim 1:
Resim 2:
Resim 3:
Resim 4:
Resim 5:
Resim 6 :
Resim 7 :
Resim 8 :
Resim 9:
Resim 10
Resim 11
Resim 12
Resim 13
Resim 14
Resim 15
Resim 16
Resim 17
Resim 18
Resim 19
Resim 20

RESIM LIiSTESI

Sayfa No
Timorti infiltre eden lenfositlerde CD20 i¢in skor 1. ......coooevieiciiiiiiiiiieceieecee. 74
Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD20 i¢in SKOr 2. ......c..vvviieeiiiiiieiiiieeeeiee e, 74
Timort infiltre eden lenfositlerde CD20 i¢in skor 3. ....ccvveevieeiiiieeiieeeieeeeeee, 74
Timorti infiltre eden lenfositlerde CD3 igin sSKOr 3. .....cccvvieiiiiieiiiieieeeeeeeee e, 74
Timorti infiltre eden lenfositlerde CD3 igin SKOT 4. .....coovvvieiiiiciiiceiieeceeeeee e 75
Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD4 igin skor 1. .......cccvviiiiiiiiiiiiiiiiceeieeee 75
Timori infiltre eden lenfositlerde CD4 igin SKOT 2. .....cocvvveeciiiieiiieeieecieeeee e, 75
Timori infiltre eden lenfositlerde CD4 igin SKOT 3. .....oooviiiiiiiiiiiiieieeceeeeee e, 75
Timorti infiltre eden lenfositlerde CD4 igin SKOT 4. .....cocvvvieiiiieiiiiiceieeeeeeeee e 75
: Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD8 i¢in skor 1. ........ccooviiiiiiiiiiiiiiieieieees 75
:Tiimori infiltre eden lenfositlerde CDS8 i¢in Skor 2. .........coociiiiiiiiiiiiiiiieeeeie. 76
:Tiimorii infiltre eden lenfositlerde CD8 i¢in Skor 3. .....coooeciieeiiiieiiieieeeeeee, 76
: Ttiimori infiltre eden lenfositlerde CD8 igin SKOT 4. .......coovviieiiiieiiiieieeeeieeeieee, 76
: Ttimori infiltre eden lenfositlerde CD25 i¢in sSKOr 1. .....ooovieeiiiiieiiiieiieceieeeeie, 76
: Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD25 i¢in SKOT 2. ...ooovviiiiiiiiiieieciieee e, 76
:Tiimorii infiltre eden lenfositlerde CD25 igin SKor 4. ......ooovvieeviieeiieeeeeeeee e, 76
: Tiimdri infiltre eden lenfositlerde FOXP3 %06. ....cc.coveviiniiniiiiiienicccieeeeeen 77
: Timori infiltre eden lenfositlerde FOXP3 %12, ....ccvovvieiiiiiiieiieeieceeeeeees 77
:Tiimorii infiltre eden lenfositlerde FOXP3 %20. .....ccoooiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee, 77
:Tiimorii infiltre eden lenfositlerde FOXP3 %27. ..ccvvvieoiiieeiieeeeee e 77

vi



Ag:
AJCC:
APC:
BT:

cAMP:

CDKN2A:

CTL:

CTLA-4:

DAB:

DC:

DMSO:

ELISA:

ELND:

FBS:

FDA:

FOXP3:

FL1:

FL2:

FL3:

FL4:

FSC:

GFAP:

H&E:

KISALTMALAR

Antijen

American Joint Committee of Cancer
Antijen sunan hiicreler

Beyin Tomografisi

Siklik adenozin monofosfat

pl4Arf =pl6: Siklin bagimli kinaz inhibitor 2A
Sitotoksik T lenfositler

Sitotoksit T lenfosit antijeni-4
Diaminobenzidin

Dendritik Hiicreler

Dimetil siilfoksit

‘sandwich’ enzyme immunoassay
Elektif Lenf Nodu Diseksiyonu
Fetal sig1r serumu

Food and Drug Administration
Forkhead box P3 transcription factor
Fluoresans 1

Fluoresans 2

Fluoresans 3

Fluoresans 4

Dar agil1 151k sagilimi

Glial fibriler asidik protein

Hematoksilen eozin

Vil



H202:
HRP:
HLA:
IFNy:
IL-2:
IL-10:
ILP:
LDH:
MHC:
MNC:
MIA:
MR:
NK:
PBS:
pS3:
RT-PCR:
SLN:
SSC:
TCR:
TGFp:
TIL:
TMB:
Treg:

TRIS:

Hidrojen peroksit

Horseradish peroksidaz

Insan 16kosit antijeni

Interferon gama

Interlokin-2

Interlokin 10

Izole ekstremite perfiizyon
Laktat dehidrogenaz

Major histocompatibility complex
Mononiikleer hiicre

MIA melanom inhibitor aktivitesi
Magnetik Rezonans

Natural Killer

Fosfat tampon solusyonu

Tlimor protein p53

Ters yazilimli-polimeraz zincir reaksiyonu

Sentinel lenf nodu

90° agiyla 151k sacgilimi

T hiicre reseptorii

Tiimor biiytime faktorii B
Timor infiltre edici lenfosit
Tetra metil benzidin
Regiilator T hiicresi

Tris (hidroksimetil) amino metan

viii



TESEKKUR

Bu calismanin yiiriitiilmesi ve sonuclarin yorumlanmasi asamalarinda
bilimsel goriislerini ve destegini hi¢bir zaman esirgemeyen basta danigsmanim
Prof. Dr. Miinir KINAY’a, Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi AD baskani ve
projemin yoneticisi Prof. Dr. Can KARACA’ya,

Hastalarin se¢imi ve tezin yazim asamasinda gosterdigi titiz caligmasindan

dolay1 Yrd.Dog¢.Dr.Cenk DEMIRDOVER’e

Laboratuarindaki caligmalarim sirasinda desteklerini esirgemeyen degerli
mesai arkadaslarim Ogr.Gor.Uzm.Dr. Ziibeyde ERBAYRAKTAR, Dr. Halil
ATES ve Aras. Gor. Zeynep ZADEOGLULARI’na;

Patoloji oOrneklerinin seg¢ilmesi ve degerlendirilmesini titizlikle ytiriiten

Dog. Dr. Banu LEBE’ye;

Istatistiksel ~analizlerin yapilmasindaki katkilar1 i¢in Dog. Dr. Hiilya

ELLIDOKUZa,

Biitiin ¢alismalarim boyunca her zaman yanimda olan ve manevi destegini hig

esirgemeyen aileme tesekkiirlerimi bir borg biliyorum.

Ogr.Goér.Uzm.Dr.Serpil TANRIVERDI AKHISAROGLU

X



OZET

MALIGN MELANOMDA TUMOR INFILTRE EDiCi LENFOSITLERIN (TIL)
IMMUNOHISTOLOJIK KARAKTERIZASYONU VE REGULATOR T
HUCRESI’NIN TUMOR DOKUSU VE DOLASIMDA DEGERLENDIRILiP
PROGNOZ iLE ILISKiSININ SAPTANMASI

Uzm.Dr. Serpil TANRIVERDI AKHISAROGLU
Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, 35340 Inciralti-izmir

Malign melanomun diger solid tiimorlerden farkli olarak spesifik bir immiin cevap
sayesinde spontan regresyonun goriilmesi immiinoterapistlerin ilgisini bu hastaliga ¢ekmistir.
Giiniimiizde de immiinoterapinin basariya ulasan hedeflerinden biri haline gelmistir. Immiin
sistemdeki gorevleri incelenen regiilatér T hiicrelerinin (Treg) melanomdaki roliiniin
anlasilmasi i¢in ayrintili ¢aligmalara gereksinim vardir. Bu arastirmanin temel amaci, malign
melanom hastalarinda tiimor infiltre edici lenfositlerin immiinohistolojik karakterizasyonu ve
dolasimdaki Treg hiicrelerinin serum S100B ile karsilastirarak prognozu saptamadaki
giiclinlin arastirilmasidir. Bunun icin hem melanom hastalarinda (n=30) hem de saglikli
kontrollerde (n=24), glinlimiizde en uygun Treg markeri olan FOXP3 transkripsyon faktoriinii
kullanarak, Treg’lerin miktar ve fenotip analizi yapildi. Ayrica immiinhistokimyasal TIL

tayini yapildi.

Calismamizda serum S100B ve dolasimdaki CD4'CD25", CD4 CD25'FOXP3" ve
CD8'CD25 FOXP3" hiicrelerinin hasta grubunda kontrol grubuna goére yiiksek oldugu
bulundu. Serum S100B ile hastalarin periferik kanlarinda Slciilen CD4" hiicreleri ve de
timori infiltre eden B lenfositleri arasinda ters yonde korelasyon bulundu. Tiimoérii infiltre
eden T lenfositlerinin timdoriin Breslow kalinlig1 arttikca azaldigi gosterildi. Clark seviyesi

yiikseldik¢e de tlimorii infiltre eden CD4+ T lenfositlerin azaldigi goriildii.

Sonuglarimiza gore tiimor progresyonu, hastaligin klinik seyri ile serum S100B ve
dolasimdaki Treg hiicre 6l¢iimii paralellik gostermektedir. Ayrica, hastalik prognozu ile TIL
varlig1 arasinda ters yonde bir iligski oldugunu ve tiimorii siiprese edecek olan lenfositlerin

azliginin bu tiimoriin gelismesine neden oldugunu sdylemek miimkiindiir.



Bu c¢alisma sonunda elde ettigimiz veriler, Treg’lerin anti tiimdr immiinitesinde olast
bir rolii oldugunu gostermektedir. Gelecekte Treg’ler igin spesifik marker ekspresyonunu
arastiran, inhibisyon mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik ve antijen 6zgiinliiglinii
dikkate alan ¢alismalar dizayn edilmesinin yararl olacagi éngoriilmektedir. Bununla beraber,
CD4" T hiicrelerini artrma ve Treg hiicrelerini kisitlamaya yonelik yeni kanser asi
programlart hem CDS8" T hiicreleri hem de antijen spesifik immiin cevabi diisiinerek

degerlendirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Malign melanom, S100B, Treg, TIL



ABSTRACT

IMMUNOHISTOLOGICAL CHARACTERISATION OF TUMOR INFILTRATING
LYMPHOCYTES (TIL) IN MALIGNANT MELANOMA AND THE EVALUATION
OF REGULATORY T CELLS IN TUMOR TISSUE AND CIRCULATION FOR THE
ASSESSMENT OF ITS RELATIONSHIP WITH PROGNOSIS
Serpil TANRIVERDI AKHISAROGLU, MD

Dokuz Eyliil University, Institute of Oncology, 35340 Inciralti-izmir/TURKEY

The immunotherapists have begun to focus on malignant melanoma, in which unlike most
other solid tumors, spontaneous regression can be seen due to the specific immune response.
Thus in nowadays, it has been listed among the successful goals of immunotherapeutic
approaches. In order to clarify the role of regulatory T cells (Treg) in melanoma, further
detailed studies should be performed. The main objective of this study is the
immunohistological characterization of tumor infiltrating lymphocytes and to determine the
prognostic efficacy of Treg cells in circulation by comparing serum S100B levels. Therefore,
the analysis of phenotype and quantity of Treg’s are performed in both melanoma patients
(n=30) and healthy controls (n=24) by using the most suitable Treg marker FOXP3

transcription factor. Additionally, TILs are immunohistochemically evaluated.

In this study, higher serum levels of S100B and CD4 CD25", CD4 'CD25 FOXP3", and
CD8'CD25'FOXP3" cells are obtained in the patient group comparing to control group.
Negative correlation is found between serum S100B and CD4" cells and tumor infiltrating B
lymphocytes in peripheral blood circulation. It was shown that tumor infiltrating T
lymphocyte numbers were decreased when the Breslow thickness was increased. It was also
seen that tumor infiltrating CD4" lymphocyte numbers were decreased when the Clark level

was increased.

According to our results, there was a correlation between the tumor progression and the
clinical status of the patients and the measurement of serum S100B and Treg’s in blood
circulation. Moreover, it is possible to say that, there is a negative correlation between the
prognosis and presence of TIL’s. The lower quantity of lymphocytes which should suppress

the tumor is responsible for tumor development.



The final data of this study suggest a possible role of Treg’s in anti-tumor immunity.
For future it can be said that it is useful to design studies to investigate Treg’s in terms of
specific marker expression, inhibition mechanism, and antigen specificity. Thus, novel cancer
vaccine formulations, aiming to favor the expansion of CD4+ T cells, and to limit Treg cell
expansion, should be evaluated in conjunction with CD8+ T cells and at the level of antigen

specific immune responses.

Keywords: Malignant melanoma, S100B, Treg, TIL



1. GIRIS VE AMAC

1. Giris

Diinyada goriilme siklig1 giderek artan malign melanom, diger kanser tiirlerine gore
cok farkli bir dogal seyir izlemektedir. Erken tani i¢in risk altinda olan toplumlarda tarama
yontemleri gelistirilmektedir. Tiim bunlara karsin hastaligin sikli§i artmakta ve bir halk
saglig1 problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Malign melanom tanisinin erken dénemde
konulmasinin hastanin yasam siiresi ve kalitesine onemli katkida bulundugu bilinmektedir.
Erken donem malign melanomun tanis1 ve tedavisi kiiratif cerrahi ile olasidir. Tiimér kalinlig
4.0 mm’yi gecen ve bolgesel lenf nodu metastazi olan hastalarin yarisindan fazlasinda cerrahi
miidahaleye ragmen 2 yil i¢inde yineleme veya 6liim riski oldugu bildirilmektedir (1-4).

Malign melanomu, diger solid tiimdrlerden ayiran belirgin 6zellikleri, kemoterapi
ajanlarma gosterdigi intrensek diren¢ ve hastalik seyrinin degiskenligidir. Bu ozellikler,
malign melanomda cerrahi dist tedavi modellerinin gelistirilmesini ve standart hale
getirilmesini engellemektedir. Bu dogrultuda hastaya ozel tedavilerin gelistirilmesi soz
konusu olmaktadir (5). Diger solid timdrlerden farkli olarak spesifik bir immiin yanit
sayesinde melanom hastalarinda spontan regresyonun goriilmesi immiinoterapistlerin ilgisini
bu hastaliga ¢ekmis ve giiniimiizde immiinoterapinin hedeflerinden biri haline gelmistir (2,6).

Tiimdrli olgularda pek ¢ok immiin tedavi modeli, T hiicre yanitinin aktivasyonuna
odaklanmaktadir. Lenfosit altgruplarinin neoplazilerde immiinoregiilator role sahip olduklari
bilinmektedir. Iyi islev goren bir immiin sistem tiimorlere karsi konak¢i savunma
mekanizmalarimin isletilmesinde gereklidir (7-11). Timor infiltre edici lenfositler antijen
spesifik B hiicrelerini, Natural Killer (NK) hiicrelerini, adaptif immiin efektor hiicrelerini ve
immiin supresif hiicreleri icerir. Supresif T hiicreleri arasinda timusta olusturulan ve sitokine
bagimsiz olmasiyla karakterize olan CD4+CD25+ dogal T regiilator (Treg) hiicreleri
bulunmaktadir (3,12,13). Kanserde, 6zellikle melanomda CD4+CD25+FOXP3+ Treg’leri
doku seviyesinde arastiran az sayida calisma vardir (14-16). Treglerin doku diizeyinde
getirebilecegi yenilikler sunlardir:

e Prognostik marker olarak kullanimi
e Terapdtik hedef olarak roliiniin ortaya konmasi
e Melanom hastalarinin monitdrizasyonunda histolojik bir parametre olarak

kullanimi



Treg’lerin malign melanomda kanda tespit edilip Treg’lerin doku diizeyi ile ve malign
melanomda bir belirteg olarak genel kabul goéren S100B proteini (17) ile korele edilmesi

sonucunda prognostik bir belirte¢ olarak kullaniminin aragtirilmasi1 amaglanmaktadir.

2. Amag

Bu caligmadaki ama¢ malign melanom hastalarinda tiimdr infiltre edici lenfositlerin
immiinohistolojik karakterizasyonu ve regiilator T hiicrelerinin S100B ile karsilagtirarak
prognozu saptamadaki giiciiniin aragtiritlmasidir.

Bunun nedenle:

1. Tiimor infiltre edici lenfositlerinin tayini i¢in; Parafine gomiilii doku arsivinden 30
hastada immiinohistokimya yontemiyle CD3, CD4, CD8, CD20, CD25 ve FOXP3
ekspresyonlarinin yer ve miktar analizi

2. 12 yeni malign melanom hastasinin (24 saglikli kontrol) serumundan S100B
proteininin ELISA ile 6l¢iimii.

3. Dolasimdaki T regiilatorlerin sikliginin tam kanda Flow Sitometre ile 6l¢timii.

4. Treg’ler ile S100B arasindaki korelasyonun saptanmasi ve hastalarin klinik verileriyle

madde 1-3 iliskisinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir

3. Konunun Onemi, Getirecegi Yenilikler ve Sonuclar, Bunlarin

Uygulanabilirligi

Bu ¢alismanin sonucunda bekledigimiz sonuglar:
1. Immiinofenotipleme:

a. Timdr infiltre edici lenfositlerinin (TIL) dokuda tayini sonucunda TIL
lokalizasyonlarinin malign melanom prognozu ile iligskisinin ortaya
cikarilmast;

b. Tiimor infiltre edici lenfositlerinin dokuda hastalik subtiplerine gore tayini,
hastay1 immiinoterapi acisindan degerlendirmemizi saglayacak olan bulgular
verecektir;

c. Treg’lerin dokuda lokalizasyonu tayini sonucunda asagidaki kullanimlar i¢in
bulgu elde edilmesi;

e Prognostik marker



e Terapotik hedef olarak rolii
e Melanom hastalarinin monitérizasyonunda histolojik bir parametre
olarak
2. S100B diizeyleri ile TIL lokalizasyonlar1 arasinda iligskinin ortaya konulmasi
3. Elde edilmesi kolay ve hizli olan kan 6rneginde Treg’lerin diizey tespiti sonucunda;
a. Bu veriyi S100B ile karsilastirmak suretiyle prognostik bir marker olarak
giicliniin ortaya konulmasi.
b. Dokudaki Treg diizeyi ve lokalizasyonu ile karsilastirarak melanom
hastalarinda izlem ve prognoz markeri olarak yerinin ortaya konulmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

1. Malign Melanom

Cilt malign melanomu Amerika Birlesik Devletleri’nde 2009’da beklenen 68720 yeni
olgu ile erkekte besinci, kadinda altinct en sik kanser tiiriidiir (1). 2008’deki verilerden
melanomun 62480 yeni olgu ile erkekte altinci ve kadinda yedinci sirada yer alarak gerek
say1 gerekse cinsiyete gore kanser dagiliminda artmis oldugu goriilmektedir (18).

Yeni lezyonlarin %80’1 ciltte lokalizedir ve cerrahi eksizyon sonrast %95 oraninda 5
yillik sagkalim saglanabilmesine ragmen lokal lezyonu olan kisilerde hastalik
yineleyebilmektedir.

Gilinlimiizde yeni biyolojik tedaviler i¢in yapilan yogun ¢aligsmalara ragmen dissemine
olgularda ¢ok az etkili tedavi secenegi vardir ve hastaligin kotii seyrini degistirmek igin
yetersizdir (19). Immunoterapi uygulanmasi sadece cok kiigiik bir yiizdede etkili olmaktadir.
Metastatik hastaligi olan kisilerde kemoterapi ve biyolojik tedavi genellikle basarisiz
olmaktadir.

Son yiizy1lda melanom insidansinda belirgin bir artig gortilmiis, 1935 yilinda 100.000
de 1 iken giinlimiizde bu oran 100.000 de 15’e ¢ikmistir. Her ne kadar bu artigin kesin nedeni
anlagilamamigsa da, ozon tabakasinda meydana gelen hasar, giines i1sinlarina daha fazla
maruz kalma, agik tenli kisilerin ekvatora yakin bolgelere go¢ etmesi melanom insidansinda
belirgin bir rol oynamaktadir. Erken cerrahi tedavinin ¢ok etkili olmas1 nedeniyle uluslararasi
kuruluglar hastalig1 onleyici ve erken tani i¢in tarayici yontemler {izerinde yogunlagsmislardir.
Cok merkezli biiyiik prospektif randomize c¢aligmalar bazi temel sorulari yanitlandirmis,
melanomun daha iyi tedavi edilmesini ve daha iyi anlagilmasini saglamistir. Sentinel lenf
nodu biyopsisinin terapdtik rolii, izole ekstremite perfiizyon (ILP), sitotoksik ve biyolojik
tedaviler iizerinde ¢alisilmis ancak tam bir sonug elde edilmemistir.

Melanom hastalarinin  gruplandirilmast i¢in lokalizasyona ek olarak dokuz
klinikopatolojik prognostik belirte¢ ortaya konmustur, ancak bu belirte¢ler melanomdaki tiim
cesitlilikleri ayirt edebilecek nitelikte degildirler. Gergekten de, ayni klinik ve histolojik
parametrelere sahip olan hastalarin, farkli mRNA ekspresyon profilleri ve gen
ekspresyonlarina gore gruplandirilmalari sonucu degisik sagkalim oranlan ile iliskide

oldugunu gérmekteyiz (20-22).



Adjuvan tedavi risk-yarar degerlendirmesindeki olumsuzlugu nedeniyle lokal
melanomda tercih edilmemektedir. Bundan dolay1 genel sagkalimi artirmak adina tani
sirasinda adjuvan tedaviden yararlanabilecek olan hasta alt gruplarinin ayirt edilmesi kritik
onem tagimaktadir. Diger solid tiimdrlerden farkli olarak spesifik bir immiin yanit sayesinde
melanom hastalarinda spontan regresyonun goriilmesi immiinoterapistlerin ilgisini bu
hastaliga ¢cekmis ve glinlimiizde immiinoterapinin hedeflerinden biri haline gelmistir (Sekil 1)

@21).

1890'1arda ilk 1980 larda
kanser asisinin adjuvanlarin
gelistirilmesi {or.BCG) baz
(Coley) timarleri yok 1984 IFM-I Kanser 1991 ik defa bir timdr iliskili
ertiginin goscerilmesi imminoterapisinde onay antijenin (MAGE-1) Klonlanmasi
almas
1960 1970 1980 1990 2000
1953 Coley’in 1992 IL-2 kanser
calismasinin ilkc defa immiinoterapisinde onay
yaymlanmasi almast
1985 Kanser
1974 Melanomun spontan hastalarinda adoptif
regresyonunu saglayan immin  imminoterapinin
komponentlerin gosterilmesi kaallanilmasi

Sekil 1: Kanser immiinoterapisinin tarihgesi

1.1. Patogenez

Epidemiyolojik ¢alismalar acik tenli kisilerde cilt melanomunun en 6nemli sebebinin
giinese maruz kalma oldugunu gostermistir bu iligki cinsiyet ile anatomik lokalizasyon

farklilig1, gbgmen ¢aligmalar ve irksal fakliliklar ile de desteklenmistir (27).

Genetik caligmalar ailesel melanomlarin %50’sinin, sporadik melanomlarin da
%25’inin  tiimor  slipresdr gen pl6’daki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikabilecegini
gostermistir. Linkaj c¢aligmalar1 kromozom 9p21°1 familyal melanom geni olarak
tanimlamigtir. Tiim melanom olgularinin %8-12’s1 ailesel melanomlardir. Kalitim sekli
cogunlukla poligeniktir. Ailesel melanom Oykiisii olan kisilerin kutan6z melanom gelistirme

riskleri 50 yasinda %350 olarak tahmin edilebilir. Melanom hastalarinin akrabalarinda



kromozom 9p21°deki CDKN2A geninde mutasyonlar gosterilmisti. CDKN2A geni
komplekstir ve ikisi de hiicre hiicresel biiylimenin baskilanmasindan sorumlu olan p16 ile
pl4ARF’1 kodlar. Saglam p16 siklin bagimli kinazlar1 inhibe etmektedir. Bu 6nemli enzim
grubunun gorevi retinoblastom proteinini inhibe ederek hiicresel biiylimenin tesvik
edilmesidir. Bundan dolay1 saglam bir p16 hiicre sikliisiiniin durdurulmasi igin gereklidir.

pl4ARF, baska bir tiimdr siipresorii olan p53°iin etkisinin artirmaktan dolay1 6nemlidir (23).

Melanom progresyonunda asagidaki bes basamak s6z konusudur:

Benign melanositik neviis
Yapisal ve sitolojik atipili melanositik neviis (displastik neviis)
Pimer malign melanom, radyal biiyiime fazi

Pimer malign melanom, vertikal biiyiime fazi

A

Metastatik malign melanom

Tiimorogenezdeki her basamak ¢evresel doku iizerinde bir bliylime avantaj1 saglayan yeni bir

hiicre klonu ile karakterizedir.

1.2. Epidemiyoloji

Melanom insidansinda 1935’ten giiniimiize 15 kat artis olmustur. Hastaligin yillik
insidansinda %6’lik bir artis goriilmesine ragmen melanom nedeniyle meydana gelen 6liim
insidans1 her yil %2 artmaktadir. Buna karsilik son 50 yilda melanom nedeniyle 6liim
insidans1 anlamli derecede azalma gostermektedir. Benzer sekilde son yillarda 5 yillik
sagkalim anlamli derecede artmistir. Hastalik insidansindaki artisin, metastaz potansiyeli
olmayan ¢ok erken olgularin tanisi nedeniyle meydana geldigi diistiniilmektedir (19,24).

Melanom gelisme riski yasla artmaktadir. Ortalama goriilme yas1 45 ile 55 yaslar
arasinda olmakla beraber her yas grubu risk altindadir. Melanom genellikle toplumun iiretken
yastaki kisilerini etkiler. Amerika Birlesik Devletleri’nde tan1 konulan melanom olgularinin
74’1 40 yasin altindadir. 20-35 yas arasi kadinlarda serviks kanserinden sonra en sik goriilen
kanserdir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde melanom daha ¢ok yiiksek sosyoekonomik
siiflarda goriilmekle beraber, diisiik sosyoekonomik siniflarda daha fatal seyretmektedir.

Irklar arasinda belirgin farkliliklar gdstermektedir. Beyaz irki belirgin olarak daha
fazla etkilemektedir. Beyaz Amerikalilarda, Afrika kokenli Amerikalilardan 20 kat daha fazla

goriilmektedir. Zencilerde beyazlardan fakli olarak pigmente bolgelerden c¢ok akral
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bolgelerde ortaya cikar. Irklar arasindaki insidans farkliliklarina ragmen melanom insidanst
global olarak artmaktadir. Tiim diinyada 1irk en 6nde giden risk faktoriidiir ve beyaz irkta

siyah ve sar1 irktan daha fazla goriilmektedir (24,25).

1.3. Risk Faktorleri

Son 40 sene igerisinde melanom insidansindaki artig, etkili tarama programlarina
ilgiyi artirmigtir. Primer melanom olgularinin %93’niin gozle goriilebilir olmas1 nedeniyle
invaziv olmayan cilt muayenesiyle tarama programlar1 kolaylikla yapilmaktadir. Mukozal
ylizeylerde, gozle goriilen ve primer yeri bilinmeyen olgular da geri kalan yiizdeyi
olusturmaktadir. Birgok primer cilt lezyonunun aylar-yillar siiren radyal biiylime fazi vardir
ki bu siire hekimlerin, ailenin ya da hastanin kendisinin lezyonu erken fark etmesine ve
vertikal biiyliime fazina gegmeden etkili cerrahi tedavinin yapilmasina olanak saglamaktadir.
Tiimdr kalinligr 0.76 mm’den daha az olan melanomlarin 10 yillik sagkalim oranlarinin %
95’ ten fazla olmasi nedeniyle, vertikal biiylime fazina gegmeden yakalanmasi ve uzun siireli
sagkalim elde edilmesi kitlesel taramalardaki en Onemli amactir. Yapilan ¢alismalar ve
tarama programlar1 sonucunda bazi risk faktorleri belirlenmis ve bu faktorleri tasiyan kisiler
izerinde tarama programlari1 yogunlagtirilmistir (19, 26).

Karsinogenezle iliskili bilinen sigara, alkol, Ostrojenler gibi tipik risk faktdrlerinin
melanom gelisiminde etkisi saptanmamistir. Ancak hastanin fenotipi (sag, cilt ve goz rengi),
giines 1s1nlarina maruz kalma, aile hikayesi ve genetik faktorlerin melanom gelisimi iizerinde

rol oynadig1 bilinmektedir (Tablo1) (26).

Tablo 1 : Melanom gelisimde bilinen risk faktorleri

Birinci derece akrabalarda invaziv kutanéz melanom varligt
Ozgegmiste invaziv kutandz melanom dykiisii

Cok sayida melanositik neviis (>100) varlig1

>3 atipik (displastik) neviis varligi

Erken ¢ocuklukta (<10 yas) yiiksek oranda gilinese maruz kalma
Agcik renkli ten (cilt tipi 1veya 2).

Kizil veya sar1 sag

Cilli cilt

Bir veya birden fazla biillii giines yanig1 hikayesi.
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Yiiksek sosyoekonomik sinif

Gecmis solaryum kullanim oykiisii (6zellikle <30 yas)
Meslek (giftci vb.)

Gegmiste tarim ilact maruz kalma

Solaryum kullanimi

Ekvator bolgesi

Psoralen icerikli glines kremleri

Xeroderma pigmentosa

Korunma ve tarama programlari, son yillarda insidansi artan bu kanser tiirli i¢in ¢ok
etkili ve anlamhdir. Erken taninin prognoz iizerinde c¢ok biiylik etkisinin olmasi, tarama
programlarinin sadece gozlem ve fizik muayeneye dayanmasi, yiiksek maliyetler

gerektirmemesi nedeniyle desteklenmesi ve yayginlastirilmasi gerekmektedir.

1.4. Tam

Tiim siipheli lezyonlarda biyopsi endikasyonu vardir ve yardimci teknikler olarak
dermatoskopi ve ultrasonografi gibi invaziv olmayan tekniklerden yararlanilmaktadir. Her
stipheli melanom olgusunda miimkiinse lezyonun yakin kenarlarin1 da iceren eksizyonel
biyopsi yapilir. Lezyondaki melanom siiphesinin diisiik oldugu, lezyonun c¢ok biiyiik
olmadig1 ve tam rezeksiyon yapmanin miimkiin olmadigi durumlarda insizyonel biyopsi
yapilmasi uygundur.

Biyopsi, melanom evresinin belirlenmesi, uygun tedavinin planlanmasi ve prognozun
saptanmasi acisindan énemlidir (27).

Melanom hastalarinin %85’inde tani1 aninda hastaliklar1 lokalizedir (evre 1 ve II),
yaklasik %15’inde bolgesel lenf nodu tutulumu ve sadece %2 sinde uzak metastaz vardir.
Evre I ve II i¢in prognoz bir¢ok faktérden etkilenmektedir. Geng yastakilerde, kadinlarda,
ekstremite lezyonlar1 ve histolojik olarak lenf nodu negatif hastalarda prognoz iyidir. Timéor
kalinlig1 ve invazyon kalinliginin arttigi; mitoz oraninin arttidi; iilserasyon varligi; lenfoid
yanitin azaldigi; tiimor regresyon bulgulari, mikroskopik satelitler, vaskiiler invazyon varligi
ve ig hiicreli olmayan tip tiimorler kotii prognoz ile iligkili histolojik degiskenlerdir.

Bolgesel lenf nodu metastaz varligit %37 5 yillik ve %32 10 yillik sagkalim oranlari
gostermektedir. (28). Evre III melanomda prognozu belirleyen en énemli faktor pozitif lenf

nodlarmin sayisidir. Uzak metastaz varliginda ortalama sagkalim 6-9 aydir. Metastatik
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bolgelerin artmasi, i¢ organ metastazi, rezeksiyona uygun olmayan metastaz varligi, erkek
cinsiyet ve remisyon siirelerinin kisa olmasi Evre IV’te koétii prognozu diisiindiiren
parametrelerdendir (29).

Melanom tanisinda, lezyonun tanimlanmasinda 6dnemli olan klinik 6zellikler A B C D E
harfleriyle belirtilmistir.

A: Asimetri

B: “Borders” diizensiz kenarlar,

C: “Color” renk degisikligi,

D: “Diameter” ¢capin 5 mm’den genis olmasi,

E: “Enlargement” lezyondaki ¢ap artisi.

Kanama ve tlserasyon lokalize melanomlarda %10 oraninda, gecikmis olgularda ise %54

oraninda gozlenir ve kotii prognostik faktor olarak kabul edilmektedir (19).

1.4.1. Morfotipleri

Melanom morfotipleri, lezyonun prognozu hakkinda bilgi verse de, Breslow kalinligi,
iilserasyon varligt melanomun biyolojik davranisini belirleyen en O©nemli verilerdir.

Lezyonun morfolojisi bu verilerden bagimsiz bir prognostik faktor degildir (19,27,30).

a. Yiizeyel Yayilan Tip

Asimetrik yass1 ya da hafifce kabarik, siyah kahverengi golgeli renk degisiklikleri
iceren makiil olarak karsimiza ¢ikar. Depigmente alanlar igerebilir. En sik goriillen melanom
tipidir (%60-70). Bu lezyonlar hizli biiylime fazindan yillar 6ncesinde var olabilirler. Radyal
bliylime fazinda, c¢ap genislemesiyle birlikte, lezyonun {izerinde diizensizlikler meydana
gelebilir. Viicudun herhangi bir bolgesinde ortaya ¢ikabilir; kadinlarda daha cok alt

ekstremitelerde, erkeklerde ise siklikla govdede goriiliirler.

b. Nodiiler Tip

Genellikle uniform, lacivert-siyah ya da mavimsi kirmizi renklerde nodiiler
goriiniimlii lezyonlardir. %5 oraninda amelanotik olabilirler. Ikinci en sik gériilen melanom
tipidir (%15-30). Genellikle hizli ortaya ¢ikar. Nodiiler melanomlarin Breslow kalinliklari
fazladir. Hizl vertikal biiyiime gosterirler. Kadinlardan daha ¢ok erkeklerde, govdede, bas ve

boyun bolgesinde goriiliirler.
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c. Lentigo Maligna

Tipik olarak yiizde, biiyiik, ten renginde, yasst lezyonlardir. Kahverengi renk
degisiklikleri goriilebilir. Nadiren amelanotik olabilirler. Lentigo maligna lezyonlarinin
yaklagik yarist atipik melanositik proliferasiyon ile karakterize, yillar iginde melanoma
doniisme potansiyeline sahip prekiirsor lezyonlardir. Melanom hastalariin %S5’inde bu tip

lezyonlar goriilmektedir.

d. Akral Lentiginoz Melanom

Nadir goriiliirler. Genellikle avug i¢i ve ayak tabaninda ve tirnak altinda (subungual
bolge) goriiliir. Bu bolgelerde goriilen tiim lezyonlar akral lentigindz melanom degildir. El ve
ayaklarda goriilen bu melanomlar, tiim melanomlar i¢cinde %35 gibi bir oranda goriilmektedir.
Genellikle koyu tenli kisilerde ve =zencilerde goriiliir. Afroamerikanlarda goriilen
melanomlarin %70’1, Asyalilarda ise %46’s1 bu tip melanomlardir. Genellikle kahverengi-
siyah renklerde makiiler lezyonlardir, lezyon kenarlar1 diizensizdir. Akral melanomlar total
viicut neviis sayist ile direkt iligkilidir. Siklikla topukta bulunur. El ve ayaklarda meydana
gelen kesici alet yaralanmalari, zirai kimyasal maddeler ile temas, bu lezyonlarin olusum

riskini artirmaktadir. Bu lezyonlar geg ortaya ¢ikar ve prognozlari kotiidiir.

e. Desmoplastik Melanom

Klinik ve mikroskopik olarak zor teshis edilen, lokal olarak agresif seyreden nadir
goriilen tiptir. Tiim melanomlarin %1.7’sini olusturur. Bu tiimorlerin ¢ogu yash kisilerin bas
ve boyun bdlgesinde goriiliir. Yaklasik yarist amelanotiktir. S-100 ile kuvvetli olarak

boyanirlar.

1.5. Evreleme

Cilt melanomun evrelemesi, lokal, rejyonel ve metastatik hastaligi birbirinden
ayirmaktadir. Bu ayirim sagkalim oranlartyla dogru orantilidir. Evre I ve II erken (diisiik
riskli) ve kismen erken (orta riskli) hastaligi belirtmek icin kullanilmaktadir. Hastaligin
tekrarlama riskini arttiran bazi Ozellikler AJCC (American Joint Committee of Cancer)
tarafindan 1992 yilinda gézden gecirilerek evreleme sistemleri olusturulmustur. Bu evreleme
sistemi 2000 yilinda yeniden gozden gegirilmistir. Her iki sistemde de uzak metastaz (M1)
Evre IV, rejyonel lenf nodu metastaz1 (N1-3) Evre III malign melanomu ifade etmektedir.

Bircok hasta uzak ya da rejyonel hastalik bulgulari olmaksizin basvururlar. Bu hastalarda
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hastaligin lokal 6zellikleri prognoz hakkinda 6nemli ipuglar1 vermektedir. AJCC tarafindan
evreleme ve evreye bagl olarak sagkalim ylizdeleri 2002°de tekrar diizenlenmistir (31).
Bagimsiz parametreler oldugu kanitlanan mikrometastaz, iilserasyon, lenf nodu tutulum
sayis1, uzak metastazin alt gruplari evreleme sistemine yerlesmistir (19).

Mikroevreleme ya da Breslow kalinlig1 ve iilserasyonun olup olmamasi uzak ya da
rejyonel metastaz, olmayan hastalarda en 6nemli degiskenlerdir. Melanom tanis1 alan hastalar
arasinda, lokalize hastalik biiylik bir yer tutmaktadir. Evre I ve Evre II’'nin bu noktada
birbirinden ayrilmasi ¢ok onemlidir. Hastaligin diisiik riskli mi, orta riskli mi olup olmadig:
konusunda bizi aydinlatacaktir. 1992 yilinda AJCC tarafindan diizenlenen evreleme sistemi
prognostik degerlendirmeyi tiimdriin penetre oldugu cilt katmanlar1 esasina gore diizenlenmis
Clark sisteminden vazgecip, tiimoriin milimetrik penetrasyon esasina dayanan Breslow
sistemine gore diizenlenmistir. Breslow kalinliginin, Clark seviyesine gore ozellikle kiiglik
tiimorlerde ¢cok daha dogru prognostik deger verdigi ortaya ¢ikarilmis ve Breslow kalinligi
prognozu belirleyen en dnemli faktor olarak benimsenmistir. Bdylelikle bu yeni evreleme
sisteminde Evre I ve Evre Il melanomun prognostik degerlendirmesinde Breslow kalinlig1 ve
lilserasyon esas alinmistir. Breslow kalinligi 1mm’den az oldugunda primer lezyonun Clark
seviyesi analizlerde ancak sekonder bir 6zellik olarak yer almaktadir. T1 lezyonu olan ve
Clark Evre IV ya da daha fazla olan hastalarda nodal yayilim olasilig1 %10 iken, T1 lezyonlu
ve Clark evresi IV’ten az olan hastalarda nodal yayilim ihtimali sadece %2’dir. Ince
timorlerde Clark evrelemesinin 6nemi nedeniyle 1 mm’den az Breslow kalinligi olan

tiimorlerde Clark evre IV ve V T1b olarak belirlenmistir (19).

1.5.1. Breslow Kalinhgi

Evre I ve II melanomda primer lezyonun Breslow kalinligi en 6nemli prognostik
faktordiir. Hastaligin tekrarlamasi ve melanoma bagl 6liim riski primer melanomda her 1
mm'lik Breslow kalinligmin artmasiyla ciddi olarak artmaktadir. 1 ile 6 mm arasinda
kalinliga sahip primer tiimorlerde yineleme olasiligi lineer olarak artmaktadir. 6mm’den daha
(14) fazla Breslow kalinligina sahip tiimorlerde, her Imm’lik invazyonla meydana gelen
yineleme ve 6liim oranlar1 daha az kalinligina sahip tiimorlere gére azalmaktadir. Hastaligin
prognozu ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda T1/Evre Ia (0,76mm’den kiiciik), T2/Evre Ib
(0,77-1,50 aras1), T3/Evre Ila (1,51-4mm aras1) ve T4/Evre IIb (4mm’den biiyiik) seklinde
evreler belirlenmistir. Bu kategorilerdeki hastalarda risk, ¢ok kesin sinirlar olmamakla

birlikte Breslow kalinligiyla dogru orantili olarak artmaktadir. 2000 yilinda AJCC tarafinda
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Onerilen yeni evreleme sisteminde daha 6nce 0.76, 1.50, 4mm olarak belirlenen sinirlar, 1, 2

ve 4 mm olarak degistirilmistir (19,31)

1.5.2. Ulserasyon

Lokalize primer melanomlarda {iilserasyon %21-60 oranlarinda bulunmaktadir.
Ulserasyon varligi 5-10 yillik hastaliksiz sagkalimi 1/3’ten fazla azaltmaktadir. Her
derinlikteki lezyonlarda iilserasyon meydana gelmekle birlikte, derin tiimorlerde daha sik
goziikmektedir. Ulsere olmayan melanomlarin ortalama kalinlig1 0.8 mm iken, iilserasyonlu
melanomlarin ortalama kalinhigi 2.6 mm’dir. Ulserasyon diger prognostik faktorlerden
bagimsiz olarak lokal yineleme ve rejyonel hastalik riskini artirmakta, sagkalimi
azaltmaktadir. Ulserasyon saptanan olgularda rejyonel lenf nodu metastazi, iilsere olmayan
olgularla karsilastirildiginda %10 oraninda artmaktadir. AJCC tarafindan belirlenen 2000
evrelemesinde Evre I ve Evre II melanomda iilserasyon, Breslow kalinligindan sonra en
Oonemli bagimsiz prognostik faktor olarak belirlenmis, a harfi iilsere olmayan tiimérler icin, b

harfi ise llsere tiimdrler igin belirte¢ haline getirilmistir (19).

1.5.3. Morfotip

Eskiden melanom morfotipinin prognostik faktdr oldugu diisiiniiliirken, gliniimiiz
evreleme sisteminde morfotip yer almamaktadir. Morfotip klinikte hastaligin gidisi ile ilgili
hekime fikir vermek acisindan 6nem tasimaktadir. Nodiiler tip daha agresif vertikal biiyltime
gostermekte ve ylizeyel yayilan tipe gore daha kotli prognoz gostermektedir. Ayni sekilde
Akral Lentigindz tip, Lentigo maligna melanoma gore daha kotii prognozludur. Goriiliis
sikliklar1, yerlestikleri viicut bolgeleri, gilines 1sinlarina maruz kalma ile olan iliskileri

bakimindan morfotipler birbirlerinden farklilik gostermektedir (19).

1.5.4. Tiimorii infiltre eden lenfositler ve dentritik hiicreler

Yapilan calismalarda, primer melanom bolgesinin lenfositler tarafindan infiltre
olmasinin hastaligin daha iyi bir seyir gostermesiyle iligkili oldugu kanitlanmistir. “Boston
Collaborates of Melanom Study” adli ¢alisma grubu, yogun lenfosit infiltrasyonuna ugramis
melanom olgularinin daha iyi prognoza sahip olduklarin1 gostermistir. Metastatik
hastaliklarda lenfoid yanitin, primer hastalia gore daha az siklikta gozlenmesi tedavisel
anlamda immiinolojinin dikkatini bu konuya ¢ekmistir. Ayrica diger immiin mediyatorlerin
infiltrasyonu ile iyi prognoz arasinda iliski saptanmistir. Giiclii antijen sunucu hiicreler olan

dendritik hiicreler (DC) de melanom spesimenlerinde saptanmistir. DC infiltrasyonu timor
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kalinlig ile ters iliskidedir. DC, anjiyogenezin diizenlenmesi, tiimor apoptozisi gibi 6nemli

biyolojik olaylarda medyatdr olarak rol oynamaktadir (19).

1.5.5. Regresyon

Fibrozis ve santral depigmentasyon ile karakterize lezyon regresyonu literatiirde
bildirilmistir. Boyle lezyonlarda eksizyon sonrasinda beklenenden daha az Breslow
kalinligiyla karsilagsmak, hastaligin daha diisiik evrelenmesine yol agarak, ger¢ek prognozun
beklenenden daha kotii olmasini saglayabilir. Primeri bilinmeyen melanomlar, regrese olmus
lezyonlardan kaynaklanabilir. Bu hastalar hafif¢ce daha iyi prognoza sahip olmakla birlikte,
primeri bilinmeyen melanom olgulariyla es tutulur. Gershenwald ve ark. 1 mm’den kiigiik ve
regresyon gosteren lezyona sahip melanom hastalarinin higbirinde sentinel lenf nodu
pozitifligi saptanmadigini bildirmislerdir. Tiimor regresyonu, etkin, spesifik timdr yanitinin
hastalig1 sistemik olarak iyi yoOnde etkileyecegine dair isaretler vermektedir. Tiumor

immiinologlar1 degisik as1 stratejileri ile bu immiin yanit1 artirmak i¢in ¢alismaktadirlar (19).

1.5.6. Tiimor’iin ortaya cikis bolgesi

Akral, subungual bolgede, bas ve boyunda ortaya c¢ikan malign melanomlarin
prognozlar1 ekstremitede ortaya c¢ikan melanomlara oranla daha kotii prognoza sahiptir.
Tiimor bdlgesi bagimsiz ve anlamli bir prognostik degiskendir. Ust ve alt ekstremite arasinda
prognoz farki yoktur. Ancak el ve ayak parmak uglarindaki lezyonlarin seyri daha proksimal
lezyonlara gore daha kotiidiir. Prognostik degiskenler (lokalizasyon, cinsiyet, yas ve Breslow
kalinlig1) sagkalim beklentisini % 50’ye kadar artirmaktadir. Pozitif bolgesel lenf nodu
varliginda bu degiskenlerin prognoz iizerinde etkisi yoktur (19,31). Tablo 2’de AJCC’nin

2002°de revize olmus evreleme sisteminde 1, 5 ve 10 yillik sagkalimlar verilmistir.
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Tablo 2: American Joint Committee on Cancer (AJCC)’in 2002°de revize edilmis Malign

Melanom Evrelemesi

Sagkalim

Histolojik Ozellikler Smfiﬂﬁm }%‘)1 %,Z) ‘)' 13, /Z)‘l
Evre 0
Intraepitelyal veya in situ melanom Tis No Mg — |1 100 | 100
Evre 1
A
<1 mm iilserasyonsuz ve Clark seviyesi II/I11 T1a No Mo — | 95 | 88
B
<1 mm iilserasyonlu veya seviye IV/V T No Mo — | 91 &3
1.01-2 mm iilserasyonsuz Tsa No Mg — | 8 | 79
Evre 11
A
1.01-2 mm iilserasyonlu To, No Mo — | 77 | 64
2.01-4 mm iilserasyonsuz Tsa No My — | 79 | 64
B
2.01-4 mm iilserasyonlu T3, No Mo — | 63 51
>4 mm iilserasyonsuz Taa No My — | 67 54
C
>4 mm iilserasyonlu T No Mo — | 45 32
Evre ITI
A
Bolgesel tek nodal mikrometastaz, iilserasyonsuz primer T1.4a N1a My — |1 69 | 63
Bolgesel 2-3 nodal mikrometastaz, iilserasyonsuz primer T1.4a Noa My — | 63 57
B
Bolgesel tek nodal mikrometastaz, iilserasyonlu primer T1.45 N1a Mo — | 53 | 38
Bolgesel 2-3 nodal mikrometastaz, iilserasyonlu primer T Noa Mo — | 50 | 36
Bolgesel tek nodal makrometastaz, iilserasyonsuz primer T1.4a N1y, Mo — | 59 | 48
Bolgesel 2-3 nodal makrometastaz, iilserasyonsuz primer T1.4a Nop Mg — | 46 | 39
In-transit metastaz veya satellit lezyon(lar) metastatik lenf T Noc Mo | — [30-50
nodu yok
C
Bolgesel tek mikroskopik nod, iilserasyonlu primer T N1y Mo — | 29 | 24
Bolgesel 2-3 makroskopik nod, iilserasyonlu primer T1.45 Nop Mg — | 24 15
4 veya fazlfl metastatik nod, s'ertlesmis nodlar/biiyiik herhangi T N
ekstrakapsiiler yayilim, veya in-transit metastaz veya M — | 27 | 18
satellit(ler) ve metastatik nodlar 0
Evre IV
Uzak cilt, cilt alt1 veya nodal metastaz ve normal laktat herhangi T; 50| 191 16
dehidrogenaz (LDH) herhangi N; M1la
Akciger metastazi ve normal LDH herlilearr?;inﬁl; Fl{/’llb 57 7 3
Diger tlim visseral metastazlar ve normal LDH veya herhangi T; 41 9 6
herhangi bir uzak metastaz ve artmig LDH herhangi N; M1c
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1.6. Prognoz

Evre I veya II’ye sahip melanomda prognoz agirlikli olarak tiimor kalinligina baglidir.

A S

Melanoma in situ:
Lezyon <1 mm:
Lezyon 1.01-2 mm:
Lezyon 2.01-4 mm:

Lezyon >4 mm:

5 yillik sagkalim %100, 10 yillik sagkalim %100

5 yillik sagkalim %91-95, 10 yillik sagkalim %83-88,
5 yillik sagkalim %77-89, 10 yillik sagkalim %64-79
5 yillik sagkalim 9%63-79, 10 yillik sagkalim %51-64
5 yillik sagkalim %45-67, 10 yillik sagkalim %32-54

Tablo 3’te iyi prognozu gdsteren belirtecler yer almaktadir (32).

Tablo 3 :Kutandz malign melanomda prognostik faktorler

Faktor

Klinik:
Yas
Cinsiyet
Lokalizasyon
Lenf nodu sayis1
Uzak metastaz
LDH seviyesi

Histolojik:
Kalinlik
Ulserasyon
Clark seviyesi
Tlimor vaskiilaritesi
Vaskiiler invazyon
Mikrosatelitler
Mitotik oran
Regresyon

TIL ler

Daha iyi prognoz

<65

Kadin
Ekstremiteler
Yok

Yok

Normal

<1.0 mm
Yok

Seviye 1

Yok
Yok
Yok
Diistik
Yok

Var
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1.7. Biyolojik ve Serolojik Belirtecler

Malign melanom hastalarinda prognozu yansitacak birgok biyokimyasal, immiinolojik
ve kantitatif kan testleri incelenmistir. Bunlardan en eskisi LDH’tir. LDH metastatik hastalik
belirtecidir, 6zellikle de karaciger metastazlarinin belirtecidir. Yiiksek LDH degerinin 6nemi
bir¢ok calismaya konu olmustur. Bu ¢aligsmalarda elde edilen ortak sonu¢ LDH’1n énemli bir
prognostik faktdr olmasidir. AJCC 2000 diizenlemesinde LDH yiiksekligi kotlii prognostik
belirteg olarak evrelemeye katilmistir. Ayrica MIA (melanom inhibitér aktivitesi) ve
polipeptit S-100p vardir. MIA yeni bir molekiiler belirtectir. Ancak yapilan son ¢aligmalar
prognostik dneminin sinirli oldugunu gostermistir. Yapilan prospektif bir ¢alismada S-10083-
pozitif olan hastalarin hastaliksiz sagkalim siireleri negatif olanlara gore 2.7 kat daha kisadir.
Bu sonug istatistiksel olarak anlamlidir. S-100B bagimsiz bir prognostik faktordiir. Dolasimda
bulunan melanom hiicrelerini belirlemek i¢in RT-PCR teknigi uygulanmistir. Bu teknikte
tirozinaz kullanilmis, yliksek sensitivite nedeniyle flebotomi sirasinda kana karisan normal
melanositleri de saptanmistir. Saglikli kisilerde tirozinaz pozitifligi % 10’dur. Evrenin
artmasiyla tirozinaz pozitifligi artmaktadir. Tirozinaz pozitifligi evre, sagkalim, metastaz

varlig1 ve yliksek LDH ile orantilidir (19, 33).

1.8. Tedavi

Amerikan Dermatoloji Birligi’nin 2001 rehberine gore primer kutanéz melanomun
tedavisinde timdr olmayan bolgeyi de iceren eksizyon yapmanin énemi vurgulanmistir. Buna

gore eksize edilmesi gereken kenar miktarlar1 soyledir:

1. Melanoma in situ: 0.5-cm kenar
2. Breslow kalinlig1 <2 mm olan melanom: 1.0-cm kenar

3. Breslow kalinlig1 >2.0 mm olan melanom: 2.0-cm kenar

Melanom siiphesi uyandiracak tiim lezyonlar mutlaka patolojik olarak incelenmelidir.
Yiizeyden kabarik, iilsere, kanamali, renk ve boyut degisikligi gosteren lezyonlardan vakit
kaybetmeden biyopsi alinmalidir. Insizyonel biyopsilerde 6rnekleme hatasi olabileceginden,
tam kat eksizyonel biyopsi tercih edilmelidir. Eksizyonel biyopsinin tam kat olarak yapilmasi
lezyonun kalinlig1 hakkinda bilgi verecek ve rezeksiyonun genisliginin belirlenmesine
yardimct olacaktir. Tiraglama yontemleri kontrendikedir. Lezyonun Breslow kalinligini

vermeyeceginden, patolojik degerlendirmede yetersiz kalacaktir.
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1.8.1. Preoperatif Hazirhk

T1 lezyonu olan asemptomatik hastalara BT, MR ya da sintigrafi yapilmasinin geregi
ya da yarar1 yoktur. Evre IB ve daha gec evrelerde rutin akciger grafisi yapilmalidir. Evre III,
IV ya da yakinmalar1 olan hastalara karaciger fonksiyon testleri (6zellikle LDH) ve

radyolojik testlerin yapilmas1 gerekmektedir.

1.8.2. Eksizyonel Biyopsi

Minimal morbidite ile, lokal anestezi altinda biyopsi alinmalidir. 1-2 mm’lik saglam
doku ile lezyon eliptik insizyon ile eksize edilmeli ve primer siitiire edilmelidir. Bazi
cerrahlar ayni seansta frozen sonucuna gore tiimor kalinligini belirleyip cerrahi tedaviyi

tamamlamaktadirlar. Ancak bu yontem genel olarak kabul gérmemistir.

1.8.3. insizyonel Biyopsi

Insizyonel biyopsi sonrasi yapilan genis eksizyonun yineleme oranini arttirdig
yoniinde sonuglar elde edilmis, ancak bu ¢alismalar gecerli bulunmanustir. insizyonel biyopsi
ancak ¢ok biiyiik ya da subungual lezyonlarda tercih edilmelidir. insizyonel biyopsinin rutin
kullanimi mikroevrelemede yanlis sonuclar elde edilmesine neden olacaktir. Yiiz
lezyonlarinda kozmetik kaygi olmasi nedeniyle, insizyonel biyopsi yapilabilir. Kama (wedge)
seklinde alinan 6rnek mutlaka normal cilt dokusu, subkutan doku ve lezyonun orta boliimiini

icermelidir.

1.8.4. Rezeksiyonda cerrahi simirlar

Melanomda rezeksiyon derinligi muskuler fasyayr igermeyecek sekilde olmalidir.
Cerrahi sinirlar her zaman tartisma konusu olmustur. Cerrahi sinirin tanimi lezyonun gozle
goriiniir kenarindan radyal uzaklik olarak belirtilmistir. Patologlar, primer lezyonun etrafinda
bulunan, birakildigi zaman lokal yineleme ya da metastaza neden olan malign hiicrelerin
lezyona uzakligimi incelemiglerdir. Genis eksizyonlar bu hiicrelerin bolgede birakilma
olasiligmi diisiirmektedir. Gozle goriinen tiimor kenarmmin 1 cm etrafinda malign hiicre
kalintilar1 saptanmistir. Bazi histopatolojik veriler, 5 cm mesafeye kadar malign hiicrelerin
bulunabilecegini gdstermektedir. Eksizyonun genisligi, primer tiimoriin kalinligmma gore
belirlenmelidir. Gereginden biiyiik rezeksiyonlar fonksiyonel, kozmetik ve ekonomik olarak
dezavantajlar getirmektedir. Bu nedenle minimal rezeksiyon sinirlarinin belirlenmesi son

derece onemlidir. Lokal yinelemenin tanimi; insizyon yerine ya da cilt greftine 3 ila 5 cm
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uzaklikta tiimoriin yeniden ortaya ¢ikmasidir. Lokal yineleme nadir gézlenmektedir. Lokal
yinelemenin en az goriildiigii timor bolgeleri iist ekstremitelerdir. Ust ekstremiteleri, govde
ve alt ekstremiteler takip etmektedir. Ulserasyon varliginda lokal yineleme rélatif riski 6.3
kez artmaktadir. Bas-boyun tiimorlerinde ise diger bolgelere gore risk 9.4 kez artmaktadir.
1970 yilinda Breslow ve Macht 2 mm’den az derinlige sahip tiimorlerin 3-5 cm genis sinirla
rezeke edilmeleri gerektigini bildirmislerdir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1 mm’nin
altindaki tiimorlerin 1 cm siirla rezeke edilmesi Onerilmistir. Genis randomize g¢alismalar
sonucunda 1-4 mm arasindaki lezyonlarin rezeksiyon smirt 2 cm olarak standardize
edilmistir. In-situ lezyonlar i¢in yapilmis randomize ¢alismalar olmamakla birlikte, yapilan
retrospektif c¢alismalarda bu lezyonlarin rezeksiyonu sonrasinda lokal yineleme tespit

edilmemistir. In-situ lezyonlarin rezeksiyon siir1 0.5 cm olarak belirlenmistir (19).

1.8.5. Elektif Lenf Nodu Diseksiyonu (ELND)

ELND f{izerinde uzun yillar tartisilmigtir. Melanomun yayilim sekli ve biyolojisi bu
tartismalar i¢inde onem kazanmistir. Melanom hiicrelerinin yakin lenf nodlarima drene
olduktan sonra mu sistemik dolasima katildiklari, yoksa Fisher’in 6ne siirdiigii gibi, nodal
tutulumun sistemik hastaligin bir gostergesi olup olmadig: tartigmalidir.

ELND adaylar1 primer tiimor kalinligina gore belirlenmistir. Primer tim6rii 1 mm’den
ince olan hastalarda tam kiir olasiligr %98’dir. Bu hastalar ELND’den fayda gérmemekle
birlikte ameliyat sonras1 morbiditeye sahip olacaklardir. Primer lezyonu 4 mm’den biiyiik
olan hastalarin ise tan1 aninda yaklasik %70’inde uzak metastaz bulunmaktadir. Bu hastalar
da ELND i¢in iyi adaylar degildirler. ELND den fayda gorebilecek grup, orta kalinlikta
lezyona sahip hastalardan olusmaktadir. Bu konuda bir¢ok ¢alisma yapilmistir ancak sonuglar
celiskilidir. Tutulan lenf nodu sayisinin sagkalimi etkileyen en Onemli faktér olmasi
nedeniyle, ELND’nin tamisal amacl kullanilmasi savunulmustur. Gecikmis lenf nodu
diseksiyonu ile karsilastirildiginda ELND’ nin 5 yillik sagkalimi artirdigr belirtilmistir. Ayrica
rejyonel lenf nodu tutulumunun bilinmesi adjuvan interferon tedavisi i¢in uygun hasta
grubunun belirlenmesinde 6nem tasimaktadir. ELND faydalarina ragmen son derece
morbiditesi olan bir operasyondur. Patolojik incelemelerde lenf nodunun %80’inin negatif
cikmasi hastalarin  biiyiikk  bir c¢ogunlugunun prosediirden fayda gormediklerini,
gostermektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarin bir¢ogu retrospektif ve elde edilen sonuglar
celigkilidir. Cascinelli ve ark. elektif ve gecikmis lenf adenektomiyi karsilastirdiklar:

randomize calismalarinda lenfadenektomiden sadece lenf nodu pozitif hastalarin fayda

22



gordiigii sonucuna varmiglardir. Sentinel lenf nodu diseksiyonu tekniginin bulunmasiyla bu
veriler 6nem kazanmistir. Lenf nodu diseksiyonundan fayda gérmeyecek hastalar boylelikle

bu operasyonun morbiditesinden kurtulmuslardir (19).

1.8.6. Sentinel lenf nodu biyopsisi

Sentinel lenf nodu biyopsisi, evreleme ve olasi tedavi yontemidir ve melanom
yinelemesi ve sagkaliminin en gii¢lii prediktdriidiir. Once drene eden nodlarin haritasini
cikarmak i¢in lenfosintigrafi kullanilmaktadir. Sentinel lenf nodu biyopsisi, bir lenfatik
bolgeyi drene eden ilk lenf nodunun o bodlgedeki melanom varligi hakkinda tahmin
yiritiilebilmesine dayanir. Eger melanom hiicresi bulunmuyorsa ek bir cerrahi rezeksiyon
gerekmemektedir, ancak nodda melanom hiicresi varligi saptanirsa bu bolgedeki artiklar

temizlenmelidir (34).

Sentinel lenf nodunun durumunun saptanmasi bir¢ok agidan gereklidir. SLN’nin
bagimsiz bir prognostik belirteg oldugu gosterilmistir: Pozitif bir sonug, tedavi basarisizlig
icin yiiksek risk olusturur. Nispeten diisiik riskli bir islemdir ve komple lenfadenektomi veya
adjuvan interferon alfa-2b tedavisi gibi ek tedavilerden fayda gorebilecek olan yiiksek riskli
hastalarin tanimlanmasinda yardimci olur. Sentinel lenf nodu biyopsisi metastaz gostermeyen
hastalar icin psikolojik bir avantaj saglar. Sentinel lenf nodu biyopsisi i¢in pozitif sonuglar
AJCC T1 melanomlar i¢in %5’ten az oldugu i¢in, cogu ince melanomda sentinel lenf nodu
biyopsisi diisiik verimli bir yontemdir. Bu teknigin se¢imi i¢in en uygun Breslow kriterleri

heniiz tanimlanmis degildir (34,35).

1.8.7. interferon ile adjuvan tedavi

Adjuvan tedavi verilecek hastalarin belirlenmesi i¢in hastalarin evreleri ve prognostik
durumlar1 géz Oniine alinarak hastalar,”az-, orta-, yiiksek- ve ¢ok yiiksek-riskli” gruplara
ayrilmislardir. Yiiksek riskli hastalarda 5 yillik yineleme ve 6liim riski %50’yi gecmektedir.
Melanomda IFN veya diger ajanlar kullanilarak adjuvan tedavi yapilacak hastalar yineleme
riski yiiksek olan hastalar (Evre IIB ve III) ve orta derece yineleme riskine sahip hastalar
(Evre I1A) olarak belirlenmistir. AJCC Evre I hastalarda yineleme riski oldukca diisiiktiir.
Hastaliksiz ve genel sagkalim siireleri bu hastalarda iyidir. Bu nedenle Evre I hastalar

adjuvan tedaviden fayda gormezler (19).
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1.8.8. Kemoterapi

Sistemik kemoterapi Oncelikle ileri Evre III (rezeke edilemeyen bolgesel metastaz)
veya Evre IV (uzak metastaz) melanomu olan hastalarda kullanilir. Cogu kemoterapi
ilaclarin ¢ok fazla etkili olmamasina ragmen, ileri melanomun tedavisinde tek FDA onayli
ila¢ olan dacarbazine en aktif ila¢ gibi goriinmektedir. Yanit oran1 %10-20’dir ve deride, cilt
altt dokular veya lenf nodu metastazi olan hastalarda genellikle daha iyi yanit verdigi
gosterilmistir. Diger kombine kemoterapi ve biyokemoterapi rejimleriyle daha yiiksek yanit
oranlar elde edebilir, ancak kalic1 remisyon saglayabileceklermis gibi goériinmemektedirler

(29).

1.8.9. Biyolojik Tedavi

Immiin sistemi melanoma kars1 uyarmaya yénelik tedaviler son yillarda biiyiik ilgi
toplamistir. Interlokin-2 (IL-2) tekli ajan olarak metastatik melanomda kullanilmistir. Bir
caligmada, hastalarin %7’sinde kalict bir tam yanit saptanmistir: Hastalarin tedavi
baslandiktan sonra 8 yila kadar hastaliksiz sagkalimlar1 goriilmiistiir (36). Rosenberg ve ark.
hastadan alinan tiimor infiltre edici lenfositlerin geri verilmesi ve IL-2 ile tedavi sonucunda
pozitif sonuglar gdstermistir. Monoklonal antikor tedavileri hala deneysel asamadadir ve
melanom tedavisinde kullanilabilirler.

Benzer sekilde, melanom asilar1 belirli melanom antijenlerine karsi yaniti uyarmak igin

gelistirilmistir. Asi ile ilgili klinik ¢aligsmalar stirmektedir.

1.8.10. Perfiizyon Kemoterapisi

Izole ekstremite perfiizyonu ekstremitelerdeki melanom igin kullanilmaktadir. izole
ekstremite perflizyonunda, ekstremite bir turnike ile sistemik dolasimdan arteriyel ve vendz
kaniilasyon kullanilarak izole edilir. Bu yontemde, kemoterapi ilact oksijenatér pompa
vasitasiyla infiize edilir, sonrasinda ila¢ ekstremiteden uzaklastirilir. Lokal yineleme gosteren
veya ekstremite metastazlarinda bu tedavi en etkili ydntem olarak gelistirilmistir. Ilag
infiizyonu i¢in kullanilan ilaglar, dacarbazine, melphalan, sisplatin, karboplatin, thiotepa ve

sitokin timor nekroz faktorii-a igerir (37).

1.8.11. Radyoterapi

Radyoterapi Evre IV hastaligi olan bazi hastalarda palyatif amaclh kullanilir. Belirli

endikasyonlar arasinda beyin metastazi ve kemik agris1 yer almaktadir.
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1.9. Takip

Melanom hastalarinin diizenli takibinin hedefi yineleme ya da ikinci bir melanom
gelisiminin saptanmasidir. Her ziyaret ayrintili bir 6ykii, fizik muayene i¢ermelidir. Evre I
veya II melanomu olan hastalarin ¢cogu i¢in bu takip ilk 2 yil i¢in her 3 ayda bir, sonraki 3 yil
icin 6 ayda bir, ondan sonra yillik planlanmasi tavsiye edilir. Eger hastada displastik neviis
varsa, takip araligi her 6 ayda bir siiresiz olarak devam edebilir. Atipik neviislerin
fotografinin ¢ekilmesi klinik olarak takipte yararli olabilir. Hastalar ayrica egitilmeli ve aylik
olarak kendi cilt muayenelerini yapmalar1 i¢in tesvik edilmelidir. Uzmanlar, 1940’larda 5
yillik sagkalim %40 dolayindayken, bunun giiniimiizde %86’ya ¢ikmis olmasinin erken tani
yontemlerinin gelismesine bor¢lu oldugumuzu vurgulamakta ve hem hekimlerin hem de
halkin melanomun erken belirtilerini taniyip en kisa zamanda uygun dermatolojik

degerlendirme ve tedaviye bagvurmalarini onermektedirler (2).
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2. TUMORU INFILTRE EDEN LENFOSITLER

Tiimor infiltre edici lenfositler (TIL) antijen spesifik B hiicrelerini, NK hiicrelerini,
adaptif immiin efektor hiicrelerini ve immiin supresif hiicreleri icerir ve tiimor hiicresinin

oldiiriilmesi ile timor regresyonundan sorumlu hiicrelerdir (38).

2.1. TIL kavraminin gelisimi

Malign tiimorlerde degisik sayilarda lenfositlerin varliginin fark edilmesinin
tizerinden 100 seneden fazla geg¢mistir. Bu lenfositler daha sonra tiimér infiltre edici
lenfositler (TIL) olarak tanimlanmustir. Ilk basta bu TIL’lerin kanserde kronik bir
inflamasyonu gosterdigi diisiiniilmiig, daha sonra TIL’lerin kanser biiyiimesi i¢in iyi bir ¢cevre
mi yarattiklari, yoksa kansere karst bir host cevabi olarak m1 ortaya ¢iktiklar1 tartisilmistir
(39). Prognoz ile immiin hiicre infiltrasyonu arasinda ilk defa 1949°da meme kanseri olgulari
tizerinde kurulabilmistir (40). 1969°da Clark ve ark. ilk defa primer cilt melanomunda
lenfosit infiltrasyonunu tanimlamislardir (41). Daha sonra bu bulgunun prognostik 6nem
tasidig1 gosterilmistir. Primer melanomlarinda orta ile yiiksek diizeyde lenfosit infiltrasyonu
olan hastalarin 5 yillik sagkalimlar ii¢ kat artmistir. Elder ve ark. lenfositik infiltrasyonunu
“canl1”, “canli olmayan” ve “yok” diye siniflandirmis ve TIL’lerin sadece vertikal biiyiime
fazinda prognostik 6nemde oldugunu gostermistir (42). Buna karsin TIL yayiliminin, in situ
veya invaziv olup olmamasindan bagimiz olarak, radyal biiyiime fazindaki melanomlarda
prognoza katkisinin olmadigi gosterilmistir. TIL canliiginin T2-T4 primer kutandz
melanomlarda prognostik oldugu ve ¢ok kalin lezyonlarda (T4) prognostik olamadigi
gosterilmistir. Hem 5-10 yillik sagkalimlarin hem de lenf nodu metastaz olasiliklarinin TIL
sayilar1 ile ters orantida oldugu gosterilmistir. Teknik kisitliklar nedeniyle o donemlerde

yapilan c¢aligmalarda TIL’ler icin immiinofenotipleme yapilmamistir ve dolayisiyla TIL

bilesen ve fonksiyonlarindaki farklar arastirilmamistir (43).

2.2. TIL hedefleri ve taninma mekanizmalari

T hiicrelerinin tanidig1 antijenler (Ag) peptid ve polimorfik hiicre yiizey
proteinlerinden olusan ve peptid ile baglantiya peptid baglama olugu ile giren “major
histocompatibility complex” (MHC) antijenleridir. CD4 helper T hiicreleri en az 13 amino
asit uzunlugundaki ve MHC II (HLA DR, DP, DQ) tarafindan sunulan peptidleri tanirken
CDS8 sitotoksik lenfositler (CTL’ler) 8-10 amino asit uzunlugundaki ve MHC I (HLA A, B,C)
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antijenleri tarafindan sunulan peptidleri tanir (44). MHC 1 antijenleri tim ¢ekirdekli
hiicrelerde eksprese olmaktadir ve bundan dolayr timor hiicrelerini de iceren genis bir
dagilim gosterir. Timor hiicrelerindeki ekspresyon timor progresyonu sirasinda
kaybolabilmektedir. MHC II antijenlerin ekspresyonu profesyonel antijen sunan hiicrelere
(APC) (makrofaj, dentritik hiicre ve B hiicreler) sinirlidir, ancak tiimdr hiicrelerinde de bazen
degisik bir sekilde eksprese olmalar1 peritimoral infiltrasyon veya direkt neoplastik
transformasyonun bir sonucu olarak goriilebilir. Gergekten de ¢ok sayida melanom MHC II
molekiillerini eksprese eder ve interferon-gamma (IFN-y) ile tedavi, ¢ogu melanomda MHC
IT ekspresyonunu indiikleyebilir (44).

Normalde ¢ekirdekli hiicrelerin MHC I eksprese etmeleri ve inflamatuvar bir ¢evrede
MHC II Ag’lerinin upregiile edebilmelerinin yaninda, aslinda APC’ler hem MHC II hem de
T hiicre ko-stimiilator molekiil ekspresyonlar1 sayesinde en iyi T hiicre yanit1 olusturabilen
hiicrelerdir. Bundan dolayr c¢ok sayida calisma APC’lerin, o6zellikle de DC’lerin,
fonksiyonlarii artirmay1 hedeflemektedir.

Melanom peptid Ag’lerin idantifiye edilmesi: cDNA ekspresyon kiitliphanelerinin
melanom-reaktif T hiicreleri i¢in taranmasi, piirifiye HLA molekiillerinden eliie edildikten
sonra kiitle spektrometri ve genomik sekanstan 6n goriilmesidir. Bu tekniklerin kullanimi
sonucu melanomda ¢esitli Ag siniflar1 gdzlenmistir. Bunlar otolog tlimor-spesifik (6r. B-
katenin geninde 6zel nokta mutasyonlarini igerir), doku-spesifik (6r. MART-1) ve ortak
kanser-spesifik (6r.MAGE ailesi) Ag’lerini igerir. Ancak immiin sistemin bu ¢esitli Ag’lere

nasil degisik yanitlar verdigi heniiz kesin ortaya konulmamustir (45).

2.3. Melanom TIL’lerinin T hiicre reseptor (TCR) repertuari

Bir¢ok calismada T hiicreleri tarafindan melanom tiimor Ag’lerinin taninmasinda
TCR variable (V) genlerinin rollerinin olup olmadigr arastirilmistir. Ancak sonuglar
celiskilidir, bu belki de tiimor immiinitesinin karmasikligini ortaya koymaktadir. Artik
degisik T hiicre alt gruplarinin nasil etkin bir anti-tiimér cevabina katildig1 ve bu hiicrelerin
fonksiyonel karakteristiklerinin arastirtlmasi, TIL’lerin TCR repertuar analizinin 0nemini

golgede birakmistir (46).

2.4. TIL’lerin immiinofenotipleri

TIL’lerin kompozisyonu agirlikli olarak T hiicre popiilasyonundan olugmaktadir.

Kanserler arasi farkliliktan ¢ok hastalar arasindaki farkliliktan kaynaklanan genis bir aralikta
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eksprese olmaktadirlar. Bazi hastalarda CD4+ T hiicreleri %90 oraninda temsil edilirken
diger hastalarda %90 oraninda CD8+ T hiicreleri goriilmektedir (43).
Periferik kan lokositlerinin % 20-30 kadarini lenfositler, periferik kandaki lenfositlerin de
%70-80'ini de T lenfositleri olustururlar. T lenfositleri, timusta gelistikleri ve timus bagimli
hiicreler olduklar1 icin "T hiicreleri" adim alirlar. immiin cevabi baslatan antijene spesifik
efektor yanit1 olustururlar. Cesitli ¢oziinlir maddeler iireterek diger 16kosit aktivitelerini de
regiile ederler. Lenfositlerin efektor ve regiilator olmak {izere iki ayr1 fonksiyonu vardir:
1. Efektor fonksiyonlari;
Hiicresel sitotoksisite,
Hiicresel immiinite (geg tip asir1 duyarlilik).
2. Regiilator fonksiyonlart;
B ve T hiicrelerin, monosit ve makrofajlarin aktivitesini artirmak,
Immiin yanit: baskilamak,
Sitokin salgilamak
Immiinglobulinlerle yapisal ve fonksiyonel olarak benzerlik gdstermesine karsin,
hicbir zaman salgilanmazlar. Etkilerini direkt temas veya diger immiin hiicrelerin
aktivitelerini etkileyerek gosterirler. Immiin sistem, tiimér rejeksiyonunda kritik bir role
sahiptir ve T lenfositleri, etkili bir tiimor immiin yanitin gelismesinde en énemli hiicrelerdir.
Bu nedenle, tiimorlii olgularda pek ¢ok immiin tedavi modeli, T hiicre yanitinin
aktivasyonuna  odaklanmaktadir ~ (7-11).  Lenfosit  altgruplarinin  neoplazilerde
immiinoregiilator role sahip olduklar1 bilinmektedir. Iyi islev géren bir immiin sistem
tiimorlere karsi konakg¢r savunma mekanizmalarinin isletilmesinde gereklidir. Yine iyi gorev
yapan bir immiin sistem sadece terapotik anlamda degil prognostik anlamda da (lenfosit
aberrasyonlarinin kotii bir prognoz kriteri olabilecegi gibi) bir kriter kabul edilebilir.
Melanomda daha ince, regrese olan lezyonlarda CD4+ TIL’ler Tyl CD4+ hiicreleri
icin tipik olan sitokinleri (IFN-y,lenfotoksin, IL-15, IL-2) salgilarken, daha kalin, regrese
olmayan lezyonlarda ¢ok sayida Ty2 veya T regiilator CD4+ hiicreleri TGF-3 ve IL-10 salar.
Tyl hiicrelerin gii¢lii hiicre aracili immiin yanitlar1 gelistirdigi ve Ty2 hiicrelerin de alerjik
yanit ve/veya immiinsiipresif faktorleri salgiladigi géz oniinde bulundurulursa bu degisik
hiicre alt gruplarin dagilimlar1 timdr mikrogevreyi etkilemesi beklenir (22). Regiilator T
hiicreleri de TIL’lerin icerisindeki CD4+ T hiicrelerin CD25+/FoxP3+ olan bir alt grubudur
(47).
Kisith caligmalarda yiiksek seviyede B TIL’leri bazi kanser tiplerinde iyi prognoz

gostergesi oldugu bulunmustur. Ancak hiimoral immiinitenin melanomdaki 6nemi daha ¢ok
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arastirtmalidir, ¢linkii bugiine kadar olan ¢aligmalarda Ig depozitleri ve B hiicrelerinin timor
mikrogevresinde nadir goriildigii gosterilmistir (48). NK hiicreleri yine melanom TIL’ler
arasinda nadir goriilen hiicrelerdir. Diger bir nadir hiicre alt grubu da yo T hiicre ailesidir
(49).

Sekil 2 lenfoid hiicrelerin alt gruplarint gostermektedir (43). Tablo 4’te TIL
immiinofenotiplemesini ayrintili incelemek i¢in Onerilen markerler goriilmektedir.
Immiinofenotiplemenin artik rahatca ve ayrmtili kullanilabilmesiyle gelecek calismalar

TIL’lerin kompozisyonunun en az “canlili§i” kadar énemli oldugunu gdsterebilecektir (43).

M 1l|pt nt

NK Hicrele Plazma Hic
TCR, SC03 0056 CO19 CDZU Cco20, CD'J:]G
5 TCR* Hiicrele afp TCR* Naive CDE* T Hiicreler
Hiicraler Hiicreler  CCR7*, Perforin’, CD27*,CD28"

Vi1 T Hiereler Digeryd T Hlcreler CD&‘ T Hicreler Efektdr T Hlcreler anan Hicrele

r
NKG20* CCR7", Perforin®, CD27-, coee,
[stress ligand- cDz7-, CD2s Telomeraz eksik

spesifik)
Treg Hicreler  Yards m: \

CD4*, CD25* T Hie |'
Belle kH Goreler

CD122*, CD45RO",
coz7*, CDz"

Ty 1 Hicreler Ty 2 Hicreler
(IL-2, IFN4salgilar)  (IL-4, IL-5

Sekil 2: Lenfoid hiicrelerin alt gruplari

Tablo 4: TIL immiinofenotiplemesinde 6nerilen markerlar

Marker Ozgiilliik
Foxp3 CD3, CD4 ve CD 27 ile birlikte Treg’leri belirleyebilir.
CD27 CD3, CD4 ve Foxp3 ile birlikte Treg’leri belirleyebilir.

CD3, CD8, CD28 ve KLRGI1, CD57 gibi markelarla birlikte CD8+ T
hiicrelerin farklilasma diizeylerini belirleyebilir.

CD3 ve CDS T hiicre alt gruplarini belirler. CD5 negetif boyanmasi ve CD3 ylizey
boyanmasi NK tiirii belirteci olarak kullanilabilir.

CD8 T hiicrelerinin sitotoksik tipinin belirtecidir.

CD4 T hiicrelerinin regiilator ya da yardimci tipinin belirtecidir.

CD28 CD3, CD8, CD27 ve KLRGI1, CD57 gibi markerlarla birlikte CD8+

T hiicrelerin farklilagsma diizeylerini belirleyebilir.

CD57 ve KLRG1 CD3, CD8, CD28 ve CD27 gibi markerlarla birlikte CD8+ T
hiicrelerin farklilagsma diizeylerini belirleyebilir.

Bu markerlarla boyanmada CD5 varligi, CD3 yiizey ve TCR
boyanmasi NK tiirlinii belirler.

Vo1 6 TCR Korunmus TCR ile MICA/B stres ligandlarina baglanabilen y6 T
hiicre alt gruplarini belirler

29




Pan-yd TCR

19 T hiicrelerinin alt gruplarinin belirteci

Pan-af§ TCR oy T hiicrelerinin alt gruplarinin belirteci

CD20 B hiicre tiplerinin oldukga spesifik bir belirteci. CD19 (sadece
flowsitometride), PAXS, yiizey Ig (BCR) gibi markerlarla birlikte B
hiicreleri belirlemede kullanilabilir.

CD16 ve CD56 CD2, CD7 ve NK hiicre reseptorleri 6rnegin; KLRGI ile birlikte NK

hiicreleri belirlemede kullanilabilir.
NK hiicreleri CDS5, yiizey CD3 (sCD3) ya da yiizey TCR eksprese
etmezler.

CD25 (IL2-Roy)

Az ekspresyonu T hiicre aktivasyon belirtecidir. Diger markerlarla
(Foxp3, CD27, CD4) birlikte gii¢lii CD25 ekspresyonu Treg’leri
tanimlar.

CD69 (Leu 23)

T hiicrelerdeki aktivasyon belirtecidir. TCR (212) ile aktive edilerek
T hiicrelerinde bulunur.

CD122 (IL-2Rp)

T hiicrelerinin 6nceki Ag maruziyetinin belirtecidir. Ayrica, NK
hiicreleri tarafindan da salgilanir.

CD79a

Tiim B hiicrelerinin farklilasma basamaklari i¢in belirtectir. Pozitif
boyanma normal kemik iligi B hiicre onciillerinden terminal olarak
farklilasmis plazma hiicrelerine dogru gézlenir.

CD138

CD38 ve CD 79a ile birlikte plazma hiicrelerinin belirtecidir. CD138
pozitif boyanan hiicreler terminal olarak farklilagmistir, PAXS ve
CD20 i¢in boyanmazlar ve CD45 i¢in negatif olabilirler.

CD45R0O/ CD45RA

Lokosit ortak antijeninin izotipidir. CD122 gibi, CD45RO 6nceki
antijen maruziyetinin gosterilmesi i¢in kullanilabilir.

Perforin/ Granzym

Sitotoksik graniil iligkili molekiillerdir. Efektor T hiicrelerinde
(cogunluklaCD8+) belirlenir.

NKG2D

Immunsagkalim fonksiyonlu bazi hiicreler tarafindan salgilanan stres
ligand reseptor/kostimiilator molekiiliidiir.
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3. T REGULATOR HUCRELERI (Treg)

Tiimor infiltre edici lenfositler antijen spesifik B hiicrelerini, NK hiicrelerini, adaptif
immiin efektor hiicrelerini ve immiin siipresif hiicreleri igerir. Siipresor hiicreler ilk defa
1970’lerde tanimlanmig ve Ag spesifik olduklar1 ve bir kez aktive olunca CD4+ hiicreleri
hedefleyip hem hiimoral hem hiicresel immiinitenin gelismesini ve aktivasyonunu
durdurdugu diisiiniilmiistiir. Fenotipik belirteclerin kesfi ile yaklasik 20 yil sonra otoimmiin
hastaliklara kars1 toleransi diizenleyen (IL)-2 reseptor a-zinciri(CD25) eksprese eden CD4+
hiicreleri gosterilmistir. Bu Treg’ler periferdeki naiv CD4+ T hiicrelerinin %5-10"nunu
olusturmaktadir.

Timus kaynakli Treg’ler sitokine bagimsiz olmasiyla karakterize olan dogal
Treg’lerdir ve kolayca yiliksek CD4 ve CD25 ekspresyonlari ile taninir (50). Bu hiicrelerin
major fonksiyonu otoimmiin yanittir. Regiilator T hiicreleri hem dogal hem de kazanilmis
immiiniteyi uyarabilirler. Siipresyonun c¢esitli asamalarini etkileyerek otoimmiin hastaliklar,
organ transplantasyonu, enfeksiyon hastaliklari, alerji ve kanser gibi hastaliklarda da
etkilidirler. Kanserde tiimor hiicreleri, dogal ve kazanilmig immiinite arasindaki baglantilar
antitimor immiin yanit agisindan 6nemlidir (3,12,13). Dogal Treg’ler kanda da bulunur ve
fonksiyonlarin1 gosterdikleri perifere go¢ ederler. Periferde ‘adaptive’ Treg ‘leri CD4+CD25-
hiicrelerden gelisebilir ve bu hiicreler self ve nonself antijenlere karsi etkilidir. Antijene
spesifik ‘adaptive’ Tregler dogal Treglerle ortak immiinohistokimyasal 6zellikler tasir, bunun
yaninda apoptoza daha yatkindirlar ve cesitli sitokinler gibi sagkalim faktorlerine ihtiyaglar
vardir (38,51). Tregler antijen spesifik helper CD4+ ve sitotoksik CD8+ T hiicrelerinin
aktivasyonunu, proliferasyon ve sitokin iiretimini durdurur.

FOXP3 (forkhead box P3 transcription factor) CD4+CD25+ hiicrelerin siipresor olan
boliimiinii ortaya ¢ikarmaya yardimei oldu. Farede sadece Treg’lerde eksprese olan FOXP3,
‘forkheadwinged helix’ transkripsiyon faktor geninin iirliniidiir ve Treg’lerin en giivenilir
belirtecidir.

Dogal Treg’lerin siipresdr mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilmis olmamakla
birlikte membrana bagli TGF-f ile, sitokin salimimui ile (IL-10, TGF-B, IL-35), cAMP ve
ekstraselliiler adenozin sinyallesmesiyle hiicre-hiicre etkilesimi ile oldugu diistiniilmektedir.
Indiiklenebilir Treg’ler fonksiyonlar1 agisindan dogal Treg’lere ¢ok benzerler, ancak periferde
FOXP3 negatif naiv T hiicrelerinden spesifik uyarilarla farklilasir. Bir kez uyarilinca bu

hiicreler FOXP3, sitotoksik T lenfosit Ag-4 (CTLA-4) ve IL-10 eksprese ederler (50).
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4. S100B proteini

S100B kalsiyum baglama motifi iceren calmodulin/parvalbumin/troponin C siiperailesine
ait bir proteindir. Iki alt birimin homodimer ve heterodimerleri olarak bulunur. Intraselliiler
ve ekstraselliiler diizenleyici gorevleri vardir. Hiicre iginde enzim diizenlenmesi, kalsiyum
homeostazi, hiicre iskeleti hareketi, hiicre biiylime ve farklilagmasi ve immiinolojik rolleri
vardir. Ekstraselliiler olarak S100 proteininin; inflamatuar hiicreler, astrositler, noronlar,
mikroglia, endotel ve epitelyal hiicreler iizerine diizenleyici ve uyarici etkileri vardir (17).

S100 protein ailesi bircok alt molekiilden olusmaktadir; S100A1-14, S100B, S100P,
S100Z, calbindin, profilaggrin, trychohyalin, repetin. S100 gen ekspresyonunda kanser,
kardiyovaskiiler ve cilt hastaliklar1 gibi bir¢cok patolojide bozukluklar gésterilmistir. Yaklasik
20 sene once melanom hiicrelerinin S100 proteininin solubl formunu salgilayabildikleri ve
daha sonra da gliyom ve noroblastom gibi tiimorlerde de S100 proteininin varlig
gosterilmigtir. Timoriin igerisinde S100B yiiksekligi malign melanomun yani sira tiroid
karsinomu ve renal hiicreli karsinomda gosterilmistir ve S100B’nin yogunlugunun direkt
malignite derecesi ile korele oldugu bulunmustur. Ayrica SI00B ekspresyonu ile sagkalim
stiresi arasinda da ters iliski vardir. SI00B in vitro sartlarda protein kinaz ile p53’iin kalsiyum
bagimli fosforilasyonunu inhibe etmektedir. Bunun sonucunda melanom ve diger tiimorlerde
de 6nemli olan p53 tiimor slipresér mekanizmalar1 baskilanir ve kontrolsiiz tiimor biiyiimesi
geligir. Serum S100B’nin malign melanom takibinde yararliligi gosterilmis ve klinik
kullanim1 olan bir biyomarker olmustur. Ozellikle metastatik melanomda S100B yiikselisi
hastaliksiz ve total sagkalim siirelerinin kisalmasi ile orantilidir. Dolasimdaki S100B
yiiksekligi kotii prognozun giiglii bir gostergesidir. Ayrica S100B malign melanomun c¢esitli
evrelerinde de prognostik degerdedir. Ancak S100B yiiksekligi maalesef malign melanom
icin spesifik degildir. Dolasimdaki anormal seviyelerini karaciger, bdbrek, cesitli
inflamatuvar ve enfeksiyon hastaliklarinda gorebiliriz (52).

S100B’nin malign melanomda gosterilmis yararliliklar:

e Evreleme

e Prognozun tahmin edilmesi

e Tedavi basarisinin 6l¢iimii

¢ Yinelemenin dngoriilmesi
S100B bagimsiz prognostik bir markerdir ve tedavi Oncesi dolagimdaki konsantrasyonlari

hastanin sagkalim siiresini tahmin edilmesinde yararhdir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

Tezde yapilan ¢alismalarin akis semasi Sekil 3’te verilmektedir.

Hasta Grubu Kontrol Grubu Patoloji arsivinden malign melanom taramasi
n=12 n= 24 n= 30

kan alimi

rai

[antikoagl]lansm diz kan] [antikoagmanh tam kan]

/ \ Parafin bloklardan kesit alinmasi

Tam kandan
Mononikleer hiicre (MNC) iznlasyonu

[DUZ kandan serum eldesi]

Kesitlerin immiin boyanmasi

l MNC'lerin sivi azotta saklanmasi
Serumun -80°C'de saklanmasi l
Sivi azotta saklanan hicrelerin gozinmesi

CDB CD4,CD8,CD20, CD25 ve FOXPB TIL'lerin

Flow Sitometri analizi
SLOOB ElsAnaliz (3 RENKLI) boyamalarinin semikantifikasyonu |mmun0h|srok|mvasa1 anaI|Z|

\\//

Sonuglarm Istatistiksel anai|2|

[Klll‘llk veriler |Ie iliski analm)

Sekil 3: Calismada kullanilan yontemlerin akis semast

1. Calisma Materyali

Arastirmada kullanilan hasta kan drnekleri Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
(DEUTF) Hastanesi, Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Poliklinigine Agustos 2008 - Agustos
2009 tarihleri arasinda bagvuran malign melanom hastalarindan, kontrol kan 6rnekleri ise
mamoplasti, rinoplasti gibi elektif cerrahi girisimler uygulanmak {izere bagvuran hastalardan
alindi. DEUTF Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun 05.Haziran.2008 tarih
ve 221/2006 sayili izni (EK.1) ile hastalardan ve kontrol olgularindan aydinlatilmig onam

(EK.2 ve EK.3) alindiktan sonra standart protokollere (53) gdre serum ve sivi azotta
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mononiikleer hiicre (MNC) arsivi olusturuldu. Calismaya 12 yeni malign melanom olgusu ile

24 kontrol bireyin kanlar1 dahil edildi.

Ayrica DEUTF Patoloji Anabilim Dal1 (AD) arsivinden 2003-2009 yillar1 arasinda
tan1 konulan 30 malign melanom olgusunun bloklar1 yeniden degerlendirilerek (bu olgularin
10’u kanlarmi da analiz ettigimiz yeni vakalardi) immiinhistokimyasal incelemelerde

bulunuldu.
2. Ornek toplanmasi

2.1. Serum

Serum eldesi i¢in 6rnekler 3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek serum ayrilip, daha

sonraki ELISA analizleri i¢in, porsiyonlanarak -80°C’de saklandi.

2.2.Tam kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Periferik kandan standart yontemlerle MNC izolasyonu yapildi. Bu yontemde
yogunlugu 1,077 g/ml’ye ayarlanmig polisikroz ve sodyum diatrizoat sollisyonu
(Histopaque-1077, Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Antikoagiilanli kan Ornegi Histopaque
lizerinde tabakalandirildiktan sonra 1650 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
olusan interfaz tabakasindaki MNC’ler alindi. PBS ile yikama sonrasi drneklerden hiicre

sayimi gerceklestirildi.

Yontem:

1. Dibi konik santrifiij tiipiine 3.0 ml Histopaque-1077 ilave edilip ve oda 1sisina gelmesi
beklendi.

2. Histopaque-1077 iizerine 3.0 ml tam kan tabakalandirildi.

3. Oda 1sisinda 30 dakika 400 x g’de (~1600 rpm) santrifiij edildi.

4. Santrifiijden sonra dikkatlice bir pastor pipetiyle mononiikleer hiicre igeren opak interfaz
tabakasini (Sekil 4) iist kistmdan 0.5 ml i¢inde aspire edildi.

5. Opak interfaz tabakay1 dibi konik temiz bir konik santrifijj tlipline transfer edildi.

6. Bu tlipe 7-8 ml %10 FBS’li RPMI-1640 ilave edilip, yavasca karistirildi.

7. 250 g’de (~1200 rpm) 5 dakika santrifiij edildi.

8. Siipernatant1 aspire ederek atildi (Ficoll-paque’in tamamen uzaklastirilmast).

9. 6, 7 ve 8. basamaklar tekrar edildi.
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WAANERRy

400 x g’de
30dk
santrifiij

Histopaoque
Histopaoque 1077
1077

Kirmiz kan
hiicreleri

Sekil 4: Santrifiijden sonra tiipte goriilen dort tabaka

2.3. Mononiikleer Hiicrelerin Dondurulmasi (Cryopreservation)

Hasta orneklerinden elde edilen MNC’ler daha sonraki ¢alismalarda kullanilabilmesi

icin dondurulmustur.

Gereg ve Soliisyonlar:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Is1 ile inaktive edilmis fotal dana serumu (FBS / Biological Ind, 04-001-1B)
Dimetilsiilfoksit (DMSO, D-2650, Sigma Chemical Co. Irvine, UK)

RPMI-1640 medium (Biological Ind, 01-100-1A)

S1vi azota dayanikli dondurma tiipleri (375418, Nunc Brand Products, Denmark)
Steril, dibi konik 12 ml’lik tiip (CellStar Greiner Labortechnik, 164 160)
Sogutmali santrifiij, J6-MI (Beckman)

S1v1 nitrojen tanki (MVE Cryo System 4000, USA)

Dondurma ortami (Freezing medium): %10 DMSO, %20 FBS iceren RPMI-1640.

Hiicreleri siispanse etmeden 6nce dondurma ortami buzdolabinda +4°C’ye sogutulmaktadir.
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Yontem:
1) Son yikamadan sonra hiicre pelleti 2 ml +4°C’de sogutulmus dondurma ortamiyla
(%70 ortam,%20 FBS,%10 DMSO) resiispanse edilerek, dondurma tiiplerine 1’er
ml olacak sekilde porsiyonlandi.
2) Dondurma tiipleri kontrollii sogutucu i¢inde -80°C’lik dondurucuya konup, ertesi

giin s1v1 azota (-196°C) kaldirildi.

2.4. Siv1 Azotta Dondurulan Hiicrelerin Coziindirilmesi

S1vi azot arsivinden ¢ikarilan hiicreler, hizla 37°C su banyosunda hafifce sallayarak
¢oOziildi. Hiicre siispansiyonunda kiiclik buz kristalleri olustugu anda su banyosundan
cikarildi. Tiplin dis1 alkolle silindikten sonra hiicreler 10 ml’lik steril dibi konik tiipe
aktarildi. Iki dakika iginde hafifce tiipii sallayarak damla damla soguk (4°C) RPMI-1640 ilave
edildi. Hiicre stlispansiyonu 200 g’de 10 dakika sogutmali santrifiijde dondiiriildi.
Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Hiicreler, PBS i¢inde siispanse edildi.

2.5. Tripan Mavisi ile Hiicre Canlihg: Testi

Hiicre stlispansiyonunda bulunan 6lii hiicreler 6zgiin olmayan antikor baglanmalarina
neden olmaktadir. Bu nedenle hiicreler mikroboncuk bagli antikor ile isaretlemeden 6nce %
0.4’lik tripan mavisi ile canlliklar1 kontrol edildi. Test, canli hiicrelerin boyay1
membranlarindan igeri gecirmeme prensibine dayanmaktadir. Kisaca, bire bir oraninda hiicre
slispansiyonu ornegi ile tripan mavisi lam tizerinde hafifce karistirildi. Yaklasik 2-3 dakika
bekletildikten sonra 1sik mikroskobunda en az 200 hiicre sayildi. Tripan mavisi ile
boyanmayan hiicrelerin yilizdesi hesaplandi. Tim hiicrelerde canlilik testi % 95’in

iizerindeydi.
3. Flow Sitometrik Analiz

Fluoresans isaretli monoklonal antikorlar yardimiyla hiicre yiizey ve niikleer boyama
yapilmistir. Asagida belirtildigi sekilde hazirlanan Ornekler flow sitometri cihazi BD
FACSCalibur Flow Cytometer, 2008 (BD Biosciences) ve BD CellQuest Pro Version 6.0 The
Primier Acquisition & Analysis Software’i kullanilarak degerlendirildi. Antikorlar (Tablo 5)

tiretici firmanin dnerdigi miktarlarda kullanildi.
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Tablo 5: Flow sitometride kullanilan gerecler

10.

11.

12.

13.
14.
15.

Isim
BD Pharmingen™
FITC Mouse Anti-Human CD4

BD Pharmingen™
FITC Mouse IgG1 « Isotype Control

BD Pharmingen™
PerCP-Cy5.5 Mouse Anti-Human CD8

BD Pharmingen™
PerCP-Cy™5.5 Mouse IgG1 « Isotype Control

BD Pharmingen™
APC Mouse Anti-Human CD25

BD Pharmingen™
APC-Mouse IgG1 « Isotype Control

BD Pharmingen™
PE Mouse anti-Human FOXP3

BD Pharmingen™
PE Mouse IgG1 « Isotype Control

BD Pharmingen™
Human FOXP3 Buffer Set

BD Pharmingen™
Stain Buffer (FBS)

BD Falcon
12x75mm,5ml polystyrene tube

BD FACSFlow
Optimized sheath fluid

BD CellWASH
BD FACSCalibur Flow Cytometer

BD CellQuest Pro Version 6.0 The Primier
Acquisition & Analysis Software

Katalog No.

BD 555346

BD 555748

BD 341050

BD 552834

BD 555434

BD 555751

BD 560082

BD 555749

BD 560098

BD 554656

BD 352052

BD 342003

BD 349524
BD 342 975

Sehir/Ulke

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

San Diego, CA, USA

Bedford, MA, USA

San Jose, CA, USA

San Jose, CA, USA
San Jose, CA, USA
San Jose, CA, USA
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Yontem:

10.

11.

BD Pharmingen Buffer Seti’'ndeki Bufferlar kullanimdan ©nce dolaptan
cikarilarak oda 1sisina getirildi.
Hastalardan hazirlanan periferik kan MNC’leri BD Pharmingen Stain Buffer ile
10 hiicre olacak sekilde sulandirildi.
Test tiiplerine 100 pl MNC konuldu ve iizerine 20’ser ul CD4-FITC, CDS-
PerCP-Cy5.5 ve CD25- APC monoklonal antikorlart ilave edildi. Baska bir test
tiipiine ise ayni sekilde antikorlarin izotipik kontrolleri eklendi. Vorteks edilerek
oda 1s1sinda ve karanlikta 20 dakika inkiibe edildi.
2 ml wash buffer eklendi ve 250xg hizda 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklagtirildu.
Sonraki basamaklar i¢in Human FOXP3 Buffer A ve Buffer C hazirlandi:

a. Buffer A: 10X Buffer A 1:10 distile suyla sulandirildi.

b. Buffer C: Buffer B 1/50 oraninda Buffer A ile sulandirildu.
Hiicreleri fikse etmek i¢in tiipte kalan hiicre pelleti nazik¢e kaldirildi ve {izerine 2
ml Buffer A eklendi. Vorteks edilerek oda 1sisinda ve karanlikta 10 dakika inkiibe
edildi.
Inkiibasyonun sonunda hiicreler 500xg’de 5 dakika santrifiij edilerek fiksatif
uzaklastirilir. Islem sirasinda pelletin kalkmamasina 6zen gosterildi.
Hiicreleri yikamak i¢in tiiplere 2 ml BD Pharmingen Stain Buffer (FBS) eklendi
ve pellet nazikce kaldirildi. 5 dakika siiresince 500xg’de500xg’de santrifiij edilen
tiiplerden siipernatant uzaklastirildi.
Hiicreleri gecirgen hale getirmek igin tlipte kalan hiicre pelleti nazikge
kaldirildiktan sonra iizerine 0,5 ml Buffer C eklendi. Vorteks edilerek oda 1sisinda
ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.
Hiicreleri yikamak icin tiiplere 2 ml BD Pharmingen Stain Buffer (FBS) eklendi
ve pellet nazikce kaldirildi. 5 dakika siiresince 500xg’de santrifiij edilen tiiplerden
siipernatant uzaklastirildi.
Tiiplere 20 ul FOXP3 antikoru ve baska bir test tlipine ayni1 sekilde antikorun
izotipik kontrolii eklendi. Vorteks edilerek oda 1sisinda ve karanlikta 30 dakika
inkiibe edildi.
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12. Hiicreleri yikamak i¢in tiiplere 2 ml BD Pharmingen Stain Buffer (FBS) eklendi
ve pellet nazikge kaldirildi. 5 dakika siiresince 500xg’de santrifiij edilen tiiplerden
siipernatant uzaklastirildi.

13. Tiiplerde kalan hiicre pelleti 500 pl wash buffer ile kaldirildi ve hemen analize
gecildi.

Cok Renkli Flow Sitometri Analiz Islemi:

Flow sitometri cihazinda hiicrelerden elde edilen veriler kullanilarak 10 ayri hiicre

goriintlisii (7dot plot ve 3 histogram) ve izotipik kontrol goriintiileri olusturuldu.

1.dot plot— Dar ag1l1 151k sagilimi (FSC) ile 90° agiyla 151k sagilim (SSC) parametresi
kullanilarak olusturulan goriintiide hiicre boyutu ve graniilaritesi kontrol edildi.

Lenfositler ayirt edilerek kap1 alindi.

2.dot plot— CD4-FITC’in 1s1ma verdigi fluoresans-1 (FL1)’e karst SSC kullanilarak
olusturulan dot plotta graniilariteye bagl hiicrelerin CD4 ekspresyonu degerlendirildi.
Izotipik kontrol ile belirlenen esik degerin iizerindeki fluoresans isimalar1 CD4+
hiicreler kabul edildi. Bu hiicreler lizerinde isaretleme yaparak hiicrelerin yiizde olarak

ne kadarimin CD4 eksprese ettigi belirlendi.

Izotipik kontrol dot plot—APC ve PE fluoresans boyanmanin yaninda otofluoresans

veya 0zgilin olmayan baglanmaya bagli zemin boyanmasini elemek i¢in kullanildi.

3.dot plot— CD4 kapisi kullanilarak CD25-APC (FL4)’e karsi FOXP3-PE (FL2)
parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot goriintiisiinde CD25 ve
FOXP3 ekspresyonlar1 degerlendirildi. CD4 pozitif hiicreler bu goriintiiye
tanitilmasiyla CD4 CD25 FOXP3" ekspresyonlari yiizde deger olarak saptandi.

4.dot plot— Lenfosit kapist tizerinde CD4-FITC (FL1)’e kars1 CD8-PerCP-Cy5.5
(FL3) parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot goriintiisiinde CD4 ve

CD8 ekspresyon oranlar1 degerlendirildi.

5.dot plot— Lenfosit kapisi tlizerinde CD4-FITC (FL1)’e kars1 CD25-APC (FL4)

parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot goriintiisinde CD4
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pozitifligi gosteren hiicreler CD25 ekspresyonuna gore su sekilde iice ayrildi:

CD4'CD25°, CD4'CD25"" ve CD4"CD25 Mt

Histogramlar yardimiyla CD4+ ve FOXP3+ olan hiicrelerde CD25 ekspresyonlari
analiz edildi.
Izotipik kontrol histogram— Yerlestirilen markerlar histogramlardaki ger¢ek pozitif

hiicre popiilasyonunu bulmaya yardimci olur.

1.histogram— 5. dot plottaki 1. grubu olusturan CD4 CD25 hiicrelerde FOXP3
pozitifligi, histogramda izotipik kontrol ile olusturulan markere gore, ylizde deger

olarak saptandi.

2.histogram— 5. dot plottaki 2. grubu olusturan CD4 CD25"" hiicrelerde FOXP3
pozitifligi, histogramda izotipik kontrol ile olusturulan markere gore, yiizde deger

olarak saptandi.

3.histogram— 5. dot plottaki 3. grubu olusturan CD4'CD25 hieh hiicrelerde FOXP3
pozitifligi, histogramda izotipik kontrol ile olusturulan markere gore, yiizde deger

olarak saptandi.

6.dot plot— CDS8-PerCP-Cy5.5’in 1s1ma verdigi FL3’e karst SSC kullanilarak
olusturulan dot plotta graniilariteye bagl hiicrelerin CD8 ekspresyonu degerlendirildi.
Izotipik kontrol ile belirlenen esik degerin iizerindeki fluoresans isimalar1 CD8+

hiicreler kabul edildi.

7.dot plot— CDS8 kapist kullanilarak CD25-APC (FL4)’e karsi FOXP3-PE (FL2)
parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot goriintiisinde CD25 ve
FOXP3 ekspresyonlar1 degerlendirildi. CDS8 pozitif hiicreler bu goriintiiye
tanitilmastyla CD8 CD25 FOXP3" ekspresyonlari yiizde deger olarak saptand.

4. ELISA Analizi

S100B konsantrasyonu ‘“sandwich” enzim immunoassay yOntemiyle tayin edildi.

Insan S100B ELISA kitinin (Biovendor, Heidelberg, Almanya) kullanim bilgilerine gore

kalibratorler, kalite kontrolleri ve hasta serumlari poliklonal anti-sigir S100B antikor kapl

mikrotitrasyon kuyucuklarinda 120 dakika inkiibe edildi. Bu siirede mevcut tim S100B
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molekiilleri kapli ve detektor antikorlara baglandi. Inkiibasyon ve yikama sonrasinda,
horseradish peroksidaz (HRP) isaretli monoklonal anti-insan S100B antikoru kuyulara
eklendi ve yakalanmis S100B ile inkiibe edildi. Doksan dakika inkiibasyon ve bagka bir
yikama adimindan sonra, kalan konjugatin tetrametilbenzidin (TMB) substrati ve H,O, ile
reaksiyonuna izin verildi.

Reaksiyon asidik soliisyon ile durduruldu ve ¢ikan sar1 renk {iriinli spektrofotometrik
olarak 450 nm'de 6l¢iildii. Horseradish peroxidase renk substrati tetrametilbenzidin (TMB) ni
renksiz bir soliisyondan mavi (veya stop reaktifi eklendikten sonra sar1) bir soliisyona
donmesini katalize eder. Absorbans S100B konsantrasyonu ile orantilidir. S100B standartlari
ile elde edilen standart grafik yardimiyla hastalarda spektrofotometrik olarak Olgiilen
absorbanslara karsilik gelen S100B konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Kullanilan kitin duyarlilig1 20pg/mL’dir ve segiciligi test edilmis olup insan S100A1; S100P,
S100Z, néroglobin ve GFAP’e kars1 capraz reaktivite gostermedigi belirtilmistir.

Yontem prosediirii

1. Ornek ve standartlar kuyucuklara 100’er uL pipetlendi.

2. Plak kapatic1 film ile kaplanarak calkaliyicida (300 rpm) oda 1sisinda iki saat
inkiibe edildi.

3. Kuyucuklar ii¢ kez yikama soliisyonu ile yikandi.

4. Kuyucuklara 100’er pL streptavidin-peroksidaz konjugat pipetlendi.

5. Plak kapatict film ile kaplanarak calkaliyicida (300 rpm) oda 1sisinda 90 dakika
inkiibe edildi.

6. Kuyucuklar bes kez yikama soliisyonu ile yikandi.

7. Kuyucuklara 100’er uL. TMB substrat1 pipetlendi.

8. Plak kapatict film ile kaplanarak oda 1sisinda ve karanlikta 15 dakika inkiibe
edildi

9. Kuyucuklara 100’er pL stop soliisyonu pipetlendi.

10. Absorbanslar spektrofotometrik plak okuyucu ile 450 nm’de 6lgiildii.

Konsantrasyonlar1 50-2000 pg/ml arasinda olan S100B standartlar1 kullanilarak

olusturulan standart egri ile kantitasyon yapildi.
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5. Immiinhistokimya

Her hastadan histolojik kriterleri karsilayan ve H&E boyama ile en fazla tiimorii

temsil eden doku bloklar1 segildi. Belirlenen bloklardan CD3, CD4, CDS8, CD20, CD25 ve

FOXP3 ekspresyonunu immiinhistokimyasal olarak belirlemek amaciyla 5 um kalinliginda

kesitler hazirlanarak poli-L-lizin kapli lamlar {izerine yerlestirildi.

Standart streptavidin-biotin immiinoperoksidaz metodu CD3, CD4, CD8, CD20, CD25 ve

FOXP3 antikorlar1 (Tablo 6) ile uygulandi.

Tablo 6: Immiinohistokimyasal boyamada kullanilan antikorlar.

Antikor isim

Anti-CD3 | RABBIT ANTI-HUMAN  CD3
MONOCLONAL (CLONE SP7)

Anti- CD20 | CD 20 RABBIT MONOCLONAL
ANTIBODY (CLONE SP32)

Anti-CD4 CD4 mouse monoclonal antibody

Anti-CD8 | CD8 (SP16)

Anti- CD25 | Lyophilized Mouse = Monoclonal
Antibody Interleukin-2 Receptor

Anti- FOXP3 antibody [236A/E7]
FOXP3

Kullanilan antikorlar:

. CD3: T lenfositler i¢gin

. CD20: B lenfositleri i¢in

o CD4: T helper lenfositler i¢in

. CD8: T sitotoksik lenfositler i¢in

. CD25: T regiilator lenfositler igin
. FOXP3: T regiilator lenfositler igin

Klonu

SP7

SP32

4B12

SP16

4C9

236A/
E7

Firma ve Katalog

No

Spring, M3074

Spring, M3324

Novocastra, ncl-

CD4-368

Neomarker, RM-
9116-

Novocastra, NCL-
CD25-305

Abcam, ab20034

Sehir/Ulke

Fremont, CA,
USA

Fremont, CA,
USA

Newcastle,

UK

Cheshire, UK

Newcastle,

UK

Cambridge,
MA, USA
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Kisaca doku kesitleri ksilende deparafinize edilerek, %100, %95 ve %90’lik alkol

serilerinden gegirilerek rehidrate edildi ve distile suda bekletildi. Endojen peroksidaz
aktivitesi, PBS’teki 90,3 liik hidrojen peroksit soliisyonunda oda 1sisinda 10 dakika
bekletilme ve TRIS tamponuyla yikama sonucu bloklandi. Primer antikorlar ile oda 1sisinda
60 dakika siireyle inkiibe edildi ve TRIS tampon ile yikandi.
Baglayic1 antikor (Multi-species Ultra Streptavidin  detection system-HRP; Signet,
Massachusetts, USA) ile streptavidin peroksidaz kompleksi (DAKO LSAB Kit, K-0675,
Carpintera, USA) ardisik olarak eklenip 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra TRIS
tampon ile yikandi. Renk vererek peroksidaz aktivitesinin goriintiilemesini saglamak
amaciyla 5 dakika siireyle %0,03’liik 3,3-diaminobenzidin (DAB) kromojeniyle ile muamele
edildi.

Kesitler deiyonize suda yikandiktan sonra Mayer’s hematoksilen ile karsit boyama
yapilip kapatilma iglemleri yapildi. Tiim antikorlarin immiinolojik boyanmalarinda tonsilla
palatina pozitif kontrol dokusu olarak ve primer antikor ile TRIS tamponun yer degistirmesi

de negatif kontrol olarak kullanildi.

Immiinhistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi

Histolojik kriterleri en ¢ok karsilayan alan secilerek 151k mikroskobunda (Nikon,
Tokyo, Japan) degerlendirildi. Isik mikroskobunda kii¢iik biiylitmede (100x) biitiin timor
alanlar1 tarand1 ve her bir antikor i¢in boyanan hiicrelerin tiim tiimor hiicrelerine olan orani
x200 biiylitmede yiizde ile belirtildi. Stromal sitoplazmik CD3, CD4, CD8, CD20, CD25 ve
niikkleer FOXP3 ekspresyonlart Hussein ve ark. (38) ile Mourmouras ve ark. (16)‘in
yontemleri modifiye edilerek semikantitatif olarak skorlandi. Buna goére pozitif boyanan
hiicrelerin yilizdelerine gore skorlamalar; <%5=0, %15-25=1, %26-50=2, %51-75=3 ve
>%76=4. FOXP3 ekspresyonunda skorlama yerine, pozitif boyanan hiicre ylizdeleri

kullanildi.
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6. istatistiksel Analizler

6.1. Verilerin Kaydedilmesi

Analizlerden elde edilen veriler “Microsoft Excel 2003 ticari programi kullanilarak

kaydedildi.

6.2. Veri Alanlar1 Tanimi ve Verilerin Kantitatif Hale Doniistiiriilmesi

Istatistiksel degerlendirme dncesinde; “olgu bilgi formundan” elde edilen tiim verilerin
diizenlemesi yapildi. Veriler kantitatif hale getirildi; uygun olmayanlar veriler ise yari

kantitatif hale getirildi.

6.3. Verilerin Analizi , Tablo ve Grafiklerle Gosterilmesi

Istatistiksel degerlendirmeler, tablo hazirlama ve grafik ¢izimi i¢in “Excel 2003”
ve*“SPSS for Windows 11.0” ticari programlar kullanilarak yapildi.
Istatistiksel degerlendirmelerde; grup ortalamalarini karsilastirmak icin non-parametrik bir
test olan “Mann Whitney U testi” , regresyon analizi i¢in “Spearman’s Rho korelasyon testi”
kullanildi. Tiim analizlerde p degerinin 0,05’ten kii¢lik oldugu degerler anlamli olarak kabul
edildi.

Sonuglarin Tablo ile gdsteriminde “tanimlayic1” ve “capraz” Tablolar; grafik ile

gosteriminde “kutu®, ve “gruplanmig bar” grafikleri kullanildu.
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4. BULGULAR

Aragtirmada kullamlan hasta kan 6rnekleri Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
(DEUTF) Hastanesi, Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi AD poliklinigine Agustos 2008-
Agustos 2009 tarihleri arasinda basvuran malign melanom hastalarindan, kontroller ise
mamoplasti, rinoplasti gibi elektif cerrahiler icin basvuran hastalardan alindi. DEUTF Klinik
ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik Kurulunun 05.Haziran.2008 tarih ve 221/2006 sayil1 izni
(EK.1) ile hastalardan ve kontrollerden aydinlatilmis onay1 (EK.2 ve EK.3) alindiktan sonra
standart protokollere (53) goére serum ve sivi azotta mononiikleer hiicre (MNC) arsivi
olusturuldu. Caligmaya 12 yeni malign melanom olgusu ile 24 kontrol bireyin kanlar1 dahil
edildi. Ayrica DEUTF Hastanesi, Patoloji Anabilim Dali arsivinden 2003-2009 yillart
arasinda tan1  konulan 30 malign melanom olgusunun bloklar1  ¢ikarilarak
immiinhistokimyasal incelemelerde bulunuldu. Kanlari alinan 10 hastanin patoloji bloklar1 da

bunlarin arasindaydi.

Caligmaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrol gruplarina ait demografik 6zellikleri

sirastyla Tablo 7 ve 8’de verilmektedir.
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Tablo 7: Calismaya dahil edilen malign melanom olgularinin demografik verileri

Ornek No Yas Cinsiyet

Ornek cinsi:

Ornek cinsi:

Ornek alinma

Kan Doku Tarihi
Hasta 1 66 E 4 + 04.09.2008
Hasta 2 55 E - - 06.10.2008
Hasta 3 40 K 4 — 20.10.2008
Hasta 4 74 E + + 10.11.2008
Hasta 5 81 E + + 10.11.2008
Hasta 6 40 E + + 28.11.2008
Hasta 7 54 E + + 23.12.2008
Hasta 8 64 E + + 02.03.2009
Hasta 9 37 E = 4 03.03.2009
Hasta 10 50 E + — 14.05.2009
Hasta 11 45 E 4 + 01.07.2009
Hasta12 64 E + + 27.07.2009
Hasta 13 35 K — + 01.07.2009
Hasta 14 32 E — + 07.04.2004
Hasta 15 49 K — + 11.05.2009
Hastal6 79 K — + 02.01.2005
Hasta 17 61 K — + 07.04.2008
Hasta 18 37 E — + 12.02.2008
Hasta19 71 K — + 16.09.2008
Hasta20 44 K — + 11.11.2007
Hasta21 80 E — + 21.03.2007
Hasta 22 63 K — + 01.11.2007
Hasta 23 75 E — + 01.09.2007
Hasta 24 64 E — + 05.07.2007
Hasta 25 46 K — + 01.02.2006
Hasta26 53 K — + 11.07.2007
Hasta 27 32 K — + 01.04.2007
Hasta 28 43 K — + 11.07.2006
Hasta29 71 K — + 01.02.2006
Hasta30 69 K — + 20.11.2005
Hasta31 60 K — + 17.06.2003
Hasta32 74 E — + 14.01.2003

E:erkek, K:kadin
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Tablo 8: Calismaya dahil edilen saglikli kontrol olgularinin demografik verileri.

Ornek No Yas  Cinsiyet Kan alinma tarihi
Kontrol 1 64 E 27.07.2009
Kontrol 2 55 E 27.07.2009
Kontrol 3 54 K 27.07.2009
Kontrol 4 70 K 27.07.2009
Kontrol 5 49 E 29.07.2009
Kontrol 6 25 E 29.07.2009
Kontrol 7 50 E 29.07.2009
Kontrol 8 40 E 29.07.2009
Kontrol 9 55 K 31.07.2009
Kontrol 10 76 E 31.07.2009
Kontrol 11 58 E 31.07.2009
Kontrol 12 77 E 31.07.2009
Kontrol 13 45 E 31.07.2009
Kontrol 14 60 K 31.07.2009
Kontrol 15 32 E 04.08.2009
Kontrol 16 34 K 04.08.2009
Kontrol 17 40 K 04.08.2009
Kontrol 18 79 E 04.08.2009
Kontrol 19 27 E 06.08.2009
Kontrol 20 68 E 06.08.2009
Kontrol 21 31 E 06.08.2009
Kontrol 22 52 E 06.08.2009
Kontrol 23 62 E 06.08.2009
Kontrol 24 70 E 07.08.2009

E: erkek, K: kadin

Hasta ve saglikli kontrol gruplarini olusturan olgularin cinsiyete gore dagilimlar1 Tablo
9’da gosterilmistir. Gruplar uygun cinsiyet dagilimi gostermekte olup gruplar arasinda fark

yoktur (p=0.094).
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Tablo 9: Gruplarin cinsiyete gore dagilimi.

Cinsiyet

Toplam
Erkek Kadin
Say1 17 15 32
Hasta —
Yiizde %53,1 %46,9 %100,0
Grup
Say1 18 6 24
Kontrol -
Yiizde %75,0 %25,0 %100,0
Say1 35 21 56
Toplam -
Yiizde %62,5 %37,5 %100,0

Hasta ve saglikli kontrol gruplarini olusturan olgularin yas ortalamasina gore dagilimi
Tablo 10°da gosterilmektedir. Gruplar yine yas ortalamasi bakimindan uygun dagilim

gostermektedir (p=0.431).

Tablo 10: Gruplarin yas ortalamasina gore dagilima.

Grup Yas ortalamas1  Standart Sapma Say1
Hasta 56,50 15,23 32
Kontrol 53,04 18,12 24
Toplam 54,77 16,51 56
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1. ELISA analizi Yontemi ile elde edilen S100B sonuc¢lari

Konsantrasyonlar1 50-2000 pg/ml arasinda olan S100B standartlar1 kullanilarak
olusturulan standart egri ile kantitasyon yapildi. Sonuglar Tablo 11, 12 ve Tablo 13’te

goriilmektedir.
Tablo 11: Hastalarin S100B Analizi Tablo 12: Saglikli kontrollerin S100B
Sonuglar1 Analizi Sonuglar
Ornekno  S100B (pg/mL) Ornek no S100B
Hasta 1 138,80 (pg/mL)
Hasta 2 260,80 Kontrol 1 38,80
Hasta 3 54,80 Kontrol 2 42.80
Hasta 4 1210,80 Kontrol 3 48,80
Hasta 5 738,80 Kontrol 4 58,80
Hasta 6 48,80 Kontrol 5 44.80
Hasta 7 632,80 Kontrol 6 42.80
Hasta 8 376,80 Kontrol 7 38,80
Hasta 9 90,80 Kontrol 8 38,30
Hasta 10 2934,30 Kontrol 9 40,80
Hasta 11 180,80 Kontrol 10 46,80
Hasta 12 88,80 Kontrol 11 48,80
Ortalama 563,13 Kontrol 12 44,80
Kontrol 13 42,80
Kontrol 14 48,80
Kontrol 15 42,80
Kontrol 16 44,80
Kontrol 17 38,80
Kontrol 18 44,80

Kontrol 19 46,80
Kontrol 20 42.80

Kontrol 21 54,80
Kontrol 22 40,80
Kontrol 23 38,80
Kontrol 24 38,80
Ortalama 4422
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Tablo 13: S100B analiz sonuglarinin gruplar aras1 karsilastirmasi

S100B
Ortalama 563,13
Say1 12
Hasta Standart Sapma 825,91
Min. 48,80
Max. 1210,80
Ortalama 44,21
Say1 24
Kontrol Standart Sapma 5,16
Min. 38,80
Max. 58,80
Ortalama 217,19
Say1 36
Toplam Standart Sapma 525,31
Min. 38,80
Max. 1210,80
Mann-Whitney U 5
Cift yonlii p degeri 0,001

S100B ortalamalar1 hasta grubunda 563,13 pg/ml ve kontrol grubunda 44,22 pg/ml
olup fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001) (sekil 5).
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Sekil 5: Hasta ve kontrol grubunda S100B diizeylerinin kutu grafigi ile gosterilmesi



2. Flow Sitometrik Analiz Sonuclan

Flow sitometrik analizler, dual argon ve diyot lazer sistemli FACSCalibur Flow Cytometer,
2008 (BD Biosciences) flow sitometri cihazi ve CellQuest acquisition/analysis software’i
kullanilarak gerceklestirildi. Flow sitometri cihazinda elde edilen veriler kullanilarak 10 ayri
hiicre goriintiisii (7dot plot ve 3 histogram) olusturuldu. Sekil 6 ve 7°de hasta ve kontrol

grubunu temsil eden birer 6rnekte yapilan analizler goriilmektedir.

Sekil 6-a Ornek hastadaki dot plot ve histogram goriintiileri

1. dot plot 2. dot plot
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Sekil 6-b:

Izotipik kontrol
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Sekil 6-d

[zotipik kontrol histogram
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Sekil 6-f

6.dot plot 7.dot plot
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Sekil 7-a: Ornek saglikli kontrol i¢in dot plot ve histogram gériintiileri
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Sekil 7-b:
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Sekil 7-d:

Izotipik kontrol histogram . Histogram
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Sekil 7-f:

6.dot plot 7.dot plot
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Goriintii Analizi:

1.dot plot— Dar acil1 151k sagilimi (FSC) ile 90° agiyla 151k sag¢ilim (SSC) parametresi
kullanilarak olusturulan goriintiide hiicre boyutu ve graniilaritesi kontrol edildi.

Lenfositler ayirt edilerek kap1 alinda.

2.dot plot— CD4-FITC’in 151ma verdigi fluoresans-1 (FL1)’e kars1 SSC kullanilarak
olusturulan dot plotta graniilariteye bagh hiicrelerin CD4 ekspresyonu degerlendirildi.
izotipik kontrol ile belirlenen esik degerin iizerindeki fluoresans isimalar1 CD4"
hiicreler kabul edildi. Bu hiicreler {izerinde isaretleme yaparak hiicrelerin yilizde olarak

ne kadarinin CD4 eksprese ettigi belirlendi.

Izotipik kontrol dot plot—APC ve PE fluoresans boyanmanin yaninda otofluoresans

veya 0zglin olmayan baglanmaya bagli zemin boyanmasini elemek i¢in kullanildi.

3.dot plot— CD4 kapisit kullanilarak CD25-APC (FL4)’e kars1 FOXP3-PE (FL2)
parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot goriintiisinde CD25 ve
FOXP3 ekspresyonlart degerlendirildi. CD4 pozitif hiicreler bu goriintiiye
tanitilmastyla CD4'CD25 FOXP3" ekspresyonlart yiizde deger olarak saptandi.

4.dot plot— Lenfosit kapisi iizerinde CD4-FITC (FL1)’e karsi CD8-PerCP-Cy5.5
(FL3) parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot goriintiisiinde CD4 ve

CDS8 ekspresyon oranlar1 degerlendirildi.

5.dot plot— Lenfosit kapisi iizerinde CD4-FITC (FL1)’e karsi CD25-APC (FL4)
parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot gériintiisiinde CD4 pozitifligi
gosteren hiicreler CD25 ekspresyonuna gore su sekilde iice ayrildi: CD4'CD25’,
CD4'CD25"" ve CD4'CD25 ™¢"

Histogramlar yardimiyla CD4" ve FOXP3" olan hiicrelerde CD25 ekspresyonlart
analiz edildi.
izotipik kontrol histogram— Yerlestirilen markerler histogramlardaki gercek pozitif

hiicre popiilasyonunu bulmaya yardimeci olur.
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1.histogram— 5. dot plottaki 1. grubu olusturan CD4'CD25  hiicrelerde FOXP3
pozitifligi, histogramda izotipik kontrol ile olusturulan markere gore, ylizde deger

olarak saptandi.

2.histogram— 5. dot plottaki 2. grubu olusturan CD4'CD25™" hiicrelerde FOXP3
pozitifligi, histogramda izotipik kontrol ile olusturulan markere gore, ylizde deger

olarak saptandi.

3.histogram— 5. dot plottaki 3. grubu olusturan CD4°CD25 "&" hiicrelerde FOXP3
pozitifligi, histogramda izotipik kontrol ile olusturulan markere gore, ylizde deger

olarak saptandi.

6.dot plot— CD8-PerCP-Cy5.5’in 1s1mma verdigi FL3’e karsi SSC kullanilarak
olusturulan dot plotta graniilariteye bagh hiicrelerin CD8 ekspresyonu degerlendirildi.
Izotipik kontrol ile belirlenen esik degerin {izerindeki fluoresans isimalari CD8+

hiicreler kabul edildi.

7.dot plot— CDS8 kapist kullanilarak CD25-APC (FL4)’e karsi FOXP3-PE (FL2)
parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot goriintiisiinde CD25 ve
FOXP3 ekspresyonlart degerlendirildi. CD8 pozitif hiicreler bu goriintiiye
tanitilmastyla CD8 CD25 FOXP3" ekspresyonlari yiizde deger olarak saptand.

Olgulara ait monontikleer hiicre o6rneklerinde, flow sitometri ile CD4, CD25, FOXP3

ve CD8 ekspresyonlart ¢ok renkli analiz yapilarak degerlendirildi. CD4-FITC & SSC

noktalama (dot plot) gériintiisinde CD4 pozitif hiicreler tanimlandi ve en az 10000 CD4"

hiicre sayildi. Uzerinde kapi alman bu hiicreler FL2, FL3& FL4 dot plot goriintiilerine

tanitilarak analiz gerceklestirildi. Cihazin giinliik kalibrasyonlar1 yapildi. Fluoresans esik

degerleri izotipik antikorlar kullanilarak ayarlandi. Hasta ve kontrol grubuna ait CD4, CD25,
FOXP3 ve CDS8 ekspresyon analiz sonuglar1 Tablo 14, 15, 16, 17, 18 ve 19’da gibi

saptanmistir. Sonuclarin gruplar arasi karsilastirilmasi Tablo 14, 15, 16, 17, 18 ve 19’da

gosterilmistir. Grup ortalamalari bar grafigi ile Sekil 8’de gosterilmistir.
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Tablo 14: Hasta grubuna ait CD4, CD25, FOXP3 ve CDS8 ekspresyonlarinin analiz sonuglari

. e CD4" cD4t cpgt CP4 CDS
Olgu No Lenfosit CD4" CD4/CD8 CD25 CD25° CD25"e! CD25 N CD25 |

FOXP3™ FOXP3
Hasta 1 75,56 37,21 1,86 13,88 2297 5,66 6,64 0,97
Hasta 2 90,66 38,93 1,78 21,54 15,30 1,72 2,09 0,22
Hasta 3 89,77 44,93 2,09 30,49 12,69 1,56 1,08 0,11
Hasta 4 70,07 20,80 0,75 15,38 14,82 1,74 1,98 0,36
Hasta 5 78,86 34,47 1,96 23,77 11,50 1,50 2,22 0,26
Hasta 6 84,61 21,92 0,66 1421 10,73 1,12 2,46 0,20
Hasta 7 75,47 19,25 1,64 11,54 11,88 1,29 2,34 0,66
Hasta 8 88,35 10,56 0,27 5,29 7,05 1,04 2,10 0,01
Hasta 9 84,36 37,86 1,86 1995 15,51 2,51 1,53 0,10
Hasta10 71,18 18,48 0,61 12,26 14,88 1,07 1,52 0,13
Hastall 67,17 26,89 1,11 17,93 9,81 1,38 3,44 0,26
Hasta12 78,77 3527 1,57 22,59 11,89 1,30 2,70 0,30
Ortalama 79,57 28,88 1,35 17,40 13,25 1,82 2,51 0,30

* Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.

Tablo 15: Hasta grubuna ait CD4" ve FOXP3" olan hiicrelerde CD25 ekspresyonlarinin

analiz sonugclari

CD4" CD4" CD4"

Olgu No CD25 CD25" CD25 "eh

FOXP3" FOXP3* FOXP3"
Hasta 1 15,08 22,66 73,24
Hasta 2 1,45 5,14 39,08
Hasta 3 3,42 7,82 45,98
Hasta 4 3,23 4,63 30,14
Hasta 5 1,55 6,14 36,71
Hasta 6 20,70 30,61 81,00
Hasta 7 42,88 38,55 60,11
Hasta 8 24,56 31,81 68,37
Hasta 9 6,10 13,77 51,28
Hasta 10 5,57 9,39 45,85
Hasta 11 3,20 7,70 60,71
Hasta 12 2,47 6,21 42,15
Ortalama 10,85 15,37 52,89

* Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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Tablo 16 :Kontrol grubuna ait CD4, CD25, FOXP3 ve CD8 ekspresyonlarinin analiz

sonugclari
. R N o CD4" CDS§"
Olgu No Lenfosit  CD4" %]]))‘;f g]]));s. cC]]))245+ Cglz);mgh CD25" CD25"
FOXP3"™ FOXP3"

Kontrol 1 71,47 22,03 0,78 19,76 11,34 0,79 0,94 0,02
Kontrol 2 75,62 33,05 1,45 2841 9,65 0,99 1,53 0,16
Kontrol 3 86,57 39,56 1,45 24,04 16,68 1,48 1,13 0,17
Kontrol 4 84,75 4034 126 19,9 20,74 2,89 1,42 0,04
Kontrol 5 60,9 1083 0,62 841 6,17 2,48 1,5 0,06
Kontrol 6 87,47 18,47 046 13,05 724 1,03 2,62 0,06
Kontrol 7 54,63 12,44 0,68 23,16 6,84 0,91 0,61 0,03
Kontrol 8 70,39 1493 0,64 14,6 4,2 2,42 1,72 0,09
Kontrol 9 61,99 1327 0,72 14,54 5,06 5,16 0,78 0,08
Kontrol 10 72,02 1547 0,80 1504 5,6 2,53 2,04 0,14
Kontrol 11 81,57 21,68 1,38 18,98 721 2 0,58 0,12
Kontrol 12 85,73 31,05 085 1993 11,1 3,95 0,83 0,07
Kontrol 13 76,07 2096 0,84 18,04 741 1,14 0,46 0

Kontrol 14 83,23 4247 2,57 3045 15,12 3,14 1,48 0,18
Kontrol 15 76,57 1096 043 1229 4,17 1,85 2,56 0,02
Kontrol 16 74,46 1901 1,30 20,01 7,14 3,54 0,16 0,02
Kontrol 17 58,58 18,77 3,68 18,54 9,65 1,55 0,28 0,23
Kontrol 18 51,33 12,62 0,81 13,05 8,02 2,08 0,76 0,03
Kontrol 19 84,82 30,69 1,00 2229 13,56 2,62 1,73 0,05
Kontrol 20 75,65 31,21 1,56 18,33 16,92 2,02 0,89 0,07
Kontrol 21 83,1 41,12 2,19 31,78 12,28 1,82 1,61 0,08
Kontrol 22 64,52 1433 1,62 10,84 4,64 1,07 1,18 0,12
Kontrol 23 81,95 16,8 037 1454 541 0,83 0,96 0,04
Kontrol 24 70,05 2545 222 11,98 14,92 2,63 1,03 0,03
Ortalama 73,89 2323 0,78 1842 9,63 2,12 1,20 0,08

e Sonuglar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.
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Tablo 17: Kontrol grubuna ait CD4" ve FOXP3" olan hiicrelerde CD25 ekspresyonlarmin
analiz sonuglari

CD4" CDh4" CD4"
Olgu No CD25 CD25™ CD25 et
FOXP3" FOXP3" FOXP3"

Kontrol 1 1,86 3,84 42,09
Kontrol 2 1,55 4,09 46
Kontrol 3 4,16 5,66 30,43
Kontrol 4 3,09 9,3 50,33
Kontrol 5 20,14 16,87 65,81
Kontrol 6 4,15 10,48 76,32
Kontrol 7 0,78 6,31 70,31
Kontrol 8 10,83 23,88 83,25
Kontrol 9 47,77 70,5 97,81
Kontrol 10 26,77 44.5 87,08
Kontrol 11 8,57 18,76 69,4
Kontrol 12 0,25 1,36 8,19
Kontrol 13 3,85 9,27 32,06
Kontrol 14 14,98 25,64 62,47
Kontrol 15 3,68 17,24 46,85
Kontrol 16 9,34 22,86 89,93
Kontrol 17 24,29 27,75 84,15
Kontrol 18 15,32 22,39 71,51
Kontrol 19 19,88 40,09 70,07
Kontrol 20 18,5 28,54 77,64
Kontrol 21 16,12 42,35 86,27
Kontrol 22 11,64 37,68 92,37
Kontrol 23 18,86 42,11 91,01
Kontrol 24 14,46 14,59 73,09
Ortalama 12,54 22,75 66,85

* Sonugclar yiizde (%) deger olarak ifade edilmektedir.



Tablo 18: CD4, CD25, FOXP3 ve CD8 ekspresyonlarinin analiz sonuglarinin gruplar arasi

karsilastirilmasi
. . . N CD4" CDS§"
Grup Lenfosit CD4" (él]);;f g]])); 5 CC]I))245+ Cglz);high CD25" CD25"
FOXP3* FOXP3"
Hasta
Ortalama 79,57 28,88 1,35 17,4 1325 1,82 2,51 0.3
Sayl 12 12 12 12 12 12 12 12
Standart 798 106 063 672 3,96 1,27 1,44 20
Sapma
Kontrol
Ortalama 73,89 2323 124 1842 9,63 2,12 1.2 0,08
Say1 24 24 24 24 24 24 24 24
Poanthing 10,6 1039 079 609 464 1,09 0,65 0,06
Sapma
Toplam
Ortalama 75,79 25,11 127 18,08 10,84 2,02 1,64 0,15
Say1 36 36 36 36 36 36 36 36
Standart 10,06 10,65 0,73 6,23 4,7 1,15 1,15 0,19
Sapma
Mann-
Whitney U 5 100 121 134 77 112,5 38,5 44
ge‘geff“'“" 0,000 0,14 044 0,737 0,025% 0,29 0,000* 0,001%*

* Cift yonlii p degeri istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05
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Tablo 19 :CD4" ve FOXP3" olan hiicrelerde CD25 ekspresyonlarmin analiz sonuglarmin

ﬁruplar arasi karsilagtirilmasi

CD4" CD4" CD4"
Grup CD25 CD25™ CD25"e"
FOXP3" FOXP3" FOXP3"
Hasta
Ortalama 10,85 15,37 52,89
Say1 12 12 12
Standart Sapma 12,78 12,2 15,79
Kontrol
Ortalama 12,54 22,75 66,85
Say1 24 24 24
Standart Sapma 10,91 16,8 22,93
Toplam
Ortalama 11,97 20,29 62,2
Say1 36 36 36
Standart Sapma 11,41 15,64 21,65
Mann-Whitney U 122,5 107 79
Cift yonlii p degeri 0,471 0,214 0,029*

Cift yonlii p degeri istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05

100

801

601

401

201

Ortalama

o

hasta

I Lenfosit
[ coa+

Il co4+cD25-

I co4+c2s+
[]cp4+cD2shigh

[ ]cDa+CD25+FOXP3+

[ ]cpa+/cDs+

[ coa+cp25-Foxp3+
I cD2+CD25++FoxP3+
[ cp4+CD25highFoxP3+

B cos+CD25+FOXP3+

Sekil 8 : Hasta ve kontrol grubuna ait flow

sitometride analiz edilen hiicrelere ait
ortalamalarin bar grafigi ile gosterilmesi
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e Lenfositlerin ortalamalar1 hasta grubunda 79,57 ve kontrol grubunda 73,89 olup,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001).

e (CD4'CD25" hiicrelerin ortalamalari hasta grubunda 13,25 ve kontrol grubunda 9,63
olup, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,025).

e (CD4'CD25FOXP3" hiicrelerin ortalamalar1 hasta grubunda 2,51 ve kontrol grubunda
1,2 olup, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001).

e CD8'CD25FOXP3" hiicrelerin ortalamalar hasta grubunda 0,3 ve kontrol grubunda
0,08 olup, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001).

e CD4+CD25"¢" FOXP3" hiicrelerin ortalamalar1 hasta grubunda 52,89 ve kontrol
grubunda 66,85 olup, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,029).

Hastalarin klinik verileri Tablo 20 ve 21°de gosterilmistir.
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Tablo 20: Calismada yer alan hastalara ait demografik, klinik, patolojik ve tedavi uygulamalarina ait veriler (1-16 hasta)

DM:
B-B:
Alt E:
Ust E:
G:

64 55 40
Erkek  Erkek Kadin
40x40  80x50 50x10
ABCD ABCDE ABCDE
B-B AItE B-B
Yok AC Yok
Yok Yok Yok
09mm 10,0 mm 2.26 mm
I v v

Yok Fokal Fokal
Greft  Flep Flep
Var Yok Var

Var Yok Var

Yok D BBD + SP
Yok 0/11 1/8

IFN Yok Yok

Di1s merkez
Bas-boyun
Alt ekstremite
Ust ekstremite
Govde

74
Erkek

22x16

ABCDE
AltE

Yok

Yok
3.2 mm
v
Santral
Primer
Var
Var

iD

SH

Yok

81
Erkek

100x40

ABCDE
G
Yok

Yok
2.3 mm

11T
Fokal

Greft

iD
0/16

IFN

AC:
KC:

SH:

40 54 64
Erkek Erkek Erkek

10x10 DM 8x7
ABCDE DM ABCDE
G G GA/UE
Yok Yok Yok

Yok Yok Yok

1.23mm 5 mm 5 mm
111 i V, IV, IV
Yok Yok Fokal

Primer Primer Primer
Var Var Yok

Var Var Yok

Yok BAD Yok
Sag 3/11

Yok gorsimg YOk
Yok IFN KT+RT
Akciger

Karaciger

Sinus histiyositozu

37
Erkek

DM

ABCDE

Yok

Yok
4 mm

v

D
0/21

Yok

50
Erkek

DM
ABCDE
G

Beyin
Var
4.2mm

I

Primer
Yok
Yok
AD
0/3

IFN, KT, RT

iD:
BBD:
AD:
BAD:
SP:

45 64 35 32
Erkek Erkek Kadin Erkek
10x9 10x3 20x12  7x6
ABCDE DM ABCDE ABCDE
B-B ALtE Ust E AItE
Yok Yok Yok Yok

Yok Yok Yok Yok

45mm  092mm 1[9mm 0.5mm

v I I I

Yok Yok Santral Yok
Greft Primer  Primer  Primer
Var Var Var Yok
Var Yok Var Yok
BBD Yok Yok Yok
S:E 10//37 Yok Yok Yok
Yok Yok Yok Yok

Inguinal diseksiyon
Bilateral boyun diseksiyonu
Aksiler diseksiyon

Bilateral aksiler diseksiyon
Superfisiyal parotidektomi

49
Kadin

3x2
ABCDE

B-B

AC, KC,
Periton

Yok
1.6 mm

v
Yok
Primer
Yok

Yok
Yok
Yok

IFN

79
Kadmn

6x4
ABCDE
B-B

KC

Yok

1.65 mm
il

Yok
Primer
Var
mikromet
BD

Yok

Yok

IFN: Interferon tedavisi
KT: Kemoterapi
RT: Radyoterapi

66



Tablo 21: Calismada yer alana hastalara ait demografik, klinik, patolojik ve tedavi uygulamalarina ait veriler (17-32 hasta)

61 37 71 44 80 63 75 64 46 53 32 43 71 69 60 74
Kadin Erkek Erkek Kadin Erkek Kadin Erkek Erkek Kadin Kadin Kadin Kadin Kadin Kadin Kadin Erkek
15x15 DM 25x17 DM DM 3x2 30x40 DM DM DM 10x10 9x8 13x8 15x8 11x10 35x31
ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE
AltE UstE B-B G B-B AltE B-B G G G G AltE AltE B-B AltE AltE
Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok AC Kemik Yok Yok Yok KC Yok Yok Duodenum
Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok
2.8mm 10 mm 0,8 2.7 mm 5.5 mm 7 mm 3 mm 2,7 mm 4, 7mm 1,06 mm 3,18 mm 4 mm 2.08 mm 2.23mm 1.9 mm 4.5 mm
v \% 1 111 11 v v v v I 1T v v v 11 v
Yaygin Belirgin Yok Belirgin Yok Ulsere Yok Ulsere Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Ulsere
Greft Primer Greft Primer Primer Greft Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Primer Greft Greft
Yok Yok Yok Var Yok Var Yok Var Var Var Var Var Var Var Var Yok
Yok Yok Yok Var Yok Var Yok Var Var Var Yok Yok Var mikromet Yok Yok
Yok AD Yok AD Yok AD Yok AD Yok Yok Yok Yok Yok BD Yok D
Yok 4/11 Yok SH 0/20 Yok Yok Yok 9/24 Yok Yok Yok Yok Yok SH 0/31 Yok 0/6
IFN IFN Yok IFN Yok IFN Yok KT KT Yok IFN IFN IFN IFN Yok IFN, KT

DM: Di1s merkez AC: Akciger iD: Inguinal diseksiyon IFN: Interferon tedavisi

B-B: Bas-boyun KC: Karaciger BBD: Bilateral boyun diseksiyonu KT: Kemoterapi

AltE:  Alt ekstremite AD: Aksiler diseksiyon RT: Radyoterapi

Ust E:  Ust ekstremite SH: Sinus histiyositozu BAD:  Bilateral aksiler diseksiyon

G: Govde SP: Superfisiyal parotidektomi

67



¢ 20 hastada melanom bas boyun ve govdedeyken 12 hastada ekstremitelerdeydi.

¢ 32 hastanin 8’inde uzak metastaz vardi.

e 32 hastanin 17’sinde SLN biyopsi sonucu pozitif gelmistir.

Hastalarin periferik kanlarindan calisilan parametrelerin timor lokalizasyonuna uzak
metastaz ve llserasyon varligina gore ortalamalart Tablo 22, 23, 24, 25, 26 ve 27’ de
goriilmektedir.

Tablo 22 : Tiimor lokalizasyonuna gore periferik kandan ¢alisilan parametrelerin

ortalamalari
CD4"
CD4" CD4" CD4"
Lenfosit CD4" CD4'/CDS8" - + hgh ~ CD25"
CD25 CD25° CD25 FOXP3*
Ortalama  79.48 27,95 1,34 16,59 13,00 1,90 2.59
Say1 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00
Bas ve Standart
oivde Sapma 780 11,29 0,69 7,44 4,52 1,48 1,66
Min. 67.17 10,56 027 529 7.05 1,04 1,08
Max. 89,77 44,93 2,09 30,49 22,97 5,66 6,64
Ortalama  79.83 31,67 137 19,84 14,00 1,59 2.26
Say1 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Ekstremite Standart .., 59 0,54 390 185 025 0,39
Sapma
Min, 70,07 20,80 0,75 1538 11,89 1,30 1,98
Max. 90,66 38,93 1,78 22,59 15,30 1,74 2,70
Ortalama 79,57 28,88 1,35 17,40 1325 1,82 2,51
Say1 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Toplam  Stamdart 5056 0,63 6,72 3,96 1,27 1,44
Sapma
Min. 67.17 10,56 0,27 529 7,05 1,04 1,08
Max. 90,66 44,93 2,09 30,49 22,97 5,66 6,64
Mann-
Whitney U 13 10 12 8 9 9 13
Cift yonli 0926 0,518 0,781 0309 0405 0,405 0,926
p degeri
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Tablo 23: Tiimor lokalizasyonuna gore periferik kandan ¢aligilan parametrelerin ortalamalari

CDh4" CDh4" CD4" CDS§"
CD25  CD25™ CD25"¢"  CD25"  Breslow S100B
FOXP3"* FOXP3® FOXP3* FOXP3*
Ortalama 13,67 18,72 58.14 0,30 2,93 577.47
Say1 9,00 9,00 9,00 9,00 20,00 9,00
IEEghe seeant | pe o 12,41 14 45 031 1,51 919,62
govde Sapma
Min. 1,55 6,14 36,71 0,01 0,80 48.80
Max. 42.88 38.55 81,00 0,97 5,50 2934.80
Ortalama 2,38 533 37.12 0,29 4,07 520,13
Say1 3,00 3,00 3,00 3,00 12,00 3,00
Therie | SAldt | e e 0,81 6,24 0,07 3,27 604,29
Sapma
Min. 1.45 4,63 30,14 0,22 0,50 88,80
Max. 3.23 6.21 42.15 0,36 10,00 1210,80
Ortalama 10,85 15,37 52.89 0,30 335 563.13
T Say1 12,00 12,00 12,00 12,00 32.00 12,00
oplam Standart
12,78 12,20 15,79 0,27 2,35 825,91
Sapma
Min. 1.45 4,63 30,14 0,01 0,50 48.80
Max. 42.88 38.55 81,00 0,97 10,00 2934.80
Mann-
Whitney U 3 1 2 8 107 12
(Ghionl 0,052 0,021°% 0,033* 0,308 0,613 0,782
degeri

* Cift yonli p degeri anlamlidir p<0.05
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Tablo 24: Uzak metastaz varligina gore periferik kandan calisilan parametrelerin ortalamalari

CD4"
Lenfosit CD4" CD4'/CDS8" CD4’ CD4++ CD4; n  CD25"
CD25- CD25" CD25"™" [ " io..
Ortalama 7930 28,92 1,38 17,50 12,89 1,91 2,65
Uzak Say1 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
metastaz Standart Sapma 7,50 10,68 0,63 7,10 4,27 1,38 1,54
var Min. 67,17 10,56 0,27 529 7,05 1,04 1,08
Max. 89,77 44,93 2,09 30,49 2297 5,66 6,64
Ortalama 80,92 2871 1,20 16,90 15,09 1,40 1,81
Uzak Say1 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
metastaz Standart Sapma 13,77 14,46 0,33 6,56 0,30 0,46 0,40
yok Min. 71,18 18,48 0,61 12,26 14,88 1,07 1,52
Max. 90,66 38,93 1,78 21,54 1530 1,72 2,09
Ortalama 79,57 28,88 1,35 1740 13,25 1,82 2,51
Say1 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Toplam Standart Sapma 7,98 10,60 0,63 6,72 3,96 1,27 1,44
Min. 67,17 10,56 0,27 529 7,05 1,04 1,08
Max. 90,66 44,93 2,09 30,49 2297 5,66 6,64
Mann-
Whitney U 8 10 7 9 4 8 4
Cift yonlii p 0,667 1,000 0,519 0,830 0,197 0,667 0,197
degeri

Tablo 25: Uzak metastaz varligina gore periferik kandan ¢alisilan parametrelerin ortalamalari

CD4" CD4" CD4" CDS"
CD25  CD25" CD25"™" (CD25° Breslow S100B
FOXP3" FOXP3" FOXP3" FOXP3"
Ortalama 12,32 16,99 54,97 0,32 3,16 356,20
Uzak Say1 10,00 10,00 10,00 10,00 24,00 10,00
metastaz Standart Sapma 13,57 12,78 16,53 0,29 2,22 388,58
var Min. 1,55 4,63 30,14 0,01 0,50 48,80
Max. 42,88 38,55 81,00 0,97 10,00 1210,80
Ortalama 3,51 7,27 42,47 0,18 3,93 1597,80
Uzak Say1 2,00 2,00 2,00 2,00 8,00 2,00
metastaz Standart Sapma 291 3,01 4,79 0,06 2,76 1890,80
yok Min. 1,45 5,14 39,08 0,13 1,60 260,80
Max. 5,57 9,39 45,85 0,22 10,00 2934,80
Ortalama 10,85 15,37 52,89 0,30 3,35 563,13
P Say1 12,00 12,00 12,00 12,00 32,00 12,00
Standart Sapma 12,78 12,20 15,79 0,27 2,35 825,91
Min. 1,45 4,63 30,14 0,01 0,50 48,80
Max. 42 .88 38,55 81,00 0,97 10,00 2934,80
Mann-
Whitney U 5 6 5 7 81,5 4
Cift yonlii p
.. 0,283 0,390 0,283 0,519 0,528 0,197
degeri
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Tablo 26 :Ulserasyon varligma gore periferik kandan ¢alisilan parametrelerin ortalamalar

CD4"
CDh4" CD4" CDh4"
Lenfosit CD4" CD4'/CDS8" + high ~CD25"
CD25- CD25' CD2s™ 0.
Ortalama 77,66 29,73 1.45 1668 1380 221 3.19
Say1 6,00 6,00 6,00 6,00 600 6,00 6,00
Ulserasyon
v smmies | on e 0,47 418  4.89 1,76 1.80
var Sapma
Min. 67,17 1925 0,66 11,54 9,81 1,12 1,53
Max. 84.61 37.86 1.86 22,59 | 2297 | 5,66 6,64
Ortalama 8148 28,03 1.24 18,12 12,71 1.44 1.83
Say1 600 6,00 6.00 6,00 6,00 6,00 6,00
Ulserasyon
Lo Sandart 4 1338 0,79 898 3,14 031 0,44
yo Sapma
Min. 70,07 10,56 0,27 529  7.05 1,04 1,08
Max. 90,66 44,93 2,09 3049 1530 174 2,22
Ortalama 79,57 28,88 135 1740 1325 182 251
Say1 1200 12,00 12,00 1200 12,00 12,00 12,00
Toplam Standm 798 10,60 0,63 672 3.96 1,27 1,44
apma
Min. 67.17 10,56 0,27 529  7.05 1,04 1,08
Max. 90,66 44,93 2,09 3049 2297 5,66 6,64
Mann-Whitney U 12 16 17 15 18 16 4
Cift yonlii p degeri 0337 0,749 0873 0,631 1,000 0749 0,025

* Cift yonli p degeri anlamlidir p<0.05
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Tablo 27: Ulserasyon varligia gore periferik kandan ¢alisilan parametrelerin ortalamalar

CD4" CD4" CD4+‘ CDS8+ Breslow S100B
CD25  CD25" (CD25"e" CD25+
FOXP3* FOXP3" FOXP3" FOXP3+

Ortalama 15,07 19,92 61,42 0,42 2,40 196,80
.. Say1 6,00 6,00 6,00 6,00 18,00 6,00
Ulserasyon
var Standart Sapma 15,40 12,99 14,14 0,33 1,49 218,41
Min. 2,47 6,21 42,15 0,10 0,50 48,80
Max. 42,88 38,55 81,00 0,97 5,00 632,80
Ortalama 6,63 10,82 44,36 0,18 4,58 929,47
Ulserasyon Say1 6,00 6,00 6,00 6,00 14,00 6,00
yok Standart Sapma 8,91 10,43 13,19 0,12 2,71 1063,43
Min. 1,45 4,63 30,14 0,01 1,90 54,80
Max. 24,56 31,81 68,37 0,36 10,00 2934,80
Ortalama 10,85 15,37 52,89 0,30 3,35 563,13
Say1 12,00 12,00 12,00 12,00 32,00 12,00
Toplam Standart Sapma 12,78 12,20 15,79 0,27 2,35 825,91
Min. 1,45 4,63 30,14 0,01 0,50 48,80
Max. 42,88 38,55 81,00 0,97 10,00 2934,80
Mann- 11 9 6 10,5 55,5 7
Whitney U
Cift yonlii p 0,262 0,150 0,055 0,229 0,007* 0,078
degeri

* Cift yonli p degeri anlamlidir p<0.05

e Basg, boyun ve govde de lokalize olan melanomlarda ekstremitelerde melanomu olan
hastalara gore kanlarinda CD4"CD25 FOXP3" ve CD4"CD25"¢"FOXP3" hiicreleri
yiiksekti (sirasiyla P=0,021 ve P=0,033).

e Ulserasyonu olmayan hastalarin kanlarinda CD4 CD25 FOXP3" hiicreleri ortalama
3,19 hiicreyken, tilserasyonu olan hastalarda bu ortalama 1,83 hiicreydi ve aralarindaki

fark istatistiksel olarak anlamli saptandi (p=0,025).

3. Immiinhistokimyasal Bulgular

Otuz iki hastanin ikisinin patoloji arsivimizdeki dokularinin sadece metastatik lenf
nodu olmasi nedeniyle toplam 30 6rnekte immiinhistokimyasal boyama yapilmistir. Otuz
hasta blogundan CD3, CD4, CDS8, CD20, CD25 ve FOXP3 ekspresyonlar1
immiinhistokimyasal olarak belirlendi. Pozitif boyanan hiicrelerin yiizdelerine gore

skorlamalar su sekilde degerlendirildi:
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<%5 =
%5-25
%26-50 =
%51-75 =
>%76 =

3
4

FOXP3 ekspresyonunda skorlama yerine, pozitif boyanan hiicre yiizdeleri kullanildi. Bulgular

Tablo 28°de gosterilmistir.

Tablo 28: Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD3, CD4, CD8, CD20, CD25 ve FOXP3’iin
ekspresyon sonuglari

HastaNo CD20 CD3 CD4 CD8 CD25 FOXP3%
1 2 3 3 2 2 24
2 1 3 2 2 1 29
3 metastaz ornegi
4 1 3 2 2 1 31
5 0 4 3 1 1 15
6 1 4 2 2 1 27
7 1 3 4 2 1 14
8 1 4 2 2 1 14
9 2 4 1 2 1 13
10 metastaz drnegi
11 1 4 3 2 1 17
12 2 4 2 2 1 26
13 1 4 3 2 1 16
14 2 4 4 2 4 13
15 3 4 3 4 2 12
16 1 4 2 3 2 20
17 2 4 2 3 1 18
18 2 3 2 2 1 6
19 2 4 2 2 1 5

20 3 3 2 1 2 17
21 2 3 2 1 2 18
22 2 3 3 2 1 34
23 2 3 1 2 0 6
24 1 3 2 1 2 21
25 1 4 2 1 1 2
26 1 4 3 1 1 13
27 2 4 3 3 1 12
28 1 4 2 3 2 20
29 1 4 2 2 1 22
30 1 4 3 1 1 17
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31 1 4 2 1 2 18
32 1 4 2 1 1 12
e Timorii infiltre eden T lenfositleri %75’in altinda olan hastalarin Breslow kalinliklari,

bu hiicrelerin %75’in lizerinde olan hastalara gore yiiksektir (p=0,021).

e Erkeklerde kadinlara gore tiimorii infiltre eden sitotoksik T lenfositlerinin tamami
%50’nin altindayd1 ve bu fark anlamlidir (p=0,014).

e Ulserasyonu olmayan hastalarda tiimérii infiltre eden T lenfositleri %75’in

iizerindeydi (p=0,045).

Resim 1-20’de immiinohistokimyasal ekspresyonuna bakilan her parametre i¢in skorlamada

kullanilan degerlere birer 6rnek verilmistir.

Resim 1: Timori infiltre eden lenfositlerde CD20 Resim 2: Timori infiltre eden lenfositlerde CD20
i¢in skor 1. i¢in skor 2.

3 o ,,& f

. 'iul ""k:\'\- w = 3 . T 4 i 4
Resim 3: Timori infiltre eden lenfositlerde CD20 Resim 4: Tumori infiltre eden lenfositlerde CD3
icin skor 3. i¢in skor 3.

o 3
. a : Ar
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Resim 5: Tiimorii infiltre eden lenfositlerde CD3
i¢in skor 4.

Resim 7 :Tumori infiltre eden lenfositlerde CD4
i¢in skor 2.

Resim 9: Tiimoérii infiltre eden lenfositlerde CD4
icin skor 4.

Resim 6 :Tiimoéri infiltre eden lenfositlerde CD4
i¢in skor 1.

Resim 8 :Tumori infiltre eden lenfositlerde CD4
i¢in skor 3.

Resim 10: Tiimorii infiltre eden lenfositlerde CD8
i¢in skor 1.
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Resim 11 :Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD8
icin skor 2.

Resim 13: Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD8
i¢in skor 4.

~3! Pt i O Sk
Resim 15: Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD25
i¢in skor 2.

Resim 14: Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD25
icin skor 1.

e kT
N e
PRy oy P SN Y o Ny
Resim 16 :Tiimori infiltre eden lenfositlerde CD25
i¢in skor 4.
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Resim 17: Tumori infiltre eden lenfositlerde Resim 18: Tumori infiltre eden lenfositlerde
FOXP3 %6. FOXP3 %12.

Resim 19 :Tiimori infiltre eden lenfositlerde Resim 20 :Tiimori infiltre eden lenfositlerde
FOXP3 %20. FOXP3 %27.

4. Korelasyon analiz sonuclar1

Hastalarin klinik verileri ile kanda ve dokuda olgililen parametreler arasindaki korelasyon

analizinin sonuglar1 Tablo 29°da goriilmektedir.
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Tablo 29 : Korelasyon analizleri

Spear- o N + CD4" ., CD4" CD4" CD4'  CDS'
man’s IgDCs' IgD% (IZI]-I)(ZJO IgDC“' (13}11)(2:5 FIOH)?I;S Breslow Clark S100B Lenfosit CD4" g]]));S' CC]]))Z"5+ CCD];;‘..ig., CD25++ (é]]))‘;f CD25 CD25**+ CD25 "ig:' CD25++
Rho FOXP3 FOXP3' FOXP3" FOXP3' FOXP3
IHC-CD8 r 1,000 0,158 0312 0,041 -0,003 0,079 -0,065 0,087  -0,406 -0,058 -0,058  -0,522 0,174 -0,058 0,058 -0,524 0,406 0,290 0,406 0,000
p s 0,405 0,093 0,828 0,988 0,679 0,732 0,646 0,244 0,873 0,873 0,122 0,631 0,873 0,873 0,120 0,244 0,416 0,244 1,000
IHC-CD3 r 0,158 1,000 -0,251 0,092 -0,054 -0,274 -0,429  -0,176  -0,426 0,213 -0,071 0284  -0,569 -0,426 0,071 -0,178 -0,071 0,142 0,213 -0,642
p 0,405 s 0,180 0,629 0,776 0,142 0,018%* 0,352 0,219 0,554 0,845 0,426 0,086 0,219 0,845 0,622 0,845 0,695 0,554 0,046
IHC-CD20 r 0,312 -0,251 1,000 -0,079 0,196 -0,204 -0,114 -0,117 0,638 -0,055 0,444  -0,062 0,603 0,381 0,180 0,125 0,139 0,153 0,264 0,157
p 0,093 0,180 s 0,679 0,299 0,280 0,548 0,537  0,047* 0,879 0,199 0,864 0,065 0,277 0,618 0,730 0,702 0,674 0,462 0,666
IHC-CD4 r 0,041 0,092 -0,079 1,000 0,161  -0,039 -0,212  -0,387 0374 -0,544  -0,282  -0,203  -0,203 -0,098 0,610 0,237 0,151 0,256 0,138 0,651
p 0,828 0,629 0,679 s 0,396 0,840 0,260 0,035% 0,287 0,104 0,430 0,573 0,573 0,787 0,061 0,510 0,678 0,476 0,704 0,041*
IHC-CD25 r -0,003 -0,054 0,196 0,161 1,000 0,207 -0,303 -0,284 0,174 -0,174 0,290  -0,290 0,522 0,522 0,522 0,349 0,174 0,174 0,406 0,524
p 0,988 0,776 0,299 0,396 s 0,273 0,103 0,129 0,631 0,631 0,416 0,416 0,122 0,122 0,122 0,323 0,631 0,631 0,244 0,120
IHC-FOXP3 r 0,079 -0274 -0,204 -0,039 0207 1,000 -0,025 0,056 -0,012  -0,043 0,146 0,207 0,188 0,152 0,091 -0,262 -0,426 -0,608 -0,249 0,280
p 0,679 0,142 0,280 0,840 0,273 s 0,898 0,770 0,973 0,907 0,688 0,567 0,602 0,675 0,802 0,464 0,220 0,062 0,487 0,432
Breslow r -0,065 -0,429 -0,114 -0,212 -0,303 -0,025 1,000 0,580 0,501 0,056 -0,322 -0,326  -0,196 -0,291 -0,294 -0,295 0,025 0,053 -0,119 -0,288
p 0,732 0,018 0,548 0,260 0,103 0,898 s 0,000 0,097 0,863 0,307 0,301 0,541 0,359 0,353 0,352 0,940 0,871 0,712 0,364
Clark r 0,087 -0,176 -0,117 -0387 -0,284 0,056 0,580 1,000  -0,008 0,296 0,086 0,043  -0,128 0,128 -0,397 0,107 -0,066 -0,152 -0,047 -0,536
p 0,646 0,352 0,537 0,035 0,129 0,770 0,000 s 0,981 0,351 0,791 0,895 0,691 0,691 0,202 0,740 0,838 0,638 0,885 0,073
S100B r -0,406 -0,426 -0,638 0374 -0,174 -0,012 0,501 -0,008 1,000 -0,469 -0,580  -0,371 0,021 -0,154 -0,245 -0,291 -0,091 -0,217 -0,490 0,182
p 0,244 0,219 0,047 0,287 0,631 0,973 0,097 0,981 s 0,124 0,048* 0,236 0,948 0,633 0,443 0,359 0,779 0,499 0,106 0,571
Lenfosit r -0,058 0213  -0,055 -0,544 -0,174  -0,043 0,056 0,296  -0,469 1,000 0,462 0,315 0,028 0,007 -0,315 0,291 -0,035 0,091 0,070 -0,567
p 0,873 0,554 0,879 0,104 0,631 0,907 0,863 0,351 0,124 s 0,131 0,319 0,931 0,983 0,319 0,359 0,914 0,779 0,829 0,054
CD4" r -0,058 -0,071 0,444 -0,282 0,290 0,146 -0,322 0,086  -0,580 0,462 1,000 0,790 0,517 0,720 -0,084 0,823 -0,490 -0,378 -0,175 -0,004
p 0,873 0,845 0,199 0,430 0416 0,688 0,307 0,791 0,048 0,131 s 0,002* 0,085 0,008* 0,795 0,001* 0,106 0,226 0,587 0,991
CD4'CD25 r -0,522 0,284 -0,062 -0,203 -0290 0,207 -0,326 0,043  -0,371 0,315 0,790 1,000 0,154 0,455 -0,189 0,694 -0,769 -0,678 -0,531 -0,056
p 0,122 0426 0,864 0,573 0,416 0,567 0,301 0,895 0,236 0,319 0,002 s 0,633 0,138 0,557 0,012* 0,003* 0,015* 0,075 0,863
CD4'CD25" r 0,174  -0,569 0,603 -0,203 0,522 0,188 -0,196 -0,128 0,021 0,028 0,517 0,154 1,000 0,713 -0,280 0,424 -0,147 -0,217 -0,259 0,182
p 0,631 0,086 0,065 0,573 0,122 0,602 0,541 0,691 0,948 0,931 0,085 0,633 s 0,009* 0,379 0,170 0,649 0,499 0,417 0,571
CD4'CD25"e" r -0,058 -0426 0381 -0,098 0,522 0,152 -0,291 0,128  -0,154 0,007 0,720 0,455 0,713 1,000 -0,021 0,690 -0,336 -0,427 -0,259 0,333
p 0,873 0219 0,277 0,787 0,122 0,675 0,359 0,691 0,633 0,983 0,008 0,138 0,009 s 0,948 0,013* 0,286 0,167 0,417 0,291
CD4'CD25'FOXP3* r 0,058 0,071 0,180 0,610 0,522 0,091 -0,294 -0,397 0,245 -0,315 -0,084  -0,189  -0,280 -0,021 1,000 -0,081 0,070 0,189 0,462 0,616
p 0,873 0,845 0,618 0,061 0,122 0,802 0,353 0,202 0,443 0,319 0,795 0,557 0,379 0,948 s 0,803 0,829 0,557 0,131 0,033*
CD4'/CD8" r -0,524 -0,178 0,125 0237 0349  -0262 -0,295  -0,107  -0,291 0,291 0,823 0,694 0424 0,690 -0,081 1,000 -0,326 -0,228 -0,231 0,175
p 0,120 0,622 0,730 0,510 0,323 0,464 0,352 0,740 0,359 0,359 0,001 0,012 0,170 0,013 0,803 s 0,301 0,477 0,470 0,585
CD4'CD25FOXP3* r 0,406  -0,071 0,139 0,151 0,174 -0,426 0,025 -0,066  -0,091 -0,035 -0,490  -0,769  -0,147 -0,336 0,070 -0,326 1,000 0,930 0,734 -0,112
p 0,244 0,845 0,702 0,678 0,631 0,220 0,940 0,838 0,779 0,914 0,106 0,003 0,649 0,286 0,829 0,301 s 0,000* 0,007* 0,729
CD4'CD25"' FOXP3* r 0,290 0,142 0,153 0,256 0,174 -0,608 0,053 -0,152  -0,217 0,091 -0,378  -0,678  -0,217 -0,427 0,189 -0,228 0,930 1,000 0,832 -0,182
p 0,416 0,695 0,674 0476 0,631 0,062 0,871 0,638 0,499 0,779 0,226 0,015 0,499 0,167 0,557 0,477 0,000 s 0,001* 0,571
CD4'CD25"" FOXP3* r 0,406 0,213 0,264 0,138 0,406 -0,249 -0,119 -0,047  -0,490 0,070 -0,175  -0,531  -0,259 -0,259 0,462 -0,231 0,734 0,832 1,000 -0,130
p 0,244 0,554 0462 0,704 0,244 0,487 0,712 0,885 0,106 0,829 0,587 0,075 0,417 0,417 0,131 0,470 0,007 0,001 s 0,688
CD8+CD25+FOXP3* r 0,000 -0,642 0,157 0,651 0,524 0,280 -0,288  -0,536 0,182 -0,567  -0,004 -0,056 0,182 0,333 0,616 0,175 -0,112 -0,182 -0,130 1,000
p 1,000 0,046 0,666 0,041 0,120 0,432 0,364 0,073 0,571 0,054 0,991 0,863 0,571 0,291 0,033 0,585 0,729 0,571 0,688 s
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Tiimori infiltre eden T lenfositleri ile Breslow kalinligi ve hastalarin kaninda 6l¢iilen
CD8'CD25'FOXP3" hiicreleri arasinda ters yonde anlamli korelasyon saptand
(p=0,018, p=0,046).

Timori infiltre eden B lenfositleri ile serum S100B arasinda ters yonde anlaml
korelasyon saptandi (p=0,047).

Timori infiltre eden T helper lenfositleri ile Clark seviyesi arasinda ters ve hastalarin
periferik kanlarinda olgiillen CD8 CD25'FOXP3" hiicreleri arasinda pozitif yonde
anlamli korelasyon saptandi (p=0,035, p=0,041).

Hastalarin periferik kanlarinda 6lgiilen CD4" hiicreleri ile serum S100B arasinda ters
yonde, CD4'CD25, CD4'CD25™¢" hiicreleri ve CD4"/CD8" hiicre orani arasinda
pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi (p=0,048, p=0,002, p=0,008, p=0,001).
CD4'CD25  hiicreleri ile CD4"/CD8" hiicre orani arasinda pozitif, CD4 CD25
FOXP3" ve CD4'CD25 "FOXP3" hiicreleri arasinda ters yonde anlamli korelasyon
saptand1 (p=0,012, p=0,003, p=0,015).

CD4"CD25™¢" hiicreleri ile CD4'CD25" hiicreleri ve CD4"/CD8" hiicre orani arasinda
pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi (p=0,009, p=0,013).

CD8'CD25"FOXP3" ve CD4 CD25'FOXP3" hiicreleri arasinda pozitif yonde anlamli
korelasyon saptandi (p=0,033).

CD4"CD25FOXP3" ve CD4'CD25""FOXP3" ile CD4"CD25 "¢" FOXP3" hiicreleri
arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi (p<<0,001, p=0,007).
CD4"CD25™FOXP3" ile CD4'CD25 "&" FOXP3" hiicreleri arasinda pozitif yonde
anlamli korelasyon saptandi (p=0,001).
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5. TARTISMA

Malign melanom, deri kanserleri i¢inde gittikge artan sikligi ve diger bircok
maligniteden farkli olarak daha ¢ok gen¢ hasta grubunu etkilemesi nedeni ile Onem
tasimaktadir (54). Malign melanomlarin dikkat ¢eken bir baska 6zelligi de yiiksek metastaz
kapasitesi ve ileri evre olgularda hala etkin bir tedavisinin olmamasi nedeniyle mortalitenin
yiiksek olmasidir. Malign melanom tanisinin erken dénemde konulmasinin hastanin yasam
stiresi ve kalitesine dnemli katkida bulundugu bilinmektedir. Malign melanomu, diger solid
tiimorlerden ayiran belirgin 6zellikleri, kemoterapi ajanlarina gosterdigi intrensek direng ve
hastalik seyrinin degiskenligidir. Bu 6zellikler, malign melanomda cerrahi dis1 tedavi
yontemlerinin gelistirilmesini ve standart hale getirilmesini engellemektedir. Bu dogrultuda
hastaya ozel tedavilerin gelistirilmesi s6z konusu olmaktadir (5). Diger solid tiimoérlerden
farkli olarak spesifik bir immiin cevap sayesinde melanom hastalarinda spontan regresyonun
goriilmesi immiinoterapistlerin ilgisini bu hastaliga ¢ekmis ve giinlimiizde immiinoterapinin
basariya ulasan hedeflerinden biri haline gelmistir (2,6).

Immiin cevabi baslatan antijene spesifik efektdr yamiti, periferik kandaki lenfositlerin
%70-80'ini olusturan T lenfositleri olusturmaktadirlar. Lenfositlerin efektdr ve regiilator
olmak tizere iki ayr1 fonksiyonu vardir. Cesitli ¢6ziiniir maddeler iireterek diger lokosit
aktivitelerini de regiile ederler. Iimmiin sistem, tiimor rejeksiyonunda kritik bir role sahiptir ve
T lenfositleri, etkili bir tiimdr immiin yanitin gelismesinde en 6nemli hiicrelerdir. Bu nedenle,
timorlii olgularda pek ¢ok immiin tedavi modeli, T hiicre yanitinin aktivasyonuna
odaklanmaktadir (7—11). Lenfosit alt gruplarinin neoplazilerde immiinoregiilatér role sahip
olduklar1 bilinmektedir. lyi islev géren bir immiin sistem tiimdrlere karsi konak¢r savunma
mekanizmalarinin isletilmesinde gereklidir. Yine iyi gorev yapan bir immiin sistem sadece
terapotik anlamda degil, prognostik anlamda da (lenfosit aberasyonlarinin koétii bir prognoz
kriteri olabilecegi gibi) bir kriter olarak kabul edilebilir.

Timus kokenli bir dogal regiilator T hiicre popiilasyonu self ve nonself antijenlere karsi
immiin yanitin kontroliinde ©6nemli role sahip olduguna dair giderek artan kanitlar
bulunmaktadir. CD4" T hiicrelerin CD25 eksprese eden grubunun immiinsiipresif aktivitede

gorev aldiklar1 goriilmiistiir. Ancak, 6zellikle insanlarda yeni aktive olmus CD4" ve CD8" T
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hiicrelerinde de eksprese oldugu i¢in, CD25’in tek basina Treg markeri olarak kullanilmasi
sinirlidir (50). Bir transkripsiyon faktorii olan FOXP3, CD4'CD25" hiicrelerin siipresdr olan
boliimiinii ortaya ¢ikarmaya yardimci olmaktadir (38,50,51,55-58).
Bu aragtirmanin temel amaci, malign melanom hastalarinda tiimér infiltre edici lenfositlerin
immiinohistolojik karakterizasyonu ve dolasimdaki regiilator T hiicrelerinin S100B ile
karsilastirarak prognozu saptamadaki giliciinlin arastirilmasidir.
Bu nedenle;
1. Timor infiltre edici lenfositlerinin saptanmasi icin; Parafine gdmiilii doku arsivinden
30 hastada immiinohistokimya yontemiyle CD3, CD4, CDS8, CD20, CD25 ve FOXP3
ekspresyonlarinin yer ve miktar analizi,
2. 12 yeni malign melanom hastasinin (24 saglikli kontrol) serumundan S100B
proteininin ELISA ile dl¢timii,
3. Dolagimdaki T regiilatorlerin sikliginin tam kanda Flow Sitometre ile 6l¢giimii ve
4. Treg’ler ile S100B arasindaki korelasyonun saptanmasi ve hastalarin klinik verileriyle

madde 1-3 iliskisinin degerlendirilmesi gergeklestirilmistir.

Arastirmada kullanilan hasta kan 6rnekleri DEUTF Hastanesi, Plastik ve Rekonstriiktif
Cerrahi Anabilim Dal1 Poliklinigine Agustos 2008 — Agustos 2009 tarihleri arasinda bagvuran
malign melanom hastalarindan; kontroller ise mamoplasti, rinoplasti gibi elektif cerrahiler i¢in
bagvuran ve herhangi bir kanseri olmayan hastalardan alindi. Caligmaya, ii¢ kadin ve dokuz
erkek olmak tizere 12 yeni malign melanom olgusu ile altis1 kadin 24 kontrol bireyin kanlari
dahil edildi. Ayrica DEUTF Hastanesi, Patoloji Anabilim Dal1 arsivinden 2003-2009 yillar1
arasinda tan1 konulan 17’si erkek 30 malign melanom olgusunun bloklar1 ¢ikarilarak
immiinhistokimyasal incelemelerde bulunuldu. Kanlar1 alinan 10 hastanin patoloji bloklar1 da
bunlarin arasindaydi. Hastalarin yas ortalamasi 56,50 iken kontrol olgularinki 53,04’dir.
Gruplar, yas ortalamasi (p=0.431) ve cinsiyet (p =0.094) bakimindan istatistiksel olarak

uygun dagilim gostermektedirler.

Porsiyonlanarak -80°C de saklanan hasta serumlari, S100B konsantrasyonunun
“sandwich” enzim immiinoassay yontemiyle tayin edilmesinde kullanildi. Konsantrasyonlari
50-2000 pg/ml arasinda olan S100B standartlar1 kullanilarak olusturulan standart egri ile
kantitasyon yapildi. S100B ortalamalar1 hasta grubunda 563,13 pg/ml ve kontrol grubunda
44,22 pg/ml olup bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p <0,001).

81



S100B’nin kanda yiikselmesi melanom hastalarinin yinelemeleri i¢in oldukga iyi bir
belirtectir ve Kruijff S. ve ark. Evre III melanomda yiikselmis S100B’nin kisa hastaliksiz
sagkalim ile iliskili oldugunu ortaya koymustur (59). Bu arastirmada 33 fakli ¢alismanin
S100B i¢in cut-off degerleri verilmistir. Bu degerler 0,05-3 pg/L arasinda olup, bizim
calismamizda en diisiik S100B hasta degeri 0,049 pg/L ve saglikli kontrol bireylerinde S100B
ortalama degeri 0,044 nug/L oldugu i¢in literatiirlerde secilmis en diisiik cut-off degeri olan
0,05 pg/L ve istii bizim ¢alismamiz i¢in de sinir alinabilir.

Normal ile hastaligin ayriminda kullanilan S100B  cut-off degerleri farkh
otoanalizorler i¢in degisim gostermektedir. LIAISON Sangtec 100 cihazinda 0,12 pg/L baz
alinirken, Elecsys S100 cihazinda 0,105 pg/L normal olarak kabul edilmektedir (60). Cut-off
degerinin hemen iizerindeki degerler gri bolge olarak degerlendirilir (Or. 0,12-0,20 pg/L,
LIAISON Sangtec 100) ve hastadan bir ay sonra tekrar kan almip S100B Ol¢iimiiniin
tekrarlanmasint gerektirir. S100B yiiksekliginin tekrarlamasi durumunda, timdr yinelemesi
acisindan viicut taramasi gerekmektedir. Gri bdlgenin iizerindeki S100B degerlerde timor
yinelemesi acisindan hastada ayrintili incelemeye gidilmelidir. Serum S100B sonuglarinin
yorumunda dikkat edilmesi gereken noktalar ve problemler su sekilde siralanabilir:

e Oda 1sisinda ii¢ saatten fazla tutulan orneklerde yanlis S100B yiikseklikleri
ortaya ¢ikabilmektedir;

e Santral sinir sistemi hasar1 olan veya kan beyin bariyerinin bozuldugu
hastalarda serum S100B yiikselebilir;

e Gliyom veya histiyositom gibi ikincil tiimdrler serum S100B yiiksekligine
neden olabilir;

e Karaciger veya bobrek fonksiyonlarmin bozuklugunda S100B yiiksekligi
olabilir. Bu durumda, karaciger sirozu yaninda primer karaciger tiimorii veya
metastaz diistiniilmelidir.

e Saglikli kontrollerin  %2-5’inde normalin T{izerinde S100B degerleri
olabilmektedir. Bundan dolay1 her hastanin kendi S100B baslangic degerinin
tan1 aninda Olgiilmesi ve hastalik seyrinin bu deger esas alinarak izlenmesi
Onem tagimaktadir.

e Ayrica, akilda tutulmasi gereken bir nokta da metastaz gosteren melanom

hastalariin %5’inde S100B degeri yiikselmemesidir.
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Dikkat edilmesi gereken 6zellikler goz 6niinde bulunduruldugunda, ¢calismamizda kan
ornekleri laboratuvara girdikten 30-120 dakika siire igerisinde santrifiij edilip, -80°C
dondurucuda analiz zamanina kadar saklanmistir (saklama siiresi maksimum 11 ay) ve kontrol
grubunu olusturan bireyler de yukarida sayilan hastaliklar1 tasimadiklarini bildirmislerdir.
Banfalvi T. ve ark. Evre III ve Evre IV melanom hasta gruplart arasinda serum S100B’nin
anlamli derecede farkli oldugunu gostermistir (61). Evre III melanomda serum S100B 0,01-5
ng/L arasindayken, evre [V te iist deger 24,49 pg/L’ye ¢ikmaktadir.

Bizim ¢alismamizda da serum S100B degerleri ¢ok yiiksek olan hastalarin Breslow
kalinliklar1 ve Clark seviyelerinin yliksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 11 ve 20). Ancak hasta
saymmizin disiik olmasi nedeniyle serum S100B ile hastanin klinik verileri (timor
lokalizasyonu, uzak metastaz, iilserasyon, SLN pozitifligi, Clark seviyesi ve adjuvan terapi
alip almadig1) arasinda yapilan karsilagtirmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Benzer
sekilde, flow sitometrik olarak oSlgiilen dolagimdaki regiilator hiicreler ile S100B arasinda
iliski bulunamadi. Serum S100B ile tiimorii infiltre eden B lenfositleri ve hastalarin periferik
kanlarinda &lgiilen CD4" hiicreleri arasinda ters yonde anlamli korelasyon saptandi (p=0,047,
p=0,048). Hastalik seyrinin iyi bir belirteci olan S100B’den faydalanarak efektor lenfositlerin
timor hiicreleri tarafindan baskilanmig olabilecegini sdylemek miimkiindiir.

Dolagimdaki regiilator T hiicrelerin 6l¢iimii i¢in Flow Sitometrik analiz tekniginden
yararlanildi. Literatiirde dolasimdaki Treg’leri degerlendiren c¢alismalarin  genelde
CD4'CD25" hiicreleri degerlendirdikleri goriilmiistiir (62-65). Rosenberg SA. 2005’te alti
hasta ve ii¢ kontrol olgusunda, dolasimdaki CD4 CD25"FOXP3" hiicrelerini degerlendirerek
IL-2 tedavisinde bu hiicrelerin arttigin1 gostermistir. 2007 yilinda Vence L ve ark.
caligmalarinda dolasimdaki CD4"CD25'FOXP3" ve tiimor antijenine spesifik Treg’lerin
metastatik melanomda yiiksek oldugunu, ama saglikli bireyde saptanmadigin1 gdsterdiler.
Bundan dolay1 antijen spesifik Treg’ler metastatik melanomda immiinoterapi agisindan yeni
bir hedef olabilecegini vurgulamaktadirlar (66). 2008 yilinda Jandus C. ve ark. melanom
hastalar1 (n=42) ile saglikl kontrollerin dolasimlarindaki Treg’leri CD4+FOXP3" hiicreleri
Olcerek gostermislerdir (62). Arastirmacilar FOXP3 ekspresyonunun sadece CD4"CD25"high
hiicrelerine spesifik olmadigin1 ve bu hiicrelerin de homojen olarak FOXP3 pozitif
olmadiklarini gostermislerdir.

Bizim ¢alismamiz ile bu arastirmalarin sonuglarini karsilastiracak olursak, ayni sekilde biz de

FOXP3’iin sadece CD4" hiicrelerin yiiksek CD25 pozitifliginde eksprese olmadigini
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gosterdik. Diistik CD25 ekspresyonu olan hiicrelerde ve de CDS8 eksprese eden hiicrelerde
FOXP3 protein ekspresyonunu saptadik (Tablol14- 17). CD8'CD25'FOXP3" hiicreleri ile
CD4'CD25 FOXP3" hiicreleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi (Tablo
29)(p=0,033).

Ayni calismada, CD25’i orta seviyede eksprese eden hiicrelerde yiiksek oranda
FOXP3’iin eksprese oldugu gosterilirken, bu ekspresyonun CD25"" olan hiicre grubunun
%30’unda olmadig1 gdsterilmistir. Ayrica FOXP3’iin CD8" olan hiicrelerde saptanmadig1
ifade edilmektedir (62).

Bizim ¢alismamizda, yiiksek seviyede CD25 ekspresyonu olan hiicrelerdeki FOXP3
ekspresyonu orta diizeyde CD25 ekspresyonu olan hiicrelere gore 3 kat fazlaydi. Bu bulguyu,
yiiksek seviyedeki CD25"€" FOXP3" hiicrelerin siipresér etki yapmaya baslamis Treg
hiicreleri olduklar1 yoniinde degerlendirmek miimkiindiir. Ancak, hasta grubunda bu hiicreler
kontrol grubuna gore diisiiktii (Tablo19). Melanomu olan hastalardaki CD4'CD25""FoxP3"
Treg’lerin diisiikliigii, bu hiicrelerin T hiicreleri iizerine olan siipresor etkilerinin azligini ve bu
da T hiicrelerinin tiimdr savunmasinda aktive oldugunu gdsterebilir.

Hastalarimizda CD4°CD25" ve CD4'CD25'FOXP3" hiicreleri kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksekken (p=0,025, p <0,001), FOXP3 pozitifligini CD25 ekspresyon
miktarina gore degerlendirdigimizde aralarindaki farkin saglikli kontroller yoniine degismesi,
aydinlatilmas1 gereken dnemli bir noktadir (Tablo18,19).

Giiniimiizde saglikli bireylerin periferik kanindaki CD4'CD25" hiicreleri hakkinda
bilgi igeren ¢ok az calisma vardir (62,67). Sagliklilarin periferik kaninda % 1,1-5,7 arasinda
CD4'CD25" hiicreleri bulan Janus ve ark. kadinlarda bu hiicrelerin daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir. Hastalarda ise CD4'CD25" hiicreleri %1,8-10,4 arasinda bulunurken, cinsiyet
arasinda fark yoktur. Kendi c¢alismamizda da saglikli kontrollerde kadinlardaki Treg
hiicrelerini gosteren alt gruplarin erkeklere gore daha yiiksek oldugunu gordiik, ancak olgu
sayisinin diisiikliigii nedeniyle, fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Bas, boyun ve govdelerine lokalize melanomu olan hastalarda, ekstremitelerinde
melanomu  olan  hastalara gore periferik kanlarinda CD4'CD25 'FoxP3" ve
CD4'CD25"e"FoxP3" hiicreleri yiiksekti (sirastyla p=0,021 ve p =0,033). Ayrica timor
iilserasyonu gostermeyen hastalarda CD4 CD25 FOXP3" hiicreleri iilserasyonlulara gore

yiiksekti (p=0,025).
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CD4'CD25" hiicrelerde FOXP3 pozitifligini inceledigimizde CD25 ekspresyonunun
artmasiyla FOXP3 proteininin de arttigin1 gérmekteyiz (Tablo 19). Ancak, CD25 i¢in diisiik
veya hig¢ ekspresyonu olmayan hiicrelerde de FOXP3’iin bulunmasi, sadece CD25 ekspresyon
varligiyla Treg tayinine gidilemeyecegi ortak goriisiinii tekrar desteklemektedir. Bu bulgumuz
daha onceki ¢alismalarla da uyumluydu (62,68).

Bizim arastirmamizdaki gibi CD4 CD25 FoxP3" hiicrelerin hastalarda daha yiiksek
oldugunu bulan c¢aligmalarda (62, 65) su hipotez vurgulanmaktadir: Timor hiicreleri
tarafindan yiiksek seviyede salgilanan sitokinler (Or. IL-2, TGFB) tarafindan CD4 FOXP3"
hiicrelerinin lokal proliferasyonu ve CD4" hiicrelerin Treg’lere doniisiimii saglanabilir. Tiimor
hiicreleri bu mekanizmayla kendi biiyiimelerini Treg’leri artirarak gergeklestirdikleri
diisiiniilebilir. Bizim caligmamizla da desteklenen bu hipotezin gii¢clendirilmesi i¢in daha
ayrintili caligmalara ihtiya¢ vardir.

Cogu ileri seviye malign melanom ve metastazlarda doku seviyesindeki TIL’lerin
erken evre melanoma gore daha diisiik seviyede oldugu gosterilmistir (16,39,69). Genel
olarak CD4" hiicreleri &n planda olmakta ve tiimdr progresyonunda CD8" lenfositlerinde
dustikliik izlenmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar literatiir bilgileri ile desteklenmekteydi:

e Tiimérii infiltre eden CD3" lenfositleri %75’in altinda olan hastalarin Breslow
kalinliklar1, bu hiicrelerin %75’in tizerinde olan hastalara gore yliksek bulunmustur (p
=0,021).

e Erkeklerde kadinlara gére tiimérii infiltre eden CD4 " lenfositlerinin tamami %50’nin
altindaydi ve bu fark anlamlidir (p =0,014).

e Ulserasyonu olmayan hastalarda tiimérii infiltre eden CD3+ lenfositleri %75’in
tizerindeydi (p =0,045).

e Tiimori infiltre eden T helper lenfositleri ile Clark seviyesi arasinda ters ve hastalarin
periferik kanlarinda &lgiilen CD8"CD25'FOXP3" hiicreleri arasinda pozitif yonde
anlamli korelasyon saptandi (p =0,035, p =0,041).

e Tiimorl infiltre eden B lenfositleri ile serum S100B arasinda ters yonde anlamli
korelasyon saptand1 (p =0,047).

Tiim bu anlamli korelasyonlar1 bir araya getirecek olursak, hastalik prognozu ile TIL

varlig1 arasinda ters yonde bir iligki oldugunu ve tiimorii siiprese edecek olan lenfositlerin

azliginin bu tiimoriin gelismesine neden oldugunu sdylemek miimkiindjir.
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TIL’lerin igerisinde yer alan Treg’lerin, sitotoksik lenfositlerin aktivitesini inhibe ederek,
immiin siipresyonu kontrol ettikleri gosterilmistir. Kanserde, 06zellikle melanomda
CD4'CD25 FOXP3" Treg’lerini doku seviyesinde arastiran az sayida ¢alisma vardir. Bu
arastirmalarin sonucunda CD4"CD25FOXP3"/CDS8" hiicre oranmin artmasi prognoz ile ters
yonde korele oldugu gosterilmistir (16, 70-73). Mourmouras V. ve ark. (16) melanomun
subtiplerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda Treg’lerin hem ‘junctional’, hem ‘compound atypical’
nevus hem de malign melanomun radyal biliylime fazinda yiiksek prevelansta oldugunu
gosterdiler. Bu bulgunun sonucunda arastirmacilar Treg’lerin melanom biiylimesini
destekledigini ve melanomagenezis sirasinda erken immiintoleranst uyardigini One
stirmektedirler.

Bizim c¢alisjmamizda tiimorii infiltre eden lenfositler arasinda FOXP3 ekspresyonu
gosteren hiicreler ile hastanin klinik verileri arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi.
Tiimérii infiltre eden T lenfositleri ile periferik kan CD8 CD25"FOXP3" hiicreleri arasinda
ters yonde, anlamli korelasyon saptandi (p=0,046) ve tiiméri infiltre eden CD4+ T lenfositleri
ile CD8'CD25'FOXP3" hiicreleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi
(p=0,041). TIL’lerin kompozisyonu agirlikli olarak T hiicre popiilasyonundan olugmaktadir.
Kanserler arasi farkliliktan ¢ok hastalar arasindaki farkliliktan kaynaklanan genis bir aralikta
eksprese olmaktadirlar. Bazi hastalarda CD4+ T hiicreleri %90 oraninda temsil edilirken diger
hastalarda %90 oraninda CD8+ T hiicreleri goriilmektedir (43). Bu ¢alismada hasta grubunda
yiiksek bulunan CD8 CD25'FOXP3" hiicreleri dokudaki T lenfositleri ile ters ve CD4+ T
lenfositleri ile pozitif korelasyonda olmasini, timorii ¢evreleyen helper T lenfositlerin

sitotoksik T lenfositleri uyarmak iizere artis gosterdigi seklinde agiklamak miimkiindiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma sonunda elde ettigimiz veriler, Treg’lerin anti tiimor immiinitesinde olasi
bir rolii oldugunu gostermektedir. Ancak heniiz anlagilamayan bulgularin aciklanabilmesi i¢in
Treg’lerin daha fazla karakterize edilmesi gerekmektedir. Gelecekte Treg’ler icin spesifik
marker ekspresyonunu arastiran, inhibisyon mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik ve
antijen Ozglnliiglinli dikkate alan c¢alismalar dizayn edilmesinin yararli olacagi
ongoriilmektedir. Bununla beraber, CD4" T hiicrelerini artirma ve Treg hiicrelerini
kisitlamaya ydnelik yeni kanser as1 programlar1 hem CD8" T hiicreleri hem de antijen spesifik

immiin cevabi diisiinerek degerlendirilmelidir.

S100B icin oneriler
Malign melanomda hastalik seyrinin iyi bir belirteci olan S100B’den faydalanarak
evreleme, prognozun tahmin edilmesi, tedavi basarisinin 6l¢liimii ve yinelemenin 6ngoriilmesi
saglanabilir. Avrupa’daki bir¢ok iilkenin melanom klinik izlem rehberlerinde onerildigi gibi
tilkemizde de S100B takibinin yapilmasini 6nerebiliriz. Bu rehberlerde 6nerilen izlem semasi
su sekildedir (60):
1. Tan1 sirasinda bir kez bakilmasi.
2.Evre 1T / 11 melanomlarda erken metastazin saptanmasi amaciyla bakilabilir.
Breslow < 1mm ise bir daha bakilmasina gerek yoktur, eger Breslow >Imm ise
3—6 ayda bir bakilir
3. Evre III’te (rejyonal metastaz varliginda) 3—6 ayda bir bakilir
4. Evre IV’te (uzak metastaz varliginda) prognoz ve tedavi izlemi i¢in her tedavi

kiirtinde bir kez bakilir.
Dolasimdaki Treg’ler icin oneriler

CD4'FOXP3" hiicrelerin saglam kontrollerdeki standart sapmalarin yiiksekligi

nedeniyle en az 1,8 katlik bir artigin farkli artis olarak degerlendirilmesi 6nerilmektedir (62).
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Ayrica cinsiyete gore fark gostermesi de dikkate alinarak menstruasyon sikliisiine gore de fark

olacagi (74) goz 6niinde bulundurulmalidir.

Doku seviyesindeki TIL’ler i¢in oneriler

Treg’lerin doku diizeyinde rutinde ¢alisilmasinin getirebilecegi yenilikler: Prognostik
bir marker olarak rutine ge¢mesi, tedavi hedefi olarak rolii olup olamayacagi bu verilerden
elde edilebilir ve melanom hastalarinin tedavi monitorizasyonunda histolojik bir parametre

olarak kullanilmasini mimkiin kilabilir.
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EK.1: ETIK KURUL ONAYI
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EK.2: GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Calismanin Adi: Malign Melanomda Regiilator T Hiicrelerinin Yeri

Diinyada goriilme siklig1 artan malign melanom, diger tiimorlere gore ¢ok farkli bir dogal seyir izlemektedir.
Erken tani i¢in risk altinda olan toplumlarda tarama yontemleri gelistirilmektedir. Tiim bunlara karsin hastaligin
sikligi artmakta ve bir halk sagligi problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger tiimorlerden farkli olarak
spesifik bir immun cevap sayesinde melanom hastalarinda iyilesme goriilmesi immunoterapistlerin ilgisini bu

hastaliga ¢ekmis ve giiniimiizde immunoterapinin basarili hedeflerinden biri haline gelmistir.

Bu ¢alismada; malign melanom hastalarinda kandan elde edilebilen ve hastanin immunitesini, tedavi izlemini ve
prognozunu gosterebilen belirtegler arastirilacak ve hastalardan alinan doku &rneklerinden adoptif T hiicre

tedavisinde kullanilan timdr infiltre edici lenfosit (TIL) kiiltiirleri olusturulacak ve gogaltilacaktir.

Bu amagcla; tedavi alan tiim hastalarin tedavi oncesi ve tedavi sirasinda (normal kontrole geldikleri 30 giin
arayla) rutin kan alimlar1 esnasinda 5 ml veno6z kan alinacaktir. Kan alinan yerin ¢evresinde morluk, kizariklik ve
11 artis1 ortaya ¢ikabilir. Bunun igin bdlgesel sogutma, kolun yiiksege kaldirilmasi ve antibiyotik tedavisi
gerekebilir. Ayrica secilen 6 hastadan tiimorlii dokudan Ornek alinacaktir. Olasi cerrahi komplikasyonlar
(kanama, enfeksiyon, yara yerinin ayrilmasi) ortaya ¢ikabilir. Bu komplikasyonlarin giderilmesi i¢in uzun siireli
pansuman uygulanmasi, antibiyotik kullanimi veya ikinci bir operasyon (kanamanin durdurulmasi, olasi yara

yerinin ayrilmasi) gerekebilir.

Bu c¢alisma ile malign melanom hastalarinin tedavilerinde immunoterapi segenegi icin Dokuz Eyliil
Universitesinde bir yontemi gelistirmeyi amaglamaktayiz ve sizin tedavinize yansimayacaktir. Calismada 40
goniillii hastadan kan ve 6 goniillii hastadan doku 6rnegi alinmasi planlanmaktadir. Calismaya katilmayi kabul

etmeniz halinde 12 ay siireyle izleneceksiniz.

Yapilan bu arastirma hastaliginiz ile ilgili olarak size tedaviniz agisindan ek tibbi yarar saglamamaktadir. Bu
calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gergeklestirilecek diger islemlerin masraflari size

veya gilivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.
Calismayla ilgili sorularinizi yoneltebileceginiz aragtirmacilar:

Uzm. Dr. Serpil Tanriverdi Akhisaroglu, Onkoloji Enstitiisit AD, 412 58 73
Yard.Dog¢.Dr. Cenk Demirdover, Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahisi AD, 412 35 09
Prof.Dr.Can Karaca, Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahisi AD, 412 35 02

e GoOnilli bu ¢alismaya katilmayi red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme hakkina
sahiptir. Bu ¢alimaya katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir sathasinda ayrilmaniz daha

sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir.
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e Arastirmaci da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu aragtirma dis1 birakabilir.

e Bu calismada yer aldiginiz siire icerisinde kayitlarinizin yani sira iliskili saglik kayitlariniz kesinlikle
gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligina
agik olacaktir.

e Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir.
Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yaymda isminiz kullanilmayacak ve

veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.

Yukarida goniillilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana
yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu Kklinik arastirmaya kendi rizamla, hicbir
baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Hastanin;

Adr:

Soyad :

Telefon Numarasi: Adres:

Tarih :

imza :

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Tamkhk Eden Kurulus
Gorevlisinin

Adr:
Soyadi :

Telefon Numarasi :
Tarih :

imza :

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adr:
Soyadi :
Telefon Numaras :

Tarih :
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imza :

EK.3: SAGLIKLI KONTROLLER ICIN AYDINLATILMIS
ONAM FORMU

Calismanin Adi: Malign Melanomda Regiilator T Hiicrelerinin Yeri

Diinyada goriilme siklig1 artan malign melanom, diger tiimdrlere gore ¢ok farkli bir dogal seyir izlemektedir.
Erken tani i¢in risk altinda olan toplumlarda tarama yontemleri gelistirilmektedir. Tiim bunlara kargin hastaligin
siklig1 artmakta ve bir halk sagligi problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger timdrlerden farkli olarak
spesifik bir immun cevap sayesinde melanom hastalarinda iyilesme goriilmesi immunoterapistlerin ilgisini bu

hastaliga ¢ekmis ve giiniimiizde immunoterapinin basarili hedeflerinden biri haline gelmistir.

Bu calismada; malign melanom hastalarinda kandan elde edilebilen ve hastanin immunitesini, tedavi izlemini ve
prognozunu gosterebilen belirtegler arastirilacak ve hastalardan alinan doku orneklerinden adoptif T hiicre

tedavisinde kullanilan tiimér infiltre edici lenfosit (TIL) kiiltiirleri olusturulacak ve ¢ogaltilacaktir.

Bu amagla; Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahiye gelen 40 saglikli kontrol bireyinden rutin kan alimlar1 esnasinda 5
ml vendz kan alinacaktir. Kan alman yerin ¢evresinde morluk, kizariklik ve 1s1 artist ortaya ¢ikabilir. Bunun i¢in

bolgesel sogutma, kolun yiiksege kaldirilmasi ve antibiyotik tedavisi gerekebilir.

Bu calisma ile malign melanom hastalarinin tedavilerinde immunoterapi segenegi icin Dokuz Eyliil
Universitesinde bir yontemi gelistirmeyi amaglamaktay1z ve sizin tedavinize yansimayacaktir. Bu caligma
sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger islemlerin masraflari size veya

giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya kurulusa ddetilmeyecektir.
Calismayla ilgili sorularinizi yoneltebileceginiz arastirmacilar:

Uzm. Dr. Serpil Tanriverdi Akhisaroglu, Onkoloji Enstitiisii AD, 412 58 73
Yard.Dog¢.Dr. Cenk Demirdover, Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahisi AD, 412 35 09

Prof.Dr.Can Karaca, Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahisi AD, 412 35 02

e Gonilli bu ¢aligmaya katilmay1 red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme hakkina
sahiptir. Bu ¢alismaya katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir sathasinda ayrilmaniz daha
sonraki tibbi bakiminiz1 etkilemeyecektir.

e  Arastirmaci da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu aragtirma dis1 birakabilir.

e Bu calismada yer aldiginiz siire igerisinde kayitlarinizin yani sira iliskili saglik kayitlariniz kesinlikle
gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligina

acik olacaktir.
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e Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir.
Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yaymda isminiz kullanilmayacak ve

veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana
yazil ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla séz konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hicbir
baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul ediyorum.

Saghkh Kontrol Bireyinin;

Adr:

Soyadu :

Telefon Numarasi: Adres:
Tarih :

imza :

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Tamkhk Eden Kurulus
Gorevlisinin

Adr:
Soyad :

Telefon Numaras :
Tarih :

imza :

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adr:

Soyad :

Telefon Numarasi :
Tarih :

imza :
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