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Malign Melanomalarda HMB-45 ve S-100
Proteini Ekspresyonu ile Masson-Fontana
Boyanma Yogunluklarinin Karsilastiriimasi

Comparison of HMB-45 and S-100 Protein Expression
and Masson's Fontana Staining in Malignant Melanomas
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Ozet: Calismamizda malign melanoma olgularinin tani-
sinda en sik kullanilan G¢ boyama yé&nteminin duyarlilik-
lari kargilastinlmig, boyanma yogdunlugu ile pigment
Icerigi ve hicre tlrd arasindaki iligki arastiriimistir. Bu
amacla Cukurova Universitesi Tip Fakdltesi Patoloji
Anabilim Dal’'nda tam alan farkl turlerdeki 46 malign
melanoma olgusuna HMB-45, S-100 proteini ve Masson-
Fontana boyalar uygulandi. HMB-45 ile olgularin %
97.8' , S-100 proteini ile % 91.3'0 ve Masson-Fontana
lle % 72.0"1 degisen yogunluklarda pozitif olarak boyand),
Tumérde hdcre tird ve pigment igerigi lle boyanma
yogunlugu arasinda anlaml bir iliski bulunamadi. Malign
melanomalarin tanisinda HMB-45'in diger iki yénteme
gdre daha duyarli oldugu sonucuna varildi.

Anahtar S6zculkler: Malign melanoma, HMB-45, $-100
proteini

align melanomalar{MM) hizli klinik seyri, erken ve
M yaygin metastazlar ve gordlme sikligindaki kontrol
edilemeyen artisindan dolayi her dénemde aragtiricilarin
dikkatini gekmistir. GlUnumuize kadar MM'larin histo-
patolojik tanmisina yénelik (izerinde caligilan ¢ok sayida
dokukimyasal ve immun dokukimyasal yonteme ragmen,
hentiz MM'lara % 100 spesifik bir belirleyici ortaya
konulamamstir (1-3).

Summary: In this study sensitivity of the most used
staining methods in the diagnosis of malignant mela-
noma were investigated and staining intensity were
compared with pigment content and cell type in cases.
Forth six cases diagnosed as malignant melanoma from
Pathology department of Cukurova University Medical
Faculty were reviewed. Massonis Fontana, HMB-45 and
S-100 protein staining method were studied in formaline
fixed and paraffin embedded samples. Ninety-eight
percent of cases were stained with HMB-45, 91.3
percent of cases were stained with 5-100 protein and
72.0 percent of cases were stained with Masson's
Fentana. No correlation was found belween staining
intensity, cell type and pigment content. We conclude
that HMB-45 js more sensitive in diagnosis of malignant
melanoma than the other two methods.
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Calismamizin amaci HMB-45, S-100 proteini ve
Masson-Fontana (MF) boyama y&dntemlerinin malign
melanoma tanisindaki  duyarliliklarini  karsilastirip,
boyanma yogunlugu ile pigment icerigi ve hicre tiri
arasindaki iliskiyi arastirmaktir,

Gerec¢ ve Yontem

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali'nda MM tanisi alan toplam 46 olguya ait hema-
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toksilen eosin boyall preparatlar 1sik mikroskobunda
yeniden dederlendirildi ve secilen bloklardan hazirlanan
kesitlere dokukimyasal ydéntemle MF yan sira avidin-
biotin kompleks immiin peroksidaz yéntemiyle mono-
klonal mouse anti-melanoma antikoru, HMB-45 (Zymed,
08-0050) ve poliklonal rabbit S-100 proteini (1:50 dilis-
yon, Zymed,18-0046) uygulandi. lleri derecede pig-
mente olgulara, immin dokukimyasal boyama yonte-
mine gecmeden Once, tumdr hicrelerindeki melanin
pigmentini uzaklagtirmak igin melanin agartma (melanin-
bleaching) yéntemi kullanildi. immiin dokukimyasal boyan-
ma yogunluklari melanin pigment rengi ile kanstirma
olasilifl ortadan kalktigi igin daha iyi degerlendirilebildi.
Konitrolli elarak uygulanan bu teknikte pigment uzaklas-
tirma igleminin immiin dokukimyasal boyanmay etkileme-
digi gorildt (4). Her Ug boyanin boyanma yogunluklar
negatif, (+) pozitif, (++) pozitif, (+++) pozitif olarak
degerlendirildi. Sonuglar kargilastirildi.

Ayrica olgularda boyanma yoegunlugu ve boyanma paterni
ile pigment icerigi, hicre tirl karnislastirldi. istatistiksel
analizler SpSS-X program paketi kullanilarak bagimsal
orneklerde t-testi, bagiml orneklerde ki-kare testi ve
Fisher kesin ki-kare testi kullanilarak yapildi.

Bulgular

Calisma grubumuzdaki 46 olgunun 22'si kadin (%47.8),
24'( erkek (%52.2) olup timorin her iki cinsteki dagilimi
istatistiki olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Yas orta-
lamasi her iki cins igin 52.7+15.8 olarak bulundu.
Kadinda en klgik yas 24 en buylk yas 87 olup, yas
ortalamasi 54.2+17.4 iken, erkekte en ktliclik yas 29 en
biylk yas 80 olup, yas ortalamasi 51.4114.4 olarak
bulundu. MM olgularinda yas ile cins arasinda istatis-
tiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo I).

Tablo |. Malign melanoma olgularinin yas ve cinsi dagilimi.
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Olgu sayis! (n) % Yas ortalamasi
Kadin 22 47.8 54.2+17 .4
Erkek 24 52.2 51.4+14.4
Toplam (n) 46 100.0 52.7+15.8

Degerlendiriimeye alinan 46 olgunun HMB-45 ile 451
(%97.8), S-100 ile 42'si (% 91.3) ve MF ile 38' (% 72)
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pozitif olarak boyandi. Her (i¢ ydntemin boyanma yogun-
luklani degerlendirildiginde HMB-45 1 olguda negatif
(%2) , 15 olguda (+) pozitif (%33) , 8 olguda (++) pozitif
(%17) ve 22 olguda (+++) pozitif (%48) bulunurken, S-
100 proteini 4 olguda negatif (%9), 13 olguda (+) pozitif
(%28), 14 olguda (++) pozitif (%30) ve 15 olguda (+++)
pozitif (%33) olarak degerlendirildi. MF ile 8 olgu negatif
(%18), 14 olgu (+) pozitif (%30), 12 olgu (++) pozitif
(%26) ve 12 olgu (+++) pozitif (%26) boyanma gdsterdi
(Grafik ). Her lg boyama yoénteminin tmaor hucresindeki
boyanma yogunlukiarn agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunamad (p>0.05) (Resim 1, 2).

&
g 15

(*1

{(++)

[t}

B HMA-45

15

iz

@s-100

13

14

I5

O MASSON-FONTANA 8 14 12 12

Grafik |. HMB-45, S-100 proteini ve MF ile malign melanoma
olgularinda yogunluklarinin dagilim.

Olgularin 43'linde HMB-45 ve S-100 proteininin boyan-
ma yogunluklan arasinda pozitif korelasyon izlendi. 42
olgu her ikisinde pozitif, bir olgu her ikisinde de negatif
olarak boyandi, Ug olguda ise HMB-45 ile S-100 proteini
boyanma yogunluklar arasinda uyumsuzluk izlendi. Bu
olgular S-100 proteini ile negatif boyanma gosterirken,
HMB-45 ile 1 olgu (+) pozitif, 2 olgu (+++) pozitif boyanma
gosterdi (Tablo II).

Tablo ll. S-100 proteini ve HMB-45'in boyanma yogunluk-
larinin karsilastinimasi .

S-100
HMB-45 Negatif (-) Pozitif (+) Toplam (n)
Negatif (-) 1 - 1
Pozitif (+) 3 42 45
Toplam (n) 4 42 46

Toplam 46 olgunun 30'u (%65.2) primer, 16's1 (%34.8)
ise metastatik melanom olup primer olgularin 21'i deri,
4'0 gbz, 1'i dis kulak yolu, ve 1'i ise nazal kavite, meta-
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statik olgularin 5'I beyin, 6'si subkutan doku, 4'0 lenf
digumi, 1' akciger yerlesimli idi. Primer ve metastatik
MM olgularindaki HMB-45, S-100 proteini ve MF boyanma
yogunluklar arastirildiginda her ¢ boyanma tekniginin
de primer melanoma olgularinda daha gugli bir boyanma
gosterdigi gorildt. Ancak her Gg boyanma yénteminin
primer ve metastatik olgulardaki yogunluk farklar ara-
sindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05) (Tablo I, IV).

Tablo lll. Malign melanoma olgularinin yerlesim yelerine gére

dagihimi.

Primer olgular Metastatik olgular

Yerlesim Sayi (n) % Yerlesim Sayi (n) %

Deri 21 70.0 Beyin <] 313
Goéz 4 13.4 SD 6 36.5
Rektum 3 10.0 LD 4 25.0
DKY 1 3.3 Akciger 1 6.2
NK 1 3.3 - - -
Toplam (n) 30 100.0 Toplam (n) 16 100.0

DKY: Dis kulak yolu,
LD: lenf digimil

NK: Nazal kavite, SD: Subkutan doku,

Taplo IV, HMB-45 ve S-100 proteini ve MFnin boyanma
yofunluklannin  primer ve metastatik melanoma-
lardaki dagilimi.

Boyanma HMB-45 S-100 proteini M-Fontana
Yogunlugu Primer Metastalik Primer Metastatik Primer Metastatlk

= . 1 2 2 6 2
- B 7 7 & 2 9
++ 4 4 10 4 3
ot 18 4 11 4 10 2
Toplam (n) 30 16 30 16 a0 16

HMB-45, S-100 proteini ve MF boyalarinin boyanma
yogunluklari ile tumérde hicre tird arasinda anlamli bir
dagiim paterni izlenmedi (p>0.05) (Tablo V) Buna
karsin timoérde izlenen bizar hicrelerde daha gugll
boyanma gérildu (Resim 3).
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Gevresinde normal deri dokusu izlenen 19 olgunun 7'
sinde dermiste ter bezlerinin duktuslarim dbéseyen epi-
telde S-100 proteini ve HMB-45 ile fokal pozitif boyanma
gbrildl. Tumér dokusu kenarinda normal parotis bezi
izlenen bir olguda ise, bez igerisindeki duktus epitelle-
rinde S-100 proteini ve HMB-45 ile pozitiflik saptand.
Asinilerde boyanma izlenmedi. Bu 19 olgu digindaki hig
bir olguda tumér cevresi normal dokularda (periferik
sinir, damar duvan ve endotel, kil follikiilleri, barsak epi-
teli, fibr6z doku vs.) HMB-45 ile pozitif boyanma
izlenmedi. S-100 proteini ise hemen her olguda timér
cevresindeki periferik sinirler, Langerhans hicrelerinde
fokal olarak da ter bez epitellerinde pozitif boyanma
gosterdi.

Tartisma

Histolojik gorunimi ¢ok sayida karsinom ve sarkom ile
karigabilen MM'lar, ¢ogu zaman tani zorlugu yaratan
timdrlerdir. MM'larin  histopatolojik tanisina yonelik
yapilan gok sayida arastirmaya kargin hentz MM'lara %
100 6zgun bir belirleyici bulanamamakla birlikte, Umit
verici gelismeler de saglanmistir (5,6). Ik kez Gown
tarafindan tanimlanan, monoklonal mouse antihuman
melanoma antikoru HMB-45 MM'nin 6zgln tanisinda
arastirmacilari cesaretlendirmistir (7). Degisik yayinlarda
HMB-45'in MM'laraki duyarliligi % 689 ile % 100 arasinda
degisen oranlarda bildiriimektedir. Baslangicta ta
MM'lara % 100 ézgln oldugu bildirilirken, daha sonraki
galismalarda kimi neoplastik ve nonneoplastik dokularda
(meme, karaciger, bébrek ve tikrik bezi tdmdrlerinin bir
kKismi) pozitif boyanma gdésteriimistir (8-12).

Calismamizda MM'larda HMB-45 duyarhligr % 97.8
olarak bulunurken MM diginda bagka tumor cgaligil-
madigindan o&zglnligl hakkinda yorum yapilamadi.
Ancak tumor cevresinde yeterli normal cilt dokusu
izlenebilen 19 olgunun % 36.8'sinda ter bezlerinde ve bir
olguda da, timér yani sira izlenen normal parotis doku-
sunun duktus epitellerinde fokal boyanmanin saptan-
masi HMB-45 in kimi non-neoplastik dokularda da pozi-
tif boyanma gésterebildigini gbstermistir.

Tablo V. HMB-45 ve S-100 proteini ve MF'nin boyanma yogunluklarinin hicre tiiriine gére dagilimi.

Boyanma HMB-45 S-100 proteini M-Fontana
yoguniugu Igsi Epitelial Karma gsi Epitelial Karma igsi Epitelial Karma
- 1 - 2 2 - 2 3 3
+ 2 10 3 1 g 3 4 8 2
4 3 2 3 6 4 4 2 8 2
+4+ 7 13 2 3 11 1 4 7 1
Toplam (n) 12 26 8 12 26 8 12 26 a8
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Resim 1. Tumér hicrelerinde glgli intrasitoplazmik HMB-45
boyanmas (6646/92, HMB-45 X 400).

Resim 2. Timér hicrelerinde glgld intrasitoplazmik S-100
proteini boyanmasi (12708/92, 5-100 X 400).

Resim 3. Tumdrde bizar gorinimll hicrelerde glgld intra-
sitoplazmik HMB-45 boyanmasi (13602/93, HMB-45
X 400).
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Moore tarafindan sigir beyninden izole edilen ve daha
sonra Gaynor tarafindan MM'lardaki pozitifligi gdsterilen
S-100 proteini ile ilgili yapilan galismalarda duyarlilik %
82 ile % 100, 6zglnlik % 22 olarak bildirilmigtir (13-16).
Biz MM'lardaki duyarliigl % 1.3 gibi yiiksek bir oranda
bulduk. Ayrica hemen her olguda tiimér gevresinde izle-
nen periferik sinirler, ter bezleri ve Langerhans hicrele-
rinde pozitif boyanma saptandi. Olgularda genelde
HMB-45 ile S-100 proteini boyanma yogunluklar ara-
sinda genelde pozitif bir korelasyon izledik. Ancak ug
olguda iki boya arasinda uyumsuziuk saptadik. S-100
proteini ile negatif boyanan bu Ug olgu HMB-45 ile degi-
sen yogunluklarda pozitif boyanma gdsterdl. Bu sonug
da bize MM'larda HMB-45'in yiksek 6zgunligd yani sira
duyarligi da daha yiksek oldugunu gésterdi (Tablo ).

Calismamizda HMB-45 ve S-100 proteinin MM'larda
boyanma yogunlugu ve boyanma paterni ile pigment
igerigl ve yogunlugu arasinda anlamh bir iliski bulamadik
(p (0.05). Bu nedenle tumdrde pigment igeriginin
boyanma yogunlugunu etlkilemedigi sonucuna vardik.
Ayrica immin dokukimyasal boyama islemine gegme-
den énce yogun pigmente olgularda melanin agartma
(melanin bleaching) islemi ile pigmentin uzaklastiriimas
boyanmay etkilemedigi gibi immin dokukimyasal boyan-
ma yogunlugu ve boyanma paterninin daha daha iyi
degerlendiriimesini sagladi. Kontrollli olarak yapilan bu
islem pigment renginden dolayi yanlis pozitif degerlen-
dirmeyi de ortadan kaldird: (4,13).

Hicre turd ile her ¢ yontemin boyanma yogunluklar
arasindan istatistiksel bir anlamlilik bulamasak ta tumaor-
de bizar gorinimld hucrelerde genelde daha gigll
boyanma izledik (Resim 3). Kaynaklarda da timorde
epiteloid ve pleomorfik hiicrelerde daha gugli HMB-45
boyanma oldugunu bildiren g¢aligsmalar bildiriimistir (17).
Bu da bizim bulgularimizi kismen desteklemektedir. Biz
galigmamizda primer melanoma olgularinda daha yiksek
oranda pozitiflik bulduk. Ancak bunun anlamhhgini ista-
tistiksel olarak destekleyemedik. Kaynaklarda metastatik
melanoma olgularinda boyanmanin genelde daha zayf
olmast, timdrde ortaya cikan ve metastaz gosteren yeni
klonun melanomaya 6zgu antijeni kaybedip daha dife-
ransiye forma doénustigd ve bunun da daha zayif boyan-
maya neden oldugu seklinde izah edilmektedir (17).

Sonug olarak 46 olguluk ¢alisma grubumuzda malign
melanomalarda duyarlliginin HMB-45 in S-100 proteini
ve MFya gére daha yuksek oldugunu gordiik ve pozitif
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olgularda daha gucli boyanma goésterdigini gozledik.
Primer olgularda daha yiksek oranda pozitif boyanma
saptadik. Her g yontem igin de boyanma yogunlugu ile
timdrde hiicre tirt ve pigment icerigi arasinda istatistiki
bir anlamlilik saptayamadik. Biz MM'larin tanisinda tek
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