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Analysis of BRAF V600E Mutation in Gastrointestinal Malignant
Melanomas

Gastrointestinal Malign Melanomlarda BRAF V600E Mutasyon Analizi
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OZET
GIRIS ve AMAC: Gastrointestinal mukozal malign melanomlarda BRAFV600E mutasyon varligi ve olgularin
klinik 6zelliklerini incelemeyi amagladik.
YONTEM ve GERECLER: Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
Patoloji boliimiinde 2006-2015 yillart arasinda tani almis malign melanomlar retrospektif olarak taranarak
mukozal melanomlar ve bunlar igerisinden gastrointestinal malign melanom olgular1 elde edilmis ve arsiv
bloklarindan hazirlanan kesitlerde ger¢cek zamanli PCR yontemi ile BRAFV600E mutasyonu aragtirilmigtir. Ayni
zamanda bu olgularin klinik 6zellikler gézden gegirilmistir.
BULGULAR: Mukozal Malign Melanom tanisi alan 14 olgunun 6’s1 gastrointestinal yerlesimli idi. Bu olgular
54-84 yag araliginda olup tiimor 4’# rektum, 2’si ince barsak lokalizasyona sahipti. Olgularin tamaminda PCR
yontemi ile ¢alisilan BRAF-V600E mutasyonu yalnizca ince barsak yerlesimli ve omentum metastazi olan 1
olguda izlenmistir.
TARTISMA ve SONUC: BRAF-V600E mutasyonu var olan tek olguda tiimor multi odaklar halinde gelisim
gostermis olup bu nedenle mukozal metastaz dislinilmiistiir. Primer kutanéz ve okiiler melanomlar
gastrointestinal sisteme sik olarak metastaz yapabilmektedir. Ancak primer odagi saptamak her zaman miimkiin
olmayabilir. Primer gastrointestinal melanomlar da ¢ok nadir olup genetik agidan da kutantz melanomlardan
farkli 6zellikler igerebilir.
Anahtar Kelimeler: Gastrointestinal, melanom, BRAFV600E mutasyonu

ABSTRACT
INTRODUCTION: We aimed to investigate BRAF V600E mutation in gastrointestinal mucosal melanomas
and patients’ clinical outcomes.
METHODS: The melanomas which were diagnosed at Ankara Yildirim Beyazit University/ Atatiirk Education
and Research Hospital between 2006 and 2015 were retrospectively screened for mucosal melanomas.
Gastrointestinal malignant melanomas were obtained from these cases. BRAF V600E mutation analysis is
performed to a total of 6 gastrointestinal melanoma cases by real time PCR method. In addition clinical
characteristics of these cases have beeen reviewed.
RESULTS: Six of the 14 patients with mucosal melanoma were gastrointestinal. There were cases of rectum
and 2 cases of small bowel, and patients were between 54- 84 years. BRAF V600E mutation was detected in one
of the small bowel localized case with omentum metastasis.
DISCUSSION AND CONCLUSION: The only case with BRAF V600E mutation was multifocal therefore
mucosal metastatis is considered in this case. Primary cutaneous and ocular melanomas can frequently
metastasize to the gastrointestinal tract. However, it may not always be possible to identify the primary tumor.
Primary gastrointestinal melanomas are very rare and genetically different from cutanous melanomas.
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Melanomlar solar ultraviyole (UV) 1s1k
maruziyetine bagli gelisen kutandz deri
kanserlerinin ~ letal  bir  formudur (1).
Melanomlar tiim malignitelerin %1-3 kadarini
olusturur (2).

Kutan6z formlarn yani sira izlenebilen
mukozal malign melanomlar;  kutanoz
formlardan  farkli  klinik ve patolojik
karakteristige sahip, agresif gidisli
neoplazilerdir (3). Primer mukozal malign
melanomlar oral kavite, sinonazal pasaj, vulva-
vajina, anorektal bolge ve driner sistemde
izlenebilir (4). Vulvar melanomlar milyonda
1.2 oraninda, bas-boyun bolgesi melanomlari
milyonda 0.7 oraninda, anorektal melanomlar
milyonda 0.4 oraninda, vajinal melanomlar
milyonda 0.3 oraninda ve penil melanomlar
milyonda 0.1 oraninda goriilme sikligina
sahiptirler (3).

Melanomlar gastrointestinal sisteme en
sik metastaz yapan tiimdrlerdir (4). Kutanoz ve
okiiler lezyonlarin metastazlar1 gastrointestinal
sistemde sikga goriliir. Bu melanomlarin
metastazlar1 en sik ince barsakta izlenirken,
ince barsakta ortaya c¢ikan melanomlarin
yalnizca %2’si primer barsak kokenlidir (4).

Kutan6z melanomlarinda ultraviyole
(UV) 151k maruziyeti biiylik bir risk faktorii
iken mukozal melanomlarda hastaliga ait risk
faktorleri  henliz  tanmimlanmamustir  (5).
Sinonazal mukozal melanomlarda formaldehid
maruziyetinin risk faktorii olabilecegi yoniinde
yaymlar mevcuttur (5).

Kutan6z melanomlarin noéral krest
kaynakli melanositlerden gelistigi, non-
kutan6z melanomlarin ise melanoblastlardan
koken aldigi diisiiniilmektedir (3,4). Ince
barsakta gelisen primer malign melanomun
melanoblastlar, ~ schwannian  noroblastik
hiicreler veya APUD hiicrelerinin
transformasyonu sonucu olustugu yoniinde
goriisler mevcuttur (4,6).

Melanomlar oldukga heterojen bir grup
timor olup mukozal ve kutandz melanomlar
farkli genetik yolaklar igerirler (3.,4,7).
Kutanéz melanomlarda en stk BRAF
(serin/treonin kinaz) mutasyonu goriliirken
mukozal  melanomlarda  siklikla  c-kit
mutasyonu izlenir (3,5,7).
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BRAF, 7q 34’de lokalize MAPK(mitojen
aktive edici protein kinaz) yolagmin iiyesi bir
serin/treonin  kinazdir (8). En sik BRAF-
V600E mutasyonu izlenirken ardindan %10-30
oraninda BRAF-V600K mutasyonu, %3
oraninda V600D/R mutasyonu goriiliir (9).
BRAF-V600E mutasyonu melanom
hiicrelerinde ERK aktivitesini saglayarak
hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonunu etkiler
(7). Kutan6z ve  oOzellikle  mukozal
melanomlarda c-kit aktivasyonu ile MAPK
yolagi {izerinden hiicrelerde  kontrolsiiz
proliferasyon goriilmektedir (5,7). Ayrica
mukozal melanomlarda RAS kaskadinin {iyesi
HRAS, NRAS, KRAS mutasyonlari
izlenebilmektedir (10).

Primer ve metastatik hastaligr ayirt
etmek dnemli ancak ayrimi yapmak her zaman
miimkiin degildir. Primer kutandz lezyon
yoklugu, soliter Kkitle, in-situ odak varhgi
primer mukozal melanom olarak
yorumlanabilir ~ (6,11). Otopsi serilerinde
malign melanom hastalarinda gastrointestinal
sistem metastazi %60 oraninda goriiliirken
hastalarin yalnizca %1-4 kadarinda masif
gastrointestinal kanama, perforasyon, anemi,
kramp, kronik abdominal agri, kilo kayb1 gibi
gastrointestinal semptom goriiliir (4,6). En sik
goriilen semptom ise obstriikksiyondur (6).

Gastrointestinal malign melanomlarin
tanisinda endoskopi ve radyoloji dnemlidir (6).
Tanida abdominal ultrasonografi, Baryumlu
grafi, endoskopi, bilgisayarli tomografi(BT) ve
pozitron  emisyon  tomografisi (PET)
kullanilabilmektedir (6).

Primer intestinal melanomlarda ve
intestinal metastatik melanomlarda genis
cerrahi rezeksiyon primer  tedavidir.
Metastatik melanomda cerrahi tedavi etkili
palyatif tedavi yontemidir. Ancak dissemine
hastalikta agresif cerrahi Onerilmemektedir.
Metastatik  hastalikta  sistemik  tedavide
kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi ve
biokemoterapi rejimleri  veya kombinleri
denenebilir. Ince barsagin primer
melanomlarinda sistemik adjuvan
kemoterapinin rolii simirli olup diisiik yanit
orant mevcuttur (6).
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MATERYAL-METOD

Bu c¢alismada Ankara Yildinm Beyazt
Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma
Hastanesi Patoloji ABD 2006-2015 yillar
arasinda tani1 almisg 85 adet malign melanom
olgusu retrospektif olarak incelenmistir.
Gastrointestinal mukozal melanom olgularina
ait H&E kesitler incelenmis ve canli timor
alan1 %50’nin iizerinde olacak sekilde timdr
alanlar isaretlenerek parafin kesitler alinmstir.
Deparafinizasyon ve DNA izolasyonundan
sonra BRAF V600-E mutasyon analizi
yapilmustir.

BRAF-V600E mutasyon analizi:

Her olgu igin 2’ser adet olmak iizere PCR
reaksiyon karigtmi 15 pl, primer mikst 6 pl,
molecular grade water 8 pl ve daha Once
Invitrogen PureLink Genomic DNA izolasyon
kiti ile izole edilen DNA oOrnekleri (50ng/ pl)
kullanilmigtir. Daha sonra 95°C’de 10 dakika,
95°C’de 30 saniye, 64°C’de 60 saniye 4 kez
sicaklik tablosu uygulanmustir.

Elde edilen mikstlerden Applied
Biosystems Step One Plus Real Time PCR
(Forecity, CA, USA) platformu ve Entrogen
BRAF Mutation Analysis Kit (Tarzana, CA,
USA) kullanilarak pozitif ve negatif kontroller
esliginde BRAF-V600E mutasyon varligi
aragtirilmisgtir,

PCR kurulumunda BRAF pozitif
kontrol olarak Reporter FAM Floresan ve
endojen kontrol olarak Reporter VIC ile isaretli
problar kullanilmistir. Negatif kontrol olarak
nuclease free water kullanilmistir. Analiz
sonucunda BRAF 600. Kodonda GTG>GAG
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degisiminde timinin yerini adeninin almasi ile
valin  aminoasidinin ~ yerine  glutamat
aminoasidi ile degismesine neden olan BRAF-
V600E mutant geni tespit edilmistir.

BULGULAR

Mukozal Malign Melanom tanis1 alan 14
olgunun 6’s1 gastrointestinal yerlesimli idi
Olgular 54-84 yas araliginda olup 2’si kadin
4’1 erkekti. Gastrointestinal melanomlarin 4’i
rektum, 2’si ince barsak yerlesimliydi.

Rektum lokalizasyonlu malign
melanom olgularinda sistemik taramalarda
primer odak saptanmad. Ince barsak yerlesimli
olan 2 olguda tiimor iki odakta izlendi (Resim
1) Yapilan sistemik taramalarda primer odak
saptanmadi. Ince barsak lokalizasyonlu bir
olguda omentum metastazi da mevcuttu. Ince
barsak yerlesimli bu iki olgu metastaz lehine
degerlendirildi.

Olgularm takip stireleri 2 ay ile 48 ay
arasinda degismekteydi. Tanidan sonraki ilk 6
ay igerisinde 3 adet rektum yerlesimli ve 1 adet
ince barsak yerlesimli mukozal melanom
olgusu eks olmustur. Ince barsak yerlesimli
diger olgu ise 4 yil sonra eks olmustur. Rektum
yerlesimli 1 melanom olgusu 10 ay takip siiresi
sonunda hala hayatta idi (Tablol).

Olgularin tamaminda PCR yo6ntemi ile
calisilan BRAF-V600E mutasyonu yalnizca
ince barsak yerlesimli ve omentum metastazi
olan ¢ok odakli melanom olgusunda
izlenmistir (figiir 1). Gastrointestinal yerlesim
dis1 8 olgunun 6’s1 bas-boyun kdkenli mukozal
malign melanomdu. Digerleri ise vulva ve
mesane yerlesimliydi (Tablo 2).
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Tablo 1: GIS melanom olgularinin klinik 6zellikleri
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Cinsiyet Yas  Yerlesim yeri BRAF Semptom  Operasyon Tiimér  Odaksayis1  Yasam
V600E tipi capi siiresi
mutasyonu (cm)

Olgul K 54 Ince barsak + ileus Segmenter 3.5-1.5 2 2ay
rezeksiyon (+omentum)
Olgu2 K 59 Ince barsak - ileus Segmenter 5-3.5 2 48 ay
rezeksiyon
Olgu3 E 72 Rektum - kabizlik APR 5.5 1 5ay 2
glin
Olgu4 E 82 Rektosigmoid - rektal Endoskopik 3 1 6 ay 28
kanama biyopsi giin
Olgu5 E 84 Rektum - rektal APR 9.5 1 5 ay
kanama
Olgu6 E 71 Rektosigmoid - kabizlik Endoskopik 1 takipte
biyopsi

Tablo 2: GIS dis1 mukozal maliﬁ melanom oliularlmn lokalizasion, ias ve cinsiiet dai“ 1lim1

APR: Abdominoperineal rezeksiyon

coO~NOYOT D WN -

Vulva

Mesane

Goz

Goz
Nazofarenks
Goz

Bukkal mukoza
Goz

PR RPRRERR R

68
59
63
65
65
62
78
80

Kadin
Erkek
Erkek
Kadin
Kadin
Erkek
Kadin
Erkek

Resim 1A: [leum mukozas1 altinda malign melanom (H&E X100)
Resim 1B: Iri, pleomorfik, vezikiiler niikleuslu hiicrelerle karakterli solid tiimor (H&E X200)
Resim 1C: Ttumor hiicrelerinde kuvvetli HMB-45 pozitifligi
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Figiir 1: Ger¢ek zamanli PCR yontemi ile BRAF V600E mutasyonu

TARTISMA

Melanomlar gastrointestinal sisteme en sik
metastaz yapan tiimorlerdir. Kutanoz ve okiiler
lezyonlarin ~ metastazlari  gastrointestinal
sistemde sik¢a goriiliir. Primer mukozal
melanomlar ise olduke¢a nadirdir (11).

Primer intestinal melanomlar agresif
davranis ve tani aninda siklikla saptanan
sistemik metastazlari nedeniyle kutandz
melanomlardan daha koti gidislidir (6).

Otopsi  serilerinde  melanomlarin
gastrointestinal sistem metastaz insidans1 %68
karaciger, %58 ince barsak, %22 kolon, %20
mide, %12 duodenum, %5 rektum, %4
Ozefagus ve %1 aniis olarak bildirilmistir (11).
Bizim c¢alismamizda metastatik  oldugu
diisiiniilen 2 ince barsak yerlesimli mukozal
melanom olgusu mevcuttu.

Mukozal melanom insidansi yasla
birlikte artmaktadir (5). Mukozal melanom
olgularinda hastalarin %60°’1 65 yas iizeri olup
%3’den az hasta 30 yas altdir (5). Bizim
calismamizda olgularin %66,6’s1 65 yas
iistiinde idi.

Mukozal melanomlar ortalama 10-13.4
ay yasam siiresine sahiptirler (12). Bizim
serimizde ortalama yasam siiresi 12,8 aydir.
Calisgmamizda ilk tan1 sonrasi takipte 10. ayda
olan olgu disinda yasayan olgu
bulunmamaktadir.

Literatiirde ince Dbarsak yerlesimli
primer mukozal melanomlara ait oldukca az
sayida  ¢alisma  bulunmaktadir.  Bizim
calismamizda 2 ince barsak yerlesimli
melanom olgusu mevcuttu. Bu olgularin biri

kadin digeri erkek -cinsiyette olup yaslar
sirastyla 59 ve 54°diir.

Tim olgulara uygulanan BRAF-
V600E mutasyonunu saptamaya yonelik PCR
sonucunda ince barsak yerlesimli bir mukozal
melanomda BRAF-V600E mutasyonu
saptanmustir. Cok odakli tiimdre sahip ve es
zamanlt omental metastaz iceren bu olgu
tanidan 2 ay sonra ex olmustur. Diger ince
barsak yerlesimli melanom olgusunun yagsam
stiresi 48 aydir.

Anorektal melanomlar stk
goriilmemekte ve her yil milyonda 1-2 yeni
olgu saptanmaktadir (11). Bizim serimizde
rektum yerlesimli 4 olgu mevcuttur. Anorektal
yerlesimli melanom olgularmin %50’si 70
yasin izerindedir (5). Literatiirde her iki
cinsiyetin esit etkilendigi bildirilmistir (11).
Caligmamizda erkek cinsiyet hakim olup
olgularin iicli erkek biri kadin idi. Rektum
yerlesimli olgular 70 yas iizerindeydi.

Melanomlar oldukga heterojen bir grup
timor olup mukozal ve kutandz melanomlar
farkl1 genetik yolaklar igerirler (3,4,7). Yeni
calismalar ~ melanom  genetigi  {izerine
yogunlasmaktadir. Kutanéz melanomlarda en
stk BRAF (serin/treonin kinaz) ve NRAS
mutasyonu goriiliir (3,5,7,10). BRAF 7q 34°de
lokalize MAPK (mitojen aktive edici protein
kinaz) yolagmin {iyesi bir serin/treonin
kinazdir (8). En stk BRAF-V600E mutasyonu
izlenirken ardindan %10-30 oraninda BRAF-
V600K mutasyonu, %3 oraninda V600D/R
mutasyonu  goriillir  (9). BRAF-V600E
mutasyonu melanom  hiicrelerinde ERK
aktivitesini saglayarak hiicrelerin kontrolsiiz
proliferasyonunu ve surveyini etkiler (7).
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Mukozal melanomlarda bir reseptdr tirozin
kinaz olan kit mutasyonu goriilmektedir (%23)
(10,11). Kit melanosit proliferasyonunda ve
gelisiminde rol almaktadir. Kit mutasyonu
genellikle jukstamembrandz domaini kodlayan
bolgede goriiliir boylece MAPK ve PIK3CA
gibi hedef genler aktive olur. Yeni c¢alismalar
kit mutant melanositlerin metastaz
kapasitesinin daha fazla oldugunu gostermistir
(6,12).

Uzun yasam siiresi genig rezeksiyon
yapilan olgularda bildirilmigtir (11). Rektal
yerlesimli mukozal melanom olgularinin
2’sinde abdominoperineal rezeksiyon(APR)
uygulanmistir. Bu 2 olguda ortalama yasam
siiresi 5 aydir. Ortalama yasam siiresi 4-6 ay
kadardir. Bizim serimizde 1 olguda BRAF-
V600E mutasyonu saptanmig ve bu olgunun
yasam siiresi 2 aydir.

Orginal Article

SONUC

Bizim ¢alismamizda klinigimizde mukozal
melanom tanisi almis 6 olguda BRAF-V600E
mutasyonu varligi arastirilmistir.  Mutasyon
varligi, primer hastalik iliskisi ve klinik
ozellikler incelenmistir.

Caligmamizda literatlirle uyumlu olarak
BRAF-V600E mutasyonu var olan tek vaka
multi odak yerlesimli olup bu olguda klinik
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olarak mukozal metastaz diisiiniilmekteydi.
Diger olgularda mutasyon varligi
saptanmamistir.

Malign melanomlar heterojen bir grup
neoplazilerdir. Primer mukozal melanomlar
oldukca nadir goriiliirler. Kutanéz ve okiiler
melanomlarin  mukozal metastazi oldukca
siktir. Otopsi serilerinde kutanéz melanom
olgularinin gastrointestinal metastazi %60’a
varan oranlarda goriilebildigi bildirilmistir.
Ancak primer melanomlar1 saptamak her
zaman kolay degildir. Bununla birlikte tedavi
modaliteleri agisindan 6nem tasimaktadir (13).
Ozellikle hedefe yonelik tedavide c-Kit
mutasyonu olanlarda tirozin kinaz inhibitori
imatinib  tedavisi rezeke  edilemeyen
melanomlarda fayda saglamaktadir (14).
BRAF V600 mutasyonu olan metastatik
melanomlarda ise Vemurafenib ile hedefe
yonelik tedaviye olumlu yanit alinmaktadir
(15). Tedavi se¢imi ve prognozu etkileyen
timoriin ~ yerlesim  yeri,  histopatolojik
Ozellikleri yanisira molekiiller ve genetik
ozelliklerinin de belirlenmesi Onem
tasimaktadir.
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