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OZET

PANKREAS KANSERLERINDE EPITELYAL MEZENKIMAL GEGIiS ILiSKiLi
MORFOLOJI iLE GATA6 VE LOXL2 EKSPRESYONUNUN PROGNOSTIK ONEMI

Dr. Elif Yumuk
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali / iZMiR

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC), dinyada en sik gorllen
malignitelerden biridir ve kotu prognoz, zayif etkili tedavi segenekleri ve erken teshis
yontemlerinin eksikligi ile giden agresif bir hastaliktir. Caligmalarda, pankreas
kanserinin biyolojik davranisinda etkili oldugu gosterilen epitelyal-mezenkimal gecis
(EMT), transkripsiyon faktorlerinin aktive olmasi ile timoér hicrelerinin mezenkimal
fenotipe donugerek ana tumaorden ayrildigi bir sureci tanimlamaktadir. EMT slrecinde
hucreler spesifik epitelyal belirteclerin kaybi (keratin) ve mezenkimal belirteclerin
(vimentin) kazaniimasiyla farkh morfolojik ve immunfenotipik 6zellikler kazanir. Ayrica
tumor hucrelerinde, E-cadherin ekspresyon kaybi ile gozlenen adezyon kaybi, tUmor
tomurcuklanmasi olarak adlandiriimig, tumorun infiltratif kenarinda hucrelerin tek tek
ya da 5 hdcreden az kuguk gruplar halinde ana tumor kitlesinden ayri olarak
g6zlemlenmesi, EMT’nin bir gdstergesi olarak dusunulmektedir. Epitelyal mezenkimal
gecis (EMT) slrecinde c¢ok sayida duzenleyici mekanizmadan biri GATA6
transkripsiyon faktort ve LOX-like 2 (LOXL2) enzimidir. Pek ¢ok galismada LOXL2'nin,
hiicre adezyonunu saglayan E-cadherin ekspresyonunu azalttigi ve ¢esitli kanserlerde
epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) destekledigi gosterilmistir. GATA6'nIn ise PDAK’In
kotu prognozlu ve kemoterapiye direncli oldugu bilinen bazal benzeri alt tirinde, dusuk
ekspresyon gosterdigi ve bu o6zelligi ile klasik PDAK'den ayirt edilebilecegdi

dusunulmektedir.

Biz, bu calismada pankreas adenokarsinomlarinda basta tumor
tomurcuklanmasi olmak Uzere literatirde EMT ile iligkili oldugu digunulen morfolojik
bulgularin, timoér biyolojik davranigini predikte etmedeki rolini ve EMT'nin
regulasyonunda rol oynayan LOXL2 ekspresyonun bu morfolojiler ve prognozla
iliskisini arastirmayi planladik. Buna ek olarak in-silico yontemlerle PDAC ‘da GATA-6
alterasyonlarinda gorulen EMT iligkili gen degisikliklerini arastirarak; EMT yolaklarinin

gelisimsel sureclerini aydinlatmayi hedeflemekteyiz.



Bu ¢alismada 2011-2021 yillari arasinda, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakdltesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dal’'nda Pankreatik Duktal adenokarsinom (PDAK) tanisi almig
100 olguya ait belirlenen tumorli doku kesitlerinde, patolojik parametreler
degerlendirilmis, klinik parametreler kayit altina alinmistir. immnuhistokimyasal olarak
Keratin, Vimentin, E-kadherin, LOXL2 ekspresyonu incelenmig, elde edilen bulgularin
prognostik faktorlerle iliskisi arastiriimigtir. Cbioportal.org sitesindeki erisime agik veri
tabanlarindan PDAK’li olgulardaki GATA6 kopya sayisi degisiklikleri tespit edilmis,
iliskili oldugu genler ve mRNA ekspresyonlari degerlendirilmigtir.

Morfolojik parametrelerden tiumoér tomurcuklanmasi (TT), tomurcuklanmadan
blyuk hicre gruplari (TBHG), mezenkimal fenotip (MF) ve nekroz sag kalim ile iligkili
bulunmustur ve birlikte degerlendirildiginde EMT’yi yansitan bulgulardir (p<0.001,
p<0.001, p<0.001, p<0.001). Nekroz varligi hem genel sagkalim hem de hastaliksiz
sagkalim acgisindan bagimsiz negatif prognostik faktor olarak saptanmigstir (p=0.023,
p=0.015). Diferansiasyon derecesi yuksek (log rank. p=0.002), cerrahi siniri pozitif (log
rank, p<0.001), lenfovaskuler invazyonu olan (p=0.037) ve E-Cadherin kaybi (p=0.028)
gorulen olgularda sagkalim suresinin daha kisa oldugu saptanmistir. LOXL2 epitelyal
ve stromal boyanmasi sag kalimla iligkili bulunmamistir. TUmaoérde vimentin pozitifligi ve
LOXL2 stromal boyanmasi ile pT evresi arasinda anlaml iliski vardir ve pozitif
tumorlerin pT evresinin daha dusuk oldugu gozlenmistir (p=0.027, p=0.011). GATAG6
kopya sayisi degisiklikleri insiliko olarak yapilan arastirmada 916 hastanin 52
(%6)’sinde goruimustlir. Kopya sayisi artisi ile iligkili 313 gen izlenmis bunlardan 4’0
(ROCK1, RALBP1, LINC00668, GRB2) EMT iliskili yolaklarda gérev almaktadir. Log2
orani 1'in Ustinde olan FEG(farkli eksprese edilen genler)’lerde yapilan yolak ve
ontolojik zenginlegtirme analizinde, “pankreas kanserinde klasik ve bazal alt
tiplendirme”; biyolojik sure¢ ise “epitelyal tabakanin korunmasi” istatiksel olarak

anlamli bulunmustur.

ilgili 4 morfolojik bulgunun birlikte degerlendirilmesinin EMT siireclerini
yansittigi dustinulmektedir. PDAK’ta nekroz bagimsiz negatif prognostik faktordar ve
patoloji raporlarinda belirtiimesi 6nemlidir. LOXL2'nin EMT ve sag kalimla iligkisi bu
calismada gorulmemistir. GATAG ekspresyonu 18q kazanciyla iligkilidir, ¢esitli mMRNA

ekspresyonlari ve gen degisiklikleri araciligiyla EMT sureclerini dizenlemektedir.



SUMMARY

PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF GATA6 AND LOXL2 EXPRESSION WITH
EPITHELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION-ASSOCIATED MORPHOLOGY IN
PANCREATIC CANCERS

Dr. Elif Yumuk

Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Medical Pathology, Izmir

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most common
malignancies globally and represents an aggressive disease with a poor prognosis,
poorly effective treatment options, and a lack of early detection methods. Epithelial-
mesenchymal transition (EMT), as shown in studies, significantly influences the
biological behavior of pancreatic cancer. EMT is a process where tumor cells
differentiate from the parent tumor by transforming into a mesenchymal phenotype
through the activation of transcription factors. During EMT, cells acquire different
morphological and immunophenotypic characteristics by losing specific epithelial
markers (keratin) and gaining mesenchymal markers (vimentin). Additionally, the loss
of adhesion observed with the loss of E-cadherin expression in tumor cells, referred to
as tumor budding, and the observation of individual cells or small groups of fewer than
5 cells at the infiltrative edge of the tumor, separated from the main tumor mass, are
considered indicators of EMT. One of the regulatory mechanisms in the epithelial-
mesenchymal transition (EMT) process is the GATAG transcription factor, and the LOX-
like 2 (LOXL2) enzyme. Several studies have shown that LOXL2 reduces E-cadherin
expression, which provides cell adhesion, and promotes epithelial-mesenchymal
transition (EMT) in various cancers. GATAG is believed to exhibit low expression in the
basal-like subtype of PDAC, known for its poor prognosis and resistance to

chemotherapy, distinguishing it from classic PDAC.

In this study, we aim to investigate the role of morphological findings, primarily
tumor budding in pancreatic adenocarcinomas, which are believed to be associated
with EMT, in predicting tumor biological behavior and the relationship between LOXL2

expression, which plays a role in the regulation of EMT, and these morphologies and
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prognosis. additionally, by exploring EMT-related gene changes in GATA-6 alterations
in PDAC using in-silico methods, we aim to shed light on the developmental processes

of EMT pathways.

In this study, pathological parameters were assessed, and clinical parameters
were recorded in tumor tissue sections from 100 patients diagnosed with pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDAC) at Dokuz Eylul University Faculty of Medicine,
Department of Medical Pathology between 2011 and 2021. Immunohistochemical
analysis was performed on Keratin, Vimentin, E-cadherin, and LOXL2 expressions,
and their relationship with prognostic factors was investigated. GATA6 copy number
changes in PDAC patients were determined from publicly available databases on

Cbioportal.org, and associated genes and mRNA expressions were evaluated.

Morphological parameters such as tumor budding (TB), TBHG, MF, and
necrosis are related to survival and, when evaluated together, reflect EMT-related
findings (p <0.001, p <0.001, p <0.001, p <0.001). The presence of necrosis was found
to be an independent negative prognostic factor for both overall survival and disease-
free survival (p =0.023, p =0.015). Patients with a high degree of differentiation (log
rank, p =0.002), positive surgical margins (log rank, p <0.001), lymphovascular
invasion (p =0.037), and loss of E-cadherin (p =0.028) had shorter survival. LOXL2
epithelial and stromal staining did not show an association with survival. The positivity
of vimentin and the stromal staining of LOXL2 in the tumor showed a significant
correlation with the pT stage. It was observed that positive tumors had lower pT stages
(p=0.027, p=0.011). GATAG6 copy number changes were observed in 52 (6%) out of
916 patients. 313 genes were associated with copy number increase, of which 4
(ROCK1, RALBP1, LINC00668, GRB2) are involved in EMT-related pathways. In
pathway and ontological enrichment analysis conducted in FEGs with a log2 ratio
greater than 1, "pancreatic cancer classic and basal subtype" was statistically

significant in biological processes as "epithelial layer preservation."

The simultaneous evaluation of these four morphologic findings is believed to
reflect EMT processes. Necrosis is a negative independent factor and therefore it is
important to mention it in pathology reports. This study did not observe an association
between LOXL2 and EMT or survival. GATAG6 expression is linked to 18q gain and

regulates EMT processes through various mRNA expressions and gene alterations.



1. GIRIS AMAC

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK), dunyada en sik gorulen
malignitelerden biridir ve 5 yillik sagkalim orani %5' ten azdir. Cogu PDAK hastasi tani
konulmadan 6nce belirti géstermez ve bu da tedavinin gecikmesine ve sadece %20'
sine radikal kuratif rezeksiyon uygulanabilmesine neden olur. PDAK kotl prognoz,
zayf etkili tedavi segenekleri ve erken teshis yontemleri eksikligi ile giden agresif bir
hastaliktir. Bu nedenle, PDAK’da erken tani ve yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesi

onemlidir?.

Pankreas kanserinin molekuler patogenezini, kanser hucrelerinin biyolojik
davraniglarini anlamak, prognozun tayini ve pankreas kanserine karsi hedefli
tedavilerin gelistiriimesi icin buyuk 6nem tasimaktadir. PDAK'In genetik ve fenotipik
heterojenligi etkili tedavilerin belirlenmesini karmasik hale getirmistir. Calismalarda
pankreas kanserinin biyolojik davranisinda epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)’in etkili
oldugu 6ne surulmektedir. EMT, tUmor hdcrelerinin transkripsiyon faktorlerinin aktive
olmasi ve protein ekspresyon degisimleri ile timor hiucrelerinin mezenkimal fenotipe
donuserek ana timadrden ayrildigi bir streci tanimlar. Solid kanser hlcreleri, epiteliyal
fenotipten mezenkimal fenotipe gecis ile invaziv 6zelliklerini arttirir ve metastaza egilim
gOsterirler. EMT sureci, sitokinler, transkripsiyon faktorleri, buyume faktorleri, sinyal
yolaklari ve tumor mikrogevresinden olusan ve kanser kok hucre (CSC) benzeri
Ozellikler sergileyen karmasik bir sistem tarafindan dizenlenir. PDAK'da, EMT'nin
kanser hicrelerinin biyolojik davraniglari ve klinik tedavi Gzerindeki etkisi tam bilinmese
de yapilan calismalarda EMT inhibisyonu ve kemoterapinin birlikte uygulanmasinin
tedaviye katki saglayabilecegi belirtiimektedir 2.

EMT'nin huicrelere farkli morfolojik ve immunfenotipik Ozellikler kazandirdigi
bilinmektedir. Tumor hucrelerindeki mezenkimal farklilasmalar hicrelerin sekilsel ve
sitoplazmik 6zelliklerinde dedisim yani sira spesifik epitelyal belirteclerin kaybi (keratin)
ve mezenkimal belirteglerin (vimentin) kazaniimasiyla gosterilebilir. Ayrica tumor
hucrelerinde, E-cadherin ekspresyon kaybi ile gbzlenen adezyon kaybi, mezenkimal
belirteclerin (N-cadherin ve fibronektin gibi) edinilmesi ve artan hicre motilitesi de
gozlemlenir3. Bununla birlikte, timorin infiltratif kenarinda hiicrelerin tek tek ya da 5

hicreden az kuguk gruplar olusturarak ana tumor kutlesinden ayri, sagilmig olarak



gOzlemlenmesi, timor tomurcuklanmasi olarak adlandiriimakta ve timoérde bu
bulgunun  EMT'nin  bir gostergesi olabilecegi  dustntlmektedir.  TUmor
tomurcuklanmasi, invazyon ve metastaz yapma 6zelligi olan timor hicrelerinin agresif
bir 6zelligi olarak tanimlanmaktadir 4. Yapilan galismalar, timér tomurcuklarinda, WNT
sinyal yolaginin aktivasyonu dahil olmak Uzere EMT'de hlcrelerde gerceklesen
degisikliklere benzer degisikliklerin bulundugunu gostermistir®. Timor tomurcuklarinda,
adezyon molekill E-Cadherinin - membrandéz ekspresyonunun kaybi da
gOzlenmektedir. EMT sureci, tumor hucresinin mezenkimal bir fenotipe donuserek,
apopitozdan kagmasina, invazyon ve metastaz yeteneg@inin artmasina neden

olmaktadir.

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT) surecinde ¢ok sayida diizenleyici mekanizma
bulunmaktadir. Bunlardan biri olan LOX-like 2 (LOXL2) enzimi, bes homolog, prototipik
LOX ve dort farkh LOX benzeri protein (LOXL1-4) iceren lisil oksidaz (LOX) ailesinin
bir Gyesidir. LOXL2, lisil oksidaz aktivitesi araciliiyla kollajen ve elastin bilesenlerinin
capraz baglanmasini katalize ederek ekstraselller matriksin (ECM) yapisini stabilize
eden ve boylece doku bitinligini korumaya galisan bir enzimdir®. Pek ¢ok calismada
LOXL2’nin, hicre adezyonunu saglayan E-cadherin ekspresyonunu azalttigi ve gesitli
kanserlerde epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) destekledigi gosterilmistir. Bu
mekanizmalar nedeniyle LOXL2'nin EMT'nin gicli bir diizenleyicisi oldugu ’ ve
pankreas kanserinde 6nemli bir prognostik faktor olabilecedi 6ne surilmektedir &.
Calismalarda LOXL2 ekspresyonu hem kanser hucrelerinde hem de kanser hucrelerini
cevreleyen stromada izlenmistir. Kasashima ve ark tarafindan yapilan calismada
stromal hucreler tarafindan salinan LOXL2'nin mide kanseri invazyonunu arttirdigi
gosterilmistir.’ LOXL2'nin, hem EMT'yi destekleyen , hem de desmoplastik stromal
disfonksiyon ile invazyon ve metastazi arttirarak, ilag etkisini azaltabilecek etkiye sahip
olabilecegi duslinilmektedir 8. Bu nedenle, LOXL2 inhibisyonunun, kanser hiicresi
canlihgini ve kemoterapiye direnci azaltarak hastalarin sag kalimini arttirabilecegi ve

terapotik bir hedef olarak kullanabilecegdi 6n gorilmektedir 1°.

GATA-6, pankreas dokusu gelisiminde duzenleyici rolleri bulunan GATA
transkripsiyon faktor( ailesinin bir Gyesidir 1. GATA proteinleri, kanonik DNA motifine
(G/IA)GATA(AIT)*? baglanan korunmus bir ginko parmak dizisini ifade eder ve temel
olarak iki alt grupta incelenir. GATA1/2/3, hematopoetik hlicre gruplarinda eksprese
edilirken, GATA4/5/6 ise mezoderm ve endoderm kokenli organlarda eksprese edilir'®.
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GATA-6'nin  Ozellikle kalp, gastrointestinal sistem ve pankreasin embriyolojik
gelisiminde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir 14 >, Bununla birlikte bircok calismada
GATA-6'nin ¢esitli doku tiplerinde tumorogenez mekanizmalar ile iligkili oldugu
gosterilmistir 16:17.18.19- Pankreas karsinomunun giincel gcalismalarda koti prognozlu ve
kemoterapiye direngli oldugu bilinen bazal benzeri alt tlrinde, GATAG6
ekspresyonunun dusuk oldugu ve bu 6zelligi ile klasik PDAK'den ayirt edilebilecegi
one sirdlmistir 2021, Ayrica pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK) hiicrelerinde ve
ksenogreftlerde GATA-6'nin kopya sayisi artigi da galismalarda gosterilmistir 20 22 23,
GATA-6 hem dogrudan hem de dolayli bir mekanizma ile epitel ve mezenkimal
transkripsiyon sureglerini kontrol eden ve pankreas kanseri hicrelerinde epitel-
mezenkimal gecisi (EMT) 6nleyen timor baskilayici bir transkripsiyon faktoridir. Bunu
hem epitelyal genlerin aktivasyonu hem de mezenkimal genlerin represyonunu igceren
bir mekanizma ile yapar. GATA-6 bu 6Ozelliklere sahip ilk EMT duzenleyicisi olarak

bilinmektedir 24,

Tao Peng ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galisma ise LOXL2' nin
anjiyogenez ve tumoér bayumesini tesvik etmek icin GATA-6 ile etkilesime girdigi ve
GATA-6/LOXL2 kompleksinin, salgilanan VEGFA'nin ekspresyon seviyelerini
duzenleyerek kolanjiyokarsinomlarin gelisiminde rol oynayan yeni bir anjiyogenez

mekanizmasi oldugunu 6ne slirmustir 2°.

Biz, bu calismada pankreas adenokarsinomlarinda basta TT olmak Ulzere
literatirde EMT ile iliskili oldugu o6ne surulen morfolojik bulgularin timor biyolojik
davranisini predikte etmedeki rolind arastirmayi ayrica, EMT'nin regulasyonunda rol
oynayan LOXL2 ekspresyonun bu morfolojiler ve prognozla iliskisini arastirmayi
planladik. Buna ek olarak in-silico yontemlerle yine PDAK'ta GATA-6'nin EMT'yi
dizenlemedeki rolunu ve GATA-6 alterasyonlarinda gorulen EMT iligkili gen
degisikliklerini aragtirarak; EMT yolaklarinin gelisimsel sureclerini aydinlatmayi, kanser
metastazini dnlemek igin hedefe yonelik tedavilerin gelistirilebilmesinde ve pankreas

kanserlerinin siniflandirmasinda yardimci bulgular bulmayi1 hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER
2.1 Pankreas hakkinda genel bilgiler
2.1.1 Anatomi

Pankreas, retroperitoneal yerlesimli, ortalama 15-20 cm uzunlugunda, 40-180
gram agirhginda bir sindirim sistemi organidir. Batin arka duvarinda L1 ve L2
vertebralar arasindan uzanir. Pankreas, bas, boyun, gévde ve kuyruk olmak Uzere dort
ana bolumden olusur. Bag kismi, alt vena kava ve renal venin ustinde konumlanmistir
ve duodenumun C geklindeki halkasi ile ¢evrelenmistir. Pankreasin kuyrugu, dalak
hilusuna kadar uzanir. Onemli anatomik yapilar ve organlar ile yakindan iligkilidir.
Anteriorunda mide, transvers kolon; posteriorunda aorta, superior mezenterik
arter/ven, portal ven, vena cava inferior gibi énemli damar yapilari; medialinde
duodenum ve ana safra kanali, lateralinde ise dalak bulunmaktadir. Pankreas
icerisinde kuyruktan basa dogru ana pankreatik kanal (Wirsung kanali) uzanir. Wirsung
kanali, duodenum duvari disinda veya duodenum duvari iginde koledok ile birleserek
veya tamamen koledoktan ayri olmak Uzere 3 farkli sekilde duodenumun ampulla

bolgesine agiimaktadir.

2.1.2 Embriyoloji ve Histoloji

Pankreas, gestasyonel dénemin 4.-5. haftasinda, 6n barsagdin distalindeki
“ventral ve dorsal tomurcuk” olarak isimlendirilen iki endodermal tomurcuktan kdken
almaktadir 25, Ventral ve dorsal taslaklar, intrauterin hayatin 7. haftasinda birlesirler.
Dorsal taslaktan pankreas basinin suUperior-posterior kismi, goévdesi ve kuyrugu;

ventral taslaktan da uncinat proges, basin inferior-anterior kismi gelisir.

Pankreas enzimleri, iki ana kanal araciligiyla bosgaltilir: Wirsung kanali (buyuk
pankreas kanall) ve Santorini kanali (kiglik pankreas kanali). Ventral kanal, ana
pankreatik kanalin baglangicini olusturur ve ampulla vateri araciligiyla duodenuma
acilir. Dorsal kanal ise, ana kanallarin yani sira Santorini'nin aksesuar kanalinin bir
parcasini olusturur. Genellikle Santorini kanali da ampulla vateriden bosalir, ancak
bazi insanlarda bagimsiz olarak ince bagirsaga dokulebilir, bu durum yaklasik olarak

insanlarin %5'inde gorilmektedir?’.



Pankreasin dis salgi kismi, parotis bezi ile benzerlik gosteren bilesik asiner
bezlerdir. Pankreas, mikroskopik olarak 1-10 mm boyutlarindaki lobullerden
olusmaktadir. Bu lobuller asinus ve duktus hucreleri ile Langerhans adaciklari
tarafindan olusturulur. Lobduller, dar interlobuler bag dokusu ile ayrilir ve damarlar ile

sinirleri igermektedir.

Ekzokrin sekretuvar komponentin esas kismini olusturan asinusler, pankreas
parankiminin buyuk bir kismini olusturmaktadir. Asinuslar, sferik bir dizen iginde
bulunan poligonal hucrelerden olugur. Bu hucreler yuvarlak nukleusa, granuiler
eozinofilik sitoplazmaya ve zimojen granullere sahiptir. Duktal sistem sentroasiner
hicreler, interkalar duktus, intralobuler duktus, interlober duktus ve ana duktustan
olusur ve asiner hiucre sekresyonunun duodenuma taginmasini saglamaktadir. Duktal
hicreler myoepitelyal veya bazal hucre icermez. Pankreas, ince bir bag dokusu
kapsull ile gevrilidir ve bu kapsul, organi lobullere bolen bag dokusu bdlmeleri ile
iceriye dogru girer. Asinusler, ince bir retikuler lif kilifi ve bazal lamina ile desteklenir.
Ayrica, pankreasta salgillama islemi igin gereken zengin bir kapiller ag

bulunmaktadir?8.29,

2.1.3. Fizyoloji

Pankreas hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyonlara sahip bir organdir.
Endokrin 6zellikleri, yaklagik 3 milyon Langerhans adasi hucresi tarafindan saglanir ve
bu hicreler dort ana grup igerir: glukagon Ureten a (alfa) hicreleri, insulin Greten 3
(beta) hucreleri, somatostatin treten & (delta) hicreleri ve pankreatik polipeptid Ureten
v (gamma) veya PP hiicreleri. insiilin kan glukoz seviyelerini diisiiriirken, glukagon kan
glukoz seviyelerini artirarak glukoz metabolizmasini dizenlemektedir. Somatostatin
ise a ve B hucre fonksiyonlarini azaltarak bu metabolizmaya katki saglamaktadir.
Ekzokrin ozellikleri ile pankreas, karbonhidrat, protein ve yaglarin sindirimine yardimci
olur. Ekzokrin fonksiyon, gastrin, kolesistokinin ve sekretin hormonlari tarafindan
kontrol edilir ve sindirim enzimlerini salgilar. Ayrica, bikarbonat salgisi ile mideden

duodenuma gecen asitli kimusun nétralize olmasina yardimci olmaktadir.



2.1.4 Pankreasin arteriyel ve ven6z dolagimi

Pankreasin beslenmesi, splenik arterin dallari, superior mezenterik arter (SMA)
ve ortak hepatik arter tarafindan saglanmaktadir. Pankreasin bas bdlgesi,
gastroduodenal arter ve alt pankreatikoduodenal arter (PDA) tarafindan beslenirken,
govde ve kuyruk bdlgesi splenik arter ve dallari tarafindan beslenir. Bas bolgesinin
vendz drenaji, superior mezenterik vene (SMV), gévde ile boyun bdlgesinin drenaji ise

splenik vene gerceklesir. Bu venlerin birlesmesi sonucunda portal ven olugsmaktadir?’.

2.1.5 Lenfatik drenaj ve sinirler

Pankreasin lenfatik drenaji, pankreatikoduodenal, hepatoduodenal ligaman,
prepilorik, postpilorik, mezokolik, hepatik ve splenik arter cevresindeki lenf
nodullerinden baslayarak ¢olyak, superior mezenterik, paraaortik ve aortokaval lenf

nodlarina dogru ilerlemektedir.

Pankreas, karmagik bir sinir agina sahiptir. Sempatik ve parasempatik lifler,
pankreasin asiner hucrelerine dagilir. Parasempatik lifler, vagustan saglanir ve
sekretomotor islev gorur. Sempatik sinirler ise T6-T10 torasik splanknik sinirler ve
cOlyak pleksusu yoluyla pankreasi innerve eder?’:*. Pankreasta afferent duyu sinirleri
¢cok sayidadir. Bu yuzden ilerlemis pankreas kanseri ile akut ve kronik pankreatitte
siddetli agri ortaya ¢ikmaktadir.

2.2 Pankreas Duktal Adenokarsinomu: Genel Bilgiler
2.2.1 Prekirsor Lezyonlar

Preklrsor lezyonlardan, mikroskopik dizeyde olan pankreatik intraepitelyal
neoplazi (PanIN) vyetigkinlerin énemli bir kisminda rastlantisal goértlmektedir.
Makroskopik prekursor neoplazmlar; IPMN (intraduktal papiller misin6z neoplazm),
intraduktal onkositik papiller neoplazm, intraduktal tibulopapiller neoplazm ve musinéz
kistik neoplazmlardir. Tum bu prekursérler son konsensusa gore yuksek dereceli ve
dusuk dereceli displazi olarak gruplandiriimistir. Yiksek dereceli kategorisi, morfolojik

displazi spektrumunun en siddetli Ggte birini yansitir, bu sebeple 6nceki siniflamada
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orta dereceli displazi olarak kabul edilen PanIN-2, yeni siniflamada duguk dereceli

displazi kategorisine dahil edilmistir3*.

2.2.1.1 Pankreatik intraepitelyal Neoplazi (Pan IN)

PanIN, intralobuler pankreas duktuslarindan kdken almaktadir. Genellikle 5
mm’den daha kuguk papiller ya da flat lezyonlardir. Bu nedenle klinik bulgu
vermemekte ve makroskopik veya radyolojik goruntuleme ile tespit edilememektedir.
Klinik 6nemi olanlar, yuksek dereceli PanIN lezyonlaridir. Bunlar karsinoma in situ tipi
lezyonlar olarak kabul edilir ve invaziv duktal adenokarsinoma ilerleyebilir. Degigken

mukus Uretimi, epitel tiirleri ve sitolojik-yapisal atipi dereceleri ile karakterizedir3?.

2.2.1.2 intraduktal Papiller Miisin6z Neoplazi (IPMN)

Ana pankreatik kanal veya dallarindan kaynaklanan, genellikle 5 mm'den buyuk,
musin Ureten epitelyal hicrelerden olusan, ¢ogunlukla papiller nadiren flat 6zellikte ve
cesitli sitolojik ve yapisal anormallikler iceren, makroskopik olarak gozlenebilen

neoplazilerdir®?. Gastrik, intestinal ve pankreatobiliyer epitel iceren alt tipleri vardir.

2.2.1.3 intraduktal Onkositik Papiller Miisin6z Neoplazm

IPMN’den farkli mutasyonlar iceren ayri bir antite olarak tanimlanmistir. Dilate
pankreas kanallari icinde buylyen, eozinofilik graniler sitoplazmali, oval iri nikleuslu
hucrelerden olusan, ekzofitik noduler projeksiyonlar olusturan buyuk kismi kistik bir

epitelyal neoplazmdir.

2.2.1.4 intraduktal Tubulopapiller Neoplazm

Mukus Uretmeyen, yuksek derecede displazi ve duktal farklilasma ile
karakterize intraduktal, ¢ogunlukla sirt sira vermis tubuler bezlerden olusan bir
epitelyal neoplazmdir. IPMN’in pankreatobiliyer tipi ile karisabilir. Musin Uretimi,

MUCS5A ekspresyonu ve displazi spekturumunun varligi IPMN lehine bulgulardir. 33
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2.2.1.5 Miisinoz Kistik Neoplazi (MKN)

Pankreas duktal sistemi ile iligkisiz, kolumnar ve musin ureten epitel ile doseli,
hormon reseptorlerini eksprese eden ovarian tipte subepitelyal stroma ile karakterize,
kistik neoplazilerdir. IPMN'lerin aksine, MKN'ler tipik olarak kadinlarda goéruldr,

codunlukla pankreasin kuyrugunda veya gévdesinde bulunur34.

2.2.2 Pankreas duktal adenokarsinomunda Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK), kétl prognoza sahip ve insidansi
artan bir kanser tlrtdir3. 15 yillik sagkalim orani yaklasik %7'dir ve diinya g¢apinda
kanserden 6lim nedenleri arasinda yedinci siradadir3®. Amerika Birlesik Devletleri'nde
ise kansere bagli 6lum nedenlerinde doérduncu sirada ve sindirim sistemi kanserleri
arasinda kolorektal kanserlerden sonra ikinci siradadir 3738, Pankreas kanseri,
genellikle 55 yasindan 6nce tani almaz ve en ylksek insidans 70 yasin Uzerindeki
bireylerde gériilmektedir. insidans, yasla birlikte artmaktadir. Erkeklerde 100.000 kiside
5.5, kadinlarda ise 100.000 kiside 4.0 olarak rapor edilmistir3®.

Pankreas duktal adenokarsinomu gelisimi igin risk faktorleri arasinda tutun
kullanimi, aile oykusu, genetik bozukluklar, diyabet, kronik pankreatit ve intraduktal
papiller musin6z neoplazmlar yer almaktadir. Hastalik , BRCA1/2 , PALB2 , CDKN2A
dahil olmak Uzere genetik mutasyonlarla iliskilendiriimistir *°. BRCA mutasyonu
bulunduran ailesel meme kanserinde PDAK gelisme riski 3,5-10 kat artmaktadir. Ek
olarak herediter non-polipozis kolorektal kanser (Lynch sendromu), ailesel
adenomatoz polipozis (FAP), Peutz-deghers sendromu ve ailesel atipik multipl mol
melanom sendromu (FAMMM) pankreas kanseri riskinin arttigi  genetik

sendromlardandir®,

2.2.3 Pankreas duktal adenokarsinomunda Makroskopik Ozellikler

Pankreas duktal adenokarsinomu, pankreasin duktus epitelinden gelisir ve
vakalarin yaklasik Ugte ikisi pankreasin bas bélumunde, geri kalan Ugte biri ise govde
ve kuyruk bolgesinde ortaya cikmaktadir. Genellikle soliterdir, ancak bazi vakalarda
birden fazla tumor (%20'si) gorulebilmektedir. Makroskopik olarak normal pankreas

parankimini ortadan kaldiran, sert, sklerotik, sinirlari secilemeyen gri sari renkte
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kitlelerdir ve kronik pankreatitten ayrimi zordur. Makroskopik hemoraji ve nekroz
genelde belirgin degildir nadiren kistik dejenerasyon gorilebilmektedir. Preklrsor
lezyonlar varliginda kitle iginde ya da komsulugunda kistik alanlar gozlenebilir. Bu
tumorlerin bir kismi duodenum duvarini direkt olarak invaze eder ve ekstrapankreatik
yayllimi oldugunda timorin primer odagini belirlemek makroskopik olarak

zorlasmaktadir©.

2.2.4. Pankreas duktal adenokarsinomunda Mikroskopik Ozellikler

PDAK, iyi, orta ve kotu diferansiye olarak derecelendiriimektedir. Duktal
adenokarsinomun histolojik derecesini glandiler diferansiyasyon, misin sekresyonu,
mitoz ve nukleer pleomorfizm belirlemektedir. Desmoplastik stroma, pleomorfizm,
nukleol belirginligi ve seyrek mitoz o6zelliklerindendir. Hucrelerde polarite kaybi vardir.
Genellikle serbest musin egliginde tamamlanmamig duktus yapilari (abortif gland
olusumu) PDAK igin karakteristiktir.

2.2.5 Tumor Stromasi

PDAK'In mortalitesi yuksek bir kanser turu olmasinda; erken donem
semptomlar ve belirleyicilerin eksikligi, kuguk boyutlu timdrlerin bile uzak metastaz
yapabilmelerini saglayan agresif biyolojik 6zellikleri ve yodun desmoplastik stromasi

etkili olmaktadir. Bu 6zellikler ilag direnci ve kotu tedavi sonuglari ile iligkilidir.

PDAK 'ta stromay! olusturan hiicreler, kanserle iligkili fibroblastlar (KiF), endotel
hiicreleri ve immun hiicrelerdir. Pankreas yildiz hiicreleri KiF’lerin bir alt kiimesidir4L.
KiF’ler ve yildiz hiicreleri cesitli tiirde epidermal, mezenkimal progenitér hiicrelerden
kdéken alan, timér stromasinda dénemli rolleri olan hiicrelerdir2. KiF’ler, bir takim
blyume faktorlerinin Transforme edici buyume faktoru B (TGF-B), sonic hedhehog,
tumor nekroz faktori a (TNF-a), trombosit tlrevli buyume faktori (PDGF) ve
interlékinlerin (IL-1, IL-6, IL10) salinmasiyla aktive olmaktadir. Aktive KiF'ler, cesitli
bayime faktorleri salgilar ve kollajen tip | ve lll, fibronektin, proteoglikanlar ve
glikozaminoglikanlarin artisina sebep olarak desmoplaziyi indiklemektedir. Artmig
ekstrasellller matriks (ECM) ve fibrozis doku vaskularizasyonu baskilayarak hipoksiye

neden olmaktadir®®. Sonug olarak KiF’ler, kanser hiicrelerinin disiik glikozlu ortamda
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beslenme yeteneklerini arttirir**. Bu durum KiF’lerin EMT’nin, timérin invazyon
yetenegine, anjiyogeneze ve metastaza katkida bulunmasini saglamaktadir*>46. Buna
karsilik, immunsupresif 6zellikte hlcreler (dizenleyici T hucreleri (Treg), miyeloid
turevli baskilayici hiucreler (MDSC) gibi) tumor baskilayici immun yanitta gorevli CD8+
T hdcrelerini  inhibe etmekte ve immunsupresif bir timoér mikroortami
olusturmaktadirlar. KiF’ler de bu mikroortamin olusmasina katkida bulunurlar. Bunun
gibi cesitli bagisiklik baskilayici mekanizmalar nedeniyle PDAK’larin sakin immuniteye
sahip tUmorler oldugu dusunulmekte ve antitmor bagisikhigini baskilayan kontrol
noktalarina yonelik immunoterapiler ve stromaya yonelik c¢esitli antifibrotik tedavi
yontemleri (izerinde hala galisiimaktadir*’. Ancak desmoplastik stromayi hedef alan
bazi klinik calismalarda sonuglar alinamamakta ve fare modellerinde bir takim
desmoplastik stroma miktarini azaltmaya yonelik tedavi stratejilerinin daha agresif
timorlere yol acgtigi gorilmektedir*®4°, Timor stroma miktarinin fazla olmasinin
mortaliteyi distrdiglu ve koruyucu bir etkisi oldugu dusiinilmektedir®®. PDAK'taki
mikroortam olduk¢a heterojendir ve stromanin bu kompleks yapisinin timorin

agresifligindeki roli tam olarak aydinlatilabilmis degildir.

2.2.6 Pankreas Duktal adenokarsinomu histolojik varyantlari

Pankreas adenokarsinomunun histolojik varyantlari; Adenoskuaméz karsinom,
Kolloid karsinom (musindz non-kistik karsinom), Hepatoid karsinom, Medliller
karsinom, Mikst asiner-duktal karsinom, Mikst asiner-noroendokrin karsinom, Mikst
asiner-noroendokrin-duktal karsinom, Mikst duktal-néroendokrin karsinom, Tagli yuzuk
hicreli karsinom, Andifferansiye karsinom ve Osteoklast benzeri dev hlcreler iceren

andifferansiye karsinom ve Rabdomyoid fenotipte blyik hiicreli karsinom’dur®?.

2.2.7 immunhistokimyasal Bulgular

PDAK’lar normal pankreas duktus epitelinde oldugu gibi CK 7, CK 8, CK 18,
CK19 ile pozitiftir. PDAK'y1 diger ekstrapankreatik adenokarsinomlardan (6rn., Safra
kanali karsinomlari) kesin olarak ayirabilecek bir immunohistokimyasal panel
bulunmamaktadir. Ayrica PDAK’larda MUC 1, MUC3, MUC 4, MUC 5AC, CEA, CA125,

CA199 ve yarisi kadarinda CK 4 ekspresyonu vardir. Bu belirleyicilerin blyuk kismi
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kronik pankreatitte de eksprese edilmektedir. MUCG6, PDAK’larin yaklasik Ugte birinde
pozitifken CK 20 ve MUC 2 pozitifligi beklenmemektedir®2. PDAK’lar genellikle vimentin
ve nodroendokrin veya asiner belirleyiciler (tripsin, BCL10) ile boyanma gostermez.
Karsinomlarin %55’'inde SMAD4 (DPC4), %75'inde ise p16 (CDKN2A)'nin nukleer
ekspresyonlarinda kayip gorulmektedir. PDAK'ta p53 asiri ekspresyonu veya tam
kaybi(null) izlenmektedir 5. Pozitif oldugu baska diger belirtegler ise claudin 4, claudin
18 ve S100P' dir %4

2.2.8 Pankreas duktal adenokarsinomunda gorilebilen mutasyonlar

Onkogenlerden KRAS (>%90), MYB, AKT, ERBB2; timor supresor genlerden
CDKNZ2A (pl16), TP53, SMAD4 (DPC4), BRCA2, MAP2K4 (MKK4), STK11 (LKB1),
TGFBR1 (ALK5), TGFBR2 ve DNA mismatch tamir genlerinden MSH2, MLH1'de

mutasyonlar gorilebilmektedir®.

2.2.9 Pankreas duktal adenokarsinomu molekiiler siniflama onerileri

PDAK’ta molekuler alt tiplerin tanimlanmasinin tedaviye yanit almada buyuk
onem tasidigi dusunulmektedir. Cesitli arastirmalar, PDAK'In biyolojik ve prognostik
verilerini yansitan tumor siniflandirmalari 6nermekte ve molekiler alt tipleri meydana
getirmeye calismaktadir. Bu siniflandirmalardan literatiirde en ¢gok 6ne ¢ikan 4 galisma
vardir; 2011'de Collisson ve ark.% ile Moffitt ve ark.5?, 2015'te Bailey ve ark.>® ve PDAC
molekiiler alt tiplemesi icin genelde altin standart kabul edilen 2016'da Puleo ve ark.>°
(Tablo 1). Bu siniflandirma modellerinin saglamhgini degerlendiren birgok kontrol
¢alismasi yapiimistir. Kontrol ¢galismalarindan birinde Puleo ve ark.'nin alt tiplendirme
semasinin, PDAK farkliliklarinin anlasiimasi i¢in daha genis bir spektrum sagladidi ve
molekiler heterojenligin buylk bir kismini kapsadigi 6ne surilmektedir. Collisson ve
arkadaslarinin yaptigi calismada klasik tipte GATA-6 ekspresyonunun fazla olmasi,
yarl mezenkimal tipte GATA-6'da kayip ve mezenkimal genlerin aktivasyonu
gorulmektedir. Moffit ve arkadaslarinin galismasinda klasik ve bazal olmak Uzere 2 alt
tiplendirme bulunmakta ve klasik tipte GATA-6 asiri ekspresyonundan, bazal tipte de
yine benzer gekilde mezenkimal genlerin aktivasyonundan bahsedilmektedir. Bu 4

¢alisma sentezlendiginde prognoz agisindan en guglu farkliliklara sahip olan bazal ve
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klasik iki ana sinif oldugu ve diger tiplerin bunlarin alt siniflari olabilecegi 6n

gorilmektedirt®.

Bailey ve ark. Pankreatik Skuamoz ADEX immunojenik

Ekzokrin
Collisson ve ark. Klasik Yari mezenkimal

benzeri

Moffitt ve ark. Klasik Bazal

) Pir bazal

Puleo ve ark. Pir klasik Immun Klasik Desmoplastik | Stromasi aktif

benzeri

Tablo 1: PDAK farkli molekuler subtiplemeler

2.2.10 Pankreas Tumorlerinin TNM Klasifikasyonu ve Evrelemesi

Pankreas ekzokrin timorleri, tumor boyutu, lenf nodu durumu ve metastaz

varligina gére Amerikan Kanser Ortak Komitesi (American Joint Committee on Cancer,

AJCQC) tarafindan siniflandirilir. 2017 yilina ait 8. Basim AJCC siniflamasi asagida yer

almaktadiro?,

T-Primer tiumor:

pTX: Primer timor degerlendirilemedi

pTO: Primer timor bulgusu yok

pTis: Karsinoma in situ (panIN-3, yiiksek dereceli displazi iceren IPMN, yiiksek

dereceli displazi iceren ITPN, yiiksek dereceli displazi iceren Miisindz kistik neoplazi

dahil )

pT1: En blyuk boyutu 2 cm ve daha kicuk timaor

pTla: En buydk boyutu 5 mm ve daha kiguk timor
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pT1lb: En buydk boyutu 10 mm’den kugik fakat 5 mm’den buyik tumor

pT1lc: En buyldk boyutu 20 mm’den kicuk fakat 10 mm’den buyik timor
pT2: En buyik boyutu 4 cm ve daha kuguk fakat 2 cm’den buydk timor
pT3: En buylk boyutu 4 cm’den buyuk timor

pT4: Colyak aks, sUperior mezenterik arter ve/veya ortak hepatik arteri invaze eden

tumor
N-Bdlgesel lenf nodlari:
pNx: Bolgesel lenf nodu metastazi degerlendirilemedi
pNO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok
pN1: 1-3 adet bolgesel lenf nodu metastazi var
pN2: 4 ve daha fazla sayida bdlgesel lenf nodu metastazi var
M-Uzak metastaz:

pM1: Uzak metastaz var

Evre T N M
Evre O Tis NO MO
Evre 1A T1 NO MO
Evre IB T2 NO MO
Evre IIA T3 NO MO
Evre 1IB T1, T2, T3 N1 MO
Evre lll T4 Herhangi bir N MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Tablo 2: PDAK ‘larda klinik TNM evrelemesi
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2.3 Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT)
2.3.1 EMT Tanimi

Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), hucrelerin epitelyal 6zelliklerinin agsagiya
regulasyonu ile mezenkimal fenotip ve davranis kazandigi hicresel bir suregtir. EMT,
embriyogenez ve yetiskinlerde yara iyilesmesi gibi fizyolojik surecler sirasinda
gereklidir, ancak fibrozis ve kanser gibi patolojik durumlarda anormal sekilde aktive
olmaktadir. EMT, hiicrelerin mikrogevreden (KiF’ler, immun hicreler vs) aldiklari
birtakim sinyaller ile tetiklenir ardindan gen ekspresyonlari ve translasyon sonrasi
duzenleme mekanizmalari ile epitelyal ozelliklerin baskilanmasi ve mezenkimal
Ozelliklerin kazaniimasina yol acar. Tumorlerde EMT degisiklikleri sonucu hucrelerde
fibroblast benzeri bir morfoloji yani sira tUmor hucrelerinin mobilite ve invazyon

yeteneklerinde artig gorular.

2.3.2 Epitel hiicrelerinde apikal bazal polarite

Epitel hicreleri tipik olarak, guclu hucre-hucre baglantilarina(siki baglantilar,
yapisan baglantilar ve desmozomlar gibi) sahip apikobazal polariteyi koruyan ve
hareketliligi sinirlayan, siki bir sekilde birbirine bagli ¢ok hucreli katmanlar halinde
dizilir®2. Hicrelerdeki apikal-bazal polarite, hiicre iskeletindeki ipliksi aktinin apikobazal
polarizasyonu ve g¢evre organizasyonu ile olusmaktadir. Sitokeratinler ana ara
filamentlerdir’®. Buna karsilik, mezenkimal hicreler bu fonksiyonel epitelyal
baglantilara sahip degildir. Mezenkimal hicre iskeletindeki aktin lifleri n- arka polarite
(front-back polarity) géstermekte ve vimentin bazli ara filamentler igermektedir. On-
arka polarite, epitel hicrelerinin aksine mezenkimal hicrelerinin daha genis ve uzun
bir sekle sahip gortinimauyle iligkilidir®®. EMT slirecinde gorllen apikal-bazal polaritenin
kaybi ve 6n-arka polaritenin kazanilmasi; hepatosit buyume faktori (HGF), transforme
edici buyume faktoru-f (TGF-B) ve onkogenik transfomasyon gibi buylime
faktorlerine/sitokinlere  yanit olarak gerceklesen hicre organizasyonundaki
degisikliklerlerdir. Hlicre polaritesindeki bu degisim, apikal-bazal polariteyi dizenleyen
anahtar bilesenlerin ekspresyon kaybinin dogrudan bir sonucudur®*. EMT sirecindeki
bir hiucre tam bir epitelyal 6zellik kaybi ve tam bir mezenkimal Ozellik kazanimi

gbstermez bu ikisi arasinda akici ve geri donlisimli formlarda kalir®.
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2.3.3 EMT patogenezinde yer alan molekiiller

EMT surecinde meydana gelen kompleks hucresel degisiklikler dizisi, bircok
molekuler faktorun is birligini gerektirir. TGF- B, kanser patogenezinin ilerlemesi
sirasinda temel ve 6nemli EMT indikleyicisi olarak tanimlanir®®, TGF- 8 yolu ve bunun
sonucunda ortaya c¢ikan inflamasyon EMT'de rol oynar?. inflamatuar ortamin etkisiyle
pankreas duktal adenokarsinomun prekursor lezyonlari olan asiner-duktal metaplazi
ve PanIN lezyonlarinda bulunan hucrelerin bir kismi EMT surecine tabi tutulur ve
mikrogevre tarafindan tetiklenen EMT aktivasyonu, kanser hicrelerinin erken invazyon

ve yayilimini saglamaktadir®’.

EMT surecine katilim oranlarina gore molekuler faktorler 3 grupta ifade
edilebilir, EMT’yi indukleyen sinyaller (ECM bilesenleri gibi), EMT transkripsiyon
faktorleri (snai1, snai2, zeb1, zeb2, twist1 vs.) ve epitelyal mezenkimal htcre
Ozelliklerini belirleyen EMT belirtecleridir (n-kadherin, e-kadherin, vimentin, beta

catenin vs.) .

2.3.4 EMT ve Timor Tomurcuklanmasi

EMT'nin erken evresinde, apikal-bazal polarite kaybi genellikle gbzlemlenen ilk
olaydir ve lateral membrandaki baglanti noktalarinda instabiliteye yol agmaktadir®,
Ardindan bu htcreler hem epitel hem de mezenkimal hicreler tarafindan indtklenen
ekstraselliler matriksi invaze etme ve hareket etme kabiliyetine sahip epitel
hdcrelerine evrilmektedirler. EMT sirasinda epitel hicrelerinin kdken aldiklari epitelden
uzaklasmak icin siklikla bazal membrani agsmalari gerekmektedir. EMT surecinde
hdcrelerin bu gogunu ara filamentlerin sitokeratinden vimentine gecisi kolaylastirir.
Hucre-hlcre yapisma kaybinin derecesine bagli olarak, epitel hlcreleri tek hicre
olarak, mezenkimal bir sekilde veya toplu olarak goé¢ edebilmekte, zayiflamis ancak
hala ¢alisir durumda olan hucre-hucre etkilesimleri yoluyla birbirlerine bagli olarak da
kalabilmektedirler®®>. Bu durumun morfolojik karsihgi; literatirde EMT ile iligkisi
gosterilmis tUmor tomurcuklanmasidir®. Ek olarak, bu calismada subselliler EMT
degisikliklerinin morfolojik kanitlari olabilecegini disindigimutz 6n arka polarite
degisikligi gosteren, HE kesitlerde, igsi/ mezenkimal fenotip kazanmis epitel hicreleri
olarak gérdugumuz hucreler ve tomurcuklanmadan buyuk (>5 hucre) hicre gruplari da

bu sureci yansitabilecek morfolojik bulgular olarak arastiriimaya deger bulunmustur.
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Ayrica EMT'yi indUkleyen mikrocevrede gorev alan intratimoral ve peritumoral
lenfositler, EMT’nin basladidi prekirsoér lezyon olan asiner duktal metaplazi, stroma
miktari ile EMT erken evresinde gorulen apikal-bazal polarite kaybi bizim bu ¢alismada
arastirdigimiz diger morfolojik parametrelerdir. Bu parametreler ile tumorde EMT'yi

ongorme ve morfomolekuler bir siniflamaya da zemin hazirlama amaci gudulmektedir.

2.3.5 EMT ve immunhistokimyasal Belirtegler

imminohistokimya, EMT siirecine kanser epitelyal hicreleri ile stromal
fibroblastlar arasindaki ayrimin yapilmasinda ve EMT iligkili kanser hucrelerinin
mezenkimal belirtegleri kazanirken epitelyal belirtegleri kismen kaybettigini gostermek
amaciyla kullaniimaktadir. Cogu ¢alisma, ara filamentler olan sitokeratin ve vimentinin
ekspresyonlarini odak noktalarina almigtir. Meme tumorlerinde epitel hicrelerinin
vimentin ekspresyonu kazanmasi, hastalarin ameliyat sonrasi hayatta kalma oranlarini
disurmis ve Kkeratin/vimentin ekspresyon oraninin, tek basina vimentin

ekspresyonuna gore daha kot prognozlu oldugunu gostermistirs®.

E-Cadherin, hicre baglantilarinin stabilitesi ve fonksiyonelligi icin gereklidir.
Hucre polaritesini ve doku bitlinligund koruyarak epitelyal fenotipin ana belirleyicisi
olarak gorev yapar. E-Caderin kaybi, hem in vivo hem de akciger, meme, kolorektal ve
over kanseri dahil olmak Uzere kanser hucre dizilerinde EMT'nin énemli bir bulgusu
olarak tanimlanmaktadir’®’%.72, Hiicre-hiicre adezyonu kaybina sebep olan asagi
regulasyonu, hicrelerin tek tek ana timor kitlesinden ayrilmasinda ve karsinomun
ilerlemesinde 6nemli bir 06zelligi temsil eder. E-Cadherin kaybi sikhkla tGmor
hicrelerinin diferansiyasyon kaybi, invazyon yetenekleri ve erken donemde metastaz
gorulmesi ile yakindan iligkilidir. E-Cadherin kaybi, ¢esitli calismalarda tanimlanmig
olup, pankreas ve diger kanserlerde asagi regulasyonunun kot prognozla iligkili

oldugu gosterilmistir?3.

Buna ilaveten c¢esitli calismalar; EMT'nin pankreas kanserlerinin ilerlemesindeki
rolind destekleyen N-Cadherin, Salyangoz, Slug ve Twist, fibronektin ve vimentin gibi

transkripsiyon faktorlerinin artan ekspresyonunu gostermistir’:74.75,

Ozetle EMT epitelyal sitokeratinlerin mezenkimal ara filaman olan vimentin ile

degistiriimesi yoluyla hicre iskeletinin yeniden sekillenmesi, E-Cadherin’in kismi
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baskilanmasi, N-Cadherin’in aktivasyonu ve matriks-metalloproteinazlarin yuksek
aktivitesi nedeniyle epitel hicreleri arasindaki baglantilarin gevsetilmesini kapsayan
transkripsiyonel degisikliklerin indukledigi bir dizi olaydir. Calismamizda epitel
hucrelerinin hucre iskeleti degisikliklerini gozlemleyebilmek amaciyla E-Cadherin

kaybl, keratin ve vimentin ekspresyonlari degerlendirilecektir.

EMT slrecinde yer alan ¢ok sayida duzenleyiciden biri de LOXL2'dir. LOX-like
2 (LOXL2) enzimi, bes homolog, prototipik LOX ve dort farkli LOX benzeri protein
(LOXL1-4) iceren lisil oksidaz (LOX) ailesinin bir Gyesidir. LOXLZ, lisil oksidaz aktivitesi
araciligiyla kollajen ve elastin bilesenlerinin gapraz baglanmasini katalize ederek
ekstraseluler matriksin (ECM) yapisini stabilize eden ve bdylece doku butinlGguni
korumaya calisan bir enzimdir 6. Pek ¢ok galismada LOXL2'nin, hiicre adezyonunu
saglayan E-Cadherin ekspresyonunu azalttigi ve c¢esitli kanserlerde EMT'yi
destekledigi gosterilmistir. Bu mekanizmalar nedeniyle LOXL2’'nin EMT'nin gugli bir
diizenleyicisi oldugu ’ ve pankreas kanserinde énemli bir prognostik faktor olabilecegi
6ne slrilmektedir 8 Literatirde, LOXL2'nin normal pankreas dokulariyla
karsilastirildiginda pankreas kanserinde en yuksek oranda ve spesifik olarak yukari
regule edilen genlerden biri oldugu ve pankreas kanserli hastalarda metastatik hastalik
ve Olim igin bagimsiz bir belirte¢ oldugu gosterilmistir®. LOXL2 ekspresyonu hem
kanser hucrelerinde hem de kanser hucrelerini gevreleyen stromada izlenmigtir.
Kasashima ve arkadaglari tarafindan yapilan g¢alismada stromal hicreler tarafindan
salinan LOXL2’nin mide kanseri invazyonunu arttirdigi goriimustir.® Baska bir galisma
intrahepatik kolanjiokarsinomlarda LOXL2 stromal ekspresyonunun koétli genel sag
kalim ve hastaliksiz sag kalim ile iligkili oldugunu ortaya koymustur’®. LOXL2'nin, hem
EMT'yi destekleyen , hem de desmoplastik stromal disfonksiyon ile invazyon ve
metastazi arttirarak, ilag etkisini azaltabilecek etkiye sahip oldugu disiiniimektedir®.
Bu nedenle, LOXL2 inhibisyonunun, kanser hicresi canliligini ve kemoterapiye direnci
azaltarak hastalarin sag kalimini arttirabilecedi ve terapotik bir hedef olarak
kullanabilecegi 6n gorllmektedirl®. Serimizde LOXL2'nin EMT iligkili epitel
hicrelerindeki ekspresyonu ile desmoplastik stroma ve prognoz ile iligkili oldugunu

disundugumuiz stromal hicrelerdeki ekspresyonu incelenecektir.

PDAK gelisiminde, hastaligin karmasikligini ve heterojenligini ortaya koyan
onemli ilerlemeler kaydedilmekte ve siniflandirmalar Uzerinde ¢alisiimaktadir. PDAK’In

molekuler siniflandirmalarinda da bahsedildigi Uzere transkripsiyonel modifikasyonlar
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ve epigenetik analizler temel alindiginda baslica “Klasik" ve "bazal" olmak Uzere iki
ana fenotip ortaya c¢ikmaktadir. Bu alt tiplendirmelerin belirlenmesinde GATA-6
ekspresyonu 6nemli bir rol oynamaktadir. GATA-6, pankreas dokusu gelisiminde
diizenleyici rolleri bulunan GATA transkripsiyon faktori ailesinin bir Gyesidir t. GATA
proteinleri, kanonik DNA motifine (G/A)GATA(A/T) 2 baglanan korunmus bir ginko
parmak dizisini ifade eder ve temel olarak iki alt grupta incelenir. GATA1/2/3,
hematopoetik hlcre gruplarinda eksprese edilirken, GATA4/5/6 ise mezoderm ve
endoderm kokenli organlarda eksprese edilir'. GATA-6'nin  Ozellikle Kkalp,
gastrointestinal sistem ve pankreasin embriyolojik gelisiminde 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir 415, Birgok calismada GATA-6'nin gesitli doku tiplerinde tiimérogenez
mekanizmalari ile iligkili oldugu gosterilmigtiri6:171819  PDAK'In glincel molekiiler
siniffamalarinda bazal alt tipin kotu prognozlu ve kemoterapiye direngli oldugu
bilinmektedir ve degisen farklilagsma ve epitelden epitelyale (ET2) gegis ile tutarli bazal
benzeri molekller fenotipin kazanilmasiyla baglantii GATA-6 ekspresyonu bu
timorlerde  kaybolur?*. Bu o6zellik ile klasik PDAK'den ayirt edilebilecegi
disiunlimektedir?®2L, Yine ilerlemis pankreas kanserinin klinik seyrini degerlendiren bir
calismada dusuk GATA-6 immunhistokimyasal ekspresyonu gorulen hastalarda daha
kisa sag kalim sureleri oldugu ve PDAK’In klinik seyrini tahmin etmek icin tek basina
kullanilabilecek bir belirteg olduguna yoénelik glicli kanitlar sunulmaktadir’’. Ayrica
PDAK hucrelerinde ve ksenogreftlerde GATA-6'nin kopya sayisi artisi da galismalarda
gosterilmistir?®2223, Tao Peng ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calisma ise
LOXL2'nin anjiyogenez ve tumor buyumesini tegvik etmek icin GATA-6 ile etkilesime
girdigi ve GATA-6/LOXL2 kompleksinin, salgilanan VEGFA'nin ekspresyon seviyelerini
duzenleyerek kolanjiyokarsinomlarin gelisiminde rol oynayan yeni bir anjiyogenez

mekanizmasi oldugunu goéstermektedir 2°.

GATA-6 hem dogrudan hem de dolayli bir mekanizma ile epitel ve mezenkimal
transkripsiyon sureglerini kontrol eden ve pankreas kanseri hucrelerinde EMT'yi
Onleyen tumor baskilayici bir transkripsiyon faktorudir. Bunu hem epitelyal genlerin
aktivasyonu hem de mezenkimal genlerin represyonunu igeren bir mekanizma ile

yapar. GATA-6 bu Ozelliklere sahip ilk EMT diizenleyicisi olarak bilinmektedir 24.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Olgular

Calismamiza 2011-2021 yillari arasinda Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Kilinigi'nde pankreas tumoéria o6n tanisi ile Kausch-Whipple
Pankreatikoduodektomi operasyonu ya da Distal Pankreatektomi uygulanmig, Tibbi
Patoloji Anabilim Dal’'nda Pankreatik Duktal adenokarsinom (PDAK) tanisi almis ve
hastanemiz Medikal Onkoloji Kliniginde takip edilen 100 hasta dahil edilmigtir.
Pankreas tumoru nedeniyle opere edilmis hastalarin patoloji raporlari “Probel” hastane
bilgi yonetim sistemi kayitlarindan taranmig ve g¢alismaya dahil edilecek, PDAK tanili

olgular segcilmistir.

Calismanin etik kurul onayi, Dokuz Eylil Universitesi Girisimsel Olmayan
Bilimsel Calismalar Etik Kurulu tarafindan verilmigtir. Hastalara ait kisisel bilgilerin gizli
kalmasi kosulu ile hastane bilgi yonetim sistemi Uzerinden verilerin kullanimi igin
Dokuz Eylil Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Bashekimligi'nden izin
alinmis ve klinik ve sag kalim verileri, Genel Cerrahi Anabilim Dali ve Medikal Onkoloji

Bilim Dali'ndan galismaya dahil olan hekimler tarafindan dizenlenmigtir.

Calismaya dahil edilen olgulara ait Hematoksilen eozin boyali lamlar patoloji
arsivinden c¢ikarilmis ve bir patolog (EY) tarafindan tekrar degerlendirilmistir. Talep
Uzerine parafin blok ve/veya lamlari hastalara iade edilen, bloklarinda yeterli miktarda
tumoru bulunmayan, doku takibi/fiksasyon artefakti nedeniyle kesitleri teknik agidan
optimal olmayan, klinik verilerine ulasilamayan olgular ¢alisma digi birakilmistir. Kesit
ve boya kalitesi optimal olan, tumorune ait standart sayida kesiti bulunan 100 adet olgu

secilerek calismaya dahil edilmigtir.

Calismaya dahil edilen 100 hastanin yasi, cinsiyeti, uygulanan operasyonun
turd, timor lokalizasyonu, timor boyutu, timor diferansiyasyonu, timor evresi (pT),
lenf nodu evresi (pN), cerrahi sinir durumu, perindral invazyon ve lenfovaskuler
invazyon varligi, hastane bilgi yonetim sistemi araciligi ile patoloji raporlarindan temin
edilmistir.  TUm tamodrler AJCC 8. baski TNM evreleme sistemine goére yeniden
evrelenmistir. Hastalarin tedavi durumu, nuks durumu, nuks tarihi ve sag kalim verileri
Medikal Onkoloji kayitlarindan, hastane bilgi yonetim sistemi ve ulusal nufus kayit

sistemi Uzerinden elde edilmistir.
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3.2 Histopatolojik Degerlendirme

Secilmis 100 olguya ait Hematoksilen-Eozin (HE) boyall timoér kesitleri, 2
patolog (OS,EY) tarafindan 1sik mikroskobunda, literatirde epitelial mezenkimal gecis
(EMT) ile iligkili bulundugu rapor edilen; tumor tomurcuklanmasi, mezenkimal fenotip
(Front-back polarity) ve Apikal-Bazal Hucre Polarite Kaybi parametreleri ile
histopatolojik incelemede rutin olarak degerlendiriimeyen ancak literatur taramasi
esliginde EMT ile iligkili olabilecek tumor tomurcuklanmasi kriterlerine uymayan ancak
gland olusturmamis timar hicre topluluklari (>5 hacre), inkomplet gland gérinima ya
da prognostik agidan anlamli olabilecegi dusundlen, intratimdral ve peritimoral
lenfosittik yanit, timoér stromasi miktari, timoér nekrozu varli§i ve asiner duktal
metaplazi gibi morfolojik parametreler agisindan asagida belirtildigi sekilde

degerlendirilmistir.

Bulgular PDAK standard prognostik parametreleri ve sagkalim verileri ile

istatistiksel olarak karsilastiriimigtir.

3.2.1 Tumor tomurcuklanmasi (TT)

intratiimoéral ve peritimaéral timér tomurcuklanmasinin EMT ile iliskili oldugu,
literatirde bildiriimektedir. Tumor tomurcuklanmasinin morfolojik degerlendirmesi
Uluslararasi Tumdr Tomurcuklanmasi Konsensus Konferansi (ITBCC) 6nerilerine
uygun sekilde yapilmistir’®. TT, ana timor kitlesinden ayrilan 4 veya daha az timor
hicresinden olusan infitratif tUmor hdcre gruplar olarak tanimlanmigtir. TUmoran
infiltratif sinirindaki hicre/htcre gruplari “Peritimoral tomurcuklanma (PTT)”, tumor
icerisindeki  tomurcuklar ise  “intratimoéral  tomurcuklanma  (iTT)” olarak
isimlendirilmigtir. TT, HE kesitlerde (Resim 1-2) ve Sitokeratin (pan-CK)
immunhistokimyasal boyasi (Resim 3) ile degerlendiriimistir. HE ve pan-CK ile boyali
kesitler, 4X’lUk objektif ile taranarak hem timoran infiltratif ucunda hem de santralinde
TT’sinin en yogun oldugu alanlar belirlenmistir. Daha sonra segilen buyuk buyutme
alaninda (40X) PTT ve ITT alanlarinda timér tomurcuklari sayilmigtir. 0-4 arasi TT
izlenen olgular dusuk derece (TT1), 5-9 arasi TT izlenen olgular orta derece (TT2), 10

ve Uzeri TT izlenen olgular ise yuksek (TT3) dereceli TT olarak siniflandiriimigtir.
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Resim 2: TUumdr i¢i tomurcuklanma, H&E x10
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Resim 3: Keratin ile pozitif timdr tomurcuklanmasi, iIHK x10

3.2.2 Mezenkimal Fenotip (MP)- On-arka polarite degisimi (Front-back polarity)

Subselluler bir degisiklik olarak tanimlanan, 6n-arka polarite degisimi (front-
back polarity) de EMT ile iligkili olarak bildirilmekte ancak bu bulgunun morfolojik
yansimasi olan tumoér hdcresinin igsi ve elonge gorunimd, literatirde pankreas
timorlerindeki prognostik  degeri acisindan incelenmemistir®?. TUmor
tomurcuklanmasinin bulundugu alanlarda, igsi elonge morfolojide hucrelerinin varligi,
mezenkimal fenotip (front-back polarity) bulgusu olarak HE dizeyinde var ya da yok
olarak deg@erlendirilmistir (Resim 4- 7). Ayrica bu hicrelerin immunhistokimyasal olarak

Vimentin ekspresyonu da incelenmigtir.
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Resim 5: i§si, elonge morfolojide tomurcuklanan timér hiicreleri, H&E x20
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Resim 7: igsi morfolojiye sahip diskoheziv malign epitelyal hiicreler, H&E x10

3.2.3 Apikal-Bazal Hiicre Polarite Kaybi (ABHPK)

Epitelyal hicre formu ve iglevi igcin 6nem tasiyan apikal-bazal polaritenin kaybi

da literatiirde epitelden mezenkimale gegiste, epitelyal adezyonlarda kayip nedeniyle®®
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olusan ve 6n arka polarite degisimi ile ayni spektrumda bulunan bir degisiklik olarak
tanimlanmaktadir.  Apikal bazal hicre polarite kaybi malign bezlerdeki epitel
hdcrelerinde duzensiz ve sekilsiz siralanma; yani polaritenin bozulmasi olarak var ya

da yok olarak degerlendirilmigtir (Resim 8).

Resim 8: Malign epitelyal hucrelerin duzensiz ve sekilsiz siralanmasi, H&E x20

3.2.4 Tomurcuktan buyuk hiicre gruplan (TBHG)

EMT'de epitelyelden mezenkimale gegiste c¢ok farkli fenotiplerde tumor
hiicrelerinin gorilebilecedi bilinmektedir®>. Timor tomurcuklanmasinda maksimum 4
hicreden olusan gruplar dikkate alinmaktadir. Daha buyUk, gland olusturmayan hicre
topluluklar ise literattirde ilk kez serimizde degerlendirilen bir morfolojik bulgudur. Bes
ve Uzeri hiucreden olugsmus, lumen yapisi olusturmayan, ancak TT olarak
tanimlanamayacak tumor hdcresi topluluklari, tomurcuklanmadan bulyuk hicre
gruplari (TBHG) olarak tanimlanmigtir (Resim 9-10). TBHG, bez epitelinde EMT nin
bagladigi hucrelerin adezyon yeteneklerini kaybetmesi sonucu, bezden ayrilmis belki
de tomurcuklanmaya gegiste ara form olabilecek hticre gruplari olarak nitelendirilebilir.

Bu tumor hicresi topluluklarinin varligi tumorlerde degerlendirilmistir.
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Resim 10: Tomurcuklanmadan buyuk hicre gruplari, H&E x20
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3.2.5 inkomplet glandlar

Tamor kesitleri, kesit ya da takip artefakti nedenli olmayan, Iimen butlinlugu

bozulmus, yarim olarak izlenen, inflamasyon da igerebilen malign glandlarin varhgi

acisindan degerlendirilmistir (Resim 11-12).
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Resim 11: inkomplet glandlar, H&E, x10
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Resim 12: inkomplet glandlar, H&E, x10

3.2.6 Asiner duktal metaplazi (ADM)

PDAK’'In prekulrsor lezyonlarinda, EMT'in etkinlesmesi, inflamatuar ortamin
etkisiyle baglar. ADM'de inflamatuar mikrogevre tarafindan tetiklenen EMT
aktivasyonunun, kanser hucrelerinin erken invazyon ve yayilimi ile iligkili oldugu
dustinilmektedir®’. Timor kesitlerinde, korunmus gevre parankim igerisinde, pankreas
asiner hucrelerinin duktal benzeri hucrelere farklilastigi metaplastik degisikliklerin

varhgi1 degerlendirilmigtir (Resim 13-14).
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Resim 14: Asiner duktal metaplazi, H&E x5
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3.2.7 Timodr ici ve gevresi lenfosittik infiltrat (TiLi, TGLI)

Tumor ici ve tumodr cevresi lenfositik yanit College of American Pathologists
(CAP) tarafindan yayinlanan kanser raporlama protokoline gére belirlenmistir. TUmor
epitelini infiltre eden lenfosit miktar dikkate alinarak; Lenfosit yok (0), 1 BBA'da epiteli
infiltre eden 1 veya 2 lenfosit hafif-orta (1), 3 ve fazla lenfosit yuksek (2) infiltratif yanit

olarak degerlendirilmigtir (Resim 15-18).

Resim 15: Tumor ici lenfosittik yanit, 1 BBA'da epiteli infiltre eden 1 veya 2 lenfosit,
hafif orta infiltratif yanit (1), H&E x20
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Resim 16: TUumor igi lenfosittik yanit, 1 BBA’'da epiteli infiltre eden 3 veya daha fazla
lenfosit, yuksek infiltratif yanit (2), H&E x20

Resim 17: TUumor ¢evresi dusik infiltratif yanit (1), H&E x2
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Resim 18: TUmor gevresi yuksek infiltratif yanit (2), H&E x2

3.2.8 Stroma miktari

Tumore ait kesitlerde malign bezler ile timor igi stromanin orani géz 6nlne
alinarak, stroma/bez orani <1 olan timorler az miktarda stroma (1), 1 ile 2 arasi
olanlar orta miktarda stroma (2), stroma/bez orani 22 olan timdrler ise belirgin

stroma (3) olarak degerlendirilmistir (Resim 19-21).
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Resim 20: Orta miktarda stroma (2), H&E x10
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Resim 21: Belirgin miktarda stroma (3), H&E x10

3.2.9 Nekroz

Tumore ait kesitlerde, bezlerin lumenlerindeki nekroz alanlari degerlendirme
digi tutulmus, tGmor igi stromal alanlardaki yaygin nekroz varhdi dikkate alinmistir
(Resim 22).
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Resim 22: TUmor igerisinde yaygin nekroz alanlari, H&E x5

3.3 immiinhistokimyasal Boyama

100 olguya ait secilen bloklardan hazirlanan kesitlere Keratin (DAKO, AE1/AES3,
Mouse Anti-human mAb), Vimentin (DAKO, V9, Mouse mAb), E-Cadherin (DAKO,
NCH-38, Mouse Anti-human mAb) ve LOXL2 (Cell Signalling, (E3P7Y) rabbit mAb)
primer antikorlari  kullanilarak immunohistokimyasal boyama uygulanmistir.
Calismanin immunohistokimyasal inceleme igin gereken butgesi, Dokuz Eyll

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Destek Fonu'ndan karsilanmistir.
immiinohistokimyasal ydntem asagdidaki basamaklari icermektedir:

1. Sakura® Accu-Cut SRM marka mikrotom ile lizinli lamlara alinan 3 mikron
kalinliginda kesitler, 72 derecede etivde 60 dk bekletildikten sonra, Ventana

Benchmark Ultra cihazina yuklenmistir.

2. Cihazda lamlara 64 dakika CC1 solusyonu ile antijen agiga c¢ikarimi uygulanmis,

daha sonra primer antikor damlatildiktan sonra, 44 dakika, 37 °C’de bekletilmigtir.
3. Boyama streptavidin-biotin yontemi ile yapiimis ve kromojen olarak Diaminobenzidin

Tetrahidroklorid (DAB) kullaniimigtir.
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4. Ardindan lamlara Hematoksilen ve bluing reagent ile zemin boyamasi uygulanmistir

ve lamlar kapatiimigtir.

Keratin, Vimentin ve E-Cadherin antikorlari i¢in, normal pankreas parankimi i¢ pozitif
kontrol olarak kullaniimigti. LOXL2 antikoru igin ilgili firma tarafindan Onerilen
endometrioid karsinom o6rnegindeki epitelyal ve stromal hlicre boyanmasi pozitif
kontrol olarak  kullanilmigtir  (Resim  23). immunhistokimyasal  boyalarin

degerlendirmeleri sirasinda “ig-kontrol” negatifligi veya yetersizligi tespit edilen

olgularda boya tekrarlanmistir.

Resim 23: LOXL2 kontrol dokusu. Endometrioid karsinomunda sitoplazmik boyanma,
IHK x10

3.3.1 LOXL2 immunhistokimyasi Degerlendirmesi

Tumor epitelyal hicrelerinde ve stromal hicrelerinde LOXL2 ekspresyonu, Pil-
Gu Park ve ark.in belirledigi yontem ile 1sik mikroskopunda degerlendirilmistir.
Hucrelerde LOXL2 ekspresyon yogunlugu her olguda (0-1-2 olarak) skorlanmistir
(Tablo 3). LOXL2 boyanmasi tumor icerisinde fokal alanlarda izlenmistir bu sebeple
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degerlendirme bu fokal alanlardaki boyanma yayginhgi ve siddetine gore yapilmistir
(Resim 24-26). Stromadaki boyanmalarda %10’un alti sifir olarak kabul edilmig, %10
Uzeri boyanmalar 1-2 olarak semikantitatif degerlendirilmigtir (Resim 27).

LOXL2 epitelyal boyanma yogunlugu Skor
Boyanma yok. 0
ZayIf Boyanma, sadece BBA'da gorunuyor. 1
Zayf-Orta boyanma KBA'da goéruniyor. 2

Tablo 3: LOXL2 epitelyal boyanma yodunlugu skorlamasi (*BBA: Buyuk biyutme
alani, **KBA: Kuguk buyutme alani)

Resim 24: LOXL2 negatif timdr (0), IHK x10
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Resim 25: LOXL2 zayif epitelyal boyanma (1), iIHK x10
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Resim 26: LOXL2 epitelyal zayif-orta boyanma (2), iIHK x10
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Resim 27: LOXL2 stromal boyanma (2), IHK x10

3.3.2 E-Cadherin immunhistokimyasi Degerlendirmesi

E-Cadherin ile hucrelerdeki sitoplazmik membran boyanmasi pozitif kabul
edilmigtir. Cevre pankreas dokusu ile ayni siddetteki ve %90 Uzeri yayginhktaki
boyanmalar pozitif: korunmus (+2), daha zayif %10-90 yayginlikta boyanmalar: kismi
kayip (+1), membrandz boyanma izlenmeyen ya da %10’dan az izlenen durumlar da

tam kayip (0) olarak skorlanmigtir (Resim 28-29).
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Resim 28: E-Cadherin pozitifligi, IHK x10
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Resim 29: E-Cadherin kaybi, IHK x10

3.3.3 Vimentin ve Keratin Degerlendirilmesi

Tamor hdcrelerinde vimentin ekspresyon yogunlugu O (boyanma yok), 1
(%10’dan az boyanma) ve 2 (%10’dan fazla boyanma) olarak skorlanmistir (Resim 30-
31). Keratin ekspresyonu tomurcuklanma alanlari gézetilerek incelenmis 0 (kayip var)
ve 1 (kayip yok) olarak skorlanmistir.
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Resim 30: Timérde ve tomurcuklanma gériilen hiicrelerde vimentin negatifligi, iIHK
x10
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Resim 31: Timdrde ve tomurcuklanan hiicrelerde vimentin pozitifligi, IHK x10

3.4 istatiksel Analiz

Elde ettigimiz verilerin istatistiksel degerlendirmesi ‘SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) 27.0 bilgisayar paket programinda yapildi. Kategorik veriler
arasindaki iligki Ki-Kare testi ile degerlendirildi. Degerlendirmelerde bagimsiz
orneklerde iki kategori arasindaki normal dagilim gosteren degigkenlerin
karsilagtirimasinda T testi; normal dagihm gostermeyen  degiskenlerin
karsilastirimasinda Fisher'in kesin olasilik testi kullanildi. Sag kalim ile iligkinin
belirlenmesinde Kaplan Meier Yagam Analizi ve karsilastirmalarda Log Rank testi
kullanildi. Sagkalimin ¢oklu yasam analizinde de Cox regresyon modeli

olusturulmustur. Istatistik anlamhlik diizeyi p<0.05 kabul edilmigtir.
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3.5 GATAG’nIn in Silico Yontemler ile Aragtiriimasi

GATAG6 insan kromozomunda 18q11.2 lokazisyonunda bulunmakta ve kanser
gelisiminde c¢esitli roller oynamaktadir. Pankreas kanserlerinde hem dogrudan hem de
dolayli bir mekanizma ile epitel ve mezenkimal transkripsiyon sureglerini kontrol ettigi
ve pankreas kanseri hlcrelerinde EMT’yi 6nleyen tumaor baskilayici bir transkripsiyon
faktorl oldugu bilinmektedir?>. Bu nedenle, calismamizda PDAK'ta, GATA6
amplifikasyonuna eslik eden gen/genler alterasyonlarini saptamak i¢in Cbioportal.org
sitesindeki erisime acik veri tabanlarindan (Pancreatic Adenocarcinoma ICGC, Nature
2012, Pancreatic Adenocarcinoma (QCMG, Nature 2016, Pancreatic Adenocarcinoma
(TCGA, Firehose Legacy, Pancreatic Cancer (UTSW, Nat Commun 2015), Pancreatic
Ductal Adenocarcinoma (CPTAC, Cell 2021)) GATA6 mutasyonu olan olgular
belirlenmistir. Bu olgulara eslik eden gen degisiklikleri ve artmis mRNA ekspresyonlari
in silico yontemlerle analiz edilmis ve istatiksel anlamliik gésteren genler
genecards.org sitesi Uzerinden arastirilip EMT ile iligkili olanlari tespit edilmistir. GATAG6
gen degisikliklerine eglik eden artmis mRNA ekspresyonlari, farkli eksprese edilen
genler (FEG) olarak kabul edilmistir. GATA6 mutasyonlarina eslik eden artmig
FEG’lerin (differantially expressed genes, DEGs) istatiksel olarak anlamli olanlari ile
gprofiler araci kullanilarak KEGG, Reactome ve Wikipathways Uzerinden yolak
zenginlestirme ve Gene Ontology Biological process (GO-BP) Uzerinden ontolojik
zenginlestirme analizleri yapiimigtir. Bu analizler, istatiksel anlamli GATA-6 iligkili tim
FEG’lerde ve log2 orani 1'in Ustl ile -1'in alti olan FEG’lerde ayri ayri uygulanmistir.

istatistik anlamlilik diizeyi q<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Demografik Veriler ve Histopatolojik Ozellikler

Calismaya dahil edilen 100 PDAK tanili hastanin 59'u erkek, 41'i kadindir.
Hastalarin ortalama yasi 67.02 = 9.10 (43-91 yas) dur. Seksen yedi hastada (%87)
pankreatoduodenektomi, 13 hastada (%13) distal pankreatektomi uygulanmistir.
Olgularin %79'unda tumorun pankreas basina lokalize oldugu tespit edilmistir. TUmor
boyutu 2 hastada tUmaoran infiltratif paterni sebebi ile saglikli dlgulememigtir. Kalan 98
hastanin 11’inde < 2 cm iken, 54 hastada 2 ile 4 cm arasi, 33 hastada ise > 4 cm’dir ve
14 hastada tumor boyutu 5 cm'den buyuk olarak olgulmustur ve ortalama boyut 3.80 +
1.50 (0.9-8.5) cm’dir.

Tumor diferansiasyonu 69 hastada derece 1, 24 hastada derece 2 ve 7 hastada
derece 3 olarak belirlenmistir. Seksen dort hastada lenfovaskuler invazyon ve 95
hastada perindral invazyon saptanmigtir. Cerrahi sinir 53 hastada pozitif olup, 11
olguda pankreas rezeksiyon sinirinda, 10 olguda medial cerrahi sinirda, 33 olguda ise
retroperitoneal cerrahi sinirinda timoér devamhligi  izlenmistir.  Operasyon
materyallerinden ortalama 23.92 + 10.12 (6-55 araliginda) lenf nodull diseke edilmis;
bunlarin yaklasik %30’unda metastaz saptanmistir. Tumor evresi, 10 hastada pT1, 53
hastada pT2, 36 hastada pT3 ve 1 hastada pT4 olarak belirlenmistir.

Olgulara ait klinikopatolojik ozellikler Tablo 4’te, degerlendirilen morfolojik

bulgularin dagilimi ise Tablo 5'te verilmigtir.

Ozellik (n:100) Sikhik N (%)
Cerrahi operasyon tipi 100
Whipple 87
Distal pankreatektomi 13

Timor Lokalizasyonu

Bas 83
Govde 12
Kuyruk 5
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TUmOor uzun ¢api (cm) (min-max)

<2 cm (n%) 11 (11)
2<n< 4 54
> 4cm (n%) 33

Tiimor Derecesi (n=100)

Gl 69
G2 24
G3 7

Perinodral invazyon

Var 95 (95)

Yok 5

Lenfovaskiiler invazyon

\Var 84 (84)

Yok 6

Tliimor Evresi

pTlb 1
pTlc
T2 >3
P 36
pT3 1
pT4

Lenf nodu metastazi
Var 17

Yok 83

Rekiirrens/metastaz (n:58)

Var 47
11

Yok

Sag kalim(n:100)

Sag 16

Tablo 4: Olgulara ait klinikopatolojik 6zellikler
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. Siklik N . Siklik N
Ozellik (n:100) Ozellik (n:100)
(%) (%)
intratiiméral 0-4 29 Stroma miktar Az 34
tomurcuklanma
5-9 30 Orta 60
>9 41 Fazla 6
Peritlimoral 0-4 29 Tumorici lenfosittik Hafif 95
tomurcuklanma infiltrat o
5-9 34 Belirgin 5
>9 37
Cevre asiner duktal Yok 35 Tamor cevresi lenfosittik Hafif 58
metaplazi infiltrat o
Var 65 Belirgin 42
Apikal bazal hiicre yok 51 Nekroz Yok 63
polarite kaybi
fokal 37 Var 37
yaygin 12
Mezenkimal Fenotip Yok 53
Var 47
Tomurcuklanmadan Yok 39
bilylk hiicre grubu
y & Var 61
inkomplet yok 52
gland fokal 42
yaygin 6

Tablo 5: Olgulara ait morfolojik bulgular

4.2 izlem Verileri

Olgularimizin ortalama takip suresi 27.16 aydir. Ellisekiz olguda tedavi ve takip

verilerine ulasgilabilmigstir. Bunlardan 47 olguda (%81) metastaz veya niks saptanmigtir.
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Karaciger metastazin en yaygin goruldigu bolgedir (n = 23, %52.3). Karaciger
metastazinin yani sira 17 hastada akciger ve 18 hastada periton metastazi
saptanmistir. Dokuz olguda lokal niks saptanmistir. Seksen dort olgu hastalik
nedeniyle hayatini kaybetmistir ve ortalama sagkalim (OS, genel sagkalim) suresi
35.70 £ 4.96 aydir. Ortalama hastaliksiz sagkalim (DFS) suresi ise 31.28 + 7.12 aydr.

4.3 immunhistokimyasal Bulgular

Keratin tim timorlerde glandiler ve tomurcuklanma alanlarinda pozitif olarak
izlenmistir. Altmis yedi olgu vimentin ile negatif boyanirken, yalnizca 12 hastada timor
hucrelerinin %10'undan fazlasinda boyanma goérulmustur. E-Cadherin ile timorlerin 3
(%3)’'Unde %10'dan az (yaygin kayip), 47’sinde ise %10-90 arasinda (fokal kayip)
boyanma izlenmistir. LOXL2 ‘nin timor epitelyal hicrelerinde ve stromal hlcrelerdeki
boyanmasi ayri olarak degerlendirilmistir. Yirmi bes olguda epitelyal boyanma
gorulurken 29 olguda stromal hicrelerde boyanma vardir. LOXL2 epitelyal boyanma
ile stromal boyanma arasinda istatistiksel olarak anlaml pozitif korelasyon izlenmistir
(p=0,003) ve 13 timorde hem stromal hem epitelyal boyanma izlenmistir. E-cadherin
kaybi ile vimentin pozitifligi karsilastirildiginda istatiksel anlam bulunmamakla birlikte
E-cadherin kaybi olan olgularda vimentin pozitifligi daha fazla gorulmustur (p=0.288).

Veriler Tablo 6’ da 6zetlenmisgtir.
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Ozellik (n:100) Sikhik N (%)
Keratin Negatif 0
Pozitif 100
Vimentin Negatif 67
<%10 pozitif 21
>%10 pozitif 12
E-Cadherin <%10 pozitif (yaygin kayip) 3
%10-90 pozitif (fokal kayip) 47
>%90 pozitif 50
LOXL2 stromal boyanma 0 71
1(orta boyanma) 20
2(belirgin boyanma) 9
LOXL2 epitelyal boyanma 0 75
1 (zayif boyanma) 22
2 (zayif-orta boyanma) 3

Tablo 6: immunhistokimyasal parametrelerin olgulara dagilimi

LOXL2 EPITELYAL BOYANMASI

0 (boyanma yok) 1(boyanma var)
LOXL2 stromal 0 59(%83.1) 12(%16.9)
boyanma(p=0.003)
1-2(orta/belirgin) 16(%55.2) 13(%44.8)

Tablo 7: LOXL2 stromal hicre ve epitelyal hiicre boyanmasi arasindaki iligki
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4.4 Morfolojik Bulgularin immunhistokimyasal Bulgularla iligkisi

Morfolojik bulgular ile immunhistokimyasal verilerin iligkisi degerlendirildiginde:
Tumor gevresi lenfositik infiltratin zayif oldugu olgularda vimentin pozitifligi istatistiksel
olarak anlamli dizeyde fazla gorulmustir (p=0.036) (Tablo 8). Nekroz izlenen
tumorlerde E-Cadherin kaybi da daha fazla oranda gorulmustir (p=0.007) (Tablo 9).
LOXL2’nin epitelde pozitif oldugu olgularda ¢evre pankreas parankiminde asiner duktal
metaplazi gorulme orani daha yuksek bulunmustur ancak yakin olmakla birlikte bu iligki

istatiksel anlamli diizeye ulasmamigstir (p=0.055).

Vimentin ekspresyonu

POZITiF NEGATIF
TUmor gevresi lenfosit (p=0.036) 1 24(%72.7) 34(%50.7)
2-3 9(%27.3) 33(%49.3)

Tablo 8: Vimentin ekspresyonu ile TCLI arasindaki iligki

E-Cadherin kaybi

VAR YOK
Nekroz (p=0.007) Var 25(%50) 12 (%24)
Yok 25(%50) 38(%76)

Tablo 9: E-Cadherin kaybi ile timér nekrozu arasindaki iligki

4.5 Morfolojik ve immunhistokimyal Bulgularin Prognostik Parametreler ile
lliskisi

4.5.1 Morfolojik bulgular ve prognostik parametreler

Tumér tomurcuklanmasi ile LVi, PNI, lenf nodu metastazi ve evre arasinda
anlaml iligski gézlenmemigtir. TT sayisi ile tumoér diferansiyasyon kaybi arasinda

istatistiksel olarak anlaml iligki vardir (p<0.001). Yiiksek diizeyde iTT gdsteren
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timorlerin daha yiiksek oranda orta-az diferansiye oldugu izlenmistir (p<0.001). lyi
diferansiye timorlerde stroma miktari daha fazla bulunmus (p=0.003), ayrica MP,
TBHG ve nekroz da orta / az diferansiye timorlerde daha ylksek oranda saptanmistir
(Tablo 9).

Tumorde inkomplet gland, nekroz, TBHG ve MP varlgi, =5 Uzeri PTT igeren
timorlerde daha sik bulunmustur (p=0.030, p<0.001, p<0.001, p<0.001)(Tablo 11).
Bununla birlikte, 29 tomurcuk iceren tumorlerde, cevre pankreas dokusunda asiner
duktal metaplazi (p<0.001) anlamli olarak daha sik saptanmistir (Tablo 12). iTT’nin
yogun oldugu timoérlerde MP, TBHG ve nekroz sikligi da daha yuksek olarak
bulunmustur. (Tablo 13). Ayrica iTT sayisi 29 olanlarda stroma miktari daha az olarak
bulunmustur (p=0.030) (Tablo 14). TCLI, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte,
iyi diferansiye tumorlerde belirgin olarak izlenmistir (p=0.042, p=0.078)

Tiimor Diferansiasyonu

iyi Orta / az

intratiiméral Tomurcuklanma(p<0.001) 0-4 27(%39.1) 2(%6.5)
>5 42(%60.9) 29(%93.5)

intratiméral Tomurcuklanma (p<0.001) 0-9 51(%73.9) 8(%26.1)
>9 18(%26.1) | 23(%73.9)
Peritlimoral Tomurcuklanma (p=0.003) 0-4 26(%37.7) 43(%62.3)
>5 3(%62.3) 28(%37.7)
Peritimoral Tomurcuklanma(p<0.001) 0-9 52(%75.4) 17(%24.6)
>9 11(%24.6) | 20(%75.4)
Stroma miktari (p=0.003) Az 17(%24.6) 17(%54.8)
Orta-Belirgin 52(%75.4) 14(%55.2)
Mezenkimal Fenotip (p<0.001) Var 22(31.9) 25(%80.6)
Yok 47(%68.1) 6(%19.4)
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Tomurcuklanmadan biyiik hiicre grubu Var 36(%52.2) 25(%80.6)
(p=0.007) Yok 33(%47.8) 6(%19.4)
Nekroz (p=0.042) Var 21(%30.4) 16(%51.6)

Yok 48(%69.6) | 15(%48.4)

Tablo 10: Tumor diferansiasyonu ve arastirilan morfolojik parametrelerin iligkisi

Peritiimoral Tomurcuklanma

0-4 25
Mezenkimal Fenotip (p<0.001) Var 1(%3.4) 46(%64.8)
Yok 28(%96.6) 25(%35.2)
Tomurcuklanmadan bliytk hiicre grubu (p<0.001) Var 5(%17.2) 56(%78.9)
Yok | 24(%82.83) 15(%21.1)
Nekroz (p<0.001) Var 2(%6.9) 35(%49.3)
Yok 27(%93.1) 36(%50.7)
inkomplet gland varhigi (p=0.030) Var 9(%31) 39(%54.9)
Yok 20(%69) 32(%45.1)

Tablo 11: Peritimdoral Tomurcuklanma ile istatiksel olarak anlamli bulunan morfolojik

parametreler
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Peritiimoral Tomurcuklanma

0-9 >9
Asiner duktal metaplazi (p<0.001) Var 2(%6.9) 35(%49.3)
Yok 27(%93.1) 36(%50.7)

Tablo 12: Yuksek derecede PTT ile asiner duktal metaplazi varligi iligkisi

intratiiméral Tomurcuklanma
0-4 25
Mezenkimal Fenotip (p<0.001) Var 1(%3.4) 46 (%64.8)
Yok 28 (%96.6) 25 (%35.2)
Tomurcuklanmadan biyik hiicre grubu Var 6 (%20.7) 55 (%77.5)
(p<0.001) Yok 23 (%79.3) 16 (%22.5)
Nekroz (p=0.002) Var 4 (%13.8) 33 (%46.5)
Yok 25 (%86.2) 38 (%53.5)

Tablo 13: ITT ile istatiksel olarak anlamli bulunan parametreler

intratiiméral Tomurcuklanma

0-9 >9
Stroma miktari Az 15(%25.4) 19(%46.3)
(p=0.030) Orta-Belirgin 44(%74.6) 22(%53.7)

Tablo 14: Yiksek dereceli intratimoral tomurcuklanma ile stroma iligkisi
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Lenfovaskiler invazyonu (LVIi) olan ve cerrahi siniri pozitif olgularda MP daha
yiiksek oranda izlenmistir (p=0.048, p=0.014). (Tablo 15) TiLi ve TCLi prognostik
parametrelerin hicbiri ile istatiksel olarak anlam godstermemistir. inkomplet gland ve

TBHG ile prognostik parametreler arasinda anlamli iliski saptanmamigtir.

Lenfovaskiiler invazyon

Var Yok
Mezenkimal Fenotip (p=0.048) Var 43(%51.2) 4(%25)
Yok 41(%48.8) 12(%75)

Tablo 15: Lenfovaskller invazyon ile MP arasindaki iligki

4.5.2 immunhistokimyasal Bulgular ve Prognostik Parametreler

immunhistokimyasal bulgulardan klinikopatolojik parametrelerle istatiksel
anlamli iligkisi olanlar Tablo 15 ‘te gosterilmektedir. Buna gore: Tumorde vimentin
pozitifligi ve LOXL2 stromal boyanmasi ile pT evresi arasinda anlamli iliski vardir ve
pozitif timorlerin pT evresin daha dusik oldugu gozlenmistir (p=0.027, p=0.009) (Tablo
16). Tumor diferansiasyonu ile E -Cadherin kaybi ve vimentin pozitifligi arasinda
istatiksel anlamli iliski saptanmamigtir. E-Cadherin kaybi ve vimentin pozitifligi az
diferansiye timorlerde daha fazla izlenmekle birlikte bu iligkinin istatistiksel anlamlilik
dizeyine erismedigi gozlenmistir (p=0.130, p=0.203). LOXL2 stromal boyanmasi
acisindan iyi ve az diferansiye tumorler arasinda anlamli fark saptanmamigtir. Ayrica
cerrahi sinir pozitifligi, perindral ve lenfovaskuller invazyon ve lenf nodu metastazi
varhidi ile de E-Cadherin kaybi ve Vimentin ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamli
iliski bulunmamistir. LOXL2 epitelyal boyanmasi ile prognostik parametreler arasinda

anlaml iliski saptanmamigtir.

59



EVRE
pT1-2 pT3-4
Vimentin (p=0.027) Pozitif 26(%41.3) 7(%19.4)
Negatif 34(%58.7) 29(%81.6)
LOXL2 stromal boyanma (p=0.009) 1-2: orta-belirgin 24(%38.1) 5(%13.9)
0: negatif 39(%61.9) 31(%86.1)

Tablo 16: Evre ile istatiksel olarak anlamli bulunan immunhistokimyasal parametreler

4.6 Bulgularin sagkalim ile iligkisi

Lenfovaskuler invazyonu olan (p =0,010), az diferansiye timore sahip (p=
0,014) ve cerrahi sinir pozitifligi (p<0,001) goriulen hastalarda mortalite oraninin
anlaml olarak daha yiiksek oldugu gériilmuistiir. PNi (p=0.180), evre (p=0.091), lenf
nodu metastazi (p=0.098), timor lokalizasyonu ve metastaz yeri 6lum oraniyla iligkili
degildir. Morfolojik ve immunhistokimyasal bulgulara baktigimizda; iTT/PTT, MP,
TBHG, nekroz ve e-kadherin kaybinin yiksek oldugu hastalarda 6lim orani istatiksel
olarak anlaml bulunmustur (p=0.012, p=0.011, p=0.027, p=0.013, p=0.035, p=0.027).
Stroma miktari, ABHPK, TCLI, TiLI, inkomplet gland, vimentin ve LOXL2 ekspresyonu

ile mortalite arasinda anlamli iliski saptanmamistir.

Serimizde nuks verisi bulunan 58 hastaya yapilan istatiksel analizde niks
oraniyla anlamli iliski gosteren parametre ileri pT evresidir (p=0,010). Serimizde ileri
evre (pT3-T4) olan 18 hasta, dusuk evre (pT1, T2) 40 hasta vardir. TUmor
diferansiyasyonu, lenf nodu metastazi, LVi, PNi ve cerrahi sinir pozitifligi niiks oranlari

ile istatistiksel olarak iligkili bulunmamistir.

NUks ve morfolojik bulgularin iligkisine baktigimizda; MP varliginin, niks
gorulen hastalarda daha fazla oldugu, istatiksel anlamhliga yakin olmakla birlikte,
anlamli degerin Uzerinde kalmistir (p=0.089). Tomurcuklanma dahil diger morfolojik

parametreler ile nuks arasinda anlamli iliski bulunmamisgtir.
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Klinikopatolojik parametrelerin sagkalim ile anlaml istatiksel iligkisi olanlar
Tablo 17'de gosterilmistir. Buna gore: diferansiasyon derecesi yuksek (log rank.
p=0.002), cerrahi siniri pozitif (log rank, p<0.001) ve lenfovaskiler invazyonu olan
(p=0.037) olgularda sagkalim suresinin daha kisa oldugu saptanmigtir (Sekil 1-3).
Perindral invazyon(p=0.180), evre (p=0.091), lenf nodu metastazi(p=0.098), tUmor

lokalizasyonu ve metastaz yeri ile sagkalim arasinda anlamli iligki bulunamamisgtir.

Survival Functions
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Sekil 1: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: Tumor diferansiasyonu sagkalim iligkisi.
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Survival Functions
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Sekil 2: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: Lenfovaskuler invazyon sagkalim iligkisi.
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Sekil 3: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: Cerrahi sinir sagkalim iligkisi.
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Degisken n Ortalama sagkalim (ay) p degeri
Timor Diferansiasyonu
Iyi 69 20.60 0,002
Orta-Az 31 8.46
Lenfovaskiiler invazyon
Var 84 29.33 0,037
Yok 16 64.94
Cerrahi Sinir Pozitifligi
Pozitif 53 19.51 <0,001
Negatif 47 54.47

Tablo 17: Sag kalimla iligkili bulgular

Sag kalim ile morfolojik ve immunhistokimyasal parametrelerin iligkisi Tablo 18 ‘de

gOsterilmistir.

intratimoral Tomurcuklanma

intratiimoral Tomurcuklanma

Peritiimoral Tomurcuklanma

Peritiimoral Tomurcuklanma

Stroma miktari

Az
Orta

Sagkalim

sag olii

9(%56.3) 20(%23.8)
4(%43.7) 64(%76.2)

14(%87.5) 45(%53.6)
2(%12.5) 39(%46.4)

7(%43.8) 22(%26.2)
9(%56.2) 62(%73.8)

14(%87.5)  49(%58.3)
2(%12.5) 35(%42.7)

3(%18.8) 31(%36.9)
13(%81.2)  53(%63.1)
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Niiks
var

13(%27.7)
34(%72.3)

27 (%57.4)
20 (%42.6)

12(%25.5)
35(%74.5)

28(%59.6)
19(%40.4)

18(%38.3)
29(%61.7)

yok

5(%45.5)
6(%54,5)

8(%72.7)
3(%27.3)

4 (%36.4)
7 (%64,6)

7 (%64.6)
4 (%36.4)

3 (%27.3)
8 (%73.7)



Belirgin

Tamor ici lenfosittik infiltrat 1 14(%87.5) 81(%96.4) 44(93.6) 10(%90.9)
2-3 2(%12.5) 3(%3.6) 3(6.4) 1(%9.1)
Tumér cevresi 1 8(%50) 50(%59.5) 26(%55.3) 5 (%45.5)
lenfositik infiltrat 2-3 8(%50) 34(%40.5) 21(%44.7) 6 (%55.5)
Cevre asiner duktal metaplazi Var 7(%43.8) 58(%69) 30(%63.8) 8(%72.7)
Yok 9(%56.2) 26(%31) 17(%36.2) 3(%27.3)
Apikal-bazal hiicre polarite Var 8(%50) 41(%48.8) 24(%51.5) 7 (%63.6)
kaybi Yok 8(%50) 43(%51.2) 23(%48.5) 4 (%36.4)
Mezenkimal Fenotip Var 3(18.8) 44(%52.4) 26(%55.3) 3(%27.3)
Yok 13(%81.2) 40(%47.6) 21(%44.7) 8 (%72.7)
inkomplet gland varlig Var 5(%31.3) 43(%51.2) 21(%44.7) 4 (%36.4)
Yok 11(%68.7)  41(%48.8) 26(%55.3) 7 (%63.6)
Tomurcuklanmadan biyuk Var 6(%37.5) 55(%65.5) 29(%61.7) 5 (%45.5)
hiicre grubu varligi Yok 10(%62.5)  29(%34.5) 18(%38.3) 6(%54.5)
Nekroz Var 2(%12.5) 35(%41.7) 20(%42.6) 2 (%18.9)
Yok 14(%87.5)  49(%58.3) 27(%57.4) 9(%81.1)
E-Cadherin %0-90 4(%25) 46(%54.8) 26(%55.3) 6 (%54.5)
pozitif
>90 12(%75) 38(%45.2) 21(%44.7) 5(%45.5)
pozitif
Vimentin Pozitif 3(%18.8) 30(%35.7) 13(%27.7) 4(%36.4)
Negatif 13(%81.2) 54(%64.3) 34(%72.3) 7(%63.6)
LOXL2 stromal boyanma Pozitif 5(%31.3) 24(%28.6) 16(%34) 3(%27.3)
Negatif  11(%62.7)  60(%71.4) 31(%66) 8(%72.7)
LOXL2 epitelyal boyanma Pozitif 4(%25) 21(%25) 11(%23.4) 3(%27.3)
Negatif 12(%75) 63(%75) 36(%86.6) 8(%72.7)

Tablo 18: Morfolojik ve immnuhistokimyasal bulgularin niks ve sag kalim ile iligkisi
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Sag kalim analizlerinde, morfolojik bulgulardan istatiksel olarak anlamli olan
parametreler: intratiimoral ve peritiméral yiksek diizeyde tomurcuklanma gésteren
tumoru olan hastalarda beklenen sag kalim suresi daha kisa olarak saptanmistir. (log
rank, p<0.001) (sekil 4-5).
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Sekil 4: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: ITT sagkalm iligkisi.
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Survival Functions
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Sekil 5: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: PTT ile sagkalim suresi.
Ayrica genel sag kalim, MP (49.19" a karsi 18.72 ay), TBHG (50.44’e kargi 24.66
ay), nekroz (46.55’e kargi 17.18 ay) ve E-Cadherin kaybi saptadigimiz olgularda

anlamli derecede daha kisa olarak saptanmistir (log rank sirasiyla, p<0.001, p<0.001,
p<0.001, p=0.028) (Tablo 19).
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Survival Functions
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Sekil 6: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: Mezenkimal fenotip ile sagkalim iligkisi
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Survival Functions
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Sekil 7: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: TBHG ile sagkalim iligkisi
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Sekil 8: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: Nekroz ile sagkalim suresi.
Cevre pankreas parankiminde inceledigimiz ADM ise istatiksel olarak anlamli degere
yakin bulunmustur. CADM varligi kisa sad kalim sureleriyle iligkili gérulmustir (log

rank, p=0.056). Bunun disinda TiLi, TCLi ve ABHPK ile sag kalim arasinda istatiksel

anlam izlenmemigtir.
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Ortalama
Sag Ol sagkalim (ay) | P degeri
intratiiméral 0-4 9(%56.3) 20(%23.8) 60.95 p<0.001
Tomurcuklanma >5 4(%43.7) 64(%76.2) 22.47
intratiiméral 0-9 14(%87.5) 45(%53.6) 47.55 p<0.001
Tomurcuklanma >9 2(%12.5) 39(%46.4) 17.70
Peritiimoral 0-9 14(%87.5) 49(%58.3) 46.15 p<0.001
Tomurcuklanma >9 2(%12.5) 35(%42.7) 14.27
Mezenkimal Fenotip Var 3(18.8) 44(%52.4) 18.72 p<0.001
Yok 13(%81.2) 40(%47.6) 49.29
Tomurcuklanmadan buiyuk hiicre Var 6(%37.5) 55(%65.5) 24.66 p<0.001
grubu varlig
Yok 10(%62.5) 29(%34.5) 50.44
Nekroz Var 2(%12.5) 35(%41.7) 17.18 p<0.001
Yok 14(%87.5) 49(%58.3) 46.55
E-Cadherin %0-90 4(%25) 46(%54.8) 24.76 p=0.028
pozitif
>90pozitif
12(%75) 38(%45.2) 45.95

Tablo 19: Sag kalim ile istatiksel olarak anlamli bulunan parametreler

Hastaliksiz sag kalim ise ileri evre (log rank: p=0.045), MP (45.53’e kars1 10.33
ay) ve nekrozu (39.63’e kargi 13.79 ay) olan tumdrli hastalarda anlamh élglide daha
kisa olarak izlenmistir (log rank, p=0.012, p=0.002) intratimoral yiksek
tomurcuklanma skoru gosteren tumorlu hastalarda, hastaliksiz sag kalim daha kisa
olarak saptanmakla birlikte istatistiksel anlamli diuzeyde degildir. (log rank, p=0.090,
p=0.056).
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Sekil 9: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: TUmor evresi ile hastaliksiz sagkalim suresi.
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Survival Functions
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Sekil 10: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: Mezenkimal fenotip ile hastaliksiz sagkalim
suresi. MF gorulmeyen olgularda hastaliksiz sag kalim 45.53 iken, gorulen hastalarda

bu sure yalnizca 10.33'tU (log rank, p=0.012).
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Sekil 11: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: Nekroz ile hastaliksiz sagkalim suresi. Nekroz
gorulmeyen olgularda ortalama yagsam suresi 39.63, nekroz gorulen olgularda ise
13.79'du (log rank, p=0.002).

immunhistokimyasal bulgularin sag kalimla iliskisine bakildiginda, E-Cadherin
kaybi goérulen hastalarda sag kalim (45.95'e karsi 24.76 ay) daha kisa olarak
saptanmistir (log rank, p=0.028). Vimentin ve LOXL2 ayri ayri degerlendirildiginde her
iki parametrenin de genel sag kalim ve hastaliksiz sag kalim ile istatiksel anlamli iligkisi

saptanmamistir.
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Sekil 12: Kaplan—Meier sagkalim egrisi: E-kadherin kaybi ile sagkalim suresi.

Lojistik regresyon analizinde; yiiksek ITT, yilksek PTT, MP, TBHG, nekroz ve
belirgin E-kaderin kaybi varligi ortak degiskenleri ile olusturulan ¢ok degiskenli

modellerde hem mortalite hem de nuks acisindan istatistiksel anlamlilik saptanmadi.

Cox regresyon analizinde yiksek i TT, yilksek PTT, TBHG, nekroz ve belirgin E-
kaderin kaybi varligi ortak degiskenleri ile olusturulan ¢cok degiskenli modelde, nekroz
varligi genel sagkalim agisindan bagimsiz negatif prognostik faktér olarak saptandi
(HR 1.806, %95 GA: 1.085 ile 3.006 arasi, p=0.023). Benzer sekilde nekroz varhgi
hastaliksiz sagkalim igin de bagdimsiz negatif prognostik faktdr olarak saptandi (HR
2.202, %95 GA: 1.165 ile 4.159 arasi, p=0.015).
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4.7 GATAG6 Gen Degisiklikleri ve EMT iligkisi

Cbioportal.org sitesinde PDAK calismalarina ait 5 veri tabaninda, GATA6 gen
analizi yapilan toplam 916 hasta bulunmustur’®838! Bu hastalarin 52’'sinde (%6)
GATAG6 gen degisiklikleri izlenmigtir. Hastalarin 44’Unde (%84.6) artmis kopya sayisi
degisiklikleri, 5'inde (%9.7) 6nemi bilinmeyen missense mutasyon, 2'sinde (%3.8)

6nemi bilinmeyen deep delesyon, 1'inde(%1.9) inframe mutasyon goralmustur.

GATAG alterasyonu gorulen 52 hastanin sadece 27'sinde genel sag kalim
bakilmigtir. Takip suresi 59.76 aydir. Alterasyon olan grupta ortalama genel sag kalim
suresi 20.34 ay iken GATAG alterasyonu olmayan grupta, 158 hastada genel sag kalim

19.81 ay olarak hesaplanmis ve istatiksel anlam goralmemigtir (q=0.402).

Hastaliksiz sag kalim, istatiksel anlam olmaksizin GATAG alteresyonu gosteren
19 hastada bakilmis ve ortalama 14.95 ay olarak bulunmusgtur. Alterasyon olmayan
grupta ise 122 hastada bakilmig ve ortalama hastaliksiz sag kalim suresi 17.05 ay

olarak izlenmistir (q=0.403).

GATAG6 alterasyonu gosteren hastalarin 35'i (%67.31) beyaz irktir ve bu
hastalarda GATAG6 gen degisikliklerine eslik eden 17015 gen izlenmis olup bunlardan
istatiksel anlami olan ve kopya sayisi degisikligi gosteren 313 gen gorulmuastar. 313
gen igerisinde EMT yolaklari ile iligkili 4 gen bulunmustur. Genlerin, GATAG ile iligkisi
Tablo 20’de gosterilmisgtir.

Gen GATAG6
Alteresyon

Sitoband degisiklikleri q degeri
gorulmeyen grup
gorulen grup

ROCK1 18q11.1 20 (43.48%) 21 (5.43%) 2.12e-8
RALBP1 18p11.22 6 (13.04%) 3 (0.56%) 1.461e-3
LINCO0668 18p11.31 7 (15.22%) 2 (0.81%) 3.432e-3
GRB2 17g25.1 5 (26.32%) 7 (2.82%) 0.0180

Tablo 20: GATA6 kopya sayisi degisiklikleri ve EMT yolaklari ile iliskili genler

Gprofiler araci Uzerinden yapilan zenginlestirme analizlerinde, GATA6 gen
degisikliklerine eslik eden istatiksel anlamh artmis 593 FEG gorulmustir. GATA6 gen

degisikligi olmayan grupta (non-altere) artmis olan 541 FEG gorilmustir. istatiksel
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anlamli olan FEG’lerden log2 orani 1'in Ustinde olan 82 FEG, -1'in altinda olan ise 53

FEG vardur. ilgili bulgular Tablo 21, 22 ve 23'te gésterilmistir.

Biyolojik siireci (BP), (Gen Ontolojisi (GO)), (term ID) P agj degeri
Epitel gelisimi (GO:0060429) 9.291x10°®
Hicre-hicre baglanti organizasyonu (GO:0007043) 3.818x10°3
Hicre adezyonu (GO: 0007155) 1.640x107
Hicre-hicre yapismasi (GO: 0098609) 1.950%107

Tablo 21: Artmis FEG’lerin iligkili oldugu biyolojik stregler

Biyolojik Yollar (KEGG, Reactom, Wikipathways) (term ID) p agj degeri
Siki baglantt (KEGG:04530) 1.025x10°3
Hicre baglanti organizasyonu (REAC:R-HSA-421270) 1.959x107
Hicre Hiicre iletisimi (REAC:R-HSA-1500931) 1.362x1072
Pankreas kanser alt tirleri (WP:WP5390) 7.251x10-8
Kolorektal kanserlerde EMT (WP:WP4239) 3.122x10-2

Tablo 22: Artmis FEG’lerin iligkili oldugu biyolojik yollar

GATA6 mutasyonu olan grupta farkli ekspresyonu olan FEG’ler daha ¢ok su
yolaklarla iligkilidir; siki baglanti (tight junction), hicre baglanti organizasyonu (tight
junction organization), hticre-hucre iletisimi (cell-cell communication), pankreas kanser
alt tarleri, kolorektal kanserlerde epitelyal mezenkimal gegis. FEG’lerin ontolojik
zenginlestirmesinde gorulen biyolojik suregler ise; epitelyal gelisim, hicre adezyonu

ve hicre-hucre baglanti organizasyonudur.
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GATA6 mutasyonu olan grupta azalmis FEG’lerde, istatiksel tek anlamli bulgu,

ontolojik zenginlestirme analizinde gértlen “DNA tamir” biyolojik strecidir.

Log2 orani 1'in Ustunde olan FEG’lerde yapilan yolak ve ontolojik zenginlestirme
analizinde istatiksel anlamh gorilen yolak, pankreas kanserinde klasik ve bazal alt
tiplendirme; istatiksel anlamli gérulen biyolojik sure¢ ise epitelyal tabakanin

korunmasi'dir.

Gen ontolojisi/Biyolojik yolaklar P agj degeri
Pankreas kanseride subtiplendirme (WP:WP5390) 4.508%x10-13
Epitelyal tabakanin korunmasi (GO:0010669) 7.674x10-3

Tablo 23: Log2 orani 1'in Ustunde olan FEG’lerin istatiksel anlamli oldugu biyolojik

yollar

Log2 orani -1'in altinda olan FEG’lerde yapilan yolak ve ontolojik zenginlestirme
analizinde istatiksel anlamli gorulen vyolaklar: nikotin bagdimhligi ve insulin
metabolizmasi olup istatiksel anlamli goérulen biyolojik suregler ise iyon transportu ve

hdcreler arasi haberlesme’dir.

77



5. TARTISMA

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAK), dunya c¢apinda kansere bagli
Olumlerin dérdincu en yaygin nedeni olup, 5 yillik sagkalim orani yaklasik %9'dur.
Hastalarin risk gruplarina ayrilmasi ve tedavi planlarinin olusturulmasi igin tUumor
evreleme sistemleri kullaniimaktadir. Guncel tumor-lenf nodu-metastaz (TNM)
evreleme sistemi, yeterince gliclii bir prognostik deger sunmamaktadir®?. Bu sebeple
pankreas kanserlerini molekuler olarak siniflandirmanin yararli prognostik veriler
saglayarak tedavi ve sagkalimi arttirmada onemli oldugu dusunulmektedir. Bununla
birlikte, pankreas tumorlerinde gorulen morfolojik heterojenite bu durumu

zorlastirmaktadir.

Tumor tomurcuklanmasi,  karsinomlarin  histopatolojik  incelemesinde
peritumoral ya da intratimoral gozlenen bir cgesit infiltratif buylme paternini
tanimlamaktadir ve siklikla timorde EMT'yi yansittigi distnilmektedir®384, TT,
kolorektal karsinom, meme kanseri, akciger kanseri gibi diger cesitli
adenokarsinomlarda da tanimlanmistir. Mide, 6zofagus ve gastro-6zofageal bileske
adenokarsinomlarinda ve O©Ozofagus skuamoéz hucreli karsinomlarinda tamor
tomurcuklanmasinin varligi daha kot prognozla iligkilendirilmigtir#.8586.87,88,89,90,91
Literatirde PDAK’ta yliksek tomurcuklanmanin kisa sag kalimla iligkisi gdsterilmis ve

bagimsiz prognostik faktdr olarak bildirilmigtir®2°2,

Serimizde pankreas kanserlerinde, TT peritimoral ve intratimoral alanda ayri
olarak degerlendirilmistir. TT'de 3’li derecelendirme sistemi kullaniimis, istatistiksel
degerlendirmede gruplar stratifiye edilmigtir (1 BBA'da: bes alti ve Ustu: grup 1, dokuz
alti ve Ustl, grup 2 olacak sekilde) intratimoéral >5/1BBA diizeyde tomurcuklanma
iceren olgularda ve peritumoral >9 /1BBA tomurcuklanma gdsteren timorlerin kisa sag
kalim sureleriyle ile iligkili olduklari saptanmistir (p<0.001). Bu bulgu literatlra
desteklemektedir. Sag kalim ile anlamli iliskisi bulunan diger morfolojik parametreler
ise MF, TBHG ve nekroz varligidir (p<0.001, p<0.001, p<0.001).

Literature baktigimizda EMT sureci ile iligkili belirtecler, molekuler yolaklar ve
klinik prognostik veriler ile ilgili birgok caligma vardir’>4624_ Bildigimiz kadariyla EMT'yi
temsil edebilecek morfolojik bulgular Uzerine yeterince galisma bulunmamaktadir.

EMT’nin bilinen en 6nemli morfolojik gdstergesi TT'dir. Calismamizin sonuglarina gore,
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TT'ye eslik edebilecek diger morfolojik bulgulardan MF, TBHG ve nekroz, iTT ve PTT
varligi ile de istatiksel olarak anlamli birliktelik gostermistir. Stroma miktari iTT’si
(>9/1BBA) olgularda daha az gériilmistir (p=0.030). inkomplet bez varhg,
tomurcuklanmasi 5/1BBA 'in Uzerinde olan olgularda daha fazla izlenmektedir
(p=0.030). CADM ise 9 uzeri tomurcuklanmasi olan olgularda yuksek oranda

bulunmustur (p<0.001).

invaziv duktal meme karsinomlarinda yiksek TT'nin kisa sagkalim sireleriyle
iliskisi gosterilmistir ancak TT nekroz ile anlamli bulunmamistir®®. Calismamizda TT'si
5’in Uzerinde olan olgularda nekroz, MF (frontback-polarity) ve TBHG daha yiksek
oranda gorulmus ve her parametrenin istatiksel olarak sagkalimla iligkisi bulunmusgtur.
EMT de epitelyal hucrelerin apikal-bazal polaritesini yitirdigi, hlicre iskeletini degistirdigi
ve hlcreler arasi yapigsma ozelliklerinin azaldigi, hicresel fenotiplerde ¢ok yonlu ve
siklikla geri donlUsebilen kompleks degisiklikler meydana geldigi belirtiimektedir. Bu
EMT mekanizmalarini hiicresel dizeyde ve morfolojik bulgularla agiklamak oldukga
karigiktir. Calismamizin sonuglarina goére, serimizde izlenen tomurcuklanma ve sag
kalim ile iligkili oldugu saptanan bu 3 morfolojik bulgu (MF, TBHG, Nekroz) birlikte
degerlendirildiginde, timorlerde EMT’nin 6n gorulebilecedi ve bu bulgularin prognozu
yansitabilecekleri dne surtlmektedir. Yiksek TT goérulen timorlerde diferansiasyon
kaybinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Calismamizda bahsedilen 3 morfolojik
parametrenin varligi (MF, TBHG, Nekroz) ile timoarlerin az diferansiye olmasi arasinda
istatiksel anlamli iligki saptanmis olup, bu bulgu, iddiamizi 6nemli dlgude
desteklemektedir (p<0.001, p=0.007, p=0.042). Bu parametreler ve belirgin e-kadherin
kaybl ile olugturulan ¢cok degiskenli lojistik regresyon analizinde; mortalite ve nuks
acisindan istatiksel anlamlilik gorulmemis ancak nekroz varligi tek bagina hem genel
sagkallm hem de hastalik sag kalim agisindan bagimsiz negatif prognostik faktor

olarak saptanmistir (p=0.023, p=0.015).

Bahsedilen 3 morfolojik parametrenin (MF, TBHG, Nekroz) diger prognostik
veriler ile iliskisine bakildiginda; kisa hastaliksiz sagd kalim sureleri ile, nekroz (log rank
p=0.012) ve MP (log rank p=0.002) iligkili bulunmustur. Timdér tomurcuklanmasi ise
anlamli degerin hemen Ustinde kalmistir (p=0.056). TBHG ile hastaliksiz sag kalim
arasinda iliski gorulmemisti. MF varhd1 ile kisa sagkalim sureleri, ylksek
tomurcuklanma diizeyi ve az diferansiasyon disinda, timérlerde LVi gériilmesi ile de

anlaml iliski saptanmistir (p=0.048). MF sonucu uzun igsi morfolojik gérinimuin EMT

79



slrecindeki hiicrelerde izlenebileceginden literatiirde bahsedilmektedir®?. Yine bu
morfolojik goérinimin vimentin ekspresyonu kazaniimasiyla iligkili oldugu
bilinmektedir®*. Calismada MF ile vimentin ekspresyonu arasinda istatiksel anlamlilik
olmamakla birlikte MF gorulen olgularda daha fazla vimentin pozitifligi izlenmistir. MF
‘nin tomurcuklanan hucrelerde izlenen bir gérinim olmasi nedeni ile tomurcuklanma

ile benzer sonuglar ¢gikma ihtimali bias olasiligini disundirmektedir.

TT ile LVi arasinda istatiksel anlam saptanmamisken MF ile artmis LVi istatiksel
olarak anlamli bulunmustur. Sonuglarimiza gére MF, TT'dan bagimsiz olarak prognozu
belirlemede ylksek potansiyeli olan bir bulgudur. Serimizde literatirde ilk kez bakilan
TBHG istatiksel anlamlilik olmaksizin niks goérulen olgularda daha fazla gértlmustdr.
Kisa sag kalim, diferansiasyon kaybi ve TT ile iligkili oldugu bilinen bu parametrenin
tomurcuklanmanin daha az goéruldagu timorlerde prognostik agidan yardimci bir bulgu

olarak kullanilabilecegi distinulmektedir.

EMT ve TT metastaz gelismesinde énemli bir adim olarak bilinmektedir®2. Lenf
nodu metastazi, LVi, PNi ve evre ile TT arasinda istatiksel anlam saptanmamistir.
istatistiksel anlam olmamakla birlikte nilks g6zlenen hastalarda timor
tomurcuklanmasi (%72.3'e karsi %54.5), MP (%55.3'e kargl %27.3) ve TBHG daha
fazla oranda gorulmagstur. Nuks artisi ile uyumlu bu morfolojik parametreler tumor
hucrelerindeki EMT  degisikliklerinin -~ ttmoér niksund de  arttirabilecegini

dusundirmaustdr.

EMT’de mezenkimal bir hticre olusturmak i¢in hiicre-hicre yapigsmasi ve apikal-
bazal polarite gibi epitelyal 6zellikler ilerleyici ve geri donusumllu olarak kayba
ugramaktadir ve apikal-bazal hicre polarite kaybi da bu mekanizmanin morfolojik
gorinimlerinden biridir.®> Serimizde sag kalim ve niks ile ABHPK arasinda istatiksel
anlam bulunmamusgtir. ileri evre ve LVi olan olgularda ABHPK daha sik gérilmustir.
ABHPK, tomurcuklanma dahil diger morfolojik parametrelerle iliskisi goriimemistir.
Calismamizda ¢ogu timorde fokal de olsa polarite kaybi izlenmis ve degerlendirmeye
alinmistir. Ancak c¢ikan sonuglara bakildiginda EMT'nin ilk asamasi olarak
dusunulebilecek ve diger morfolojilerle paralellik gostermesi beklenen ABHPK'nin
morfolojik yansimasinin ve degerlendirme kriterlerinin daha ayrintili tanimlanmasi

gerektigi dusundlebilir.
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EMT surecindeki hicrelerinin bir kismi invaziv tUimor olusumundan sonra duktal
yapilardan ayrilir ve bitisik stromayi istila eder®’. Bu slirecin morfolojik yansimasi,
stromada tek veya gruplar halinde tumor hucreleri yani sira ¢gevrede inkomplet bez
yapilarinin gorulmesi olabilir. Bu dusunce dogrultusunda inkomplet bezlerin varligi
epitelyal ve mezenkimal fenotipler arasindaki ara gecisi tarifleyen bir morfolojik
gorunim olarak ele alinmigtir. Bu morfolojik parametre ile sadece PTT arasinda
istatistiksel anlam saptanmis olup 5'in Gizerinde tomurcuklanan timérlerde daha fazla
gorulmustar (p=0.030). Buna ek olarak, serimizde, istatiksel anlam olmaksizin dusuk
sag kalim, niks eden hastalik, LVi, PVi varlig: ve ileri evre olgularda inkomplet bez
yapilari daha ¢ok gorulen bir bulgudur. Saptadigimiz bu veri, inkomplet bezlerin EMT
ve prognozla iligkisini aydinlatabilecek daha ileri c¢alismalara onemli bilgiler

sunmaktadir.

Pankreas kanserlerindeki bez yapilari, timértin buylk bir kismini olusturan
stroma ile gevrelenir. Stroma tumorUun ilerlemesi ve ilag tedavisi igin kritik bir faktor
olarak kabul edilmektedir®®. Son calismalar ayrica timor hiicresi gesitliliginin
anlasiimasinda stromal bilesenin yani sira bu etkilesimlerin timaér yapisini ve hasta
prognozunu nasil sekillendirdigini vurgulamaktadir®”. Bu prensibe gore, timor igi
stroma miktarinin da hasta prognozuyla iligkili olabilecegdi diistinilmektedir®®. Artmis
ekstraselluler matriks (ECM) ve fibrozis, doku vaskularizasyonu baskilayarak hipoksiye
neden olmakta ve bu durum KiF'lerin uyarilarak EMT’ye, timdrin artmig invazyon
yetenegine, anjiyogeneze ve metastaza katkida bulunmaktadir®®444546  Artmig
stromanin bu ve immun O6zellikleri nedeniyle anti-fibrotik tedavi yontemleri tzerinde
hala calisiimaktadir*’. Ancak desmoplastik stromaylr hedef alan bazi klinik
calismalarda sonuclar alinamamakta ve fare modellerinde bir takim desmoplastik
stroma miktarini azaltmaya yonelik tedavi stratejilerinin daha agresif timorlere yol
actigr gorilmektedir*®4®. TUmor stroma miktarinin fazla olmasinin  mortaliteyi
disirdigli ve koruyucu bir etkisi oldugu dustindlmektedir®®. PDAK'taki mikroortam
oldukga heterojendir ve stromanin bu kompleks yapisinin tamaorun agresifligindeki rolu
tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Serimizde stroma miktari ile tomurcuklanma
arasinda ile istatistiksel anlamli iligkili gérilmustir. iTT'si >9/1BBA olan tiimérlerde
stroma miktarinin daha az oldugu saptanmistir (p=0.030). Ek olarak, az diferansiye
tumorlerde stroma miktarinin istatiksel olarak anlamli dizeyde az oldugu saptanmistir

(p=0.003). Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte birlikte kisa sag kalim siresi,

81



niiks, LVI ve ileri evre olan olgularda stroma miktari az olarak gértimustir. Bu nedenle
stroma miktari ile ilgili daha genis serilerde yapilacak c¢alismalar literatiri daha

destekleyici olabilir.

Stromanin 6nemli bir bileseni olan immun hacrelerin varligr ve tumoér mikro
ortami (TMO), hastanin prognozunu ve immunoterapiye olan yanitini etkiledigi
bilinmektedir. Bazi calismalarda ylksek seviyede lenfositik infiltrasyon,
imminoterapiye daha iyi yanitla iligkilendirilmistir®®19°, Kronik inflamasyon ile kanser
ilerlemesi ve metastazini iligkilendirilen literatirde g¢ok sayida c¢alisma
vard|ri01.102,103.104 - EMT iligkili kanser hucreleri ile kronik inflamasyon arasindaki
ittifakin veya karsilikl etkilesimin, metastazi destekledigi distiniimektedir'®l. Bununla
birlikte EMT gorulen timorlerde inflamatuar hacrelerin, EMT'yi tetikledigi ve tUmorin
invazyon ozelligini arttirdidi da bilinmektedir. Enflamasyonla iligkilendirilen EMT,
kanserin ilerlemesinin daha ileri asamalariyla baglantih oldugu duistnulmektedir.
Yapilan bir calismada inflamatuar meme kanseri olan hastalarda, immun aktivasyon
ile EMT o6zelliklerine sahip dolagimdaki tumor hucrelerinin (CTC'ler) varligi arasinda
korelasyon bulunmusturl®l. Baska bir calismada ise mide-6zofagus kanserlerinde
yuksek timoér tomurcuklanmasi ve dusuk inflamatuar yanitin kéti prognozla iligkili
oldugu gorilmektedir'®. Literatirde PDAK'larda yiksek dizeyde tumor
tomurcuklanmasi gosteren tumorlerde immunsupresif mikroortam gorulmekte ve bu
durum negatif prognostik faktor olarak kabul edilmektedir. Sonug¢ olarak EMT iligkili
timor hucreleri ve immun mikroortam arasindaki etkilesim dinamik bir surectir ve
pankreas kanserilerindeki immunolojik heterojenligi anlamak ve immunoterapi

sonuglarini iyilestirmek icin EMT'yi hedef almak gerekmektedir'®.

Calismamizda ise tumor iligkili lenfositik infitrat ile calisilan parametreler
arasinda tek istatiksel anlamli iligki vimentin ekspresyonunda gorulmusg olup vimentin
pozitif olgularda TCLIi daha diisiik oranda izlenmistir (p=0.036). Serimizde TiLi ve TCLI
ile tUmor tomurcuklanmasi arasinda anlamli iliski gortlmemistir. Bu bulgular EMT ile
tumor immunsupresif mikroortam iligkisini gdsterebilecek yeterlilikte degildir. Yine
sagkalim ve niiks ile istatistiksel anlamli olmaksizin TiLi uzun sag kalim ve niikssiiz
gruplarda daha fazla gérilmiistir. LVi'si olmayan olgularda TiLi daha fazla iken PNi'si
olmayan ve disik evreli olgularda ise daha az olarak bulunmustur. TCLI ile
diferansiasyon arasinda istatiksel anlam olmamakla birlikte anlamli degere yakin

saptanmistir. lyi diferansiye timérlerde TCLi daha fazla gérilmistir (p=0.078).
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Diferansiasyonu iyi, uzun sagd kalim, nikssiiz izlemi olan, LVi ve PNI'si olmayan
olgularda TCLi daha yiksek oranda izlenmistir. istatistiksel olarak anlamli sonuglar
elde edilmemis olmasina ragmen, bulgularimiz TCLi’'nin iyi prognozla iligkili
olabilecegini ve yuksek dereceli timorlerde immunsupresif mikrogevrenin varhgini
isaret etmektedir ancak kesin olarak kanittamamaktadir. Bu nedenle, bu konuda daha

genis serilerde ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Pankreatik duktal adenokarsinomun (PDAK) gelisimi, birden fazla genetik
mutasyonun ilerleyici birikimi ile yonlendirilir. Bu mutasyonlar arasinda en dnemlileri,
onkogen KRAS ile timor baskilayici genler p53, CDKN2A ve SMADA4'tir. Bu tir genetik
degisiklikler EMT slreclerinde de goérilmekte ve transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu, inflamatuar mikroortam, timor ilerlemesinin farkli agamalarini temsil eden
spesifik morfolojik degisikliklere neden olmaktadir. Vakalarin gogunda, bu molekuler
degisikliklerin ilk adiminin, asiner/sentroasiner hucrelerin kanal benzeri hlcrelere
donlistigu asiner-duktal metaplazi (ADM) sireci olduguna inaniimaktadiri®7.108.109,
PDAK’In prekursor lezyonlarinda, EMT nin etkinlesmesi, inflamatuar ortamin etkisiyle
baslar. Asiner-duktal metaplazi alanlarinda bir dizi hicre EMT'ye tabi tutulur ve invaziv
timor olusumunda bu hucreler duktus yapilarindan ayrihp komsu stromayi istila
etmektedir®”. Ozetle ADM’'de inflamatuar mikrogevre tarafindan tetiklenen EMT
aktivasyonu, kanser hucrelerinin erken invazyon ve yayillimi ile iligkili oldugu
dusunulmektedir. Serimizde CADM, tumorun invazyon ve yayillimini destekleyen
yuksek tomurcuklanma ile 6nemli dlgude iligkili bulunmustur. PTT’si >9/1BBA 'nin
Uzerinde olan olgularda CADM bulunma orani %78.4 iken, 9 alti olanlarda %57.1
olarak izlenmigtir (p=0.032). Genel sagkalim ile CADM arasinda yapilan istatiksel
analizde log rank degeri anlamli egigin hemen Ustunde kalmistir (log rank, p=0.056).
Kisa sag kalim gorulen hastalarda CADM varligi daha fazla izlenmistir. Bununla birlikte
ileri evrelerde, LVi olan olgularda ve LOXL2 epitel boyanmanin oldugu olgularda
CADM daha ¢ok gorilmustar. Literatir bilgisi esliginde; bu bulgular, CADM’nin EMT ile

iligkisini desteklemekte ve potansiyel prognostik onemine dikkat gekmektedir.

E-kadherin, vimentin, keratin EMT hicre o6zellikleri gosteren belirteclerdir®®.
EMT iligkili kanser hucreleri mezenkimal belirtecleri kazanirken epitelyal belirtegleri
kismen kaybetmektedir. Meme timorlerinde epitel hlcrelerinin vimentin ekspresyonu
kazanmasi, hastalarin ameliyat sonrasi hayatta kalma oranlarini diaslirmis ve

keratin/vimentin ekspresyon oraninin, tek basina vimentin ekspresyonuna gore daha
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kot prognozlu oldugunu gostermistir®®. E-kaderin kaybi, hem in vivo hem de akciger,
meme, kolorektal ve over kanseri dahil olmak Gzere kanser hicre dizilerinde EMT'nin
onemli bir bulgusu olarak tanimlanmaktadir’®’%.72, Hiicre-hiicre adezyonu kaybina
sebep olan asagi regulasyonu, hucrelerin tek tek ana tumor kitlesinden ayrilmasinda
ve karsinomun ilerlemesinde onemli bir 6zelligi temsil etmektedir. E-Cadherin kaybi
siklikla timor hucrelerinin diferansiyasyon kaybi, invazyon yetenekleri ve erken
donemde metastaz gorilmesi ile yakindan iliskilidir. E-Cadherin kaybi, cesitli
calismalarda tanimlanmig olup, pankreas ve diger kanserlerde agsagi regulasyonunun

kot sonuglarla iligkili oldugu 6ne strdlmastir’s.

Calismamizda EMT iligkili morfolojik bulgular ile E-Cadherin kaybinin iligkisi
degerlendirildiginde; tomurcuklanma ile istatiksel anlamli iliski gordimemistir. Bununla
birlikte E-Cadherin kaybi goérulen olgularda nekroz daha fazla izlenmistir(p=0.007).
Diger morfolojik parametrelerle de istatistiksel anlamli iliski saptanmamistir. Kisa sag
kalim olan hastalarda ise E-Cadherin kaybi istatiksel anlamh dizeyde daha fazla

gOrulmustar (log rank, p<0,001).

Tumdrde vimentin pozitifligi ile E-Cadherin boyanmasi arasinda anlamli iligki
bulunmamis olup vimentin pozitifligi distik evre tiumoérlerde fazla goérulmustir (p=
0.027). Vimentin ekspresyonun tomurcuklanma ve sag kalim ile iligkisi gorulmemistir.
Bu iki belirleyicinin ekspresyonlari (E-Cadherin kaybi ve vimentin pozitifligi) ileri evre
lenf nodu metastazi, ileri timér evresi, az diferansiasyon, LVi ve PNi varlidi ile pozitif
iliskilidir. Keratin ise tim olgularda pozitif izlienmis olup ekspresyon kaybi izlenmemistir.
EMT iligkili timorlerin vimentin-keratin birlikte eksprese ettigini dusundugumuzde
serimizdeki tomurcuklanan hicrelerdeki keratin pozitifligi, vimentin pozitif timorlerde
epitelyal o6zelliklerin de devam ettigini duslindirmustar. Bununla birlikte keratin
ekspresyonu ile EMT surecini yansitacak daha ileri bir yorum saglamamigtir.
Calismamizin sonuglari E-Cadherin kaybinin sag kalimi negatif yonde etkiledigini ve
EMT iligkili morfolojik bulgulardan olabilecek nekroz ile yakindan iligkili oldugunu
gOstermektedir. Literatirle uyumlu olarak PDAK’'da E-kadherin kaybi ve Vimentin
ekspresyonu kotu prognozu yansitabilecek belirteglerdir ancak olgu sayisinin daha

fazla oldugu galigmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Lizil oksidaz (LOX) enzim ailesinin bazi kanserlerde timor ilerlemesinde 6nemli
rol oynadidi bilinmektedir. Cesitli arastirmalar, LOX ve LOXL enzimlerinin, timor
hucresi istilasini ve metastazi kolaylastiran ekstraseluler matriksin (ECM) yeniden
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yapilanmasini tesvik ettigini gostermektedir. Ozellikle agresif kanser tiirlerinde LOX ve
LOXL2'nin artmis duzeyleri tespit edilmistir ve bu durum, hastalarin sagkalim
oranlarinin didsmesiyle iligkilendirilmistir':® Pek ¢ok calismada LOXL2'nin, hicre
adezyonunu saglayan E-cadherin ekspresyonunu azalttigi ve gesitli kanserlerde
EMT'yi destekledigi gosterilmistir. Bu mekanizmalar nedeniyle LOXL2'nin EMT'nin
gicli bir dizenleyicisi oldugu ’, pankreas kanserlerinde timorin invaziv paternini
belirleyen® 6nemli bir prognostik faktor olabilecedi 6ne siriimektedir 8. Literatiirde,
LOXL2'nin normal pankreas dokulariyla karsilastirildiginda pankreas kanserinde en
yuksek oranda ve spesifik olarak yukari regule edilen genlerden biri oldugu ve
pankreas kanserli hastalarda metastatik hastalik ve 6lim i¢in bagdimsiz bir belirte¢

oldugu gosterilmigstir®.

LOXL2'nin hem epitelyal hem de stromal ekspresyonu literatirde
bildiriimektedir. Hipoksi, 6zellikle ESM sertligini artirarak timor stromasinin yeniden
sekillenmesinde onemli bir rol oynar. Bu nedenle, hipoksi kanserin ilerlemesi ve
metastaz ile iligskilendirilir''::12, LOXL2, hipoksi tarafindan diizenlenir ve LOXL2'nin
stromal ekspresyonu matriksin yeniden modellenmesini saglar. Literatirde bu ozelligi
ile hepatoseliler karsinom ve kolanijisellller karsinomlarda metastaz ile baglantil bir
matriks yeniden diizenleme enzimi olarak bahsedilmektedir’®'3, Baska bir calismada
ise, PDAK'In ilerlemesinde stromal igerigin etkisini degerlendirmek i¢cin LOXL2'yi hedef
alan bir antikor kullaniimistir. Bu antikor, tip | kollajenin ¢apraz baglanmasini
engelleyerek timor stromasindaki kollajen miktarini azaltmis ve dokudaki fibrozisi
hafifletmistir. Primer timoérde LOXL2 inhibisyonu ile saglanan bu stromal degisiklik
karaciger metastazi ve genel sagkalim ile giigli bir negatif korelasyon géstermistirt'4.
Bir diger calismada pankreas kanseri hucrelerinde LOXL2'nin susturulmasi,
gemsitabin tedavisine karsi duyarlihdi arttirmis, canli timor hicrelerinin 6nemli dlgide

azalmasina neden olmustur®,

Bizim serimizde ise LOXL2 epitelyal ve stromal pozitifligi, genel sag kalim,
hastaliksiz sag kalim ve niks ile istatiksel olarak anlamli iligkili olarak izlenmemigtir.
Tomurcuklanma ve diger morfolojik paramatrelerle iligkisi yoktur. LOXL2'ye dair
istatiksel anlamli gorulen tek bulgumuz: duguk evreli timorlerde (pT1-pT2), LOXL2
stromal boyanmasi daha yuksek oranda bulunmustur (p=0.009). Bununla birlikte
istatiksel anlam olmaksizin uzun sag kalimi olan, LVi ve PNi’si olmayan olgularda daha

fazla LOXL2 stromal boyanmasi goézlenmistir. NUks eden hastalikta da stromal
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boyanma daha fazladir. Jiang ve arkadaslarinin galismasinda LOXL2 inhibisyonunun
timor metastazini arttirdigi gérdlmistirt4. Bizim calismamizda ise LOXL2'nin stromal
pozitifliginin artisi ESM'yi yeniden sekillendirerek tiimér istilasini (LVi ve PNi olmamasi
ve dusuk evre) negatif yonde etkileyebilecegi dusundurmagtur. Jiang ve
arkadaslarinin calismasi bu hipotezi destekler niteliktedir. Bununla birlikte
LOXL2’ekspresyonunun kotl prognoz ile iligkili oldugu birgok c¢alismada o6ne
surulmektedir. Serimiz literatliri bu yonden desteklememektedir. Ayrica LOXL2'nin E-
Cadherin kaybina sebep oldugu ve EMT'yi destekledigi bilinmektedir®116:117 | OXL2'nin
artmis epitelyal ekspresyonu, EMT iligkili olarak disundugumuiz parametrelerden;
ITT/PTT, MF, TBGH ve nekroz olan olgularda daha fazla oranda izlenmistir. istatiksel
anlam olmaksizin mezenkimal belirleyicilerden olan vimentin ekspresyonu ve E-
Cadherin kayb1 izlenen olgularda, LOXL2 epitelyal boyanmasi daha fazla bulunmusgtur
(p=0.390, p=0.106). Bu agilardan LOXL2 ekpresyon artisi ile EMT iligkili
disundugumuz parametreler arasinda yuksek korelasyon gorulmustur ancak istatiksel
anlam elde edilememistir. Bu ¢alismanin kisithliklari arasinda niks bilgisine sahip
hasta sayimizin az olmasi yer almaktadir. Calismamizdaki olgularin ¢ogunda
LOXL2'nin fokal alanlarda zayif boyanmasi gergek prognostik etkisini degerlendirmeyi

guglestirmektedir.

Epitel ve mezenkimal transkripsiyon sureglerini kontrol eden onemli
transkripsiyon faktorlerinden biri de GATA6'dir. Hem dogrudan hem de dolayh bir
mekanizma ile pankreas kanseri hiicrelerinde EMT'’yi 6nleyen timar baskilayici 6zelligi
oldugu bilinmektedir?*. Calismamizda yapilan in silico analizlerde, GATAG6 kopya sayisi
degisiklikleri ile anlaml iligkili EMT yolaklarinda gorevli 4 gen (ROCK1, RALBP1,
LINC00668, GRB2) bulunmustur. Bu bilgi literatlirde yer alan GATA6'nin EMT yolaklari
ile iliskisini desteklemektedir. GATA6 degisikligi gorulen PDAK’larda 18q alterasyonu
goOrulmektedir. Ayrica GATA6 mutasyonu olan grupta FEG’lerin, daha ¢ok hucreler
arasi baglanti, adezyon, epitelyal hucrelerin farklilasmasi ve kolorektal kanserlerde
EMT sureglerini gosteren yolaklar ile iligkili oldugu dikkati ¢cekmistir. Farkli ekspresyonu
olan FEG'ler igerisinde Log2 orani 1’in Ustunde olanlar, GATAG alterasyonlariyla iligkili
olarak daha yuksek oranda eksprese edilen gruptur. Bu nedenle bu FEGler,
fonksiyonlari en degerli grup olarak duastntlmustir. Baktigimizda; Log2 orani 1'in
ustiinde olan FEG’ler daha gok pankreas kanserinin molekuler alt tiplendirmesi (klasik

ve bazal tip) ve epitel ozelliklerin korunmasi ile baglantili bulunmustur. Bulgularimiz,
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GATA6'nin EMT'yi duzenlemedeki rolinin daha iyi anlagiimasini saglayabilecek
gelecekteki calismalara yardimci bilgiler sunmaktadir. Bahsedilen 4 gen ve GATA6
iligkili artmis FEG’lerin daha ayrintili arastirilmasi; EMT yolaklarinin aydinlatilmasina,
GATA6'nin PDAK’In molekuler siniflandirmasindaki fonksiyonuna ve EMT Uzerinden

geligtirilebilecek hedef tedavi yontemlerine 1s1k tutacagi dusunulmektedir.
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6. SONUC

10.

11.

PDAK hastalarimizda ortalama sagkalim suresi 35,7 aydir.

TUmor tomurcuklanmasi, timorin sadece periferinde degil, tim alanlarinda

gérulen bir bulgudur.

Tumor tomurcuklanmasi (ITT, PTT), TBHG, MF ve nekroz varlidi, kisa sag
kalim ve kotu diferansiasyon ile iligkilidir. Ayrica TT fazla olan olgularda

TBHG, MP ve nekroz varhigi artmistir.

TUamor tomurcuklanmasi (TT), TBHG, MF ve nekroz birlikte

degerlendirildiginde prognostik anlami olan EMT iligkili morfolojik bulgulardir.

Serimizde literaturde ilk kez bakilan tomurcuklanmadan buyuk hdcre gruplari
(TBHG) tomurcuklanmanin yaygin olmadigi timorlerde kotl prognoz

acisindan yardimci bir bulgu olarak kullanilabilir.
MF varligi ile lenfovaskuler invazyon iligkilidir.

Nekroz hem genel sag kalim hem de hastaliksiz sag kalim agisindan negatif

bagimsiz prognostik faktordar.

Calismamizdaki BHPK ile anlamli sonu¢ saptanmamasi, bu morfolojik
gOrinuimun tekrar gbzden gegirilmesini ve ileriki calismalar icin gelistirilmis

tanimlama kriterleri belirlenmesi gerektigini dusundurmusgtur.

inkomplet bez varligi tomurcuklanma ile iligkilidir. Calismamiz EMT ve
prognozla iligkisini aydinlatabilecek daha ileri galismalara dnemli bilgiler

sunmaktadir.

Stroma miktari tomurcuklanan ve az diferansiye tumdorlerde daha az

gOrulmustar.

Tamor igi ve gevresi lenfosittik infiltrat TT ve sag kalimla iligkili bulunmamistir.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Cevre asiner duktal metaplazi (CADM), TT ile iligkilidir. EMT iligkili bir bulgu
olarak gorulmekte ve potansiyel prognostik 6neme sahip olabilecegi

dusunulmektedir.
E-Cadherin kaybi, nekroz varligi ve kisa sag kalimla iligkilidir.

Vimentin pozitifligi tomurcuklanma ve sag kalimla anlamli iligki

gOstermemektedir.

Literatirle uyumlu olarak PDAK’da E-Cadherin kaybi ve Vimentin ekspresyonu
kotu prognozu yansitabilecek belirteclerdir ancak olgu sayisinin daha fazla

oldugu calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

LOXL2 epitelyal ve stromal pozitifligi, genel sag kalim, hastaliksiz sag kalim

ve nuks ile iligkili degildir.
LOXL2 stromal pozitligi duguk evre tumorlerde daha ¢ok gorulmektedir.

LOXL2 ekpresyon artigl ile EMT iligkili diusundugumuz parametreler arasinda

yuksek korelasyon vardir ancak istatiksel anlam elde edilememistir.
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