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OZET

AMAGC: EMT/MET belirteclerinin ve bu sureglerle iliskili olabilecek diger
immunhistokimyasal belirteclerin mezenkimal timérlerdeki ekspresyonunu ve
bu timorlerin biyolojik 6zellikleri Gzerindeki belirleyiciligini arastirmak.
MATERYAL METOD: Calismamiza mezenkimal tUmaor olgular (n=527) yani
sira karsinom (n=28) ve malign melanom (n=18) kontrol gruplari segilmistir. 3-
4 mm ¢aph doku dizilerinden elde edilen kesitler immunohistokimyasal olarak
SLUG, TWIST1, E-kaderin, ZEB1, Beta-katenin, P-kaderin, TCF-15
(PARAXIS) ve ALDH1 ile immunhistokimyasal olarak Leica Autostainer ile
boyandi. Olgular SLUG, TWIST1 ve E-kaderin boyanma 0&zelliklerine goére
METhgh MET'*" ve MET"®9 olarak gruplandirildi. Dediferansiye liposarkomlarin
(n=16) diferansiye-dediferansiye odaklari ile nodal metastaz yapan
sarkomlarin (n=7) primer-metastaz odaklari da kargilastiridi.

BULGULAR: Mezenkimal timdrler MET profilleri bakimindan %19 oraninda
METhgh | 9671,1 METY ve %9,8 MET" olarak siniflanmistir, epitelyal
doénusum egilimi hakim bulgudur. Mezenkimal timarlerin %8.9’'unda P-kaderin
ekspresyonu hemen sadece sarkomlarda olarak gérulmustar. Olgularin %33,5
inde ALDH1 ekspresyonu mevcuttur; sinir kilifi timaorlerinde ekspresyonu daha
belirgindir (%73,7). Beta-katenin ile niUkleer boyanma seyrektir (%4,4),
membrandz boyanma %23,3 olarak saptanmistir. TCF15 ekspresyonu %13,4
oraninda  gorulmastir.  Dediferansiye  liposarkomlarin  diferansiye-
dediferansiye odaklari, nodal metastaz yapan sarkomlarin primer-metastaz
odaklarinda bu belirtegler bakimindan fark bulunmamistir (p>0,05). ALDH1,
MPNST ve monofazik sinovyal sarkom ayriminda (%59,1’e karsin %9,5); E-
kaderin, DSRCT ve Ewing sarkomu ayriminda (%75’e karsin %0) ayirici
tanida yardimci olmaktadir.

SONUG: Mezenkimal tumorlerde MET egilimi sik bir bulgudur.
Dediferansiyasyonla veya nodal metastazla MET arasinda direk iligki
saptanmamistir. P-kaderin’in  sadece sarkomlarda izlenmesi tumor
progresyonu ile iligkili olabilecegini dusundurmektedir. ALDH1 ve E-kaderin
gibi belirtecler mezenkimal neoplazilerin ayirici tanisinda kullaniglh olabilir.



SUMMARY

AIM: To investigate immunohistochemical expression of EMT/MET and
associated markers among mesenchymal tumors together with their potential
influence on biological characteristics of these tumors.

MATERIALS AND METHODS: Mesenchymal tumor cases (n=527) and also
carcinoma (n=28) and malignant melanoma (n=18) control groups were
selected for our study. Sections from tissue microarrays of 3-4 mm diameter,
were immunohistochemically stained with SLUG, TWIST1, E-cadherin, ZEB1,
Beta-catenin, P-cadherin, TCF15 (PARAXIS) and ALDH1 by Leica
Autostainer. Cases were grouped as MET"" MET°% and MET"®9 according to
their staining patterns with E-cadherin, SLUG and TWIST1. Differentiated and
dedifferentiated foci of dedifferentiated liposarcomas (n=16), also primary and
metastatic foci of sarcomas with nodal metasis (n=7) were compared.
RESULTS: Mesenchymal tumors were classified as MET"9" (%619), MET!oW
(%71,1) and MET"™9 (%9,8), tendency towards epithelial transition was
dominantly present. P-cadherin expression was found in %8,9 of
mesenchymal tumors and was present nearly only in sarcomas. %33,5 of
cases were positive with ALDH1 with prominent expression among nerve
sheath tumors (%73,7). Nuclear staining with beta-catenin was rare (%4,4)
and membranous staining was %23,3. TCF15 expression was found in %13,4
of cases. No significant difference was noted between the differentiated and
dedifferentiated foci of dedifferentiated liposarcomas or primary and metastatic
foci of sarcomas with nodal metastasis in terms of any markers (p>0,05).
ALDHL1 is helpful in distinction between MPNST and monophasic synovial
sarcoma (%59,1 vs. %9,5); also DSRCT and Ewing’s sarcoma (%75 vs. %0).
CONCLUSIONS: MET tendency is a frequent finding among mesenchymal
tumors. Dedifferentiation or nodal metasis were unrelated to MET. Presence
of P-cadherin only in sarcomas set us thinking on its potential role in tumor
progression. Markers such as ALDH1 and E-cadherin could be useful in

diffential diagnoses of mesenchymal neoplasms.
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1. GIRIS VE AMAG

Yumusak doku tumorleri patolojinin en renkli timor gruplarindan birini
olusturmaktadir. Bu timérler 2020 itibariyle Diinya Saglik Orguti’'niin glincel
siniflamasinda 100’den fazla ana antiteye ayriimaktadir ve bu gesitliligin yeni
molekuler tekniklerden faydalanan calismalarla birlikte daha da artacagina
kesin gozliyle bakilmaktadir. Yumusak doku timorlerindeki bu morfolojik
renklilik guncel patoloji pratiginde bu tumorlerin tanisinda gugluk
yasanabilmesine yol agmaktadir. Bu nedenle de kullanilan yardimci tekniklerin
tanisal surecteki onemleri bUyuktur. Bugun itibariyle immunhistokimya ve
molekuler yardimci teknikler bu tumorlerin tanisinda ve tiplendiriimesinde
vazgecilmez hale geldikleri gibi patogenezlerinin aydinlatiimasinda da dnemli
roller oynamistir.

Yumusak doku tumorlerinin ana bagliklara ayrilmasinda bu tumorlerin
farkhlastiklari hicre tipi belirleyicidir, cinki bu timarlerin ortak hiicre kdkeninin
mezenkimal kok huacreler oldugu dusunulmektedir. Karsinomlardaki c¢ok
asamall karsinogenez modellerinin aksine mezenkimal timdrlerde bu kdok
hdcrelerin nasil bir yeniden programlanmadan gectikleri ve biyolojik davranig
cesitlilikleri ile ilgili olarak cevabi aydinlatilamamis hala ¢cok fazla soru vardir.
Ancak tipki karsinomlarda oldugu gibi, hicresel plastisite; hem invazyon hem
de kohezyon gosterebilen bu tumodrlerin patogenezinde ve morfolojik
renkliliklerinde potansiyel 6neme sahiptir.

Literatlirde gesitli sarkomlarda EMT belirteclerinin patogenez ve klinik
parametrelerde (sag kalim, metastaz riski gibi) etkileri olup olmadigini
irdeleyen galismalar mevcuttur®?. Ancak s6z konusu cgalismalar genellikle
tiumorleri bireysel olarak ele almaktadir ve genel tabloda bosluklar
bulunmaktadir. “Hangi mezenkimal tumorlerde hucresel plastisite neoplastik
surecin tetikleyicisi, ilerleticisi ve olmazsa olmazidir?” ya da “Farkh
mezenkimal tumor tiplerinde EMT slreglerinden faydalanis acgisindan
farkhliklar mevcut mudur?” gibi sorularin cevabi yeterince aydinlatiimamistir.
Bu hususta immunhistokimyadan blotlamaya c¢esitli ekspresyon analiz
yontemlerinin dnemi ortaya gikmaktadir.



EMT alanindaki 6nemli arastirmacilardan Brabletz, EMT transkripsiyon
faktorleri (EMT-TF) araciligiyla metastaza progresyonun iki u¢ varyantini su
sekilde ozetlemektedir: Diferansiye kanserler transkripsiyon faktorlerini
metastaz yapacaklari zaman gegici olarak aktive eder, metastaz yaptiktan
sonra da rediferansiye olmak ve buylyebilmek igin “downregule” ederler. Bu
tumorlerde primer odak ve metastaz odaklarinda EMT-TF ekspresyonlari
cogunlukla diustk duzeydedir. Andiferansiye ylksek dereceli kanserler ise
biriken genetik degisiklikler neticesinde farklilasma anlaminda geri dénusu
olmayan bir yola girmislerdir. Genellikle agresif seyirli olan ve terapiye direng
gOsteren bu grup timaorlerde EMT-TF ekspresyonu siklikla yiksek dizeydedir.
Blyuk olasilikla bu iki ekstrem varyantin bir karisiminin (biri ya da digeri baskin
olacak sekilde) sik goriilen kanser tiplerinde mevcut oldugu belirtiimektedir 3.
Kanserde EMT'yi irdeleyen yayinlarin blyuk oranda karsinomlari ele almasi
ve tecrubenin bu alanda daha fazla olmasi nedeniyle sarkomlarda EMT
hipotezlerini kurarken karsinomlardaki birikimi sarkomlara tercime etme
gerekliligi ortaya ¢cikmaktadir.

Tarif edilen EMT belirteg ekspresyonundaki heterojenitenin basta
sarkomlar olmak Uzere bir biyolojik davranig spektrumu i¢inde bulunan tim
mezenkimal tumorler igin aslinda gegerli oldugu dusUnulebilir. Bu tez
calismasinda; immunhistokimyanin, tumor hicrelerinde ekspresyonun
yayginligini ve dagilimini belirginlestirme 6zelliginden faydalanilarak, genis bir
mezenkimal timoér grubunda (benign, borderline veya malign davranigh),
sinirli bir karsinom kontrol ve malign melanom vaka grubunda EMT/MET iligkili
transkripsiyon faktorlerini ve diger belirtecleri degerlendirmek, ayirici yénlerini
tartismak hedeflenmistir. Bu degerlendirme sadece patogenez igin degil
patoloji pratiginde bu belirteglerin tanisal araglar olarak kullaniimasi agisindan
da 6nem arz etmektedir. Ayrica iyi diferansiye ve dediferansiye alanlar iceren
bir timor tipi olarak dediferansiye liposarkom vakalarinda EMT belirtegleri
agisindan tumor ici heterojenite, karsinom davranigini taklit edercesine lenf
nodu metastazi yapan sarkomlarin EMT perspektifinden karsinomlarla

benzerligi de bu ¢alismanin diger konularidir.



Beta-katenin ile ilgili calismalar bir kenarda tutulursa literaturde EMT
belirteclerinin  /  EMT ligkili belirteglerin  mezenkimal tUmorlerdeki
immunhistokimyasal ekspresyonuna yonelik c¢alismalar genig serileri
kapsamamaktadir. Mevcut galismalarda immunhistokimyanin, siklikla bir ya
da birkag sarkom alt tipinden elde edilen molekuler verileri ve/veya bu tiplerle
yapilan hucre ¢alismalarinin bulgularini teyit etme ya da test etme amacli
kullanildigini  séylemek mumkindir. Buna Kkarsilik konuya histopatoloji
perspektifinden yaklasan yayinlar ise nispeten azdir 4.

Bu calismadan elde edilen anlamli sonuglar su gelecek hedeflerini
dogurabilir:

e Ozellikle galigmaya sinirli sayida dahil edilen veya dahil edilemeyen
mezenkimal timdrler igin, bu timarlerin tim morfolojik spektrumu da
g6z onunde bulundurularak, daha genis seriler ile ilgili antikor(lar)
yonunden yeniden kargilagtirmali immunhistokimyasal c¢alisma
yapmak

e EMTnin tumorlerde parsiyel olarak bulunabilecegi bilgisiyle
timorlerin farkh alanlarindan multipl érneklerle veri setini daha da
zenginlestirerek incelemek

e Biyolojik davranis agisindan kritik bulgularin elde edildigi tim
olgularda Klinik parametreleri de analize dahil ederek calisma
kapsamini genigletmek

e Ozgin ekspresyon statllerine rastlanan histolojik alt tiplerde
bulgulari ilgili gen bdlgelerindeki mutasyonlar ve epigenetik
modifikasyonlar agisindan molekuler ¢alismalarla yeniden ele almak,
dolayisiyla molekuler araglarin da olasi tanisal dnemlerini tartismaya
acmak

e Tez kapsami disinda kalan sinyal yolag: degigiklikleri agisindan
kantitatif ya da yine immunhistokimyasal ydntemlerle, molekuler
analizlerle patogenezde rol oynayabilecek diger etmenlerin analizini

yapmak



e Hucresel/dinamik fonksiyonel analizlerle mevcut bulgularin terapotik
direng, apoptoz direnci, metabolik adaptasyon vb. tumor davranisini
belirleyen 6zellikler ile korelasyonuna bakmak

2020 yilinda Yang ve ark. tarafindan yayimlanan ve EMT
arastirmalarinda rehber olmasi hedeflenen makalede EMT’nin son derece
karmasik ve her mekanizmasi net aydinlatilamamis bir hucresel
programlanma oldugu tekrar vurgulanmaktadir. Bu alanda saglikli sonuglarin
elde edilebilmesi igin dlgimsel analizilerin muhakkak hucresel ve fonksiyonel

analizlerle bir arada yapilmasi 6nerilmektedir °.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mezenkimal Timorler ve EMT/MET

Epitelyal 6zellikteki hicrelerin mezenkimal fenotip kazanmasi epitelyal-
mezenkimal transizyon (EMT), mezenkimal nitelikte hlicrelerin epitelyal fenotip
kazanmasi ise  mezenkimal-epitelyal  transizyon (MET)  olarak
isimlendirilmektedir. Hucrelerdeki bu geciskenlik hiicresel plastisite olarak
adlandinimaktadir.  Hucresel plastisite, hastaliklarin  patogenezinde
hicrelerdeki gesitli proteinlerin degisken ekspresyonlari ve bunlara eglik eden
ultrastriktirel degisiklikler ile ilintilidir. insan viicudunda embryolojik hayatta
da 6nemli rolleri olan bu fenomenlerin kavramsal temelleri ilk olarak 1980’li
yillardaki embryogenez c¢aligmalariyla atiimigtir. Amerikal gelisimsel biyolog
Betty Hay ve ark.’nin hem embryonik hem matur iyi farklilasmis epitelyal
hicrelerle gerceklestirdikleri hicre kaltiru g¢alismalarinda; bu hacrelerin Gg
boyutlu kollajen jel Uzerinde; mezenkimal hucrelerden ayirt edilemeyecek
nitelikte olan, apikal bazal polaritesi kaybolmus, migratuar kapasiteye sahip
hiicrelere in vivo olarak doénisebilecekleri gosterilmistir. ¢ Takip eden yillarda
bunu EMT/MET ile ilgili embryolojik ¢calismalar ve kesifler yani sira neoplazi -
hlcresel plastisite iligkisini derinlestiren arastirmalar takip etmigtir. Hlcresel
plastisitenin bugun itibariyle kanser ve hlcre ¢alismalari icin favori sahalardan
biri haline geldigi ve bu konulardaki yayinlarin logaritmik bir sekilde arttig
sdylenebilir.

Tamor ve EMT iligkisini agmadan once guncel literatirde “epitelyal
hiacre” ve “mezenkimal hucre’nin nasil tanimlandigina kisaca deginmekte
fayda var. Epitelyal hiicre kavrami bir bazal membran Uzerinde yerlegimli,
apikal-bazal polarite gosteren, siki (“tight-junction”) ya da tutturucu (“adherens
junction” ve “desmozomal baglant’”) hicre-hicre baglantilari araciligiyla
birbirlerine baglanan, hemidesmozomlardaki integrinler araciliiyla da
oturduklari bazal membrana demirlenen hucreleri tanimlamaktadir. Epitelyal
hicrelerde adherens bileskeler kortikal aktin iskeletleri, desmozomal
baglantilar ise sitoplazmik intermedier filamanlar arasinda kopru kurmaktadir.

Mezenkimal hucreler ise epitelyal hucrelerin sahip oldugu bu fonksiyonel



baglantilardan yoksun, ekstraseliler matrikse integrinlerle sadece fokal
adezyon sergileyen, aktin stres lifleri sayesinde apikal-bazal yerine 6n-arka
polarite gdsteren migratuar dogadaki hlcreleri tanimlamaktadir. EMT’yi ne
derecede gegirdigine bagl olarak bu iki fenotipten birine ya da digerine daha
yakin hibrit formlar ortaya c¢ikabilmektedir ve bu formlar arasinda geri
dondurulebilen, akiskan gegisler s6z konusudur (“epitelyal-mezenkimal
plastisite/EMP”). ® (Sekil 1)

Klasik anlamiyla EMT’nin gergeklesebilmesi icin EMT geciren hlicrenin
baslangicta epitelyal dogada olmasi beklenmektedir. Karsinomlarda sure¢ bu
sekilde ilerlemektedir. Oncelikle bir bazal membran Uzerinde oturan epitelyal
hicreler timoérin primer odaginda hicre-hiicre baglantilarindaki kohezyon
molekullerini kaybederek mezenkimal fenotipteki hicrelere doénismekte,
invazyon ve migrasyon kapasitesi kazanmaktadir. Dolasim yoluyla uzak
bdlgeye goc¢ ettiklerinde ise tersine sure¢ ile epitelyal 6zelliklerini geri
kazanarak koloni olusturabilir hale gegmektedir (MET). Mezenkimal
tiumorlerde ise sureci ayni sekansla agiklamak mumkun gérinmemektedir,
cunkl bu timorlerde neoplastik hicreler epitelyal kanserlerden farkli olarak en
bagindan itibaren mezenkimal 6zelliktedir.

Bu sorun mezenkimal timorlerde EMT ve MET’in mezenkimal tGmor
biyolojisinde ne derecede rol sahibi oldugu sorusunu beraberinde
getirmektedir. Mezenkimal tumodrlerin yukarida tariflenen klasik EMT
basamaklariyla progresyon gostermedikleri asikardir. 2018 yilinda EMT
konusunda deneyimli arastirmaci hekimlerden Thomas Brabletz ve ark.’nin
derleme makalesinde® klasik EMT basamaklarini gegirmeseler bile non-
epitelyal timorlerin de epitelyal timorler gibi EMT transkripsiyon faktorleri
uzerinden dizenlenen hucresel programlardan faydalanabildikleri, bunlarin

yardimiyla neoplastik slreci baglattiklari ve/veya ilerlettikleri belirtilmistir.
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EMT ve MET; ortak transkripsiyon faktorleri tGzerinden dizenlenen,
reverzibl hucresel programlardir. Ancak hem EMT hem de MET kendi
baslarina 6zgln bicimde de duzenlenebilmektedir ve bu dizenlenimde mikro-
RNA’lar (miRNA) énemli bir paya sahiptir.”® EMT dlzenleyici sinyal yolaklari
es zamanli olarak birgok transkripsiyon faktoriinu bir arada etkileyebilmektedir.

Transkripsiyon faktorleri kendi aralarinda etkilesebilmektedir. Transkripsiyon



faktorlerinin bireysel akis asag etkilerinin birer sonucu olarak epitelyal belirte¢
ekspresyonundaki degigiklikler mezenkimal belirteg ekspresyonunda ters
yondeki degisikliklerle siklikla bir arada olmaktadir. Ozetle EMT hiicre
icerisinde birgok faktériin devrede oldugu karmasik bir hiicresel “program”dir.

Mezenkimden koken alan tumorler olan kemik ve yumusak doku
tumorlerinde EMT’ye kiyasla MET’in 6nemine daha fazla vurgu yapilmaktadir.
MET’in mezenkimal timodrlerde histopatolojik alt tiplerle iligkisini bildigimiz
ornekler de mevcuttur. Bunun en iyi bilineni sinovyal sarkomdur. Saito ve
ark.’nin dnce 2006 yilinda yayinladiklari, sonra da 2013 yilinda revize ettikleri
¢alismalarinda bu timoérun patogenezinde EMT transkripsiyon faktorleri olan
SNAIL ve SLUG'In rollerini arastirmiglar; SYT-SSX gen flizyonu, EMT-TF’ler
ve monofazik-bifazik morfoloji arasinda ilgi kurmuslardir.®

Embryogenezdeki EMT/MET surecleriyle epitelyal ve non-epitelyal
tumorlerdeki  patolojik EMT/MET arasinda da kesismeler oldugu
gorulmektedir. Kanser iligkili EMT’de goérev alan transkripsiyon faktorleri ile
embryolojik EMT’de rol alan transkripsiyon faktorleri aynidir. Embryonik
gelisim sirasinda hucre farklilagmasi, migrasyonu gibi ¢ok ¢esitli alanlarda rolu
olan kanonik Wnt sinyal yolagi, neoplazi iliskili EMT'nin de temel sinyal
yolaklarindan bir tanesidir. Progenitor hucrelerin saglikl islevsel yonlenmeleri
icin bu yolagin ne asiri aktif ne de hipoaktif olmasi gerekmektedir, dolayisiyla
yolak normal embryonik gelisimde siki bir duzenlenmeye tabiidir. Buna kargsilik
Ewing sarkomlarinda EWSR gen fluzyon drunlerinin  bu yolakta
disregilasyonlara yol agabildigi bildirilmistir. 1° Bir diger 6rnek bir embryonik
mezenkim tumord olan Wilm’s tumoriadir. Normal bobrek gelisiminde
metanefrik mezenkimden tubul epiteline doéndsim, yani fonksiyonel
nefronlarin olusumu sirasinda MET gergeklesmektedir. Wilm’s timoérinde
blastemal bilesenin de bu MET basamaklarindan faydalandidi ancak
diferansiyasyon bloguna takildigi, yine de MET iligkili birgok genin bu
hicrelerde asiri eksprese oldugu ve bu genlerin parsiyel de olsa epitelyal
farkhlasmayi saglayabildigi gosterilmistir. Bu yonuyle bu timoérin embryolojik
hayatta normal sartlarda tlbul gelisimi sirasinda gdézlenen nefrogenez

MET’iyle ilgisi oldugu goriilmektedir. * Bu 6rnekler de bize mezenkimal



tumorlerde embryolojik hayattakine benzeyen ama onlardan ayrilan yonleri
bulunan hicresel yeniden programlanmalarin gorulebilecegine isaret
etmektedir.

EMT indUklenmesinin tumor hucrelerindeki etkileri arasinda migrasyon
ve invazyon disinda kanser kok hudcresi Uretimi, anoikis direnci,
immuansupresyon, anjiogenezin induklenmesi, DNA tamirinde artim ve
kemoterapétik ilag atiliminda artim yer almaktadir.'? Ayrica karsinomlarin
metastaz odaklarina gerceklesen MET’in de proliferasyon yolaklarinin
aktivasyonu, anoikis direnci ve sitotoksik ajanlara dirence de etkidigi
bildirilmistir.'® Karsinom verilerinden elde edilen bu temel bilgileri mezenkimal
tumorlere de tercume etmek mumkun olabilir.

EMT/MET bir timoérde hem gegici olarak izlenebilir, timor kitlesinin bir kismini
ilgilendirebilir. Sannino ve ark. tumor hucrelerindeki bu gelgitlerin kavramsal
olarak U¢ ayri hucresel fenotipi meydana getirdigini ve bu semanin birtakim
sarkomlar igin gegerli olabilecegini 6ne siirmislerdir. * Bunlar “epitel-benzeri”
fenotip, “mezenkim benzeri” fenotip ve “metastaz potansiyelli” fenotiptir. Epitel
benzeri fenotipe sahip hicreler duragan, invazyon yapmayan, proliferatif
kapasitesi yuksek, kok hucre karakteri/ilag direnci gdostermeyen, mezenkimal
belirteclere kiyasla belirgin epitelyal belirte¢ ekspresyonu gdsteren hicrelerdir.
Mezenkim benzeri fenotipe sahip hicreler hareket yetenegine (motiliteye)
sahip, invaziv, mikrocevre hasarina duyarli, proliferatif kapasitesi dusuk, kok
hicre karakteri/ilag direnci sergileyen, epitelyal belirteclerle negatif ve belirgin
mezenkimal belirte¢ ekspresyonu gosteren hucrelerdir. Bir de bu iki grup
arasinda yer alan hibrit formlar bulunmaktadir ve bu grup “metastaz
potansiyelli fenotip” olarak bildirilmistir. Metastaz potansiyelli fenotipe sahip
hicreler hem proliferasyon yetenegine sahiptir hem de hareket yetenegi,
invaziv karakter, kok hicre 6zellikleri ve ilag direncine sahiptir. Bu fenotipteki
hicrelerde mezenkimal belirteclerin epitelyal belirteclere kiyasla daha fazla
ifade edildigi ancak epitelyal belirte¢ ekspresyonunun mutlaka bulundugu 6ne
surtlmektedir. Metastaz yapabilen fenotip birbirine bagl hicre gruplarinin
olusmasina, kollektif hicre migrasyonuna, hicrelerin  apoptozdan

korunmasina ve mikrogevreye kargi dayanikliliga olanak saglamaktadir. Bu
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sema, bu c¢alismada kullanilan immunhistokimyasal siniflamalar igin temel
olusturmaktadir. (Sekil 2)
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Sekil 2. Sannino ve ark.’nin belli sarkom tipleri igin gegerli olabilecegini
onerdikleri epitelyal-benzeri, metastaz yapabilen ve mezenkimal-

benzeri timorlerin ayirici 6zellikleri.4

2.2. Mezenkimal Fenotipi Destekleyen Belirtegler

2.2.1. SLUG (SNAI2)

ismini ilk olarak tanimlandiklari Drosophilalardaki salyangoz benzeri
proteinlerle benzerliginden alan SNAIL ailesine ait bir EMT-transkripsiyon
faktorudur. “Zinc-finger” yapisindadir. Mezenkimal donugum etkisini N-

kaderin, fibronektin, vitronektin ve matriks metalloproteinazlarin ifadesinde
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artima ek olarak ZEB1, ZEB2 ve Twist gibi diger EMT-TF’leri arttirarak
yapmaktadir. Ayrica E-kaderin promoter bolgeleri olan E-box’lar Uzerinde zayif
da olsa bir represif etkisi oldugu bildiriimektedir. > SLUG'In E-kaderin’in
subselller lokalizasyonunu (dagilimini) etkiledigi belirtiimektedir. Ayrica
desmozomal baglantilari da azaltmaktadir. ® Bu ailede yer alan SNAIL
(SNAIL) de potent bir EMT-TF’tir. Tipki SNAIL gibi TGF-beta, Wnt ve NOTCH
sinyal akiglarinin hepsinde hedef molekul olabilmekte, epitelyal belirteglerin
ekspresyonunu baskilayabilmektedir.

SLUG’In normalde matir mezenkimal hicreler dahil olmak tGzere birgok
erigkin hiucresinde immunhistokimyasal ekspresyonu gorulmektedir. Farelerde
meme epitel hidcrelerinde SLUG'In  susturulmasi meme bezlerinin
yenilenmesinde bozulmaya yol agmaktadir. Dolayisiyla SLUG kok hucre
programlari ile de iligkili bir belirtegtir. 3

Literatirdeki  yayinlarda  SLUG’In  mezenkimal  tumdrlerdeki
ekspresyonunun sik oldugu belirtiimektedir. 417 Bu hususta Sato ve ark.’nin
calismalarindan ve sinovyal sarkom patogenezinde SLUG’In rolinden
bahsetmek gerekir. SYT-SSX gen flzyonu sinovyal sarkom geligiminin
tetikleyicisi olup bu timor igin imza niteligindedir. SYT’nin partner geni SSX1
oldugunda daha ¢ok monofazik, SSX2 oldugunda ise daha ¢ok bifazik sinovyal
sarkom gelistigi gorilmustir. SYT-SSX1 flizyon Urlnleri SNAIL Gzerinde, SYT-
SSX2 flizyon urlnleri ise SLUG Uzerinde represor etkisini gostermektedir.
SLUG'In SNAIL’e kiyasla E-kaderin ekspresyonunda daha zayif baskilayici
etki gostermesi neticesinde, SYT-SSX2 flzyonu goérulen sinovyal sarkomlarda
glandiler farklilasmanin daha az baskilanmasi ve daha efektif bir MET’in
gerceklesebilmesi nedeniyle timorin bifazik morfoloji kazandigi 06ne
surtulmastir. Wnt sinyal yolagi GUzerindeki dolayl etkiler, ekstraseltler matriksin
yeniden modellenmesi, disfonksiyonel E-kaderin sentezi gibi fenotip belirleyici
diger etmenler de patogenez akis semasina yillar icinde dahil edilmigtir. 1°

Leiomyosarkomlarda SLUG knockdown’u tumor hiacrelerinin proliferatif

kapasitesini, migrasyon ve invazyon yetenegini baskilamaktadir *.
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2.2.2. TWIST1

EMT’yi uyaran bir bazik heliks-loop-heliks (bHLH) transkripsiyon
faktoradar. Diger tim bHLH transkripsiyon faktorleri gibi dimerleserek
promoter ya da enhancer bolgelerdeki kisa DNA sekanslarina (DNA yanit
elemanlarina, or. E-kaderin’e ait) baglanarak etki gostermektedir. Etkisini N-
kaderin gibi yapisal proteinler yani sira Vitronektin, Fibronektin, SPARC ve
Integrin aV gibi hlcre - ekstraseluler matriks baglantisini saglayan
molekullerin ekspresyonunu artirarak da gostermektedir. Ayrica Claudin ve
Occludin gibi “tight junction” proteinleri ile E-kaderin Uzerinde represor etkisi
mevcuttur. TGF-beta, Wnt ve ekstraseluler matriks/integrin sinyal akiglarinda
hedef molekil olabilmektedir.

Twist1’in eriskinde matir mezenkimal hlcrelerdeki ekspresyonu tespit
edilebilir dizeyde degildir ancak mezenkimal kok hlcrelerde ekspresyonunun
oldugu belirtiimigtir. 18 SNAI1/2’ye benzer sekilde kanser hiicrelerinin hayatta
kalmasinda (bu etkisini apoptozu azaltarak gostermektedir), kanser kok hiicre
uretiminde ve ilag direncinde roli mevcuttur. Hucrelerde invazyon
ayakgiklarinin olusmasinda, vaskilogenezde ve intravazasyonda da etkili
oldugu gorilmektedir. 1920

TWIST?T’in Ewing sarkomlarinda metastaz potansiyelini arttirdigi
bildirilmistir. 21 Sinovyal sarkom hiicrelerinde TWIST knockdown’'u azalmis

migrasyon ve invaziv kapasite ile iligkili bulunmustur 2.

2.2.3. ZEB1

“Zinc-finger E-box binding homeobox protein 1”, diger adiyla ZEB1,
mezenkimal donugimu uyaran bHLH yapisinda onemli bir EMT-TF'tir. ZEB1
ve ayni ailede yer alan ZEB2 etkilerini kaderin ve ZO-1 ekspresyonunu
baskilama yani sira Vitronektin, N-kaderin ve matriks metalloproteinazlarin
(MMP) ekspresyonunu artirarak yapmaktadir.

ZEB1 mezenkimal hucrelerde immunhistokimyasal olarak siklikla
ekspresedir. ZEB1'in osteosarkomlardaki downregulasyonu apoptoz, hucre

proliferasyonunun ve invazyonun baskilanmasi ile iligkilendirilmistir. 23
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ZEB1 ekspresyonu normal kemige kiyasla osteosarkomlarda, metastatik

osteosarkomlarda ise non-metastatiklere kiyasla daha yiiksek bulunmustur. 24

2.2.4. Diger Mezenkimal Belirtegler

SNAIL (SNAI1), SLUG ile ayni ailede (SNAI) yer alan ve E-kaderin’in
baskilanmasi basta olmak tUzere mezenkimal donigumu uyarici etkileri olan
onemli bir EMT-TF’tir. SNAIL ekspresyonu yuksek olan sarkomlarda sag
kalimin azaldi§i 6ne surtimistir. Ozellikle yiiksek dereceli sarkomlarda ve
timorlerin invazyon sinirlarinda SNAIL ekspresyonu kuvvetli oldugu, lokal
agresif ~mezenkimal tUmorlerde  ekspresyonunun  seyrek  oldugu
belirtiimektedir. Mezenkimal kok hulcre serilerinde genellikle kok huicre
karakterini korumada roli oldugu ancak kondrojenik farklilagsmayi
onleyemedigi ifade edilmektedir. 2°

Vimentin, mezenkimal fenotipi temsil eden bir sitoplazmik intermedier
filaman, yani bir hicre iskelet proteinidir. Eski yillarda mezenkimal tGmor
tanisinda tumor kokeninin bir belirteci olarak kullanildiysa da yillar iginde
gundelik pratikteki kullanimi azalmistir, yumusak doku tumorleri diginda
epitelyal tamdrler dahil farkli kokenlere sahip birgok tumodrde eksprese
olabilmektedir. Matur non-neoplastik mezenkimde de ekspresyonu yaygin ve
siktir. Invaziv karsinomlarda ekspresyonu artmaktadir. Mezenkimal hiicrelerde
veya mezenkimale yakin hibrit fenotipe sahip hlcrelerde ekspresyonu
belirgindir. ©

N-kaderin; EMT’'de adherens bileskelerin belli bilesenlerinin yerini
alarak bilegkelere esneklik, hucrelere serbestlesme ve hareket kapasitesi
saglayan proteinlerdendir. N-kaderin ekspresyonuna zorlanmis hucrelerde E-
kaderin downreglile olabilmektedir. 26 Matriks metalloproteinazlar membran
asosiye ya da hicre digina salgilanan enzimatik proteinlerdir. Bunlar
ekstraselller alanda E-kaderini pargalayabildigi gibi timoér hicrelerinde
hdcrelerin invazyon ayaklari olan “invadopod’larin olusumuna da onculuk
etmektedir. Ekstraselliler matriksin kendisi (vitronektin, fibronektin, SPARC) ve

hicre membraninda ekstraselller matriksle baglantiyi saglayan Integrin aV
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gibi yuzey molekulleri de hucrelerin migratuar/invaziv 6zellik kazanmasinda

belirleyici olabilmektedir.

2.3. Epitelyal Fenotipi Destekleyen Belirtegler

2.3.1. E-kaderin

E-kaderin epitel hucreleri arasindaki adherens baglantilarda yer alan ve
bir molekuler fermuar gibi hicreler arasi siki kenetlenmeyi saglayan membran
proteinidir. E-kaderin hlicre iginde aktin iskeletine, aralarinda beta-kateninin de
bulundugu katenin molekulleri araciligiyla baglanmaktadir. E-kaderinin hlicre
membranindan ¢6zulduigu karsinom érneklerinde (memenin lobuler karsinomu
ya da midenin tasli yuzuk hucreli karsinomu gibi) E-kaderin ekspresyon
dizeyinin  tumoran  infiltratif  6zelligiyle  dogrudan ilintili  oldugu
g6zlenebilmektedir. Ayrica diskoheziv morfoloji sergileyen birgok invaziv
karsinomun progresyonunda da E-kaderin duzenlenmesinin énemli rol
oynadigi dikkati gekmektedir. Gergekten de EMT-TF’ler etkilerini siklikla E-
kaderin’in baskilanmasi Uzerinden gostermektedir. Sarkom MET’inin
dizenlenmesinde de E-kaderin’in énemli bir hedef molekil oldugu kabul
edilmektedir. *

E-kaderinin  membrandan ¢ozulmesi kendi basina mezenkimal
donusumun bir tetikleyicisi olabildigi gibi serbestlesen beta-kateninin nukleer
translokasyonu da indirek olarak bu donusume katkida bulunabilmektedir.
Benzer sekilde E-kaderinin de beta-katenin Uzerindeki baglayici etkisi
sayesinde membrandaki E-kaderin, beta-kateninin nukleer lokalizasyonunu
onleyebilmektedir. 7

E-kaderin sentezinden sorumlu CDH1 geninde promoter metilasyonu
ile kromatin yeniden modellenmesine (histon asetilasyonu/deasetilasyonu)
bagli transkripsyonel kontrol, E-kaderin sentezinin temel dizenlenme
mekanizmalari  olarak ~ goriinmektedir.?®  E-kaderin;  endoplazmik
retikulum/Golgi kompleksinde post-translasyonel modifikasyon sirasinda beta-
kateninle kompleks olusturduktan sonra hicre membranina c¢ikmaktadir.
Guncel kanser arastirmalarindaki miRNA analizleri de basta miR-200 ailesi

olmak Uzere oldukga genis bir miRNA spektrumunun kanserlerde E-kaderinin
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transkripsiyonel duzenlenmesinde degisken sekillerde duzenleyici rol
Ustlenebildiklerini gostermistir. *

Mezenkimal hicrelerde normal sartlarda eksprese olan kaderinler N-
kaderin, R-kaderin ve Kaderin-11 olup 2° imminhistokimyasal olarak da bu
hicrelerde E-kaderin ekspresyonu beklenmez. E-kaderin yumusak doku ve
kemik sarkomlarinda degisken yayginlikta eksprese olabilmektedir. 3° Genel
olarak sarkomlarda E-kaderin ekspresyonunun downregilasyonu kot
prognozla iligkilendirilmistir. 3 Kondrosarkomlarda MET-benzeri fenomenler
saptanmis olup SNAIL downregulasyonu E-kaderin, desmocollin ve maspin

gibi birtakim epitelyal belirteclerde artisa yol agmaktadir. 32

2.3.2. Epitelyal Fenotipi Destekleyen Diger Belirtegler

Aktin iskeletiyle baglantii ve MET’te rol alan diger epitelyal ylzey
molekilleri arasinda Claudin-1, occludin-1, ZO-1 gibi tight junction proteinleri
bulunmaktadir. Ewing sarkomunda Claudin-1 ve Occludin ekspresyonu ile
karakterize kismi epitelyal farklilasmanin, timorin karakteristik alterasyonu
olan EWSR-FLI1 dlzeylerindeki timor ici heterojeniteyle iligkili oldugunu
destekleyen calismalar mevcuttur. Ayrica Ewing’de tight junction proteinlerinin
imminhistokimyasal ekspresyonunun da olabildigi gosterilmigtir 3334,

Claudin-1’in immunhistokimyasal ekspresyonu yumusak dokuda
perindromayi diger yumusak doku tumorlerinden ayirmada kullaniimaktadir.
Perinbromadaki bu ekspresyon paterni, non-neoplastik perindral hucrelerin
diger mezenkimal hiucrelerden farkli olarak bu tight junction proteinini intrinsik
olarak eksprese etmesi ile iligkilendirilmistir 5.

Epiteloid sarkom ya da kordoma gibi neoplazmlar sitokeratin ve EMA
gibi epitelyal belirteglerle ekspresyonu nedeniyle epitelyal farklilagma gosteren
mezenkimal timorler arasinda anilmakta, bu belirtecler giindelik pratikte de
siklikla kullaniimaktadir.

GRHL2, morfogenezin kilit dizenleyici transkripsiyon faktorlerindendir
ve ZEB ile karsilikli inhibitor bir dongu igindedir: GRHL2nin promoter
bdlgesinde ZEB1’in baglanabildigi U¢ bdlge bulunur, ZEB1 promoter’inda

GRHL2 icin bir adet baglanma bdlgesi mevcuttur. Son vyillarda hucre
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calismalarinda miR200 ve GRHL2'nin bazi sarkom hucrelerinde sinerjistik

olarak mezenkimal epitelyal transizyonu indiikleyebildigi gosterilmistir 3.

2.4. TCF15 (PARAXIS)

Kanser hucrelerinde embryogenez sureglerini animsatan hucresel
yeniden programlanmalar olabilmektedir. Embryogenezde rol alan gesitli
transkripsiyon faktorlerinin zaman zaman neoplazilerde de aktivite
gOsterebilmesi bu ilginin kurulmasini saglamaktadir. TCF15, diger adiyla
PARAXIS, somitogenez sirasinda matur epitelyal somit olusumundaki MET’te
gereksinim duyulan, TWIST ailesinden bir bHLH transkripsiyon faktoridr. 37

Somitogenez; basta ekstremite gelisimi olmak Uzere embryonun
segmental olarak paternlenmesini saglayan mezodermal topluluklarin
olugsmasini saglamaktadir. Erken donemde embryoda orta hatta noral tupun
iki yaninda uzanan presomitik mezoderm denen mezenkimal hicre hatlari
bulunmaktadir. Oncelikle bu hatlardan saat dalga-cephe modeli olarak ifade
edilen sinyallesmeler sayesinde rostrokaudal eksen boyunca birbirleriyle
sinirlart  belirginlesen  immatlir  somit  segmentleri  olusmaktadir
(“segmentasyon”). immatir somitlerin dis kisminda MET ile bir dis epitelyal
kilif olusmakta (“matir epitelyal somit”) ve bu kilif somitosel ismi verilen
mezenkimal korlari ¢cevrelemektedir. Her segmentte bu yapi epitelyal kilifin
kademeli olarak EMT gecirmesinin de katkilariyla, ileriki safhalarda dermis,

kemik ve yumusak dokunun olusumunun 6nunu agacaktir.
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Somitogenezde Paraxis’in aktive olmasi segmental ektodermal
plaklarda uretilen ve Wnt sinyal yolagini harekete geciren Wnt6 ligandi
araciligiyla olmaktadir. Bu yolak beta-katenin bagdimli kanonik Wnt sinyalini
harekete gegirmektedir.?6 Somitogenezde epitelyal kilif hiicrelerinde artmis
adezyon oOzellikleri gozlense de Paraxis ile kaderin ailesi hucre yuzey
molekullerinin ekspresyonu arasinda dogrudan bir iligki bildirilmemigtir.
Paraxis, fenotipteki etkisini ayrica sitoskeletal reorganizasyon enzimleri (Rho-
GTPazlar) ve hucre-ekstraseluler matriks ligkileri Uzerinden de gdsteriyor
gorinmektedir. 37

Paraxis’in tiroid epiteli, néron gibi vucuttaki ¢ok c¢esitli matur erigkin
hicre tiplerinde de immunhistokimyasal olarak teyit edilmis ekspresyonlari
mevcuttur. Ancak bunlarin fonksiyonel anlamlari iyi bilinmemektedir. Matur
mezenkimal hlcrelerde ekspresyon bildirilmemigtir.

Paraxis bugune kadar ne epitelyal ne de non-epitelyal timoérlerde

arastinimis bir transkripsiyon faktoradar. 2020 tarihli gincel bir calisma
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Paraxis ekspresyonunun hematopoetik kdk hucrelerin rejeneratif kapasitesinin
uzun Oomurlt olmasini sagladigina isaret etmis ve kemik iligi transplantlari

acisindan 6nemine dikkat cekmistir.3°

2.5. P-kaderin

Kaderin ailesinden bir yuzey molekuludur. En ¢gok ¢alisildigi alan meme
karsinomlari olup cesitli epitelyal kanserlerde kaderin degisimi (“cadherin-
switching”) mekanizmasiyla metastazi kolaylastirici etki géstermektedir. Bu
mekanizma sayesinde E-kaderin gibi gérece siki, hicrelerin kompakt sekilde
bir arada durmasini saglayan yuzey molekullerinin yerini P-kaderin, N-kaderin
gibi kaderin yine ailesine mensup ancak ona kiyasla adherens bileskelere
daha fazla esneklik getiren elemanlar almaktadir.

Karsinom verilerinden hareketle P-kaderin’in timoér progresyonu ile
ilintisinin kaderin degisimi haricinde su mekanizmalar Uzerinden oldugu
dusunulmektedir:

e E-kaderin mekanotransduksiyonu
e KOk hucre sinyalleri
e Epitelyal-mezenkimal transizyon 4°

P-kaderin’in Ozellikle triple-negatif meme kanserlerinde hem primer
odakta hem de aksiller lenf nodu metastazi odaklarinda immunhistokimyasal
olarak ekspresyonunun artti§i gosterilmistir. 4* P-kaderinin matir mezenkim ya
da mezenkimal kok hucrelerde immunhistokimyasal ekspresyonuna
rastlanmamistir. Yumusak doku timaorlerinden alveoler rabdomyosarkomlarda
bu timoérin 6zgun translokasyonu olan PAX3-FOXO1A’nin P-kaderin’i hedef
aldigi ve timorin agresivitesiyle iliskili oldugu gosterilmistir. 42 Benzer sekilde
P-kaderin’in myoblastik hicrelerde eksprese oldugunda Cdc42 ve Racl gibi
Rho-GTPaz ailesinden sitoskeletal reorganizasyon enzimlerini aktive
edebildigi, bu mekanizmalarla kollektif migrasyona yardimci oldugu ifade
edilmektedir. 43

Bu bilgiler P-kaderinin mezenkimal timoér progresyonunda da rolu

olabilecek bir belirte¢ oldugunu ve epitelyal kanserlere benzer davranig
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sergileyen lenf nodu metastazi yapan sarkomlarda daha sik gorulebilecegini

akla getirmektedir.

2.6. Beta-katenin

Kateninler ailesinde yer alan, kaderinin intrasitoplazmik Unitelerine
baglanarak adherens bilegkelerin yapisina katilan ve ayrica sitozolik havuzu
da bulunan, CTNNB1 geni tarafindan kodlanan bir dizenleyici molekulddr.
Beta-katenin, Wnt sinyalinin yoklugunda hicrelerde Uretimi ile yikimi surekli
ve aktif olarak devam eden énemli bir molekuldar. 44

Kanonik, diger adiyla beta-katenin bagimli Wnt sinyal yolagi; Wnt
ligandlari ve hucre ylzeyinde bunlari taniyan Frizzled (Fzd) reseptorlerinin
etkilesimi neticesinde aktive olmaktadir. Normal sartlar altinda “beta-katenin
yikim kompleksi” ismi verilen, reseptorle de etkilesim halindeki birgcok farkh
protein Unitelerinin bir araya geldigi bir kompleks; serbest beta-katenini
fosforilleyerek isaretlemekte, onu ubikitinasyona ve proteozomal
parcalanmaya yonlendirmekte, yani belli bir sitozolik konsantrasyonda
tutmaya calismaktadir. Kanonik Wnt sinyal yolagi aktivasyonu sitozolik beta-
katenin havuzunda sismeye ve beta-kateninin nikleusa yer degistirmesine
neden olur. Beta-kateninin nukleer translokasyonu basta ZEB1, SLUG gibi
EMT-TFlerin aktivasyonu olmak Uzere ¢esitli akis asagi etkiler gostermektedir.

Beta-katenin EMT iliskili belirtecler icerisinde mezenkimal timdrlerde
en ¢ok irdelenmig belirtectir. 2000’li yillarin baginda Montgomery ve ark. ile Ng
ve ark.’nin yaptigi ¢calismalarda mezenkimal timorlerde nikleer beta-katenin
ekspresyonunun sikhgr ve bu belirtecin mezenkimal timor tanisindaki 6nemi
degerlendiriimistir. 4546 Desmoid fibromatozis vakalarinin biyik kisminda
nukleer beta-katenin ekspresyonunun sik goéruldigu, bu bulgunun tanisal
acgidan degerli oldugu ancak spesifik olmadigi vurgulanmistir. Soliter fibroz
timorlerde (SFT) de niikleer beta-katenin ekspresyonu nadir degildir. 47 2016
yilinda yayinlanan bir diger makalede, aralarinda desmoid fibromatozisin de
bulundugu yumusak doku ve histogenezi belirsiz birtakim parankimal timarler
spektrumunda, Wnt yolak aktivasyonundan badimsiz olarak beta-katenindeki

intrinsik bir patolojinin, aktive edici beta-katenin mutasyonlarinin patogenezde
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rol oynadigi ifade edilmigtir. Yazarlar tarafindan bu tumorlere “CTNNB1
alterasyonu gosteren neoplaziler” adi verilmistir. 48 Aktive edici beta-katenin
mutasyonlari, beta-kateninin en ¢ok c¢alisildigi karsinom gruplarindan olan
kolorektal kanserlerin bir kisminda da bildirilmistir. 4°

Beta-katenin eriskin mezenkim hucresinde immunhistokimyasal olarak
zayif sitoplazmik ekspresyonu gorulebilen bir belirtegtir. Nikleer ekspresyonu

daima patolojik bir bulgudur.

2.7. ALDH1

Aldehit dehidrojenazlar (ALDH), sitozolik ve nikleer izoformlari bulunan
dehidrojenaz grubu bir enzim ailesidir. Temel islevleri alkol metabolizmasi gibi
aldehit trGnlerinin agiga c¢iktigi biyokimyasal sureclerde hidrojen transferiyle
oksidasyon ve detoksifikasyon saglamalaridir. ALDH ekspresyonunun cesitli
kanserlerde tumor hucrelerinin  siklofosfamid veya ifosfamid gibi
kemoterapdtiklere direnciyle iligkili oldugu bildirilmigtir. Bu yayinlarin arasinda
osteosarkom gibi mezenkimal timorlerin de bulunmasi dikkat g¢ekicidir. 50-52

Epitelyal kanserlerdeki EMT c¢alismalarinda kok hilcre belirteci olarak
CD44, CD49f, CD24 gibi ylizey belirteglerinden faydalaniimaktadir. 1214
Aslinda ne karsinomlarda ne de yumusak doku timorlerinde Uzerine fikir
birligine variimis ideal bir kok hucre belirtecinden bahsetmek mumkundur,
ancak ALDH1’tan hem epitelyal hem mezenkimal tumdrlerde siklikla
bahsedilmektedir. 52 Lohberger ve ark.‘nin farkli sarkomlara ait hiicre serileriyle
yaptiklari g¢alismalarinda ALDH1 ekspresyonunun vyiksek bulundugu
hicrelerde kontrol grubuna kiyasla proliferatif aktivitenin yuksek oldugu, koloni
olusturma egiliminin arttigi, induklenmis pluripotensin temsili olan c-myc ve
SOX2 gibi kék hicre faktorlerinin ekspresyonunda artis oldugu, sitotoksik ilag
eksportundan sorumlu ABC transporter genlerinin daha ¢ok ifade edildigi ve
birtakim kemoterapoétik ajanlara direng gelistigi kaydedilmistir. >4

ALDH1Al geni, ALDH grubuna ait cesitli izoenzimlerinden olan
ALDH1A1’i kodlamaktadir. ALDH1A71’in immunhistokimyasal ekspresyonu
vlucutta gesitli lokalizasyonlarda matir dokuda hem epitelyal hem mezenkimal

hicrelerde gorulebilmektedir. Bu enzim hem non-neoplastik dokulardaki kdk
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hicrelerde hem de kanser kdk hiucrelerinde 6nemli islevlere sahiptir. ALDH1’in
kok hucre belirteci olmasinin altinda A vitamini metabolizmasindaki etkileri
yatmaktadir. A vitamini yikimindaki ara urunlerden olan retinoik asit ALDH1
aktivitesiyle aciga c¢ikmaktadir. Retinoik asit, nukleusta apoptozu Onleyen,
hdcre proliferasyonunu uyaran ve tumor buyumesine yardimci olan c-myc ve
Cyclin-D1 gibi onkojenik aktivasyon/hucre siklus progresyonu faktorlerinin
aktivasyonunu diizenlemektedir. >°

ALDH1’In immunhistokimyasal ekspresyonunun metastaz potansiyelli
mezenkimal tumorlerden olan soliter fibroz timorlerde sik goruldigu ve bu
bulgunun bas lokalizasyonunda meningiomlar ve ayrica sinovyal sarkomdan

tanisal ayrimda faydali olabilecegi gosterilmistir. 56

2.8. Genel Bilgiler Isiginda Mezenkimal Tiumorlerde Calismada

incelenen Belirtegler Agisindan Olasi Hipotezler

e Farkh biyolojik davranig paternine sahip mezenkimal tumor gruplari
arasinda EMT/MET belirteclerinin ekspresyonu acisindan anlamli fark
bulunabilir, ¢unkl bu belirtegler klinik seyirle ilintilidir. Mezenkimal
tumorler kokenleri itibariyle mezenkimal belirtegleri eksprese etme
egilimindedir. Dolayisiyla epitelyal dénisimun olup olmamasi biyolojik
davranig agisindan anlamli sonuglar dogurabilir.

e Ayni timorun diferansiye ve dediferansiye alanlari arasinda EMT/MET
belirteglerinin ekspresyonu agisindan fark bulunabilir, ¢linki bu
tumorlerde  biyolojik  davranisi dediferansiyasyonun  varligi
belirleyebilmektedir.

e  Ayni tumor tipinin farkl varyantlari arasinda EMT/MET belirteglerinin
ekspresyonu agisindan fark bulunabilir, ¢unkli bu varyantlarin
tanimlanmasindaki ¢ikis noktasi biyolojik davranis farklililklari
olabilmektedir.

e Bir timorin primer ve metastatik odaklarinda EMT/MET belirteglerinin
ekspresyonu bakimindan fark bulunabilir, ginkli metastatik odaklarda
metastaz yapabilen fenotipe sahip klonlara rastlamak daha olasidir.
Karsinomlar re-epitelizasyon ile metastaz odaklarinda MET
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gecirebilmektedir, benzer bir sire¢ lenf nodu metastazi yapan
sarkomlarda s6z konusu olabilir.

Bir epitelyal belirteg olan keratin ile ekspresyon gdsteren sarkomlar
diger sarkomlara kiyasla yuzey molekulleri bakimindan da epitelyal
transizyon fenotipe sahip klonlardan daha zengin tumorler olabilir.
Mezenkimal timorlerde TCF15 ekspresyonu ile ilgili bir galisma mevcut
degildir. NUkleer beta-katenin ile TCF15 ekspresyonunun korelasyonu,
neoplastik mezenkimal hicrelerde somitogeneze benzer bir
programlanmanin olup olmadigina isik tutacaktir.

P-kaderin, meme karsinomlarinda gelinen noktadan hareketle lenf nodu
metastazi yapan sarkomlarin metastaz sureglerinde rol oynayabilir. Ya
da genel olarak metastaz potansiyeline sahip olan her turli yumusgak
doku timorinde metastaz yapabilen hicre fenotipinin  ortaya
¢cikmasinda P-kaderin dnemli rol oynayabilir, bu yonuyle de énemli bir
ayirici tanisal belirte¢ olabilir.

E-kaderinle asosiye bir membran proteini olarak beta-kateninin
membrandz ekspresyonunun mezenkimal tumodrlerde MET agisindan
onemi bilinmemektedir. E-kaderin ekspresyonu ile korelasyonundan
hareketle membrandéz beta-kateninin  MET icin spesifitesi ve
sensitivitesi  tartigilabilir ve mezenkimal tumorlerde metastaz
potansiyeliyle iliskisi daha detayl irdelenecektir.

Metastaz potansiyeline sahip olan bir timoér olan SFT’lerde yaygin
ekspresyonu olan ve bir kok hucre belirteci olan ALDH1, yumusak doku
tumorlerinde yine metastaz potansiyeli olan diger histolojik alt tiplerde

daha fazla eksprese olabilir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. incelenecek Dokularin Segimi ve Doku Dizinlerinin (Tissue

microarray-TMA) Dizinlerinin Olugturulmasi

Calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali bunyesinde prospektif ayagi da olan retrospektif bir laboratuar galigmasi
olarak planlandi ve Eylil 2019 ile Ekim 2020 tarihleri arasinda gergeklestirildi.
Calismanin U¢ ana ayag olup bunlarin lenf nodu metastazi yapan sarkomlar,
dediferansiyasyon gdsteren sarkomlar ve genel mezenkimal timor spektrumu
olmasi hedeflendi. Calismaya 1997-2019 tarihleri arasinda mezenkimal timor,
karsinom ve malign melanom tanilari alan 527 olgunun dahil edilmesi igin
Universitemiz etik kurulundan onay alindi (GO 19/886).

2016 ve oOncesinde tani alan, aralarinda malign melanomlarin da
bulundugu 340 olgu icin proje vyuaruticisu Dog¢. Dr. Kemal
Kosemehmetoglu'nun malign mezenkimal tumorlerde PDL-1 ekspresyonunu
konu alan arastirmasina ait TMA bloklarindan yararlanildi 5’ ve ¢alismaya dahil
edildi. Bu aragtirmada temsil edilmeyen veya sayica arttirilmasi planlanan
tumor tipleri belirlendi. Bu amacgla 2016-2019 yillari arasinda mezenkimal
timor ve karsinom tanilari alan vakarin bilgilerine hastane otomasyon sistemi
uzerinden ulasildi ve iclerinden 181 vaka secildi. MUmkin oldugunca primer
lokalizasyonda tani verilen, kor biyopsi niteliginde olmayan, tedavi almamis,
canh tumor iceren ornekler segildi. Segilen olgular arasinda 2 adet lenf nodu
metastazi yapan sarkom mevcuttu, ayrica lenf nodu metastazi yapan ve 2002-
2015 yillari arasinda tani alan diger 7 sarkom olgusuna yazili diger kayitlar
Uzerinden ulasildi ve bunlar da ¢alismaya dahil edildi. Boylece toplamda 188
olguya ait preparatlar yeniden incelendi, toplam 9 lenf nodu metastazi yapan
sarkom vakasi da galismaya katiimis oldu. Lenf nodu metastazi yapan
sarkomlar digindaki tum olgularda preparatlar Uzerinde temsili timor alanlar
isaretlendi. Secilen vakalar arasinda 16 adet dediferansiye liposarkom olgusu
mevcuttu. Dediferansiye liposarkom olgularinda digerlerinden farkli olarak
hem iyi diferansiye hem de dediferansiye alanlar isaretlendi ve her iki alanin
ayri ayr1 degerlendirilmesi planlandi. %10 formaldehitle fikse parafine gomuli
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dokular arsivden cgikarildi ve bu alanlardan 3 mm g¢apli punch biyopsi ignesi
yardimiyla sablon parafin bloklar Gzerinde TMA doku dizinleri olugturuldu. Lenf
nodu metastazi yapan sarkomlarin hem primer hem de metastaz odaklarindan
secilen dokularin tam ylzey incelenmesine karar verildi ve bunlara ait parafin
bloklar da arsivden g¢ikarildi. Bitiin dokular iIHK yani sira hematoksilen-eozin
(H&E) ile de boyandi; temsili olmayan 6rnekler degerlendirme disi birakildi.
Calismaya dahil edilen olgularin tanilari ve vaka sayilari Tablo 1’de ve Tablo
2'de gosterilmistir. Teknik problemler (doku dokulmesi vb.) nedeniyle her

antikor icin bu olgularin bir kismini degerlendirmek mumkun olmustur.

Tablo 1. Lenf nodu metastazi yapan sarkom olgulari ve histolojik tanilari

Tani Vaka Sayisi (n)

Anjiosarkom 2%
Dediferansiye Kondrosarkom 1
Parakordoma 1
Az diferansiye sinovyal sarkom 2
Myoepitelyal karsinom 1
Rabdomyosarkom 1
Seffaf hiicreli sarkom 1*

* Bir anjiosarkom ve bir seffaf hiicreli sarkom vakasinin primer dokularina ulagilamamistir.
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BENIGN MEZENKIMAL TUMORLER

ARA DAVRANISLI MEZENKIMAL TUMORLER

Anjiomyofibroblastom (1)
Dermatofibrom (6)

EBYV iliskili diiz kas tiimoérii (4)
Hemanjiom (6)

Hibrit schwannom-perinérom (3)

Mikzoma (3)
Myofibroblastom (1)
Myofibrom (6)
Norofibrom (12)*
Schwannom (10)
Ylzeyel fibromatozis (6)
Leiomyom (2)

Agresif anjiomikzom (2)
Atipik fibroksantom (1)
Desmoid fibromatozis (17)
Atipik lipomatdz timor/iyi
diferansiye liposarkom (15)

Kaposi sarkomu (5)

Parakordoma (4)

Soliter fibréz timaor (20)

Anjiomatoid fibréz histiyositom (13)
Dermatofibrosarkoma protuberans (5)

MALIGN MEZENKIMAL TUMORLER

Alveolar soft part sarkom (3)
Andiferansiye pleomorfik sarkom (11)
Anjiosarkom (9) **
Dediferansiye liposarkom (32)
Desmoplastik kiigtik yuvarlak hiicreli
tiimér (9)
Mikzoid liposarkom (23)
Konvansiyonel (17)
Yuvarlak hiicreli (6)

Epiteloid sarkom (19) Dustk dereceli fibromikzoid sarkom
Ewing sarkom (6) 4)
Ewing benzeri sarkom Sklerozan epiteloid fibrosarkom (5)

(5) Seffaf hiicreli sarkom (5)**
Fibrosarkomatéz DFSP  Myoepitelyal karsinom (1)
(4) Pleomorfik liposarkom (5)

Leiomyosarkom (85) ***

Mikzofibrosarkom (12)
Yiiksek dereceli (11)
Disglik dereceli (1)

Sinovyal sarkom (49)
Bifazik (16)
Monofazik (21)

Az diferansiye (12)

Malign periferik sinir kilifi timora (24)
Ekstraskeletal mikzoid kondrosarkom
(3)
Epiteloid hemanjioendotelyoma (6)
Rabdomyosarkom (16)

Alveoler (7)

Embryonel (6)

Pleomorfik (2)

igsi hiicreli (1)

KARSINOMLAR

Akciger adenokarsinomu (3)
Akcigerin skuaméz hiicreli karsinomu
®3)

Endometrium adenokarsinomu (2)

Meme karsinomu (5)
ER (+) (2)
HER2 (+) (2)
“Ugli-negatif’ (1)

Mide adenokarsinomu (3)
Kuguk hicreli karsinom (3)
Urotelyal karsinom (2)

Prostatik adenokarsinom (1)
Rektum adenokarsinomu (3)
Ser6z karsinom (3)

Malign Melanom (18)

Dediferansiye Kondrosarkom **** (1)

TOPLAM (527)

* 2 olgu atipik, 4 olgu pleksiform nérofibrom histolojisindeydi.

** Sadece lenf nodu metastazi ile degerlendirilen bir olgu mevcuttur.
*** Bunlarin 55'i uterin leiomyosarkomlardir. Ayrica 10 olgunun pleomorfik leiomyosarkom histolojisinde oldugu kaydedildi.
**** Bu olgu sadece lenf nodu metastazi yapan sarkomlarla iligkili olan istatistiksel analizlere dahil edilmistir.
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3.2. immiinhistokimyasal Analiz

Optimizasyon ic¢in Oncelikle kullanilacak antikorlar kontrol dokular
Uzerinde denendi, sonrasinda bu antikorlarin Tablo 3’te gosterilen sartlarda
uygulanmasina karar verildi.

Imminhistokimyasal analizler formalin fikse parafine gémlii dokulara
(TMA ya da tam yuzey) uygulandi. Lenf nodu metastazi yapan sarkomlar
disindaki olgularda immunhistokimyasal degerlendirme igcin ekspresyonun
neoplastik hulcrelerdeki varhidi/yoklugu, yayginlik derecesi veya boyandidi
hicre kompartmani dikkate alindi. (Tablo 4) Skorlamalarda kullanilacak esik
degerler igin boyall camlarin kuglk bir kismindan rastgele 6n incelemeler
yapilarak yayginliklarla ilgili genel fikir edinilmeye ¢alisildi ve ayrica literatirde
yontemsel benzerlik iceren (hem karsinomlar hem mezenkimal timorlere ait)
makaleler arastirildi. EMT transkripsiyon faktorlerinden SLUG, TWIST1 ve
ZEB7Tin esik degerleri igin literatirde epitelyal ve mezenkimal timarlerdeki
benzer calismalar incelendi 4%8%°  Mezenkimal timorlerde MET
degerlendiriimesinde bu faktorlerle ekspresyonun kaybi: 6nemli olacagindan
literatUrdeki pozitiflik oranlarini %100’e tamamlayan oranlar (ya da buna yakin
degerler) pozitiflik icin esik deger kabul edildi ve kaydedildi.? (Tablo 4) Bouvier
ve ark.’nin soliter fibréz timorlerde ALDH1 immunhistokimyasini irdeleyen
calismasi pozitiflik kriterleri agisindan ayrica yol gosterici oldu 7.

Tabloda belirtilen hucresel kompartmanlarda boyanma izlenmediginde
ekspresyonun olmadigi kabul edildi. Fokal supheli pozitif boyanmalarda
yalanci pozitiflik olasihdini dislayabilmek i¢in buyuk buyutmede kriterleri
kargilayan en az iki odak bulunmaya g¢aligildi. Kenar etkisinin belirgin oldugu
olgularda - TMA'lar i¢in ayni hizadaki diger olgularda da yaygin zemin
boyanmasi olasiligi dislandiktan sonra - kenardan bir buylutme alanindan daha
iceride de devam eden boyanmalar pozitif olarak degerlendirildi. Teknik
dokulmelerin ya da doku katlanmalarinin gozlendigi vakalarda en az 100
neoplastik hucrenin degerlendirilebilir olmasina dikkat edildi. Tumorlerde bu
belirteclerle fokal degisikliklerin 6nemli biyolojik anlamlari olabilecegi
bilgisinden hareketle tim immunhistokimyasal boyanmalarda ilgili antikora

gore “hot-spot” olarak boyanmalar veya boyanma kayiplari esas alindi. Lenf
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nodu metastazi yapan sarkomlarda tium belirteglerle ekspresyon oranlari
kantitatif olarak verildi ve derlendi.

Pur membranda yerlesim gosteren bir molekul olan E-kaderin igin
neoplastik hicrelerdeki herhangi bir gizgisel membranéz boyanma pozitif
edildi.

tumorlerin bir kisminda da membran6z boyanma paterninin varligi dikkati

olarak kabul Beta-katenin ile boyall preparatlarda mezenkimal

cekti. Literatirde mezenkimal tumorlerde membrandéz beta-katenin

ekspresyonuna deginen yayinlarin ender oldugu goruldu ve bu konuyla ilgili

belirlenmis immunhistokimyasal degerlendirme kriterlerine rastlanmadi .

Tablo 3. Kullanilan Antikorlar, immunhistokimyasal Analizler icin Tetkik

Kosullari ve On Denemede Referans Alinan Kontrol Dokular

ANTIKOR SAGLAYICI KLON/ DILUSYON ANTIJEN ORNEK KONTROL
KATALOG AGIGA VE HUCRESEL
NUMARASI CIKARMA* KOMPARTMAN
Anti-E- Elabscience  E-AB-12930 1:200 Sitrat Kolon epiteli -
kaderin Tavsan Membranéz
poliklonal
Anti-SLUG Novus OTI1A6 1:150 EDTA Tiroid epiteli ve
(SNAI2) Fare NBP2-03886 deride fibroblastlar -
monoklonal Nikleer
Anti- Abcam Ab175430 1:1000 EDTA Serozal bag doku,
TWIST1 Fare fibroblastik hiicreler
monoklonal - Nikleer
Anti-ZEB1 Abcam EPR17375 1:100 EDTA Kolonik
Tavsan Ab203829 myofibroblastlar -
monoklonal Nikleer
Anti-P- BD 610227 1:400 EDTA Tonsil epiteli -
kaderin Transduction Membranoz
Fare
monoklonal
Anti-TCF15 Abcam Ab66371 1:200 EDTA Noéron - Nukleer
(PARAXIS) Tavsan
poliklonal
Anti-ALDH1 BD 611195 1:1000 EDTA Dermal fibroblastlar
Transduction — Nikleer ve
Fare Sitoplazmik
monoklonal
Anti-Beta- Dako M3539 1:200 EDTA Kolon epiteli —
Katenin Cytomation Membrandz
Fare Calisma digi bir
monoklonal desmoid

fibromatozis olgusu
- Nikleer

* Antijen acida ¢ikarma icin Leica Bond Max® “kullanima hazir” kitlerden (“ER1” sitrat, “ER2” EDTA)
yararlanilmistir. On islem siireleri Anti-Beta-katenin digindaki tiim antikorlarda 20 dk, Anti-Beta-

Katenin’de 10 dk olarak belirlenmigtir. Anti-TCF15’te maruziyetin diger antikorlarla kiyasla daha uzun
olmasi hedeflenmisgtir.
* Saptama sistemi olarak polimer temelli Leica Bond Max® DS9800 hazir kitinden yararlaniimistir.
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Tablo 4. imminhistokimyasal Calismalarin Degerlendirme Semasi

ALDH1

Semikantitatif

Negatif: %0

Belirteg Degerlendirme Kriterler * Boyanmasi Beklenen
Hiicre Kompartmani

E-kaderin Var/yok Hicre membrani
SLUG (SNAI2) Semikantitatif Negatif: 0-%80 Nukleus

Pozitif: 2%80
TWIST1 Semikantitatif Negatif: 0-%80 Nukleus

Pozitif: 2%80
ZEB1 Semikantitatif Negatif: 0-%80 Nukleus

Pozitif: 2%80
P-kaderin Var/yok Hicre membrani
TCF15 (PARAXIS) Var/yok Nukleus

Sitoplazma ve nlkleus

Pozitif: >%0
(Yaygin: 2%25)
Nukleer veya Hicre membrani /

Beta-Katenin Var/yok

membrandz sitoplazma / nlkleus
boyanmanin varligi

spesifik

Sitoplazmik boyanma

non-spesifik

* Semikantitatif degerlendirilen olgular ilk asamada skorlanarak gruplanmisg, istatistiksel
analiz agsamasinda bu skorlar yeniden kategorize (var/yok, yaygin/yaygin degil gibi)
edilmigtir.

Beta-kateninin hucrenin her ¢ kompartmaninda (nikleus, sitoplazma
ve membran) eksprese olabilen bir molekil olmasi, bu ¢ kompartmandaki
boyanmalarin ayri ayri fonksiyonel anlamlarinin olmasi ve 6zellikle igsi
morfoloji sergileyen hicrelerde nikleus ve membranin birbirine oldukga
yaklasmasi, sitoplazmik alanin daralmasi nedeniyle membran6z pozitiflik
asagidaki 6znel kriterlere gore degerlendirildi:

e Hucrenin sitoplazmik sinirlarinin en az 2/3’Unu kesintisiz ve intens
olarak gizen

e Cekirdekle arasindaki sitoplazmik mesafesi ayirt edilebilen

o Dokudaki kenar artefaktindan bagimsiz olarak da segilebilen

boyanma.
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Membran6z beta-katenin  degerlendirmesi  sirasinda  endotel
pozitifliginin diglanmasina 6zellikle dikkat edildi. Beta-katenin ile degisken
yayginlik ve intensitede sitoplazmik boyanma ¢ok sik gozlenebildiginden
(sitoplazmik beta-katenin havuzuna bagh olarak), kantitatif analizlerle
birlestiriimeksizin bu bulgunun immunhistokimyada tek basina anlami
olmadig! digunuldu ve degerlendirmeye alinmadi.

ZEB1 degerlendirmesi sinirli bir grup vakada yapilabilmistir. (bkz. Tablo
5)

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS (IBM SPSS Statistics 23) ve R Studio
(DescTools paketi kullaniimistir) paket programlari kullanilarak yapilmistir.
Sayisal degiskenlere iliskin dagilimlarin normal dagilima uyup uymadigini test
etmek igin Shapiro — Wilk uyum iyiligi testi kullaniimistir. Normal dagilim
gOsteren sayisal degiskenler icin ortalama, standart sapma gibi tanimlayici
istatistikler verilmigtir. Normal dagilim gostermeyen sayisal degiskenler igin ise
ortanca ve geyrekler arasi dagilim araligi gibi tanimlayici istatistikler verilmigtir.

Kategorik degiskenler igin yuzde degerleri ve frekans tablolari verilmistir.

3.3.1. Tiim Mezenkimal Tiimoér Grubunun istatistiksel Analizleri

Bu grup dediferansiye liposarkom olgularinin dediferansiye érneklerini,
lenf nodu metastazi yapan yumusak doku sarkomlarinin primer orneklerini,
primer dokusuna erisilemeyen metastatik sarkom orneklerini ve bunlarin
haricindeki batin mezenkimal timaér 6rneklemini kapsamaktadir.

Tum mezenkimal tumoér grubunda olgular asagidaki ana kategorik
degiskenler altinda yeniden kategorize edilmigtir:

e Biyolojik davranis ve metastaz potansiyeline gore: Benign, lokal agresif
intermedier, nadiren metastaz yapan intermedier ve malign

¢ WHO 2020 kemik-yumusak doku timorlerinin farklilasmalarina goére
siniflanmasi:  Lipojenik, fibroblastik/myofibroblastik, diz kas

farkhlasmasi goOsteren, cizgili kas farklilagmasi gosteren, sinir kilifi,
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perisitik, vaskuler, andiferansiye klguk yuvarlak hucreli ve histogenezi

belirsiz timarler

o Keratin ekspresyonu gosterdigi bilinen sarkomlar: Alveoler soft part
sarkom, anjiosarkom, desmoplastik kuguk yuvarlak hucreli tUmor,
epiteloid hemanjioendotelyoma, epiteloid sarkom, Ewing sarkom,
leiomyosarkom, myoepitelyal karsinom, parakordoma ve sinovyal
sarkom.

e Gundelik pratikte ayirici tanisi sikinti yaratabilen baslica antiteler:
Malign periferik sinir kilfi timéri (MPNST) ve monofazik sinovyal
sarkom, dediferansiye liposarkom ve mikzofibrosarkom vb.

EMT transkripsiyon faktorleri ve E-kaderin’i bir araya getiren sentez bir
mezenkimal-epitelyal transizyon parametresi olusturulmustur: “MET profili”.
Mezenkimal timorler Gg ayri MET profiline gore kategorilere ayriimistir:

1. MET"9h: Mevcut antikorlarla mezenkimal-epitelyal transizyon egiliminin
immunhistokimyasal agidan  kuvvetle  desteklendigi  olgulari
tanimlamistir. E-kaderin (+), SLUG (-) ve TWIST1 (-) olgular bu
kategoriye alinmistir.

2. MET"™9: Mevcut antikorlarla mezenkimal-epitelyal transizyon egilimi
acisindan immunhistokimyasal kanitin bulunmadigr “mezenkimal-
benzeri fenotipteki” olgulari tanimlamisgtir. E-kaderin (-), SLUG (+) ve
TWIST1 (+) olgular bu kategoriye alinmistir.

3. MET%: METMd" veya MET"9 grubunda olmayan imm{nhistokimyasal
profillere sahip tim olgulari tanimlamistir. Bu tanima goére E-kaderin
kazanimi veya mezenkimal belirte¢ kaybi agisindan heterojen profil

sergileyen olgular bu kategoriye alinmigtir.

Her Ug¢ antikorla da degerlendirilebilmis olgular MET profil analizlerine
dahil edilebilmigtir. ZEB1, bu antikor panelinde yer alabilecek bir EMT-TF
olmasina karsin bu antikorla sinirli sayida olguda incelenebildiginden
orneklemi daraltmamak amaciyla panele eklenmemistir.

Mezenkimal timor kategorileri arasinda ve mezenkimal tumorler ile
diger tUmor kategorileri arasinda antikor dediskenleriyle pozitiflik bakimindan

farkhlik olup olmadigi, antijen ekspresyon statulerinin kendi aralarindaki
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iligkileri Ki-Kare (x°) testi ile incelenmistir. Cok g6zl ki-kare testi ile yapilan
analizlerde farkllik yaratan grup ya da gruplari belirlemek i¢cin compare column

proportions (z testi) sonuglari incelenmistir.

3.3.2. Bagimh Orneklemlerin (lenf nodu metastazi yapan
sarkomlar ile dediferansiye liposarkomlarin diferansiye ve

dediferansiye alanlari) istatistiksel Analizleri

MET profilleri de dahil olmak Uzere tim mezenkimal timér grubunda
kullanilan antikor dediskenlerinden bu gruplar icin de faydalanilabilmistir.

Calismaya secilen lenf nodu metastazi yapan sarkom olgularindan
7’sinin hem primer hem metastaz orneklerine ulasilabildiginden analizlere bu
vakalar dahil edilmigtir, ulagilamayan 2 olgu tim mezenkimal timor grubunun
analizlerinde degerlendirilmistir. Lenf nodu metastazi yapan sarkomlarda
primer ve metastaz odaklari arasinda ekspresyon yayginliklari bakimindan
farklilk olup olmadigdi, 6rneklem buyuklugu dusik oldugu igin, parametrik
olmayan testlerden Wilcoxon eslestiriimis iki 6rnek testi ile degerlendirilmistir.
MET profilleri bakimindan farklilk olup olmadigi McNemar testi ile
incelenmisgtir.

Dediferansiye liposarkomlarin diferansiye ve dediferansiye alanlari
arasinda ekspresyon varligi/yoklugu, ekspresyon skorlari ve MET profillerinin
prevalansi bakimindan farklihk olup olmadigi McNemar testi ve McNemar
testinin kxk kategorili tablolar igin genellestiriimis durumu olan Marjinal
Homojenlik Testi (Stuart - Maxwell) ile incelenmisgtir.

istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tum mezenkimal tUmor grubunda gozlenen immunhistokimyasal

ekspresyon yuzdeleri Tablo 5 ve Tablo 6'da gdsterilmistir.
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Tablo 5. Tim mezenkimal timarlerde, karsinomlarda ve malign melanomlarda EMT/MET belirtecleri ile MET profillerinin

ekspresyon prevalanslari

TANI (n)

Karsinomlar (17-23)

Malign melanomlar (11-16)
Mezenkimal Tiimérler (108-391)
Benign (23-53)
Anjiomyofibroblastom (1)
Dermatofibrom (4-6)

EBYV iliskili diz kas tumori (4)
Hemanjiom (6)

Hibrit schwannom-perinérom (3)
Leiomyom (2)

Mikzoma (3)

Myofibroblastom (1)

Myofibrom (5-6)

Nérofibrom (2-11)

Schwannom (9-10)

Yiizeyel fibromatozis (2-4)

intermedier - lokal agresif

(7-23)

Agresif anjiomikzom (1)

Desmoid fibromatozis (4-12)

Atipik lipomatdz timaér/iyi diferansiye
liposarkom (4-8)

intermedier - nadir metastaz yapan
(36-42)

Atipik fibroksantom (1)
Anjiomatoid fibréz histiyositom
(6-10)

Dermatofibrosarkoma protuberans
4

Kaposi sarkomu (5)

Parakordoma (4)

Soliter fibroz timor (16-18)

E-kaderin

100
92,9
51,8
46,9

100
66,7

0
83,3
0
50
33,3
0
66,7
100
30
25

9,1

80
75
76,5

SLUG*
+

100
71,4
81,3
85,1
100
100
100
100
100
100
100

100
60
50

100

82,6

72,7

100

90,5

100
100

75
100

75
88,9

SLUG*
>%80+
73,9
28,6
46,8
55,3
100
100
25
100
33,3
100
100

80

80

55,6

TWIST*
+
82,6
60
80,3
81,1
100
100
75
100
100
100
33,3

100
100
30
100
80
91,7
62,5
75,6

100
77,8

100
100

25
72,2

EMT/MET Belirtegleri (%)
ZEB1*

TWIST**
>%80+
34,8
46,7
37,4
22,6
100
83,3
25
16,7

83,3

20

100
55,6

75
60

44,4

RIS

86,1
69,6

100

90,9
33,3

ZEB1**
>%80+
5,9

36,4

35,2 19
4,3 11,6

33,3

[elielleloloNello]

75
31,3

MET"o"

MET"

94,1
63,6
71,1
83,7
100
83,3
75
100
100
100
100

75
50
70
100
57,1
25
100
66,7

100
66,7

100
100

25
56,3

MET"®¢

0
0
9,8
4,7
0
16,7

O oOooo

O O oo

42,9

111

33,3



Malign (85-305) 52,8 79,9 44,7 80,4 36,8 90,6 43,5 20,1 70,5
Alveolar soft part sarkom (3) 0 66,7 0 66,7 66,7 0 100
Andiferansiye pleomorfik sarkom 54,5 63,6 18,2 72,7 36,4 18,2 72,7
(11)

Anjiosarkom (3-7) 20 57,1 28,6 75 75 33,3 33,3
Dediferansiye liposarkom *** 53,3 90,9 68,2 83,3 36,7 87,5 43,8 15 65

(16-30)

Desmoplastik kuiglik yuvarlak hiicreli 75 85,7 71,4 85,7 14,7 14,3 85,7
timor (7-8)

Duslik dereceli fibromikzoid sarkom 100 100 33,3 0 0 50 50

(2-3)

Ekstraskeletal mikzoid kondrosarkom 100 100 33,3 66,7 0 66,7 33,3
(3-6)

Epiteloid hemanjioendotelyoma (4-6) 50 50 25 60 0 25 75

Epiteloid sarkom (11-19) 42,1 77,8 16,7 81,8 27,3 27,3 63,6
Ewing sarkom (4-6) 0 75 0 66,7 16,7 0 100
Ewing benzeri sarkom (3-5) 0 100 100 100 60 0 100
Fibrosarkomat6z 25 66,7 0 66,7 33,3 33,3 66,7
dermatofibrosarkoma protuberans

(3-4)

Leiomyosarkom (11-80) 53,3 80 45 78,2 43,6 72,7 36,4 19,7 69

Malign periferik sinir kilifi tamori (17- 81,8 47,6 28,6 100 54,5 100 41,2 30 70

22)

Mikzofibrosarkom (8-10) 40 90 0 88,9 66,7 12,5 87,5
Mikzoid liposarkom (15-21) 42,1 76,2 57,1 80 15 86,7 60 6,3 87,5
Myoepitelyal karsinom (1) 100 100 100 100 100 0 100
Pleomorfik liposarkom (5) 40 100 100 100 20 0 80

Rabdomyosarkom (12-15) 93,3 85,7 42,9 60 26,7 58,3 417
Sinovyal sarkom (22-50) 50 94 64,6 82,6 34,8 95,5 40,9 13,6 75

Sklerozan epiteloid fibrosarkom (1-5) 20 0 0 100 0 0 100
Seffaf hiicreli sarkom (2-4) 100 100 0 100 25 100 25 50 50

34

* EMT-TF ile herhangi bir yayginlikta ekspresyon gdsteren olgularin prevalans ytizdelerini temsil etmektedir. Bu stutunda temsil edilen oranlar literatirdeki immunhistokimyasal
caligmalarda gézlenen degerlere benzerdir. ¥’

** EMT-TF ile %80’in lUizerinde ekspresyon gosteren (bu ¢alismada pozitif olarak dederlendirilen) olgularin prevalans yiizdelerini temsil etmektedir.

*** Dediferansiye liposarkom grubunun iginde hem diferansiye ve dediferansiye alanlar bir arada degerlendirilen olgular hem de bu dederlendirmeye alinamamis vakalar temsil
edilmektedir. Bu tablodaki istatiksel analizlerde, diferansiye-dediferansiye karsilastirmasi yapilan olgularin sadece dediferansiye odaklari kullaniimistir.



35

4.1. Karsinomlarda EMT Belirtegleri ve Diger Belirteglerin Ekspresyonu

Tum karsinom olgularinda E-kaderin (n=21) ekspresyonu saptanmistir.

SLUG ekspresyonu karsinomlarin %73,9’'unda saptanmistir. incelenen
her iki Grotelyal karsinom olgusu negatif bulunmustur.

TWISTL1 ekspresyonunun prevalansi %34,8 olarak saptanmigtir.

P-kaderin ekspresyonu olgularin %60’ inda goérulmustir. Akcigerin
skuamdz hucreli karsinomu olgularinin timunde ekspresyon izlenirken (n=3)
klguk hucreli karsinom olgularinda ekspresyon saptanmamistir (n=2). (Sekil
4)

PARAXIS (TCF15) ekspresyonu goOsteren tek olgu kuguk hucreli
karsinom histolojisindedir.
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Sekil 4. P-kaderin. Karsinom olgularinda (6zellikle malign) mezenkimal
tumorlere kiyasla ekspresyon prevalansi yuksek bulunmustur. P-
kaderin ile membran6z immunhistokimyasal reaksiyon veren
endometrium adenokarsinomu olgusu (A,B) ve boyanma

gostermeyen epiteloid hemanjioendotelyoma olgusu (C,D).
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ALDH1 olgularin %52,6’sinda pozitiftir. Prostatik adenokarsinom (n=1)
ve kuguk hucreli karsinomlarda (n=2) pozitifige rastlanmazken mide
adenokarsinomlarinda %100 ekspresyon mevcuttur (n=2).

Beta-katenin ile olgularin hi¢birinde nikleer ekspresyon goriimemigstir
(n=24). Olgularin gok buyuk kisminda (%95,8) membrandz beta-katenin
ekspresyonu gozlenmistir, membrantz beta-katenin ekspresyonunun
saptanmadigi tek olgu Urotelyal karsinom histolojisindedir. (Sekil 5)
Ayirici tanida énemli olabilecek nokta:

e P-kaderin ve membran6z beta-katenin karsinomlardaki prevalansi

(sirasiyla %60 ve 95,8) mezenkimal timorlere kiyasla (sirasiyla %8,6
ve %22,7) yuksektir (p=0.00).

Sekil 5. Beta-katenin. Karsinom olgularinda mezenkimal timorlere kiyasla
membrandz ekspresyon prevalansi yuksek bulunmustur. Beta-
katenin ile membrandz immunhistokimyasal reaksiyon veren akciger
adenokarsinomu olgusu (A,B) ve 6zgun olmayan sitoplazmik
boyanma gdsteren fibrosarkomatéz DFSP olgusu (C,D).
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4.2. Malign Melanomlarda EMT Belirtegleri ve Diger Belirteglerin
Ekspresyonu

Malign melanomlarda E-kaderin (%92,9), membrandz beta-katenin
(%95,8) ile ekspresyon prevalansi yuksek bulunmustur; ALDH1 (%40), TWIST
(%34,8), SLUG (%28,6), TCF15 (%28,6) ve P-kaderin (%6,3) ile duglktir.
NUkleer beta-katenin ekspresyonu goézlenmemistir (n=16). (Sekil 6)

Ayirici tanida énemli olabilecek noktalar;

e Malign melanomda membrandz beta-katenin (%95,8) pozitivitesi

sarkomlara kiyasla (%26,2) yuksek bulunmustur. (p=0.00)
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Sekil 6: Beta-katenin. Malign melanom olgularinda mezenkimal timorlere
kiyasla ekspresyon prevalansi yuksek bulunmustur. Beta-katenin ile
membrandz pozitif malign melanom (A,B) ve 6zgun olmayan
sitoplazmik boyanma gdsteren alveolar soft part sarkom olgusu
(C,D).
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4.3. Mezenkimal Tumorlerde EMT Belirteglerinin Ekspresyonu

4.3.1. SLUG

Mezenkimal timorlerde ekspresyon prevalansi %46,8 olup benign
tumorlerde %55,3, lokal agresiflerde %43,5, metastaz yapabilen ara davranisli
tumorlerde %54,8 ve malign timorlerde %44,7’dir.

Benign timorlerden anjiomyofibroblastom (n=1), dermatofibrom (n=6),
hemanjiom (n=6), leiomyom (n=2), mikzoma (n=3) ve ylzeyel fibromatozis
(n=2); malign timodrlerden Ewing-benzeri sarkom (n=3), myoepitelyal
karsinom (n=1) ve pleomorfik liposarkom (n=5) olgularinin tidmadnde
ekspresyon izlenmigtir. Ayrica benign timorlerden myofibrom (%80); ara
davranisli timérlerden anjiomatoid fibréz histiyositom (%90), Kaposi sarkomu
(%80) ve soliter fibréz timoér (%55,6); malign timdrlerden andiferansiye
pleomorfik sarkom (%68,2), desmoplastik kiuguUk yuvarlak hacreli tumor
(%71,4) ve sinovyal sarkomda (%64,6) da ekspresyon prevalansi rolatif olarak
yuksektir.

Norofibrom (n=5), Schwannom (n=10), agresif anjiomikzom (n=1), atipik
fibroksantom (n=1), DFSP (n=4), parakordoma (n=4), alveoler soft part sarkom
(n=3), Ewing sarkom (n=4), fibrosarkomatdéz DFSP (n=3), sklerozan epiteloid
fibrosarkom (n=1) ve seffaf hucreli sarkom (n=2) olgularinin tumu negatif
olarak degerlendirilmistir. (Sekil 7)

Ayirici tanida 6nemli olabilecek noktalar;

e Dediferansiye liposarkomlarda (%68,2) ve mikzoid liposarkomda
(%57,1) SLUG ekspresyonunun prevalansi mikzofibrosarkomlara (%0)
kiyasla ylksek bulunmustur (p=0,00).

e Ewing-benzeri sarkomlar (%100) ve az diferansiye sinovyal
sarkomlarda (%91,2) SLUG ekspresyonunun prevalansi Ewing

sarkomuna (%0) kiyasla yuksektir (p=0,03).



39

Sekil 7. SLUG (SNAI2). Mezenkimal timorlerde ekspresyonu degisken
yayginlikta olabilmektedir. Resimlerde total ekspresyon kaybi
gOsteren bir lecimyosarkom olgusu (A,B) ile parsiyel kayip gosteren
bir mikzofibrosarkom olgusu (C,D) temsil edilmektedir. Her iki
ekspresyon paterni negatif olarak siniflandirilmigtir. Dediferansiye
liposarkom olgularinda (E,F) neoplastik hucrelerde siklikla >%80

oraninda boyanma goézlenmigtir (pozitif reaksiyon).
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4.3.2. TWIST1

Mezenkimal tumorlerde ekspresyonunun prevalansi %37,4 olarak
saptanmigtir. Benign tumdrlerdeki prevalansi %22,6, lokal agresif ara
davranigli timoérlerde %50, nadiren metastaz yapan ara davranigl timorlerde
%20 ve malign tumorlerde %36,8'dir.

Benign timorlerden anjiomyofibroblastom (n=1), nadiren metastaz
yapan ara davranigh timorlerden atipik fibroksantom (n=1) ve malign
timorlerden myoepitelyal karsinom (n=1) olgularinda ekspresyon mevcuttur.
Ayrica benign tumorlerden dermatofibromlarda (%83,3); ara davranigh
tumorlerden desmoid fibromatozis (%83,3), DFSP (%75) ve Kaposi
sarkomunda (%60); malign timoérlerden alveoler soft part sarkom (%66,7),
Ewing-benzeri sarkom (%60), MPNST (%54,5) ve mikzofibrosarkomlarda da
(%66,4) ekspresyon prevalansi yuksektir. (Sekil 8)

Ayirici tanida 6nemli olabilecek noktalar;

e Desmoid fibromatoziste TWIST1 ekspresyonu (%83,3) monofazik
sinovyal sarkoma kiyasla (%28,6) yuksektir (p=0,01).

e Mikzoid liposarkomda TWIST1 ekspresyonu (%15) mikzofibrosarkoma
kiyasla (%66,4) dusuktir (p=0,00).
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Sekil 8: TWIST1. Mezenkimal timdrlerde ekspresyonu degdisken yayginlikta
olabilmektedir. Resimlerde total ekspresyon kaybi gosteren bir
parakordoma olgusu (A,B) ile parsiyel kayip gdsteren bir monofazik
sinovyal sarkom olgusu (C,D) temsil edilmektedir. Her iki ekspresyon
paterni negatif olarak siniflandirilmigtir. Desmoid fibromatoziste
(E,F) neoplastik hiucrelerde siklikla >%80 oraninda boyanma
g6zlenmigtir (pozitif reaksiyon).
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4.3.3. ZEB1

Sinirh - bir grup vakada incelenmigtir. Mezenkimal tumorlerde
ekspresyon prevalansi %35,2’dir. ZEB1 ile degderlendirilen olgular ya benign
timorler ya da sarkomlar kategorisindedir, ara davranigli timorler
degerlendirilememistir.

Sarkomlardaki ekspresyon prevalansi (%43,5) benign timorlere kiyasla
(%4,3) yuksektir (p=0,00). Mikzoid liposarkomlarda ekspresyonun (%60)
yuksek oldugu dikkati cekmektedir. (Sekil 9)

ot . - ® & d L N\ . L

Sekil 9. ZEB1. Mezenkimal timorlerde ekspresyonu degisken yayginlikta
olabilmektedir. Resimlerde total ekspresyon kaybi gosteren bir
Schwannom olgusu (A,B) ile parsiyel kayip gdsteren bir pleksiform
norofibrom olgusu (C,D) temsil edilmektedir. Her iki ekspresyon
paterni negatif olarak siniflandiriimigtir. Mikzoid liposarkomlarda
(E,F) neoplastik hucrelerde siklikla >%80 oraninda boyanma

gozlenmigtir (pozitif reaksiyon).
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4.3.4. E-kaderin

Mezenkimal tumorlerin yarilya yakininda ekspresyon izlenmistir,
ekspresyon daha siktir (%51,8). Benign timdrlerde prevalans %46,9, nadiren
metastaz yapan ara davranigh tumoérlerde %52,8, malignlerde ise %57,9
olarak kaydedilmigtir. Lokal agresif ara davranigh timdrlerde prevalans diger
gruplara kiyasla dusuktur (%9,1, p=0.00).

Benign tumodrlerden EBV-iligkili diz kas tumoért (n=4), hibrit
schwannom-perinérom (n=3) ve myofibroblastom (n=1) olgularinda negatif
bulunmustur. Lokal agresif grupta sadece bir desmoid fibromatozis olgusunda
pozitiflik izlenmis olup bunun disindaki tim olgular negatif olarak
degerlendirilmigtir (n=11). Anjiomatoid fibréz histiyositomlarda (%14,3)
prevalans dusuktlr, tim dermatofibrosarkoma protuberans (DFSP) olgulari
(n=4) negatiftir. Malign grup icerisinde alveoler soft part sarkom (n=3), Ewing
sarkom (n=6) ve Ewing benzeri sarkom (n=5) olgularinin timu E-kaderin
negatif olarak de@erlendiriimistir. Epiteloid sarkom (%42,1), mikzoid
liposarkom (%42,1), pleomorfik liposarkom (%40), mikzofibrosarkom (%40),
fibrosarkomatdéz DFSP (%25), anjiosarkom (%20) ve sklerozan epiteloid
fibrosarkomda (%20) prevalans dusuktir.

Norofiborom (n=3), anjiomyofibroblastom (n=1), atipik fibroksantom
(n=1), dusuk dereceli fibromikzoid sarkom (n=3), ekstraskeletal mikzoid
kondrosarkom (n=3), myoepitelyal karsinom (n=1) ve seffaf hiicreli sarkom
(n=2) olgularinin tumu pozitif olarak degerlendirilmistir. (Sekil 10)

Ayirici tanida faydal olabilecek noktalar;

o Desmoplastik kiiguk yuvarlak hicreli timorde E-kaderin ekspresyonu
%75 oraninda izlenirken Ewing sarkomda ekspresyon saptanmamistir
(p=0,01).

e Alveoler rabdomyosarkomda E-kaderin ekspresyonu %100 iken Ewing
sarkomda %0’dir (p=0,00).
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Sekil 10. E-kaderin. Neoplastik hicre sinirlarindaki komplet veya inkomplet
cizgisel boyanmalar pozitif olarak degerlendirilmistir. E-kaderin
ekspresyonu gdsteren bir alveoler rabdomyosarkom olgusu (A,B)

ile negatif bir Ewing sarkom olgusu (C,D).

4.3.5. Mezenkimal Tiimorler ve MET profilleri

4.3.5.1. Mezenkimal Tiimorler ve METhigh

Mezenkimal timorlerin %19'u MET"9" profili sergilemektedir. Benign
tiumorlerde %11,6, nadir metastaz yapan ara davranigli timorlerde %22,2 ve
malign timorlerde %20,1 olarak saptanmistir. METM" profiline sahip lokal
agresif timoér yoktur (n=7). Parakordoma (%75),ekstraskeletal mikzoid
kondrosarkom (%66,7) ve rabdomyosarkomlarda (%58,3) prevalansi rolatif
olarak yuksek bulunmustur. Benign timorlerden noérofiborom, schwannom ve
myofibrom olgularinda saptanmis olmasina karsin prevalanslari dusuktir
(£%50).
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4.3.5.2. Mezenkimal Tiimorler ve MET'oW

Mezenkimal timorlerin blylk kismi MET®" profili sergilemektedir
(%71,1). Benign timorlerde %83,7, lokal agresiflerde %57,1, nadir metastaz
yapan ara davranisli timoérlerde %66,7 ve malign timdrlerde %70,5 oraninda
saptanmigtir.  Desmoid fibromatozis (%25), parakordoma (%25),
rabdomyosarkom (%41,7) ve ekstraskeletal mikzoid kondrosarkom (%33,3)

olgularinda prevalansi gorece duguktur.

4.3.5.3. Mezenkimal Tiimorler ve MET"¢¢

Mezenkimal tumorlerde nadir olarak MET™9 profili gozlenmektedir
(%9,8). Benign tumorlerde %4,7, lokal agresiflerde %42,9, nadir metastaz
yapan ara davranigli timoérlerde %11,1 ve malign timorlerde %9,4 oraninda
saptanmistir. Desmoid fibromatoziste (%75) ve Ewing-benzeri sarkomlarda
prevalansi gorece yuksektir (%66,3). Benign timoarler iginde goéruldagu tek
olgu dermatofibrom histolojisindedir (%16,7).

Lokal agresif timorlerde MET™ prevalansi (%42,9), diger yumusak
doku timdrlerindekine kiyasla (%8,3) yuksek bulunmustur (p=0,02). Lokal
agresif grupta MET™9 bulunan vakalarin tGminin desmoid fibromatozis

histolojisinde oldugu dikkati cekmektedir (n=3).
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Tablo 6. Tim mezenkimal timoérlerin diger belirteclerle ekspresyon oranlari

TANI (n)

Karsinomlar (19-25)

Malign melanomlar

(14-16)

Mezenkimal Tiimérler (382-403)

Benign (37-52)
Anjiomyofibroblastom (1)
Dermatofibrom (6)

EBYV iliskili diz kas tumori (4)
Hemanjiom (3-6)

Hibrit schwannom - perinérom (3)
Leiomyom (2)

Mikzoma (1-2)

Myofibroblastom (1)

Myofibrom (5-6)

Norofibrom (3-10)

Schwannom (7-10)

Yuzeyel fibromatozis (1-6)
Iintermedier - lokal agresif (5-23)

Agresif anjiomikzom (1)

Desmoid fibromatozis

(4-11)

Atipik lipomatdz timor/iyi diferansiye

liposarkom (1-11)

Intermedier - nadir metastaz yapan (36-
43)
Atipik fibroksantom (1)
Anjiomatoid fibréz histiyositom (8-10)
Dermatofibrosarkoma protuberans (3-5)
Kaposi sarkomu (4-5)
Parakordoma (3-4)
Soliter fibroz timaor (18-20)
Malign (85-305)
Alveolar soft part sarkom (3)
Andiferansiye pleomorfik sarkom (9-11)
Anjiosarkom (2-7)
Dediferansiye liposarkom* (27-31)
Desmoplastik kuc¢ik yuvarlak hucreli
timor (7)
Duslk dereceli fibromikzoid sarkom (1-
4)
Ekstraskeletal mikzoid kondrosarkom
(3)
Epiteloid hemanjioendotelyoma (3-5)
Epiteloid sarkom (15-18)
Ewing sarkom (4-6)
Ewing benzeri sarkom (3-5)
Fibrosarkomattz dermatofibrosarkoma
protuberans (3-4)
Leiomyosarkom (76-83)
Malign periferik sinir kilifi timori (21-23)
Mikzofibrosarkom (6-10)
Mikzoid liposarkom (17-21)
Myoepitelyal karsinom (1)
Pleomorfik liposarkom (5)
Rabdomyosarkom (13-16)
Sinovyal sarkom (47-49)
Sklerozan epiteloid fibrosarkom (1-2)
Seffaf hiicreli sarkom (2-4)

P-
kaderin
60
6,3

[eNelecllolole] o [eNeNelloNelelloNe) g
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17,1
9,1
0
0

0
18,8
12,2

0

50

TCF15

4,8
28,6

13,4

25
100
50
0
66,7
66,7

9,3

10

15
12,8

10
14,3

20
7,1
8,3
0
33,3

ALDH1

52,6
40

33,5

56
100
100

0
16,7
100

50

50
100
16,7

66,7
100

16,7
40

50

58,5

88,9
50

70
26
33,3
40

27,6
57,1

40
40
25

20
59,1
22,2
61,1
100
20
7,7
8,2

0

Beta-katenin
(nuikleer)
0
0

4,4

0

o OO ooo

o oo

N
o

100

o
i

cocoowkFPooooo
[

3,7

66,7

OO oOooo

Beta-katenin
(membranéz)
95,8
81,3

23,2

10,8

15,4

100
25

40
25

26,2
33,3
18,2

3,7
85,7

33,3

60
31,3
66,7

60

20,5
19
0
0
100
0
68,8
31,9
0
100

* Dediferansiye liposarkom grubunun iginde hem diferansiye ve dediferansiye alanlari bir arada degerlendirilen
olgular hem de s6z konusu degerlendirmeye alinamamis vakalar temsil edilmektedir. Bu tablodaki istatiksel
analizlerde, diferansiye-dediferansiye karsilastirmasi yapilan olgularin sadece dediferansiye odaklar kullaniimistir.
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4.4. Mezenkimal Tumorler ve Beta-Katenin

4.4.1. Nukleer Beta-katenin Ekspresyonu

Nukleer beta-katenin ekspresyonu incelenen tim olgular igerisinde
toplam 17 vakada saptanmis olup prevalansi oldukga dusuUktir (%4,4).
Prevalans malign timorlerde %3, nadiren metastaz yapan ara davranigli
tumorlerde %5,1 olup lokal agresif ara davranigh timorlerde %40’a
yukselmektedir. Benign timorlerde ekspresyon izlenmemigtir.

Lokal agresif timér grubunda sadece desmoid fibromatoziste ve bu
taniyr almig olgularin timinde niikleer ekspresyon izlenmistir (n=6). Incelenen
iki ekstraskeletal mikzoid kondrosarkom olgusunda (%66,7) mevcuttur (n=3).
Serideki tek myoepitelyal karsinom olgusunda hem membranéz hem nkleer
ekspresyon dikkati cekmistir. Pozitif saptandigi diger antitelerde (Tablo 7)
ekspresyon orani %50’den kuguktar. (Sekil 11)

Tablo 7. Mezenkimal Tumorlerde Nukleer Beta-Katenin Ekspresyonu

Niikleer Beta-Katenin Ekspresyonu izlenen Tiimérler

Ara Davranigh
Desmoid fibromatozis
Soliter fibréz timor
Malign
Dediferansiye liposarkom
Ekstraskeletal mikzoid kondrosarkom
Leiomyosarkom
Mikzofibrosarkom
Myoepitelyal karsinom

Sinovyal sarkom
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Sekil 11. Beta-katenin. Neoplastik hicrelerde nukleer boyanma gozlenen
olgularda siklikla paranitkleer damlacik tarzi yogun sitoplazmik
boyanmalar da eslik etmektedir. Nikleer beta-katenin ekspresyonu
gOsteren desmoid fibromatozis (A,B) ve myoepitelyal karsinom
olgusu (C,D).

4.4.2. Membranoz Beta-katenin Ekspresyonu

Mezenkimal tumor olgularinda membranoz beta-katenin
ekspresyonunun prevalansi dusuktir (%23,2). Prevalanslar benign timorlerde
%10,8; nadiren metastaz yapan ara davranigh tumorlerde %15,4 ve
malignlerde %26,2 olarak gézlenmigtir. Lokal agresif grupta membrandz beta-
katenin ekspresyonu izlenmemigtir (n=15).

Benign tumorler arasinda hemanjiomlarin timunde (n=3) ve bir
leiomyom olgusunda (n=2) pozitiflik saptanmistir. Ara davranigli tumor
grubunda atipik fibroksantomda pozitif bulunmustur (n=1). Malign tiumorler
arasinda desmoplastik  kuguk yuvarlak hicreli tumor  (%85,7),
rabdomyosarkom (%68,8) ve Ewing sarkomda (%66,7) yuksek oranda
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ekspresyon mevcuttur. Serideki tek myoepitelyal karsinom olgusu hem
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Sekil 12. Beta-katenin. Neoplastik hicrelerde sitoplazmik sinirlarin en az

ucte ikisini belirginlestiren, nukleus ve membran arasindaki
mesafenin ayirt edilebildigi boyanmalar pozitif kabul edilmistir.
Membranoz beta-katenin ekspresyonu gosteren desmoplastik
kUguk yuvarlak hicreli timor (A,B) olgusu ile 6zgin olmayan
sitoplazmik boyanma gdézlenen myofibrom olgusu (C,D). Endotel

hicrelerinde membrandz boyanmalarla siklikla karsilagiimistir.

4.5. Mezenkimal Timorler ve TCF15 (PARAXIS)

Mezenkimal tumor ekspresyon prevalansi dusik bulunmustur (%13,4).
Benign yumusak doku timoarlerinde TCF15’in prevalansi diger yumusak doku
tumorlerine kiyasla yuksektir (%25, p=0,02). Prevalans nadir metastaz yapan

ara davranigli yumusak doku timoérlerinde %9,3, malignlerde %12,8 olarak
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saptanmigtir. Lokal agresif olgularin tima negatif olarak degerlendirilmistir
(n=18).

Benign timdrlerden hemanjiomlarda prevalans rélatif olarak ylksektir
(%66,7). Dermatofiorom olgularinin yarisinda ekspresyon goézlenmistir.
incelenen (i¢ hibrit schwannom-perinérom olgusunun ikisinde ve bir
anjiomyofibroblastom olgusunda da ekspresyon mevcuttur. Malign tumarler
icerisinde U¢ Ewing-benzeri sarkom olgusunun ikisinde pozitiflik gézlenmisgtir.
(Sekil 13)
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Sekil 13. TCF15 (PARAXIS). Nukleer ekspresyon pozitif olarak
degerlendirilmistir. Ekspresyon gdsteren bir Ewing-benzeri sarkom
olgusu (A,B) ve negatif bir atipik lipomatdz timdr olgusu (C,D).

4.6. Mezenkimal Tumorler ve ALDH1

Mezenkimal timorlerin yaklasik Ucte birinde ekspresyon gézlenmistir
(%33,5). Prevalans benign timorlerde %56 ve metastaz yapabilen ara
davranigli timoérlerde %58,5 olup yaridan fazladir. Lokal agresif (%40) ve
malign timorlerde (%26) daha duaguktar.
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Benign timorler arasinda tim dermatofiborom (n=6) ve Schwannom
(n=10) vakalarinda ekspresyon go6zlenmistir. Metastaz yapabilen ara
davranigli timorlerden anjiomatoid fibréz histiyositom (%88,7) ve soliter fibroz
timorde (%70); malign timdrlerden mikzoid liposarkom (%61,1), malign
periferik sinir kilifi timort (%59,1) ve desmoplastik kuguk yuvarlak htcreli
timorde (%57,1) prevalans yuksek bulunmustur. (Sekil 14)

Ayirici tanida faydali olabilecek noktalar:
e Sinir kilifi timorlerinde ALDH1 ekspresyonun prevalansi (%73,7) diger
yumusak doku tumorlerine (%27,9) kiyasla prevalansi yuksektir.
e Soliter fibroz timdérde ALDH1 ekspresyonun prevalansi %70 iken
monofazik sinovyal sarkomda %9,5’tur (p=0,00).
e Malign periferik sinir kilifi timorinde ALDH1 ekspresyonun prevalansi

%59,1 iken monofazik sinovyal sarkomda %9,5’tur (p=0,00).

e Mikzoid liposarkomda yaygin (neoplastik hicrelerin >%25’inde) ALDH1
ekspresyonun prevalansi %61,1 oraninda gérulurken,

mikzofibrosarkomda %11,1°dir (p=0, 02).
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Sekil 14. ALDHL1. Sitoplazmik ve nukleer ekspresyon pozitif olarak
degerlendirilmigtir. Ekspresyon gosteren bir MPNST olgusu (A,B)
ve negatif bir monofazik sinovyal sarkom olgusu (C,D). Mezenkimal
tumorlerde siklikla neoplazma eslik eden dendritik hucreleri

belirginlestirmistir.

4.7. Mezenkimal Tumorler ve P-kaderin

Mezenkimal timorlerde ekspresyon prevalansi olduk¢a dusuktir
(%8,9). Sarkomlarda P-kaderin pozitifliginin prevalansi %11,6 iken diger
mezenkimal timorlerde %0,9 bulunmustur (p=0,00). Sarkom kategorisinde
olmayip P-kaderin ekspresyonu saptanan tek olgu anjiomatoid fibroz
histiyositom histolojisinde olup bu antite de metastaz potansiyeline sahip
tiumorler arasindadir. Ekspresyon prevalansinin en yuksek bulundugu tumor
grubu epiteloid sarkomdur (%33,3). Benign ya da lokal agresif timorlerde

ekspresyon gorulmemistir. (Sekil 15)
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Sekil 15: P-kaderin. Hlcre sinirlarini komplet veya inkomplet belirginlestiren

membrandz ekspresyon pozitif olarak degerlendirilmistir.
Ekspresyon gosteren bir epiteloid sarkom olgusu (A,B) ve negatif

bir leiomyom olgusu (C,D).

Tablo 8. Mezenkimal Tumorlerde P-kaderin Ekspresyonu (n=5)

P-kaderin Ekspresyonu Saptanan Mezenkimal Tumorler

Intermedier/nadiren metastaz yapan
Anjiomatoid Fibréz Histiyositom
Malign
Seffaf hiicreli sarkom
Dediferansiye liposarkom
Desmoplastik kiglk yuvarlak hiicreli timor
Epiteloid sarkom
Leiomyosarkom
Malign periferik sinir kilifi timaori
Rabdomyosarkom
Sinovyal sarkom
Andiferansiye pleomorfik sarkom
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4.8. Lenf Nodu Metastazi Yapan Sarkomlarda Primer ve Metastaz
Odaklarinin EMT/MET Belirtegleri ve Diger Belirteglerle

Ekspresyonu

Lenf nodu metastazi yapan sarkomlarda immunhistokimyasal
analizlerde antikorlarin ekspresyon yayginligi kantitatif olarak verilmistir.
Ayrica bu olgular MET profilleri bakimindan kategorik olarak (var/yok) da
degerlendirilmistir.

Butun antikorlarla primer ve metastaz odaklarinda ekspresyon
yayginhgi agisindan fark saptanmamigtir (p>0,05). TWIST1 ekspresyonu igin
p degeri 0,066 olup esik degere yakindir. Bu bulgu, érneklem sayisinin daha
genis tutulabilmesi halinde metastaz odaklarinda TWIST1 ekspresyonun

anlamli olarak daha yuksek bulunabilecegini de distindirmektedir. (Tablo 9)



Tablo 9. Lenf nodu metastazi yapan sarkomlarda EMT/MET belirtecleri ve diger belirteclerle ekspresyon yayginliklarinin

primer ve metastaz odaklarinda karsilastiriimasi

Analiz Ekspresyon Ekspresyon Medyan Medyan Ceyrekler Ceyrekler P
(Pozitif olgu/n) Primer Metastaz arasi (25.-75. arasi (25.-75.
(n=7) (Pozitif olgu/n) Metastaz* persentil) persentil)
Primer* dagilim aralhigi | dagilim arahgi
Primer Metastaz
E-kaderin 717 6/7 0,02 0,19 0,19 0,05 0,138
SLUG 217 417 0,48 0,61 0,8 0,8 0,108
TWIST1 1/7 417 0,50 0,70 0,70 0,40 0,066
P-Kaderin 37 417 0 0 0,01 0,05 0,715
ALDH1 217 1/7 0 0 0,95 0 0,180
TCF15 217 217 0 0 0,01 0,01 0,854
(PARAXIS)
Beta-katenin 417 6/7 0,01 0,12 0,05 0,94 0,08
(membrandz)
Beta-katenin 1/7 o/7 0 0 0 0 0,317
(nUkleer)

* Primer ve metastaz odaklarinda ekspresyon varlidi bakimindan da herhangi bir belirtecle fark saptanmamigtir. (p>0,05)
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Primer ve metastaz odaklarinda ya MET'"" (primerdeki prevalansi
%57,1, metastazdaki prevalansi %77,8) ya da MET"9" (primerdeki prevalansi
%42,9, metastazdaki prevalansi %22,2) profile sahip vakalar gérilmistir. iki

odak arasinda MET profilleri bakimindan fark izlienmemistir (p>0,05). (Tablo

10)

Tablo 10. Lenf nodu metastazi yapan sarkomlarinda primer ve metastaz

odaklarinin MET profilleri agisindan karsilastiriimasi

MET profili Primer- Primer- Primer® | Primer® | P degeri
Met Met* Met" Met*
(n=7) (n) (n) (n) (n)
METH"gh 4 0 2 1 0,479
MET!"w 1 2 0 4 0,479
MET"9 7 0 0 0 *

* Higbir olguda MET"e9 profil saptanmadigindan kargilastirma yapilamamaktadir

4.9. Dediferansiye Liposarkomlarda Diferansiye ve Dediferansiye

Odaklarin EMT/MET Belirtecleri ve Diger Belirteglerle Ekspresyonu

Dediferansiye liposarkom olgularinda ekspresyon statlleri kategorik
(var/yok) olarak degerlendirildi.

Ekspresyon prevalansilari:

e E-kaderin ile diferansiye odaklarda %69,2, dediferansiye odaklarda
%56,3

e SLUG ile diferansiye odaklarda %58,3 , dediferansiye odaklarda
%64,3

e TWIST1 ile ekspresyon prevalansi diferansiye odaklarda %33,3,
dediferansiye odaklarda %50

e ALDH1 ile diferansiye odaklarda %30,8, dediferansiye odaklarda
%35,7

e TCF15 ile diferansiye odaklarda %20, dediferansiye odaklarda %42,9

e Ndukleer beta-katenin ile diferansiye odaklarda %7,1, dediferansiye
odaklarda %7,7 olarak saptandi.
Olgularin higbirinde, gerek diferansiye gerek dediferansiye odakta,

membrandz beta katenin veya P-kaderin ekspresyonu izlenmedi.
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Diferansiye ve dediferansiye odaklar arasinda ekspresyon prevalanslari
bakimindan higbir antikorla fark saptanmadi (p>0,05). MET profilleri agisindan
her U¢ antikorla (E-kaderin, SLUG ve TWIST1) bir arada degerlendirilebilmis
olan 7 olgu analize dahil edilebildi. MET"9 profil diferansiye odaklarda
goOrulmeyip sadece dediferansiye odaklarda saptanabildiginden karsilastirma
yapilamadi. MET"" ve METMd" bakimindan odaklar arasinda fark saptanmadi
(p>0,05). (Tablo 11)

Tablo 11. Dediferansiye liposarkomlarda diferansiye ve dediferansiye
odaklarin MET profilleri ve immunhistokimyasal ekspresyon

statuleri agisindan karsilastiriimasi

Analiz Dif Dif Dif* Dif* P degeri
Dedif Dedif* Dedif Dedif*
(n) (n) (n) (n)

E-kaderin (n=13) 2 2 4 5 1
SLUG (n=12) 4 1 1 6 1
TWIST1 (n=10) 3 3 0 4 0,248
ALDH1 (n=12) 7 2 1 2 1

P-kaderin (n=13) 13 0 0 0 *
TCF15 (n=13) 6 4 1 2 0,371
Membranéz beta- 12 0 0 0 *x
katenin (n=12)
NUkleer beta- 11 1 0 0 *hx
katenin (n=12)
MET"9" (n=7) 6 0 0 1 1
MET"" (n=7) 1 0 3 3 0,248
MET" (n=7) 4 3 0 0 *

* Diferansiye odaklarda MET"® profil saptanmadigindan karsilastirma yapilamamaktadir.
**Hicbir olguda membranéz beta katenin veya P-kaderin ekspresyonu saptanmadigindan
karsilastirma yapilamamaktadir.
***Diferansiye odaklarda nikleer beta-katenin ekspresyonu saptanmadigindan karsilastirma

yapilamamaktadir.

4.10. immiinhistokimyasal Belirteclerin Kendi Aralarindaki iligkilerinin

Degerlendirilmesi

ZEB1 ve MET profilleri arasindaki iligki irdelenmistir. MET"9 profile
sahip olgularin %100’Ginde, MET" ’larin %42,4'Unde ve MET"9" ’larin
%21,4'Unde ZEB1 ekspresyonu mevcuttur (p=0,03). Bu durum MET
profilleriyle mezenkimal bir belirteg olan ZEB1 ekspresyonunun anlamli bir

paralellik gosterdigine isaret etmektedir.
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MET"9 profili olan olgularin %14,3'Unde nukleer beta katenin
ekspresyonu gozlenirken MET"" veya METY olgularin  %2,5'unda
saptanmistir (p=0,01).

Membrandz beta-katenin ekspresyonu olan olgularin %80’'inde E-
kaderin ile de pozitiflik saptanirken, olmayan olgularin %46,9'u E-kaderin
pozitiftir. (p=0,00).
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5. TARTISMA

Bu tez galismasi, ilk defa genis bir mezenkimal timdr spektrumunda
immunhistokimyasal olarak EMT-TF’leri, P-kaderin’i, ALDH1’1 ve sarkom digI
mezenkimal tUumorlerde immunhistokimyasal E-kaderin ekspresyonunu analiz
eden bir caligmadir. Ayrica embryolojik gelisim makalelerinde ismi daha ¢ok
anilan TCF15 (PARAXIS) immunhistokimyasini herhangi bir timor grubunda
ilk defa ele almasi ve mezenkimal timoérlerde membrandz beta-kateninin
ekspresyonuna yonelik MET perspektifinden daha derin bir kavrayis sunmayi
hedef almasiyla da 6zgun niteliktedir.

Sarkomlardaki EMT calismalari bu timorlerin EMT perspektifinden
molekuler imzalarini skorlamayi gindeme getirmis, yeni siniflamalarin éninu
agmaya basglamistir. Daha kotlu klinik seyirle iliskilendirilen mezenkimal-
benzeri sarkomlar ile daha iyi seyirli epitelyal-benzeri sarkomlarin 6ne
slirilmesi buna o6rnektir. % Siphesiz ki molekiler veriler her zaman
immunhistokimyasal ekspresyon sonugclari ile birebir értismemektedir. Bu
baglamda calismamizin da - literatirden destek alarak — immunhistokimya
bazli olarak kendi 6znel siniflamasini ortaya koydugu soylenebilir (Or.
MET"9M1n “imminhistokimyasal epitelyal benzeri’yi temsil ettigi diistnlebilir).
Ote yandan cgalisma, malign olmayan biyolojik davranisli timérleri de bu
yonden ele almasi ile de 6zgunddr.

Neoplazi spektrumunda gézlenen molekuler patolojilerle EMT arasinda
onimulzdeki yillarda daha fazla kopruler kurulacaktir. Calismamizin da
kurulacak bu koprulerin anlamlandirilmasinda, bir diger deyisle tumor geligimi
ve evriminin izinin surtlmesine rehberlik etmesi beklenebilir.

Tez kapsamina alinan veri seti oldukg¢a buayuktar. TUmor tipi bazinda bu
verilerin agilimlarini bu ¢alisma kapsamina almak mumkdan gorulmemistir.
Yine de yer verilen referans tablolarin yardimiyla spesifik timor tipleri Gzerine
calismalar, literatirdeki bilgi birikiminin de artmasiyla, derinlegtirilebilir.
Dolayisiyla temel bilgilerden hareketle genel olarak mezenkimal timorleri
anlamaya yoOnelik soru basliklari sunulacak, belirtecler bu bagsliklar altinda
tartigilacaktir. Buna ek olarak patoloji pratiginde sik karsilasilan ayirici tani
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zorluklarina da yer verilerek bulgular pragmatik bir bakis agisiyla da ele

alinacaktir.

5.1. MET Belirteglerinin immiinhistokimyasal Ekspresyonlari ile
Mezenkimal Tiimorlerin Biyolojik Davranisi Arasinda Nasil Bir iliski

Mevcuttur?

Mezenkimal epitelyal transizyon, mezenkim fenotipindeki bir hicrenin
epitelyal fenotipe dénusimunu ifade etmektedir. Bu dénisim; varligi ya da
yokluguna tek hucre duzeyinde gozlemsel kriterler dahilinde htukmedilebilen
bir fenomendir. Mezenkimal epitelyal transizyonun; duzenleyici sinyal
yolaklari, transkripsiyon faktorleri ve yapisal molekillerin her birinin kendine
ait 6zgun rollerinin bulundugu karmasik bir intraselller agin nihai ¢iktisi oldugu
belirtiimektedir. Hucresel plastisitenin birbirine karsit duran bu “ayarlari”
kosullara bagli olarak cesitlilik gdstermektedir. immunhistokimyasal analizin
buradaki rolu klinik baglamin icerisinde bu ayarlarin nasil degisebilecegini 6n
gormek ve bu degisiklikler ile iligkili olabilecek olasi molekuler, biyokimyasal,
fizyopatolojik surecler konusunda rehberlik etmektir.

EMT/MET parametrelerindeki bireysel degisikliklerin fenotip Gzerinde
dogrudan donustirici bir etki gostermeyebilecegini akilda tutmak gerekir. 62
Bir diger deyigle hucresel plastisitenin belirlenmesinde, hudcrenin kendi
nitelikleri ve mikrogevresi basta olmak tUzere baglamin dnemi vazgecilmezdir.

MET’in kendisi ile MET literatlrinde rastlanan “MET-benzeri fenomen”
kavramlarini da birbirinden ayirmak gerekir. “MET-benzeri fenomen” ile
mezenkimal donUsumuin susturuldugu ve/veya epitelyal donusimin
uyarildigi, ancak bunun epitelyal lehine fenotipik bir ¢iktisinin bulunmadidi ya
da bu parametrelerdeki degisikliklerle fenotip korelasyonunun kurul(a)madigi
durumlar kastedilmektedir, genis bir spektrumdur. MET’i destekleyici
immunhistokimyasal bulgular hicrelerde minimum MET-benzeri fenomenlerin
varligina, dolayisiyla MET egilimine/kapasitesine isaret edebilmektedir, ancak
tek basina MET anlamina gelmemektedir.

Mezenkimal-epitelyal-transizyonun mezenkimal tumdrlerdeki biyolojik

anlamiyla ilgili literatirde yer yer celisen ifadeler bulunmaktadir, bir diger
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deyisle bu tumadrlerde MET varliginin biyolojik davranigi ne yonde degistirdigi
kesin olarak bilinmemektedir. Sarkomlarda MET transkripsiyon profilinin ve E-
kaderin ekspresyonunun daha iyi prognozla iligkilendirildigi yayinlar oldugu gibi
163 mezenkimal hicrelerdeki MET’in bu hiicrelerden hibrit, olumsuz
mikrogevre kosullarina direncli, dolayisiyla metastaz yapabilecek hibrit
fenotipleri olusturabilecedi de bildirilmistir.’* Bu karmasanin altinda yatan
baslica nedenler sunlardir:

e Kilinik baglam icerisinde belirteglerin kantitasyonuna iligkin olarak neyin
epitelyal neyin mezenkimal fenotip lehine yorumlanmasi gerektigi
konusunda bir standardizasyon bulunmamaktadir. Bu durum
literatUrdeki kantitatif temelli yayinlarin guvenilirligini
kisitlayabilmektedir. Nitekim c¢alismamizda kullanilan kriterler de
subjektiftir.

e  Yayinlar siklikla MET'i referans alsa da sarkomlarda MET yani sira 32
EMT'nin de gorilebilecegini destekleyen yayinlar mevcuttur. 2425
Erigkindeki multipotent kok hucrelerin de EMT gecirebilecegini
modelleyen calismalarin da bulundugu dikkate alinirsa, bu goérus
mantida aykiri degildir. 8 Karsinomlarda EMT ve MET timorin evrimi
icerisinde birbirini takip edebilmektedir. Embryolojik gelisimde de benzer
bir ardisikliktan bahsetmek mimkuindur. 8 Teorik olarak karsinomlarda
oldugu gibi hem EMT hem MET tumd&rin progresyonu sirasinda farkh
asamalarda devreye girebilir ve bu anlamda prognozu hangi surecin
belirledigini kestirmek gug olabilir.

e EMT/MET,; tumor imzasi olan genetik degisikligin dogrudan hedefi
olabilmektedir (6r. SYT-SSX fuzyonlarinin SNAIL'’i baskilayabilmesi ya
da p53 mutasyonlarinin EMT iligkili miRNA’lari module ederek ZEB1
ekspresyonunu artirmasi gibi ). S6z konusu degisiklikler paralel olarak
tumor progresyonunu kolaylastirabilecek diger hucre igi sinyalleri de
etkileyebileceginden onkojenik aktivasyonun etkileri EMT
programlarinin etkileriyle i¢ ice gegmektedir. Bu durum prognostik

belirleyiciyi ayirt etmede glglik yaratmaktadir. 15:22:34
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Dolayisiyla bu galigma farkli biyolojik davraniglara sahip mezenkimal
tumorleri bir arada degerlendirerek bunlardaki MET-benzeri fenomenleri
kesfetmeyi ve irdelemeyi hedeflemis, s6z konusu ikilemlere kendi olanaklari
Olgusunde netlik kazandirmayir amaclamigtir.

Calismaya EMT/MET’le dogrudan iligkisi bilinen t¢ belirte¢ alinmigtir:
E-kaderin, SLUG ve TWIST1. E-kaderinin kemik ve yumusak doku
sarkomlarindaki ekspresyon prevalanslarini 90’larda Sato ve ark. ¢alismistir.
30 Bu calismada ozellikle epiteloid morfoloji sergileyen timorlerde ekspresyon
sik bulunmus, E-kaderin’in bu neoplazmlarda hicre mimarisini desteklemede
gOrev alabilecegi 6ne surulmustir. Mevcut tez cgalismasinda E-kaderin,
epiteloid morfolojili bazi timodrler de dahil olmak Gzere her tir biyolojik
davranisa sahip mezenkimal timoérde ve hatta mezenkimal timor
populasyonunun yariya yakininda saptanmistir. Bu bulgu normal sartlar
altinda mezenkimde ekspresyonu beklenmeyen E-kaderin’in mezenkimal
timoér baglaminda hic de seyrek olmadigini ve tumoéran epitelyal
donusumunde azimsanamayacak bir role sahip oldugunu desteklemektedir.
Ewing sarkomlarda E-kaderin ile ekspresyon saptanmamistir, bu bulgu yine
literatlrde Ewing sarkomlarda birgok epitelyal belirteci immunhistokimyasal
olarak bir arada calisan bir yayinla uyumludur.3® SLUG ‘1 genis mezenkimal
timor serilerinde calisan bir yayina rastlanmamig olmakla birlikte
gastrointestinal stromal tumorlerdeki KIT mutasyonlarinin akis asagi etkileri
arasinda SLUG asiri ekspresyonunun bulundugu ve bunun nikssuz sagkalim
bakimindan olumsuz prognostik bir belirte¢ oldugunu bildirilmistir. 2 TWIST1
ekspresyonu karsinom c¢alismalarinda agresif biyolojik davranigla iligkili
bulunmus ve birgok karsinom alt tipinde de kotu prognoz ile iligkilendirilmistir.
66 Belli sarkomlarda TWIST1'in immuinhistokimyasal ekspresyonunun sik
oldugu gozlenmekle birlikte karsinomlarin aksine bu bulgunun klinik baglam
icinde tek basina olumsuz prognostik bir anlami olup olmadigi
bilinmemektedir. %> SLUG veya TWIST ile herhangi bir diizeyde
immuanhistokimyasal ekspresyon gdsteren mezenkimal tumor olgulari %80’i
asmaktadir. Bu bulgu mezenkimal timdrlerde siklikla bazal bir mezenkimal

dizenegin hucre igerisinde igletiimeye devam ettigine igaret etmektedir. Buna
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karsin bu belirteglerle ekspresyon kayiplari her ikisi icin %50’yi agmaktadir Ki
bu da hucrelerdeki fenotipik degisim egilimlerinin ¢ogunlukla bulunduguna
isaret etmektedir.

Hicre ici EMT-dUzenleyici aglarin nihai c¢iktisi hlicresel fenotipte
belirleyicidir. Bu nedenle bu galismada EMT/MET parametrelerini tek baslarina
degerlendirmek yerine bir araya getirilerek MET profillerinin olusturulmasi
ihtiyaci dogmustur. Elbette hcre igerisindeki EMT “fabrikasinin® bu g
parametreden daha fazlasi oldugunu belirtmek gerekir. Dolayisiyla
calismamiz Ozellikle mezenkimal timorlerde bildirilen diger
epitelyal/mezenkimal belirtecler de eklenerek ileride daha da rafinelegtirilebilir.
Nitekim EMT/MET 'te kritik bir diizenleyici olarak anilan ZEB1 ¢ ekspresyonu
ile bu calismadaki MET profilleri arasinda kurulan istatistiksel paralellikler
ZEBT’in bdyle bir ¢alisma i¢in aday belirte¢ oldugunu gostermektedir.

Bu antikor paneli, mezenkimal timorlerdeki guvenilirligini konuyla ilgili
temel bilgiler ve referans makalelerden almaktadir. 7 Nitekim mezenkimal
timorlerde bugunku bilgi birikimiyle timor tipi bazli spesifik kanitlara dayal bir
kurgu yapmak gugtur. Bu guclugun altinda; teknik sinirlihiklari olan hucre
¢alismalarinin az sayida sarkom tipine odaklanabilmesi ve hicreler Gzerindeki
deneysel etkilerin klinik baglamla ne derecede o6rtistugunun iyi bilinmemesi
yatmaktadir. Ancak literatirdeki su calismalardan da destek almak
mumkundur: Yang ve ark.nin leiomyosarkom hucreleri ile yaptiklari;
immunhistokimya, protein analizi ve hucre kultira gibi tetkikleri bir araya
getirdikleri calismalarinda siRNA aracilikll SLUG susturmasinin gergekten de
E-kaderinin downregulasyonuna neden oldugu, yani sira hucrelerde igsi
fenotipten ovaloid fenotipe gecisi sagladi§i gosterilmistir. * Guo ve ark.’nin
Saos-2 osteosarkom hiucreleri Uzerindeki calismalarinda ¢ozlnebilir Lrp5
(sLrp5) transfeksiyonunun Wnt sinyali blokaji Gzerinden SLUG ve TWIST'in
downregullasyonuna, membranda E-kaderin artigina ek olarak fenotipik olarak
da epitelyal donisime yol actigi gosterilmigtir. 68

Bu ¢alismadaki “MET profilleri” aslinda sadece, farkh timorlerin MET
programlarini ne derecede kullanabileceklerini ortaya koyabilir. Tamorlerin

biyolojik davraniglarina gore yapilan histopatolojik siniflamalar aslinda birer
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potansiyeli ifade etmekle birlikte bu potansiyellerin her zaman pratik bir
karsilidi olmak zorunda degildir. Dolayisiyla bu belirteclerin biyolojik davranisa
etkilerini tartisabilmek icin incelenen her bir tumorun klinik seyir verilerine
ihtiyacg vardir, ki bu galismanin kapsami diginda kalmistir. Yine de s6z konusu
verilerin eklenmesiyle ¢calismamiz zenginlestirilebilir.

Neden “EMT profilleri’ degil de “MET profilleri” sorusunun cevabil,
yukarida belirtilen yayinlarin da 1siginda, zaten normal sartlar altinda
mezenkimal hucrelerde siklikla eksprese oldugu bilinen bu molekullerde
anlamli farklarin ekspresyon kaybini temel alan MET perspektifinden elde
edilebilecegi 6n gorusudur. Ancak MET, EMT'nin resiproku oldugundan elde
edilen veriler, ters ilgi kurularak EMT go6ziyle de okunabilir.

Bu calismada E-kaderin ekspresyonuna ek olarak hem SLUG hem
TWIST ekspresyonunda kayip gorilen olgular MET"9"  olarak
siniflandiriimistir. METM9" olgulari, her (¢ belirteci kullanarak MET veya MET-
benzeri programlanmalar gosterme egilimine/kapasitesine sahip olgular olarak
tanimlamak mumkuandir. E-kaderin ekspresyonu gostermeyen ve ek olarak
SLUG ve de TWIST ile ekspresyon kaybi gostermeyen olgular MET"®9 olarak
siniflandinimistir. MET™®9 ile; bu belirtegler bakimindan normal mezenkime
benzeyen bir profil sergileyen, epitelyal dénusime egilim gdstermedigi
dusundlen olgular tanimlanmistir. MET'®Y ile bu iki sinifa giremeyen tim
olgular tanimlanmistir. Bu tanim MET ya da MET-benzeri programlanmalar
gosterme konusunda kismen istekli kismen isteksiz olan olgular olarak
dusundlebilir. Bu galismada incelenen tim mezenkimal timor olgularinda bu
profile uyan vakalara rastlanmistir.

MET’in mezenkimal tumoérler agisindan (ve aslinda EMT'nin de
karsinomlar acgisindan) en onemli biyolojik anlami metastazdir. Ancak bu
calismalardaki MET profillerini yorumlarken dikkatli olunmali; mezenkimal
timorlerde tGmor-mikrogevre etkilesimi, onkojenik aktivasyonlarin alternatif
akis asagi etkileri gibi MET-disindaki metastaz belirleyicilerinin de slrecin
icinde oldugunu akilda tutmak gerekir.

MET"9 prevalansi lokal agresif olgularda diger mezenkimal timorlere

kiyasla yuksek bulunmustur. Lokal agresif olgularda bu farki yaratan olgularin
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desmoid fibromatozis histolojisinde oldugunu sdylemek mumkundur, nitekim
bu gruptaki diger tUmorler olan atipik lipomatdéz timorlerde MET™9 e
rastlanmamistir. Desmoid fibromatozislerde aktive edici beta-katenin
mutasyonlari ¢ok sik gorulmektedir ve bu durum Wnt/beta-katenin tzerinden
MET"®¢ profile zemin hazirlayabilir. Buglne kadar aktive edici beta-katenin
mutasyonu Uzerinden EMT gegirebildigi bildirilen bagka bir mezenkimal tUmor
mevcut dedildir. Dolayisiyla s6z konusu istatistiksel farkin hem lokal
agresiflerdeki 6rneklem kagukliglu (n=7) hem de desmoid fibromatozisin
O0zgun molekuler imzasiyla iligkili olabilecegi dusunulmustir. Bir diger deyisle
MET"®9 bakimindan - desmoid fibromatozisleri bir kenara koyarsak - aslinda
biyolojik davraniglarina gore mezenkimal tUumor gruplari arasinda belirgin bir
fark gdézlenmemistir.

MET'"" olgulara tim mezenkimal timor tiplerinde rastlanmasi dikkat
¢ekici bir bulgudur. Bu durum aslinda biyolojik davranisindan bagimsiz olarak
tim mezenkimal timér olgularinda MET  benzeri  fenomenlerin
gorulebilecegine isaret etmektedir.

Ozgln bir diger bulgu da METMgh ve MET'" profillere benign
mezenkimal tumodrlerde sik rastlanmis olmasidir. Benign mezenkimal
tumorlerde minimum MET-benzeri diyebilecegimiz fenomenlerin olmasi ne
anlama gelmektedir? Literatiirde benign mezenkimal timorlerin gelisimindeki
hiucresel programlanmalarda hucresel plastisitenin ne derecede rolunun
olabilecegini irdeleyen bir galisma bulunamamistir. Bu timorlerin gelisiminde
hem progenitér hem de matir hiicreler suglanabilmektedir. 670 Literatiirde
somatik mezenkimal hicrelerin (fare fibroblastlari) yeniden programlanmalari
sirasinda MET ile pluripotent kdk hucrelerin olusabildigine ve bundan sonra da
hiicrelerin hangi yone farklilagsacaginin belirlenebildigine deginilmektedir. 7172
Dolayisiyla benign mezenkimal tiimorlerde METM9" ve MET'" profil timaorin
farklilagma gbéstermeden dnceki erken gelisimsel sureciyle iligkili olabilir. Buna
kargit olarak MET"9 profildeki benign olgular, hicresel plastisiteden/kok hicre
programlarindan bagimsiz olarak mattr hicre dizeyinde tUmor supresyon
kontrolli bozulmus ve/veya onkojenik aktivasyona ugramis olgulari temsil

ediyor olabilir. Ancak bunlarin her biri birer hipotezdir ve bu konunun
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aydinlatiimasi i¢cin benign mezenkimal tumodrlerde hicresel yeniden
programlanmanin mekanizmalari ile ilgili derleme c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Malign/metastaz potansiyelli ara davranigh MET™9 tiumor olgularina
rastlanmis olmasi da kayda degerdir. Bu olgularla ilgili su yorumlarda
bulunabilir:

e Bu grupta EMT mekanizmalari agiri aktif, agresif ve infiltratif olgulari
temsil ediliyor olabilir ve bu olgularin klinik metastaz verilerine
erisilmelidir.

e Bu grup MET bakimindan g¢ekinik, muhtemelen fokal olarak bu egilimi
barindiran, yine de bu egilimin immunhistokimya ile tespit edilemedigi
olgulari temsil ediyor olabilir. Bir diger deyisle immunhistokimya (ya da
calismamizda uygulanan panel) bu olgularin MET potansiyellerine
yeterince sensitif degildir.

e Bu grupta metastaz kapasitesinin esas belirleyicisi MET disI surecler

olabilir.

Ozetle bu bulgular 1siginda ¢alismamizin dnerileri sunlar olabilir:

e Desmoid fibromatozisler de dahil olmak Uzere tum mezenkimal
tumorlerde MET benzeri fenomenler olabilmektedir. Dolayisiyla her
mezenkimal tumorle MET’e iligkin hucre c¢alismasi denemeleri
yapilabilir.

e Basta en az aydinlatiimig olan benign mezenkimal timorler olmak Uzere
mezenkimal tumorlerde gorulen molekuler sapmalarin spektrumu ile
MET arasinda daha fazla kdpri kurulmasi gerekmektedir.

e Bu calismada; GIST érneginden hareketle SLUG ekspresyonunun
sikhikla korundugu (6r. pleomorfik liposarkomlar), karsinomlardan
hareketle TWIST1 ekspresyonunun korundugu (6r. anjiosarkomlar) ve
MET"¢ prevalansinin yuksek bulundugu sarkomlarda (6r. Ewing-
benzeri sarkomlar) klinikopatolojik analizler yapilabilir. Bu c¢alismalar
Is1Iginda transkripsiyon faktorlerinin susturulmasinin bir tedavi segeneqi

olup olamayacagi tartismaya agcilabilir.
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5.2. Mezenkimal Tumorlerdeki Dediferansiyasyonla MET Belirteglerinin

Ekspresyonu Arasinda Bir iliski Mevcut Mudur?

Her ne kadar EMT ile hucrelerin kaderinde kritik degisiklikler olabilse
de, epitelyalden mezenkimal fenotipe EMT-iligkili hiicresel degisikliklerin
hdcrenin diferansiyasyonu ya da dediferansiyasyonundan bagimsiz oldugu
vurgulanmaktadir. 5 Diger deyisle hem diferansiye hem dediferansiye
timorlerde her turll fenotipik degisiklige rastlamak mimkuindur.

Mezenkimal timor gelisiminde diferansiyasyon temeldir, bugunki
terminolojimizde de hala 6nemini korumaktadir. Sarkomlarda sarkomagenezi
baslatan genetik degisiklikler buyuk oranda translokasyonlar veya kompleks
karyotip olusumlaridir. Ozellikle transloklasyonlar neticesinde ortaya cikan
onkojenik aktivasyonlarin mezenkimal kdok hicrelerden spesifik bir yone
farkllasmaya baglamis (“lineage-committed”) ancak farkhlasmayi tam
basaramamis hicrelerin olusumuna neden oldugu belirtiimektedir. Yonlenmis
bu hicrelerin yeni mutasyonlar kazanmasi, yeni eksternal sinyaller almasi ve
embryonik/kdk hicre oOzelliklerini elde etmesiyle de malign transformasyon
gegcirdigi dusunulmektedir. Boylece kendini yenileme kapasitesine sahip olan
kanser kok hucreleri ve yeni sinyallerle bunlardan timor hucreleri
olusabilmektedir. ® Onkojenik aktivasyonlar neticesinde ortaya gikan flizyon
onkoproteinleri genom Uzerinde global olarak etki gosterebilmektedir,
dolayisiyla bunlarin EMT programlari Uzerine de etkiyebilecegi dusunulebilir.
Nitekim sinovyal sarkomlardaki SYT-SSX fuzyonunun SNAIL ve SLUG
Uzerindeki modifikasyonlari bunun bir temsili niteligindedir. > Ewing
sarkomlarda timor kitlesi icerisindeki rastgele (“stokastik”) EWSR1-FLI1
ekspresyonlarinin; dusuk oldugunda mezenkimal-benzeri, yuksek oldugunda
ise hlcre-hucre baglantilarina sahip andiferansiye populasyonlarin ortaya
cikisini belirledigi ifade edilmektedir. 7 Ote yandan Castellon ve ark.’nin 2014
yilinda yayinlarindaki ¢alismalarinda EMT-TF’lerden SNAIL'in fibroblastlara
transfeksiyonunun tumorojenik etki gosterebildigini saptamiglardir ve SNAIL’e,
bir diger deyisle EMT’ye, sarkomagenez igin ihtiyagc duyuldugunu &ne

slirmislerdir. 2> Genel olarak sarkomlarda timoriin temel genetik degisiklikleri
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ile EMT yolaklarinin etkilesimi daha nice ¢alismalara gebe 6nemli bir aragtirma
sahasidir.

Dediferansiyasyon ise, EMT-TF’lere bagimli olabilen veya olmayabilen,
timorun farklilasma programlarini bozan kompleks genetik anomalilerin
neoplastik slirece eklendigi bir durumdur. 3 Bu calismada de@erlendirilen
dediferansiye liposarkomlarin patogeneziyle ilgili gunimuizde agsama
kaydedilmistir. Dediferansiye liposarkomlarla, bunun diferansiye karsihgi
olarak degerlendirilen atipik lipomatéz tumor/iyi diferansiye liposarkomlar
arasinda basta MDM2 amplifikasyonu olmak Uzere genetik aberasyonlar
bakimindan ortakliklar siktir. Dediferansiye liposarkomlarda buna ek olarak
karyotipik anomaliler (11922-q24 kaybi gibi) ve kopya sayisi degisiklikleri gibi
karmasik genomik olaylar bulunmaktadir. 7> Diferansiyasyon yolaklarindaki
epigenetik susturulmalarin da bu tumodrlerde liposarkomageneze katkida
bulundugunu belirten c¢alismalar yaymlanmistir. “¢ Liposarkomlarda s6z
konusu degisikliklerin EMT/MET ile etkilesimine deginen bir yayina
rastlanmamisgtir.

Biyolojik davranisindan bagimsiz olarak tim mezenkimal tiumorlerde
hibrit fenotiplerin izine rastlamak beklenebilir, ¢unkl epitelyal-mezenkimal
akstaki hibrit fenotipler ayni zamanda diferansiyasyon ve dediferansiyasyonun
da kavsak noktasinda bulunmaktadir. % Nitekim calismamizda da tim
mezenkimal timoérlerle bu beklentiyi destekleyebilecek bulgular elde edilmistir.
Ancak yine de atipik lipomatbz tumdrlerin dediferansiyasyon gegirmesiyle
sistemik yayilim kapasitesi kazanmasi ve anaplastik tiroid karsinomu,
glioblastom gibi dediferansiye histolojiye sahip diger kanserlerde EMT-TF’lerin
yiksek oranda eksprese olabilmesinden hareketle 2 dediferansiye
liposarkomlarin dediferansiye alanlarinda EMT belirteglerinin ekspresyonunun
daha fazla goérilebilece@i savunulabilir.

Bu calismada, bu timorlerin diferansiye ve dediferansiye odaklarinda
gerek bireysel olarak MET belirtegleri bakimindan gerekse MET profilleri
acgisindan fark saptanmamistir. Bir diger deyisle dediferansiye odaklardaki
hicreler MET/EMT bakimindan diferansiye odaklardakilerine kiyasla daha

istekli/kapasiteli bulunmamisgtir. Dolayisiyla liposarkomlarda
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dediferansiyasyon sureglerinin galisilan EMT faktorleriyle etkilesebilecegini

destekleyecek bulgu elde edilmemistir.

5.3. Lenf Nodu Metastazi Yapan Sarkomlarla Karsinomlar Arasinda MET

Belirtegleri Bakimindan Bir ilgi Mevcut Mudur?

Karsinomlarda lenf nodu metastazi hastaligin onemli bir prognostik
belirtecidir. Sarkomlarda ise lenf nodu metastazi nadirdir. Lenf nodu metastazi
yapabildigi bilinen sarkom alt tipleri de butiun sarkom spektrumu igerisinde
kUguk bir grubu olusturmaktadir. Bunlarin arasinda epiteloid sarkom gibi
keratin eksprese edebilen epiteloid morfolojili tiplerin bulunabilmesi de akla bu
tumorlerde karsinom benzeri bir davranis paterni olabilecegdini getirmektedir.

Karsinomlarda lenf nodu metastaz slreci primer odakta cesitli
etmenlerin belirleyici oldugu kompleks bir strectir. Bunlarin arasinda primer
odaktaki interstisyel sivi basincinin gelgit etkisi, intratimaoral lenfanjiogenez ve
imm{in sistemden kagis bulunmaktadir.”” Bunun yani sira etkin bir metastazin
gerceklesebilmesi icin en kritik oldugu bildirilen final basamaginin, yani lenf
nodu metastazlarinda lenf nodundaki mikrogevrenin de belirleyici oldugu
vurgulanmalidir.”®

Sarkomlarin lenf nodu metastazi mekanizmalari, muhtemelen olgularin
da seyrek gorulmesi nedeniyle, bugln itibariyle net olarak ortaya konmamistir.
Bu olgulara siklikla hematojen metastaz yapan sarkomlara benzer tedavi
protokolleri uygulanmaktadir.”

EMP ve metastaz arasindaki iligki, yeni ¢caligmalarla git gide daha ¢ok
anlasiimaktadir. Bu alanda da c¢alisilan vaka 6rnekleminin ¢ogunu epitelyal
malignensiler olusturmaktadir. Farelerdeki pankreatik adenokarsinom
modellerinde ZEB71’in etkili bir invazyon ve metastaz igin, SNAIL’in karsinom
hiicrelerinin yayilmasi igin gerekli oldugu gosterilmistir.1%8 EMT’nin en énemli
indUkleyici sinyal yolagi olan TGF-3 araciliki EMT, tUmor hucrelerinde CCR7
gibi kemokin reseptorlerinin ekspresyonunu artirabilmektedir.8* Boylece,
normalde lenfatik endotelden salgilanan ve dendritik hdcrelerin lenfatik
sisteme girisine araci olan kemoatraktan molekdlleri kullanarak, tumor

hicreleri de lenfatik dolagsima gecgebilmektedir. Deneysel ¢alismalarda SLUG
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ekspresyonunun da normal sartlar altinda metastaz potansiyeli olmayan
meme epitel hicrelerinde metastaz glctni artirabildigi  gosterilmistir.82
Twist’in ozellikle timdr invazyonu, intravazasyon ve ekstravazasyonda roll
oldugu bilinmektedir ve sinovyal sarkom progresyonunda onemli bir belirteg
oldugu ifade edilmistir.2%2?2 Osteosarkomlarda normal kemige kiyasla timor
icerisinde ve primer odaga kiyasla metastaz odaklarinda (kantitatif analizlerle)
daha yiksek ZEB1 ekspresyonlarina rastlanmistir.?* Ewing sarkom hcreleri
uzerinde yapilan siRNA aracilikli ZEB2 susturma deneylerinde, epitelyal
fenotipin baskilanip metastazi tesvik edici etkilerin ortaya ¢iktigi kantitatif ve
imminhistokimyasal analizlerle gosterilmistir.23 Non-epitelyal, az diferansiye
bir malign timor olan glioblastomun yayiliminda da EMT programlarinin rolu
olabilecegine isaret eden calismalar yayinlanmistir.84 Bunlara karsilik uterin
karsinosarkomlar ve bifazik sinovyal sarkom gibi agresif biyolojik davranigi
olan histolojik tiplerdeki mikst epitelyal-mezenkimal morfoloji, hibrit epitelyal-
mezenkimal fenotipin metastazla iligkili olabilecegini diisindlirmektedir.14

Calismamizda tim mezenkimal timoér grubunda EMT/MET
belirteclerinin ekspresyonlari veya MET profilleri ile metastaz potansiyeli olan
histolojik alt tipler arasinda iliski saptanmamistir (p>0,05). MET"9
(immunistokimyasal mezenkimal-benzeri olan olgular); sarkomlar ve metastaz
yapabilen ara davranisli timoérlerde en dusuk prevalansh profildir. Bu durum
en az MET-benzeri denebilecek, hucreleri epiteyal transizyona yonlendiren
fenomenlerin bu tumorlerde siklikla meydana geldigine isaret etmektedir.
Calismamizda MET"®9 olarak deg@erlendirilen 33 olgunun sadece 3’4 ZEB1 ile
de degerlendirilebilmistir. ZEB1 sarkom metastazinda kritik olabilecek bir
belirtectir. Her ne kadar mevcut sartlarda ZEB1 ekspresyonu ile MET profilleri
arasinda paralellik dikkati cektiyse de tum seride ZEB1 degerlendirmesi
yapiimaksizin MET"9 grubunun prevalansinda bir azalma olup olmayacagini
kestirmek gugtir. Bir diger deyisle MET-benzeri fenomenlerin prevalansinin bu
calismada gosterilenden daha yuksek olmasi da olasilik dahilindedir.

Lenf nodu metastazi yapan sarkomlarda gerek primer odaklar gerekse
metastaz odaklarinda MET"9 olguya rastlanmamistir. Bu bulguyu biraz

actigimizda su tabloyla kargilagsmaktayiz: E-kaderin ekspresyonunun
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tumordeki yayginliginin medyani primerde %2 metastazda %19 bulunmustur,
yani fokal de olsa mevcuttur. SLUG ekspresyon yayginhdinin medyani
primerde %48 metastazda %61 olup her iki deder de ekspresyon kaybi
arahdindadir. TWIST ekspresyonu yayginhdi primerde %50, metastazda
%70’tir ve bu degerler de ekspresyon kaybi araligindadir. Primer ve metastaz
odaklar arasinda da bu bakimdan istatistiksel olarak fark saptanmamistir.
(p>0,05) Toparlarsak; lenf nodu metastazi yapan sarkomlarda da metastaz
potansiyeli tasiyan tim mezenkimal timor olgulari gibi MET-benzeri edilimler
goOrulmektedir, ancak MET 0&zellikleri bakimindan primer ve metastaz
odaklarindaki tumorler birbirinden farkli gérinmemektedir. Bu yoOnleriyle
mezenkimal tumorlerdeki genel resmin karsinomlara benzemedigi ¢ikarimi
yaplilabilir.

MET-benzeri fenomenlerin sarkomlar dahil metastaz yapabilen ara
davranigli mezenkimal timorlerde prevalansinin yiksek olmasinin metastazla
bir ilgisi olabilir mi? Bunu anlamak i¢in su soruyu sormak gerekmektedir:
“‘MET’ten bagimsiz bir metastaz slreci mimkin muadar?” Bu sorularin
cevabina Jolly ve ark.’nin 2017 tarihli Molecular Oncology’de yayinlari
araciligiyla yaklasilabilmistir.8°

EMT literatirindeki o6nemli arastirmacilardan Thomas Brabletz
tarafindan kanserlerde metastaz sirecinin hem MET’e bagdimli hem de
MET ten
bagimsiz olarak gergeklesebilecedi 6ne slrlilmistir.® MET'ten bagimsiz
metastaza prostatik adenokarsinom gibi epitelyal kanserlerde, MET bagimh
metastaza karsinosarkom gibi mezenkimal kanserlerde rastlanabilse de &’
genellikle sarkom metastazi icin MET’ten bagimsiz metastaz sureglerinin rol
sahibi oldugu ifade edilmektedir.8®

Karsinomlarda sik gortilen MET badimli metastazda (“ya go¢ et ya
blyd”), yayilmis olan hicreler EMT-TF’ler ya da mikroRNA’lar aracilikli olarak
epitelyal fenotip kazanarak makrometastazlar olusturabilmektedir. EMT’nin
hicre proliferasyonunu arreste ugratan etkisi bu odaklarda tersine

cevrilmektedir.
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MET bagimsiz mekanizmalarda ise (“go¢ et ve buyu”) timorogenezin
baglangicinda neoplastik hucreler intrinsik olarak hicresel plastisiteden
badimsiz metastaz igin donanimli hale gegcmektedir. Deneysel ¢alismalarda
hicre proliferasyon kontroli bozulmus hicrelerde gerceklesen EMT nin
genomik instabilite birikimine neden oldugu bilgisinden &8 de hareketle, bu grup
tumorlerin instabil genomlara sahip dediferansiye tumorlerle ortustugu
dusunulmektedir. Benzer sekilde bu mekanizmalarin kompleks karyotip
olugsumlari ya da translokasyonlarla ortaya ¢ikan, karsinomlara kiyasla genel
sagkalimi daha dusuk olan malign mezenkimal timorler icin de gegerli olmasi
akla yatkin gérinmektedir. Karsinomlarda hiz sinirlayici basamak siklikla
makrometastazlar igin hicre proliferasyonunun surdurtlebilir olmasi, yani
MET'tir. Buna karsilik sarkomlarda hiz sinirlayici basamagin, timoéru baslatan
degisikligin kendisi oldugu disunilmektedir.8> (Sekil 16)

Calismamizdan elde edilen sonuglar bu Onermeyle birebir
ortismemektedir. Cinki normal mezenkimde de eksprese oldugunu bildigimiz
belirteclerle yaptigimiz bu ¢alismada mezenkimal timorlerde sik ekspresyon
kaybi yani MET benzeri fenomenler izlenmistir. Bu durumu aciklamak icin ise

parsiyel EMT ya da parsiyel MET kavramlarini agmak gerekecektir.
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Sekil 16. Jolly ve ark.’nin makalesinde® belirtilen plastisiteye bagimli ve
plastisiteden bagimsiz metastaz yolaklari. (A) MET bagimli
metastazda, post-EMT-benzeri kanser hucreleri, yayllim ve
yerlesme icin gerekli olan invaziv programlari upregule etmektedir.
Bu programin bir bedeli olmaktadir; EMT indUksiyonu proliferasyon
potansiyelinin downregule olmasina yol agmaktadir. Metastaz
bdlgesinde epitelyal fenotipin MET ile yeniden olusturulmasi
makrometastazlarin olusumu igin gerekli proliferatif potansiyeli
yeniden uyandirir. (B) MET bagimsiz metastazda tedavi, epigenetik
yeniden programlanma, 6zgun mutasyonlarin edinimi ve diger
mekanizmalar; timar hucrelerinde, hicrelerin hem ylksek
proliferasyon hem ylksek invazyon fenotipinde fikse kalmasina yol
agan bir EMT-sonrasi durumu induklemektedir. MET-bagimsiz
yolaklarla metastaz yapan hicreler daha agresif, kok hicre
benzeri, kemoterapiye direngli ve tekrar tekrar ekilmeye egilimli

olabilmektedir.

Karsinomlarda parsiyel EMT ile, es zamanh olarak hem intrinsik
epitelyal fenotipin yani proliferatif aktivitenin korunmasi hem de invaziv 6zellik
kazanimi metastaz yapabilen bir fenotipin olusmasi saglanmaktadir. Bu
fenotipin epitelyale daha yakin ama hibrit bir ara form oldugu duasunulebilir.
Cunku epitelyal hiacreler bu aks igerisinde mezenkimal zona gegtikleri takdirde
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proliferasyon ve kolonizasyon becerilerini dolayisiyla  metastatik
potansiyellerini kaybedeceklerdir. $imdi butin bu tabloyu mezenkimal
timorlerin 6zelliklerine gore degistirelim. Sarkomlarda parsiyel MET, metastaz
yapabilen fenotiplerin olusmasina araci olup intrinsik mezenkimal fenotipin
kismen korunmasi sayesinde de tumor hdcrelerinin metastatik odaklarda
invazyon kapasitesinin devamhhigini sagliyor olabilir. Nitekim ¢alismamizin
ana semasina ilham veren Sannino ve ark.’nin Onerisi bu olasilikla daha
uyumludur.

Ozetle calismamizdaki bulgularin lenf nodu metastazlarini da
potansiyel olarak agiklayabilecek, sarkomlardaki metastaz sireglerine dair ek
arastirma Onerisi su olabilir:

Sarkomlarda immunhistokimyasal olarak sik saptanan MET benzeri
fenomenler tumor evrimi icerisinde parsiyel MET’e bagl metastazla gercekten
ilgili midir? Yoksa tumor baslatici genetik mekanizma ve buna sekonder ortaya
cikan EMT’ye karsilik MET, migrasyon durdurucu bir fren mekanizmasi ve
hatta diferansiyasyon penceresi acan bir program olarak mi iglev gérmektedir?
Buna sarkomlarda gorulen 6zgun genetik degisikliklerle sarkomlardaki MET
programlari arasinda kurulacak kopruler (hicre calismalari ve molekuler
patern analizleri) aciklik getirebilir. Ozellikle MET"Sh profile sik rastlanan
parakordoma, ekstraskeletal mikzoid kondrosarkom ve rabdomyosarkom gibi

timorlerin bdyle bir calisma icin iyi adaylar olabilecegi séylenebilir.

5.4. Mezenkimal Tiimérlerde immiinhistokimyasal TCF15 (PARAXIS)
Ekspresyonu

TCF15’'in EMT/MET agisindan 6n plana g¢ikmasi embryogenezde
somitik epitelyalizasyonda rol almasindan ileri gelmektedir. Karsinomlardaki
immuanhistokimyasal ekspresyonu hakkinda da ©Onceden bir c¢alisma
bulunmayan bu molekulin bu ¢alisma ile mezenkimal timorlerde eksprese
olabilecegi gosterilmistir. Bu bulgunun mezenkimal timorlerde anlami nedir?

Linker ve ark. civciv embryolariyla gerceklestirdikleri manipulasyon
deneylerinde, ektodermle iligkisi kesilen rostral segmental plakta, 24 saatlik

seri gozlemler sonunda presomitik mezoderm hucrelerindeki somitik
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epitelyalizasyonun korunamadigini  gozlemlemislerdir. Bu gozlemlerini
hicrelerde somitogenez iligkili Wnt ligandlarinin ekspresyonu ve beta-katenin-
hicre morfolojisi iligkisi Uzerindeki gézlemleriyle de bir araya getirmislerdir.
Neticede ektodermal plak varligindaki Wnt/beta-katenin — Paraxis aksinin
somitik epitelyalizasyonun devamliidi icin bir gereklilik oldugunu o6ne
sirmiglerdir. 8 Bunun patolojik MET agisindan anlami, timérlerde Paraxis
iligkili ve somitik epiteliyalizasyon benzeri bir hucresel programlanma
olasiligindan bahsetmek icin kanonik Wnt yolak aktivasyonununu da
ispatlamanin 6nemli oldugudur. Bunun bir temsili olarak da bu calismada
immunhistokimyasal nukleer beta-katenin ekspresyonu dusunulmuastar.
Mevcut seride nikleer beta-katenin ekspresyonu goésteren mezenkimal timor
olgularinda Paraxis ekspresyonu daha yuksek bulunmamistir (p>0,05).
Paraxis’in Wnt yolagindan bagimsiz da dizenlenebilip dizenlenemedigi kesin
bilinmemekle birlikte bu bulgu, mezenkimal tumorlerdeki Paraxis
ekspresyonunun Paraxis’in daha ziyade somitik epitelyalizasyon digi
islevleriyle iligkili olabilecegini akla getirmektedir.

Sarkomagenezde, tumor gelisiminin  tetigini  ¢eken  onkojenik
aktivasyonlarin ¢ok cgesitli gelisimsel transkripsiyon faktorlerini de aktive
edebildigi ya da susturabildigi bildirilmistir. "3 Paraxis’'in somitogenez disinda
da gorev aldigi gosterilen baslica embryolojik olaylar arasinda sunlar yer
almaktadir:

e Embryolojik hayatin 4.-5. gununde progenitor hucrelerin germ
hiicrelerine farklilagsmasi *°

e Somitogenez disi morfogenetik (deri, kulak °! ve kas °2 gelisimi)
surecler

Bu olaylarin Paraxis’i de kapsayan hucresel mekanizmalarinin
aydinlatiimasi, Paraxis’in erigkin  matlir hucrelerdeki ekspresyonunun
anlasiimasi ve de genis mezenkimal tUmor serilerinde patogenetik molekuler
degisikliklerle gelisimsel transkripsiyon faktorleri arasindaki ilgileri irdeleyen
yeni calismalar bu ekspresyonun anlamini agiga c¢ikarabilir. S6z konusu
mezenkimal tumor serilerine 6zellikle benign tiumdrlerin de dahil edilmesi

¢calismamizin bir dnerisi olabilir, ginkl Paraxis ekspresyonu bilhassa benign
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mezenkimal tumorlerde digerlerine kiyasla sik bulunmustur (p<0,05).
Rodriguez-Fraticelli ve ark.’nin kemik iligi transplantlarinda hematopoetik kdk
hicrelerde Paraxis’in islevine isaret ettigi calismalarindan hareketle bir diger

olasilik da Paraxis’in timor hiicrelerinin yenilenmesinde rol{ olabilecegidir. 39

5.5. Mezenkimal Tiimérlerde immiinhistokimyasal P-kaderin

Ekspresyonu

P-kaderin’in normal kosullarda cesitli epitelyal hicrelerde epitelyal
batinligin korunmasi, kil foliktllerinin farklilagsmasi, meme epitelindeki kdk
hicre fonksiyonlarinin  korunmasi vb. homeostatik islevleri oldugu
bilinmektedir. Bunlarin diginda birgok karsinomda eksprese olabildigi
bildirilmigtir. Kanser baglaminda tumor progresyonunu destekledigi meme
karsinomu, kolorektal karsinom gibi 6érnekler oldugu gibi timor supresyonuna
neden oldugu oral skuamoz hdcreli karsinom, hepatoselller karsinom gibi
tamor tipleri de bildirilmigtir. 4°

Sarkomlar arasinda rabdomyosarkomlarda P-kaderin c¢alisiimigtir.
Alveoler rabdomyosarkomlarda goérulen PAX3/7-FOXO1A flzyonunun hedef
genlerinden biri de P-kaderin’dir. Bu tumorlerde P-kaderin’in migratuar ve
invaziv kapasiteyi arttigi bildirilmektedir. Yani sira myoblastik hucrelerde P-
kaderin transfeksiyonunun kaderin déonisimune yol actigi, boylece migratuar
ve invaziv kapasite elde ettigi gosteriimistir. ® Meme karsinomlarina benzer
sekilde P-kaderin’in  mezenkimal hucrelerde de dinamik hudcre-hlcre
baglantilarinin kazanimi ve kollektif migrasyon kapasitesi ile iligkili oldugu
bildirilmistir. 4> Calismamizda P-kaderin’in imminhistokimyasal ekspresyonu
her ne kadar spesifik bir histolojik alt tipe afinite gostermese de (alveoler
rabdomyosarkomlar dahil) sadece metastaz potansiyeli olan tumorlerde ve
Ozellikle sarkomlarda saptanmig, benign ve lokal agresif tUmorlerde hig
gOrulmemistir.

Bugunkd bilgi birikimiyle bir mezenkimal timorde P-kaderin
ekspresyonunun anlamini dogrudan kestirmek gugtur, ¢inku bu ekspresyon
tumorun baslangiciyla ilgili olabilecegi gibi ilerleyisiyle de ilgili olabilir. Alveoler

rabdomyosarkom érneginden gérdigumuz tzere tumar iligkili translokasyonlar
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P-kaderin’i hedef alabilmektedir, benzer bir durum diger translokasyon
sarkomlarinda da (6rnedin bu calismada pozitiflik saptanan seffaf hucreli
sarkom, sinovyal sarkom) s6z konusu olabilir. Ancak P-kaderin timorin evrimi
icerisinde sonradan kazandigi, tumor davranisini modifiye eden bir belirteg de
olabilir ve bu olasilik sarkomlarda neden bu kadar dusuk prevalansta
goruldugunu aciklayabilir : Cunkl tumor hucreleri P-kaderini  kosullar
gerektirirse eksprese ediyordur.

Epitelyal kanserlerde P-kaderin ekspresyonunu arttirabilen diger
surecgler arasinda E-kaderin mekanotransdiksiyonu, EMT ve kdk hicre
sinyalleri bulunmaktadir. Bu ilgilerin sarkomlar agisindan da sz konusu olup
olmadidi ileri sarkom hicre galismalariyla aydinlanabilir. Calismamizda P-
kaderin yani sira kullanilan antikorlarla (6r. E-kaderin, EMT-TF’ler) olan ¢capraz
kargilastirmalar da bu gibi ¢calismalarin 1s1§inda anlam kazanabilir.

Literatirde “triple-negatif” meme karsinomlarinin gerek primer gerek
lenf nodu metastazi odaklarinda kok hicre belirtecgleriyle birlikte P-kaderin’in
immiinhistokimyasal ekspresyonunun sik  oldugu bildirilmistir. 4
Calismamizdaki lenf nodu metastazi yapan sarkomlarda P-kaderin’e hemen
hi¢ rastlanmamistir. Dolayisiyla P-kaderin bu grup sarkomlarin metastaz
potansiyeline etkisiz gérunmektedir.

Her ne kadar alveoler rabdomyosarkomda P-kaderin timor
agresivitesiyle iligkili bulunduysa da bunun disindaki sarkom tiplerinde P-
kaderin’in  tumo6rin baskilanmasina yol ac¢ip a¢madiginin aydinlatiimasi
gereklidir. Calismamizin bir diger Onerisi her ne kadar prevalansi duguk de
olsa P-kaderin ekspresyonunun rolatif olarak sik gorildigu (epiteloid sarkom
gibi) sarkomlarda - sayet ileriki yillarda dinamik sarkom hucre ¢aligmalari da
destekler ise - P-kaderin bakimindan hedefe yodnelik tedavi segeneklerini

gundeme getirmek olabilir.

5.6. Mezenkimal Tiimoérlerde immiinhistokimyasal ALDH1 Ekspresyonu

Aldehit dehidrojenazlar vicutta cgesitli izoformlari bulunan, NAD(P)
aracilikli oksidasyon ve detoksifikasyon reaksiyonlarindan sorumlu, hicre

icerisinde nukleus, mitokondri veya sitozolde yerlesim gosterebilen bir enzim
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ailesidir. ALDH’nin - bir kismi kanserde rol aldigi bildirilen - ¢esitli izoformlari
bulunmakta olup bunlardan ALDH1A71in kanser kok hucreleri i¢cin daha
spesifik bir belirte¢ oldugu belirtiimektedir. > ALDH1’in sarkom hicreleri igin
de bir kdk hiicre belirteci oldugu yayinlanmistir. > ALDH1A71’in viicutta erigkin
tipi kok hicreler (6r. kolon kriptlerindeki bazal hicreler) %, ayrica Human
Protein Atlas verilerine gore periferik sinirler, hepatositler, hematopoetik
hicreler, makrofajlar yani sira adipositler, fibroblastlar ve endometrial stromal
hicreler gibi cgesitli matur mezenkimal hicrelerde de immunhistokimyasal
ekspresyonunun bulunabildigi gosterilmigtir.

ALDH7T’in kdk hucre etkisini, hucre farklilagsmasi ve proliferasyonunu
dizenleyen ara metabolitleri retinoik asitten olusturarak gosterdigi
bilinmektedir. Ayrica asetaldehit yikimini saglayarak reaktif oksijen
radikallerinin kanser kdk hicrelerinde apoptozu induklemesini dnlemektedir.
Bazi kemoterapoétik ilaglarin yikiminda da roli mevcuttur. %> Kanser kok
hiucrelerinde de bu yolaklar Uzerinden etkiyor olabilecegini destekleyen
calismalar mevcut ise de ° erigkin tipi kok hiicrelerle kanser kok hicrelerinde
ALDH1 etkisinin biyokimyasal bakimdan ne ol¢ude farklilastigi kesin olarak
bilinmemektedir. > ALDH1 ekspresyonunun ayrica timor mikrogevresinde
bulunan non-neoplastik hiucresel elemanlardan eozinofiller, makrofajlar ve
dendritik hucrelerde artabildigi kaydedilmistir. Bu durumun regulatuar T hucre
uyarimina ve timor bagisikliginda bozulmaya yol agtigi ifade edilmektedir. 7
Calismamizda da birgok mezenkimal timorin zemininde, yani sira lenf nodu
metastazlari degerlendirilen olgularin lenf nodu 6rneklerindeki yerli elemanlar
arasinda, pozitif reaksiyon veren dendritik hicre populasyonlariyla sik sik
kargilagiimigtir.

ALDH?’in  kok hucre iglevleri yani sira huacre farkhlasmasi ve
matlirasyonunda roll olabilecedi savunulmaktadir. Tanaka ve ark.’nin
hepatoselller karsinomlarda gergeklestirdikleri c¢alismalarinda, mRNA
analizlerinde ALDH1A1 duzeylerinde dusukluk gorulen tumorlerin; yuksek
alfa-fetoprotein duzeyleri, blyutk timor ¢api, lenfovaskiler invazyon ve daha

az diferansiye histopatolojik gortiniimle iligkili oldugu gosterilmistir.®®
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Kanserde EMT belirtegleri ve ALDH1 ile immunhistokimyasal
ekspresyon arasinda da iliski gosterilmistir. Nazofarinks karsinomlarinda
invazyon hattinda ALDH1 ekspresyonu yuksek olan olgularda SNAIL
ekspresyonunun prevalansi yuksek iken ve E-kaderin ekspresyonunun
prevalansi dlsik olarak saptanmistir (p<0,05). *°

ALDH1 immunhistokimyasini degerlendirirken yukarida belirtilen
durumlarin dikkate alinmasi; pozitiflik gorilen hicrelerin diferansiye hicreler,
eriskin tipi kok hucreler veya kanser kOk hucresi olabilecegdi akilda tutulmalidir.
Bu galismada kullanilan ALDH1 klonu her ne kadar literatlrdeki karsinom —
kanser kok hucresi iligkisini irdeleyen galismalarda kullanilanla ayni ise de
100101 phy klonun ALDH1AL1l igin ne derecede spesifik oldugundan emin
olunamamigtir.

Calismamizda ALDH1'In  immulnhistokimyasal ekspresyonunun
prevalansinin genel olarak mezenkimal tumoér populasyonunda dusuk oldugu
gozlenmistir. Benign ve nadiren metastaz yapan ara davranigh tUumorlerde
pozitif olgular hakim iken; lokal agresif ve malign grupta negatif olgularin hakim
olmasi metastaz potansiyeliyle ekspresyon arasinda bir paralellik
bulunmadi§ina isaret etmektedir. Ozellikle malign gruptaki dislk, benign
gruptaki yuksek prevalanslar; diferansiyasyon kaybinin daha onemli bir
belirleyici olabilecegini akla getirmektedir.

2019 yilinda Liesche ve ark.’nin yayinladigi bir ¢calismada ALDH1’In
Schwannom ve noérofibromlarda siklikla eksprese oldugu, MPNST’lerde
bunlara kiyasla daha dusik gorulmekle birlikte yine ylksek oranlarda
saptanabildigi bildirilmigtir. Dolayisiyla ALDH1’in Schwann hicre farklilagmasi
gobsteren timarlerin bir belirteci oldugu 6ne sirtlmistar. %2 Calismamizdaki
sonuglar da bunu destekler nitelikte olup Schwannomlar, hibrit schwannom-
perindromlarin tuma ile nérofiboromlar ve MPNST lerin gogunda ekspresyon
saptanmisgtir.

SFT'lerde  ALDH1 immudnhistokimyasal ekspresyonunun  sik
goruldigune Bouvier ve ark.’nin makalelerinde deginilmis olup s6z konusu
calisma SFT’lerin gen ekspresyon analizlerinde ALDH1Al’in siklikla asiri

eksprese oldugu verisinden yola ¢ikilmigtir. SFT’nin imza genetik degisikligi
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olan NAB2-STAT6 fluzyonunun cgesitli blUyume faktdri sinyallerinin
transaktivasyonuna yol agtigi bilinmektedir. Bugun itibariyle NAB2-STAT6
flzyonlari ile kdk hiicre programlanmasi arasinda dogrudan bir ilgi bilinmiyorsa
da ontolojik analizlerde SFT’ler ile kdk hucrelerde gézlenen hicre igi sinyal
profilleri arasinda benzerlik oldugu bildiriimektedir. 193 Calismamizdaki SFT
olgularinda ALDH1 ile literatirdekine yakin ve yuksek ekspresyon prevalansi
gozlenmistir. Benzer sekilde, kanser kok hucre populasyonlarindan zengin bir
histolojik tip olmasiI muhtemel, andiferansiye kii¢lk yuvarlak hicreli bir malign
tumor olan desmoplastik kiguk yuvarlak hicreli timor olgularinin da gogunda
ekspresyon gozlenmistir.

EMT/MET belirtecleri ve MET profilleri ile ALDH1 ekspresyonu arasinda
istatistiksel bir iliski gézlenmemistir (p>0,05). Her ne kadar hiicre galismalari
ALDH1T’In sarkomlarda onemli bir kdok hicre belirteci oldugunu belirtse de
malign tumorlerdeki sensitivitesi ve spesifitesi bakimindan yeterli destek
bulunamamistir. Ote yandan ALDH1’in mezenkimal timorlerin farklilagsmasi
konusunda da yol gdsterici bir belirte¢ olabilecegi izlenimi alinmigtir.

Calismamizin 6nerisi ALDH1 ekspresyonunun yuksek olarak gézlendigi
mezenkimal tumor tiplerinin ontolojik analizlerinde sadece kok hucre
programlarinin degil diferansiyasyon yolaklarinin da incelenmesi olabilir.
Ornegin ALDH1 ekspresyonunun prevalansinin  yiksek bulundugu
translokasyon sarkomlarinda (mikzoid liposarkom gibi) bu gozle patogenezi
aydinlatabilecek, SFT’lerdekine benzer molekuler patern c¢alismalari

yapilabilir.

5.7. Beta-Katenin ile immiinhistokimyasal Olarak Membranéz
Boyanmalarin MET Ag¢isindan Anlami Var Midir, Varsa Nedir?

Beta-katenin membranda klasik kaderinlerin (E-kaderin, P-kaderin ve
N-kaderin) partneri olan ve alfa-kateninle etkileserek onun aktin iskeletine
baglanmasini saglayan, adherens bileskelere saglamlik kazandiran bir yapisal
molekdldir. %4 Yapisal islevinin haricinde beta-kateninin fizyolojik sartlarda
degradasyon kompleksi tarafindan belli bir konsantrasyonda tutulan sitozolik

havuzu da bulunmaktadir. Neoplazilerde Wnt/Wingless sinyal yolaginin
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aktivasyonuyla degradasyonu inhibe olan beta-kateninin nukleusa
translokasyonu, c-myc ve cyclin D1 gibi hicre proliferasyonunu yoneten hedef
genlerinin aktivasyonuna yol agcmaktadir. Dolayisiyla bu yonlyle beta-katenin
ayni zamanda bir “onkoprotein”dir.

Gunumuzde sitozolik beta-katenin havuzu ile membran6z beta-katenin
havuzunun birbirinden bagimsiz olup olmadigi tam ¢dzulememistir.
Weinberg'in “The Biology Of Cancer” kitabinin ikinci edisyonunda, E-kaderin
kaybi ile giden bazi kanserlerde nukleer beta-katenin akimulasyonunun
izlenmedigi, dolayisiyla bu iki havuzun insanlarda birbirinden ayri olabilecegi
ve bagimsiz dizenlenebilecedi ifade edilmektedir. 1% Beta-kateninle ilgili
onemli derleme makalelerden olan Valenta ve ark.larinin yayininda
sitoplazmik beta-kateninin G¢ ayri akibetinin olabilecegi semalastiriimistir: 1.
Serbest APC tarafindan tek bagina sitoplazmada tutulma, 2. Degradasyon
kompleksine girme ve 3. Adherens bileskelere katilarak hareketsizlestiriime. 106
Nitekim E-kaderinin beta-kateninin nikleer lokalizasyonunu engelleyebildigini
bildiren yayinlar tarafindan da E-kaderin’in beta-katenin Gizerinde hapsedici bir
etki gosterebilecegdi ifade edilmektedir.?” Beta-kateninin membrandaki esas
partneri E-kaderin olmakla birlikte, aslinda tum kaderinlerin sitoplazmik
Unitelerine baglanabildigi bildirilmistir. 27:106

Sarkom calismalarinda membrandz beta-kateninin daha c¢ok epiteloid
morfolojili timorlerde gozlendigi ve sitoplazmik/nikleer boyanmanin (yayginlhk
ve intensiteyi bir arada degerlendiren skorlar dahilinde) yuksek dereceli
sarkomlarda Ki67 proliferatif indeksiyle korele oldugu bildiriimigtir.5°

Calismamizda membrandéz beta-katenin ekspresyonu gdsteren
olgularda (%80), géstermeyenlere kiyasla (%46,9) E-kaderin ekspresyonunun
prevalansi yuksek bulunmustur (p=0.00). Benzer bir iliski P-kaderin icin de
gegerlidir (p=0.00), membrandz beta-katenin ekspresyonu gosterenlerde P-
kaderin prevalansi gostermeyenlere kiyasla yuksektir. Bu bulgular
mezenkimal tumor baglami igerisinde membranda beta-katenin ekspresyonu
olan tumoérlerde E-kaderin veya P-kaderin ile koekspresyon gorilme

olasiliginin arttigina isaret etmektedir (Odds oranlari sirasiyla 4,523 ve 5,702).
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E-kaderin ekspresyonunun varligi mezenkimal timorlerde her ne kadar
en az MET-benzeri fenomenlerin varlidina igaret etse de P-kaderin i¢in ayni
ilgiyi kurmak mumkun degildir. Hatta karsinomlardan edinilen birikimler P-
kaderin’in MET degil EMT programlarinda devreye girebilecegine isaret
etmektedir. Ayrica membran6z beta katenin*/E-kaderin® olan olgularda P-
kaderin ekspresyonunun prevalansi dusuk olup (%4,7) bu grupta beta-
kateninin  partnerleri olasilikla mezenkimal kaderinlerdir. E-kaderin
ekspresyonunun goértlmedigi olgularda da (E-kaderin digi epitelyal belirteglerin
ekspresyonu veya EMT-TF’lerin susturuimasi ile) MET-benzeri bir
programlanmanin yine de s6z konusu olabilecegdi akilda tutulmalidir.

Mevcut bulgular 1siginda membrandz beta-kateninin bir MET belirteci
olabilecegini destekleyen vyeterli veri bulunmamaktadir. Bu konunun
aydinlatiimasinda ¢alismamizin dnerileri sunlar olabilir:

e Hdcre galismalariyla mezenkimal timor hlcrelerinde E-kaderinin veya
P-kaderinin indlklenmesi ile beta-kateninin membrana ko-lokalize olup
olmadiginin irdelenmesi

e imminhistokimyasal olarak farkli kaderin tiplerinin tizerine membranéz
beta-katenin ile “double-staining” kantitatif analizler yapilmasi

o P-kaderin ekspresyonunun mezenkimal tumor hucrelerinde EMT

programlariyla ne yonde bir iligkisinin oldugunun irdelenmesi

5.8. Mezenkimal Timorlerde Niikleer Beta-Katenin

Literatirde hem yumusak doku hem de kemik timorlerinde beta-katenin
ile degigsken nukleer ekspresyon prevalanslari Dbildirilmigtir. Desmoid
fibromatozis bunlarin icerisinde prevalansin en yuksek oldugu timaor grubudur,
nukleer-beta katenin bu grupta tanisal bir belirte¢ olarak kullaniimaktadir ve
altta yatan aktive edici beta-katenin mutasyonlari ile iligkilidir.

Mevcut seride desmoid fibromatozis, soliter fibréz timor, sinovyal
sarkom ve dediferansiye liposarkomlardaki ekspresyon varligi literaturle
paralellik gostermektedir. 4546 Bunlarin disinda incelenen (¢ ekstraskeletal
mikzoid kondrosarkom olgusunun ikisinde ve incelenen tek myoepitelyal

karsinom olgusunda saptanmasi 6zgun bulgulardir.
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Aslinda ekstraskeletal mikzoid kondrosarkomlarin gen ekspresyon
profillemesinde Wnt/beta-katenin sinyal yolaginin bir inhibitord, morfogenezde
rol alan, salgilanan bir protein olan Dickkopf related protein 1 (DKK1)'in geninin
asirl eksprese oldugu, hatta bu timoérde Wnt sinyal yolagi moduilasyonunun
bir tedavi secenedi olabilecegi 6ne sirilmistir. 107198 Calismamizda
ekstraskeletal mikzoid kondrosarkomlarda gozlenen yuksek nukleer-beta
katenin prevalansi literatur bilgileriyle uyumsuzdur ve Wnt sinyalinin diger
duzenleyicileriyle tumorde upregule olan diger genlerin ilgisi aydinlanirsa daha
iyi anlagilabilir.

Takrik bezinin  myoepitelyal karsinomlariyla yumusak dokunun
myoepitelyal karsinomlari arasinda genetik akrabaliklar bulunmaktadir.
Bunlarin arasinda PLAG1 gen rearanjmanlari da bulunmaktadir. PLAG1
transgenik farelerde gelisen pleomorfik adenomlarda Wnt sinyalinde ve beta-
kateninde upregiilasyon gorilmesinden hareketle 1°° tikrik bezinin
myoepitelyal karsinomlarinda da PLAG1 — Wnt sinyali iliskili calismalar
yapilmigtir.  Bugun itibariyle PLAG?in tlikrik bezinin myoepitelyal
karsinomlarinda Wnt Gzerinden onkojenik etki gosterdigini destekleyen bir
bulgu mevcut degilse de 0 bu timorlerde beta-katenin asiri ekspresyonu

surpriz bir bulgu gibi gérinmemektedir.

5.9. MET Belirtegleri Ve Calisgmada Kullanilan Diger Belirtegler Patoloji
Pratiginde Tanisal Araglar Olarak Kullanilabilir Mi?

Mezenkimal tiimérler vs. Non-mezenkimal timérler : Karsinomlar ve
sarkomlar arasinda P-kaderin ve membrandz beta-katenin ekspresyonlarinin
prevalanslari bakimindan fark bulunmustur. Bu ayrim sarkomatoid karsinom
ve sarkomlarin ayriminda degerli olabilir. Literaturde bu ayrima egilen onemli
bir calismayi Cates ve ark. gerceklestirmistir 1. Calismada aralarinda P-
kaderin’in de bulundugu genis bir epitelyal antikor paneliyle igsi hucrel
sarkomlar (n=21) ve sarkomatoid karsinomlar (n=27) karsilagtirilmigtir. S6z
konusu ayrimda epitelyal belirteglerden sadece AE1/AES ile fark bildirilmigtir.
Her ne kadar bu ¢alismadaki sarkom 6rneklemi bes histolojik alt tip ile sinirli

olsa da bulgular, P-kaderin’in bu ayrimda guvenilir bir ara¢ olmadigini
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desteklemektedir. Nitekim bu tez galismasinda kullanilan karsinom kontrol
orneklerinde de sarkomatoid morfolojili olgular yeterince temsil edilmemistir,
dolayisiyla elde edilen fark bununla da iligkili olabilir. Membranéz beta-katenin
ekspresyonu agisindan elde edilen sonuglar 6zguln niteliktedir. Ustelik sarkom-
karsinom ayrimi yani sira sarkom-melanom ayriminda da fark saptanmistir.
Ancak sunlari goz dnunde bulundurmak gerekir: 1. Bu ¢alismada membrandz
beta-katenin pozitifligi icin belirlenen kriterler subjektiftir ve bu durum
g6zlemciler arasi fark acisindan ek c¢alismalari gerekli kilmaktadir. 2.
Immiinhistokimyasal incelemede  belirgin  olarak  gériilemese bile
immunfloresan incelemelerde mezenkimal hicre membranlarinda beta-
katenin pozitifligi saptanabilmektedir. Bu nedenle membranéz boyanmanin
mezenkimal timorlerde seyrek gorlliusl, immuanhistokimyasal pozitifligin
dilisyondan kolay etkilenebilmesi ile iligkili de olabilir. 11*

Dediferansiye liposarkom vs. mikzofibrosarkom: Dediferansiye
liposarkomlarin ¢ok cesitli histolojik paternleri olabilmektedir, bunlarin
arasinda mikzofibrosarkom-benzeri varyant da yer almaktadir. Her ne kadar
mikzofibrosarkomlarda MDM2 ve CDK4 koekspresyonu nadir gorulse de, bu
tumorlerde  MDM2 ekspresyonuna ve nadiren CDK4 ekspresyonuna
rastlanabilmektedir. Benzer sekilde mikzofibrosarkomlarda MDM2/CDK4 gen
amplifikasyonu gorilebilmektedir ve bu durum ayirici tanida tuzak
olusturmaktadir. 1?2 Mikzofibrosarkom oOrnekleminde cogunlukla yiiksek
dereceli olgular taramis olan bu tez calismasinda SLUG ile ekspresyon
kaybinin prevalansi mikzofibrosarkomlarda dediferansiye liposarkomlara
kiyasla daha sik bulunmustur. S6z konusu ayrim; rezeksiyon spesimenlerinde,
uygun klinik baglamda, 6zellikle lipojenik bilesenin tespit edilemedigi, yuksek
dereceli mikzofibrosarkom histolojisi izlenen olgularda gerekli olabilir. Yine de
bu iki antitenin ayrimin 6neminin klinikten ziyade akademik oldugu da
savunulabilir.

Ewing sarkom vs. Ewing-benzeri sarkom ve az diferansiye sinovyal
sarkom: Ewing sarkomlarda SLUG ile ekspresyon kaybinin prevalansi yine
klguk yuvarlak hacreli sarkom ayirici tanisinda yer alan diger antitelerden

Ewing-benzeri sarkomlar ve az diferansiye sinovyal sarkomlara kiyasla yuksek
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bulunmustur. Ewing-benzeri sarkomlarla Ewing sarkom ayriminda histolojik
kriterler 6n plana ¢ikmaktadir, yine de kesin ayirici tani igin uygun molekuler
tetkikin triaji onemlidir. Benzer gsekilde sinovyal sarkomlarda da s6z konusu
triaj, maliyet etkinlik agisindan onemlidir. Nitekim Ewing sarkomlarda oldugu
gibi sinovyal sarkomlarda Nkx2.2, sitokeratinler, TLE1 ve CD99 gibi
konvansiyonel immunhistokimyasal belirtegler siklikla pozitiftir ya da pozitif
olabilmektedir. SLUG ekspresyonunun kaybi bu baglamda yardimci olabilir.
Ancak bu hipotez i¢in ¢alismamizda incelenen Ewing sarkom ornekleminin
nispeten sinirli oldugunu belirtmek gerekir (n=4).

Desmoid fibromatozis vs. monofazik sinovyal sarkom: Desmoid
fibromatozis olgularinda TWIST1 ekspresyonunun prevalansi monofazik
sinovyal sarkomlara kiyasla ylksek bulunmustur. TWIST1 Wnt'in
‘downstream”inde de aktive olabilecek bir faktordir. Her ne kadar
calismamizda sinovyal sarkomda nukleer beta-katenin ekspresyonun
prevalansi dusuk bulunduysa (1/47) da literatlirdeki oranlar genellikle bundan
daha yuksektir; hatta primer timodrlerde %40, metastatik olgularda %70’e
varan degerler bildirilmistir. 60113 TWIST1 asiri ekspresyonunun niikleer beta-
katenin ekspresyonu ile korele oldugu, dolayisiyla sinovyal sarkom
olgularindan nukleer beta-katenin ekspresyonu gosterenlerin yine TWIST1
ekspresyonu goOsterecedi dusunulebilir. Bu go6zle tekrar bakildiginda
calismamizdaki nikleer beta-katenin ekspresyonu goésteren sinovyal sarkom
olgusunda TWIST1 ekspresyonunda kayip oldugu goérulmektedir. Nitekim
serideki tUm mezenkimal tumorler bir arada degerlendirildiginde de TWIST
ekspresyonu ile nukleer beta-katenin ekspresyonu arasinda da dogrudan bir
iliski saptanmamistir (p>0,05). Ozellikle kor biyopsilerde desmoid
fibromatozisin ayirici tanida 6n plana ¢iktidi olgularda TWIST1’in beta-katenin
ve SMA’ya yardimci bir tetkik olarak kullaniimasi dusunulebilir.

Mikzoid liposarkom vs. Mikzofibrosarkom: Mikzoid liposarkomlarda
TWIST1 ekspresyonunun ve ALDH1 ile yaygin ekspresyonun prevalansi
mikzofibrosarkomlara kiyasla ylksek bulunmustur. Mikzofibrosarkomlarda
vaskuler cati mikzoid liposarkomlari andirir sekilde pleksiform nitelikte

olabilmektedir. Ote yandan mikzoid liposarkomlarin selileritesi yiiksek,
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nikleer derecesinin ylukseldigi daha yuksek dereceli formlari mevcuttur.
Mikzofibrosarkomlarda SMA veya CD34 pozitivitesi gorilebilir veya
go6rulmeyebilir. DDIT3 FISH’in uygulanamadigi ya da uygulanmasinin maliyet
etkin bulunmadigi kosullarda bu iki antitenin ayriminda mikzoid liposarkom
tanisina destek olabilecek immunhistokimyasal belirtecler olarak TWIST1 ve
ALDH2’in kullanilmasi dagunulebilir.

Desmoplastik kligiik yuvarlak hdcreli timér vs. Ewing sarkom:
Desmoplastik kigik yuvarlak hicreli timoérlerde E-kaderin ekspresyonunun
prevalansi Ewing sarkomlara kiyasla yuksek bulunmustur. E-kaderin
desmoplastik kuguk yuvarlak hucreli timor olgularinin timinde pozititken
Ewing sarkomlarin timinde negatiftir. Desmoplastik kiguk yuvarlak hicrel
timoér — Ewing sarkomu ayirici tanisinda epitelyal belirte¢ olarak kullanilan
EMA ekspresyonunun prevalansi Ewing sarkomlarda ¢ok seyrek de olsa
bildirilmistir ve E-kaderin’e kiyasla ylksektir. 14 Ayrica Ewing sarkom
olgularinda E-kaderin’in immunhistokimyasal  ekspresyonuna hi¢
rastlanmadi§ini belirten yayinlar da mevcuttur. 32 Bu bulgu Ewing
sarkomundaki MET sureclerinde, bir adherens bileske molekuli olan E-
kaderin’den ziyade siki bilegke proteinlerinin (ZO1, occludin gibi) upregule
oldugu bilgisiyle de uyumludur. Dolayisiyla bu iki antitenin ayriminda E-
kaderin’in EMA’ya kiyasla tanisal glucu daha yuksek bir belirte¢ olabilecegi
savunulabilir, ancak genis orneklemle ¢aligsmaya ihtiyag vardir.

Alveoler  rabdomyosarkom  vs. Ewing sarkom: Alveoler
rabdomyosarkom — Ewing sarkom ayriminda da E-kaderin ekspresyonu
bakimindan fark bulunmustur: Tim alveoler rabdomyosarkom olgulari E-
kaderin pozititken Ewing sarkomda ekspresyon saptanmamistir. Myojenik
belirtecler ve molekuller tekniklere yardimci olarak E-kaderin’in alveoler
rabdomyosarkom tanisini desteklemek amaciyla kullaniimasi disunalebilir.

SFT vs. monofazik sinovyal sarkom: Soliter fibroz timorlerde ALDH1
ekspresyonu monofazik sinovyal sarkomlara kiyasla yuksek bulunmustur. Bu
fark daha 6nce Bouvier ve ark.’nin calismasinda da vurgulanmistir. %6 Bu
calismada soliter fibréz timaorlerin tim genom analizlerinde ALDH1A1 geninin

en sik eksprese olan genlerden oldugu bildirilmistir. Bu bilgi 1s1dinda
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SFT’lerdeki immunhistokimyasal ALDH1 ekspresyonunun meningiom ve
sinovyal sarkom ayriminda guglu bir belirteg oldugunu gostermigler, bu
bulguyu karsilastirmali mRNA analizleriyle de desteklemislerdir. S6z konusu
ayrim i¢cin ALDH1 immunhistokimyasinin STAT6’ya alternatif ve/veya
destekleyici bir belirteg olarak kullaniimasi savunulabilir.

MPNST vs. monofazik sinovyal sarkom: MPNST'de ALDH1
ekspresyonu monofazik sinovyal sarkomlara kiyasla yuksek bulunmustur.
MPNST ve monofazik sinovyal sarkomun immunhistokimya dizeyinde ayrimi
gug olabilmektedir. Bugune kadar bu ayrimda kullanilan belirteglerin arasinda
S100, SOX10, H3K27me3 kaybi ve TLE1 bulunmaktadir. Ancak bu
belirteclerin tanisal guvenilirligi sinirlh olabilmektedir. MPNST igin S100 ve
SOX10'un  sensitivitesi  dustktir. H3K27me3 immunhistokimyasinin
degerlendirmesi ekspresyon kaybini temel almaktadir ve 6znel olabilecegi
savunulabilir. Benzer sekilde TLELl’in sinovyal sarkomlardakinin aksine
MPNST’lerde glcli ve yaygin olmayisi beklenmektedir ki bu da 6znel
olabilecek bir degerlendirmedir. MPNST’lerde ALDH1 ekspresyonunun
prevalansinin nispeten yuksek olusu pozitif bir bulgu olarak 6énemli
gorunmektedir. ALDH1’In timor zemininde yer yer yogun olarak bulunabilen

dendritik htcrelerde de boyanmasi degerlendirmeyi guglestirebilmektedir.
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