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OZET

Pankreatik duktal adenokarsinomlar (PDA), pankreatik intraepitelyal neoplaziler (PanIN) olarak isimlendirilen
noninvaziv displastik intraduktal lezyonlardan kdken almaktadir. Morfolojik ve genetik calismalar, PanIN‘lerin
PDA’larin prekiirsorl olabileceginin glgli bir kanitini olusturmustur.

Calismada PDA tanili 21 hasta degerlendirildi. PanIN ve PDA igeren histolojik kesitler gdzden gegirildi. PanIN
lezyonlari sayildi, derecelendirildi ve lokalizasyonlari degerlendirildi. immunohistokimyasal (iHK) olarak Ki67 ve P53
ekspresyonu arastirildi.

Olgularda, PanIN lezyonlarinin interlobuler lokalizasyonu (%58.20) intralobuler lokalizasyonuna gére (%41.80) daha
belirgin olup, interlobuler duktuslardaki PanIN 2 ve 3 lezyonlar intralobuler duktuslara gére daha fazla oldugu goz-
lendi (p=0.0026 ve p=0.006). PanIN’lerde Ki67 ve P53 ekspresyonu istatistiksel olarak daha dusik bulundu
(p=0.0045 ve p=0.0002).

Tumdr supresdr gen olan p53 protein ve proliferasyon belirleyicisi olan Ki67, PanIN lezyonlarinin progresyon géstere-
rek invazyon potansiyeli kazanabilecegdi hipotezine ek bir yarar saglayacaktir.

SUMMARY

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA) is thought to arise from noninvasive dysplastic intraductal lesions, named
pancreatic intraepithelial neoplasias (PanIN). Morphologic and genetic observations have provided strong evidence
that PanINs can be the precursors of PDA.

We evaluated 21 patients with diagnosis of PDA. The histologic sections, harboring both PanIN and PDA were
identified. PaniIN lesions were counted, graded and their localization was evaluated. We examined also the
expression of Ki67 and p53, immunohistochemically. Interlobular location of PanIN lesions (568.20%) were more
intense than intralobular location (41.80%). PanIN 2 and 3 within interlobular ducts were significantly higher than
intralobular ducts (p=0.0026 ve p=0.006,respectively). P53 and Ki67 expression in PanIN were lower than PDA,
statistically (p=0.0045 ve p=0.0002, respectively). P53 tumor suppressor gene and Ki67, proliferation marker in
PanINs can provide additional support for the hypothesis that these lesions represent progression with the potential
for invasion.
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GiRis

Degisik organlardan kdken alan karsinomlarin birgogu-
nun gelisiminde preklrsdr lezyonlar iceren ¢ok basa-
makl karsinogenez sirecinin yer aldigi bilinmektedir.
Serviks, meme, kolon, akciger ve prostat gibi organlarin
infiltratif karsinomlarinin prekirsér lezyonlari tanimlan-
mistir (1,5). Bu lezyonlarin, invaziv karsinomlarin gelisi-
minde 6nci oldugu anlasilmis ve bu bulgu,
karsinomlarin yayilmadan erken dénemde taninmasina
yarayan tekniklerin gelisimine olanak saglamistir (6).

PDA, PanIN olarak isimlendirilen noninvaziv displastik
lezyonlardan kdken aldig diisiiniilmektedir (7). ilk olarak
1954'de Sommers ve arkadaslari, bu lezyonlan
‘pankreatik duktal hiperplazi’ olarak tanimlamis ve PDA’li
hastalarin 1/3’'inden fazlasinda go6zlemlemiglerdir (8).
Daha sonra yapilan morfolojik ve genetik calismalarda
PanIN’lerin histolojik derecesi arttikga PDA’larda tanim-
lanan gen mutasyonlarina benzer mutasyonlar gordl-
mis; bu bulgu da, PanINlerin PDA’larin prekirsér
lezyonlar oldugunu kuvvetle desteklemistir (9,12).

PDA’larda K-ras mutasyonu, p16 ve p53 inaktivasyonu,
HER-2/neu ekspresyonu gibi ¢esitli genetik degisiklikler
siklikla bulunmaktadir (9,12,13). Ki67 proteini ise,
proliferasyondaki hlcrelerde eksprese edilen nikleer bir
proteindir. Hiicre siklusunda, Go haricindeki tim fazlarda
eksprese edilir (14,15). Yapilan bircok ¢alismada, pank-
reas kanserlerinde, karsinogenezis progresyonuyla
birlikte Ki67 ekspresyonunun arttigi  gdésterilmistir
(16,17).

Galismamizda, ayni histolojik kesitteki normal, PanIN ve
karsinomat6z pankreatik lezyonlar incelenerek PanIN
lezyonlarinin dagiimi ve immunohistokimyasal (iHK)
olarak p53 ve Ki67 ekspresyonlari degerlendirildi.

GEREC VE YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi AD’da PDA
nedeniyle pankreatikoduodenektomi (Whipple operasyo-
nu) yapilan 21 olgu ¢alisma grubuna dahil edildi. Olgula-
rin hematoksilen-eozin boyali preparatlari isik mikrosko-
bunda tekrar gézden gegirilerek PanIN lezyonlarini gés-
teren duktuslarin sayisi, derecesi ve lokalizasyonlari
incelendi. Duktus lezyonlarinin  derecelendirilmesi
Hruban ve arkadaslar tarafindan 6nerilen klasifikasyon
sistemindeki morfolojik kriterler kullanilarak asagidaki
gibi yapildi (7);

PanIN 1A: Kisa kolumnar, kiiboidal duktus epitelinin
yUksek kolumnar hal almasi, nukleuslarin bazale yerle-
simi ve supranUkleer misin icermesi (Resim 1).
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Resim 1. PanIN 1A’nin histolojik goérinimd (Hematoksilen
eozin x 100)

PanIN 1B: PanIN 1A lezyonundaki epitelyal degisikliklere
ek olarak epitelin papiller veya mikropapiller yapilar
olusturmasi (Resim 2).

Resim 2. PanIN 1B’nin histolojik gérinimi (Hematoksilen
eozin x 100)

PanIN 2: Diz veya papiller proliferasyon ile birlikte fokal
veya hafif nikleer degisiklikler, kabalasma,
hiperkromatizm, psddostratifikasyon izlenmesi (Resim 3).

Resim 3. PanIN 2'nin histolojik gérinimi (Hematoksilen eozin
x 200)



PanIN 3: Belirgin papiller veya mikropapiller yapi yani
sira kribriform patern ve nekroz, sitolojik olarak polarite
kaybi, distrofik goblet hicreleri, buylk dizensiz
nukleuslar ve nukleol belirginligi, atipik mitoz varlig
(Resim 4).

Resim 4. PanIN 3’Un histolojik gérinim0 (Hematoksilen eozin

x 200)

IHK yéntemle p53 ve Ki67'nin varliginin gdsteriimesi igin
en az 1 gece 55°C etiivde bekletilen kesitler ksilol ve
alkol solUsyonlarindan gegirilerek deparafinize ve
rehidrate edildikten sonra sodyum sitrat tamponunda
(pH:6.0) ve mikrodalga firnda bekletilip ardindan
Endojen Peroksidaz aktivitesi,%0,3’l0k metil alkol ile
hidrojen peroksit ile 5 dakika tutularak bloke edildi. Tim
yikamalar tris tampon solisyonu (TBS, pH:7,6) ile yapil-
di. Primer antikor olarak p53 proteini [ klon DO-7, 1/100
diliie (Dako) ] ve Ki67 (Klon MIB-1, Dako) kullanildi. p53,
1:100 dilisyonda, Ki67 ise 1:150 dilisyonda 30 dakika
24 derecede inkiibe edilerek uygulandi. Ug basamakli
immunoperoksidaz teknigi ve ardindan avidin-biotin
kompleks ydntemi (Dako, LSAB-2) ile IHK boyanma
tamamlandi. Ki67 ve p53 immunoreaktivitesinin deger-
lendirilmesi igin standart 1sik mikroskobunda x40 blyik
blyitmede pozitifliin minimum ve maksimum oldugu
beser alan segilerek 10 alanda toplam 1000 hilicre sayil-
di. Tim nikleer boyanmalar, boyanma siddetindeki
farkhhga bakilmaksizin pozitif kabul edildi. Sonuglar
pozitif hiicrelerin ylizdesi olarak ifade edildi. istatiksel
olarak Mann-Whitney U testi, ANOVA testi, ki-kare testi
ve Pearson korelasyonu uygulandi.

BULGULAR

1. Olgularda paniN lezyonlarinin dagilimi;

PanIN 1A, 12 olguda (%57.14); PanIN 1B, 8 olguda
(%38.9); PanIN 2, 18 olguda (%85.71); PanIN 3, 9 olgu-
da (%42.85) gorildi.

2. PanIN lezyonlarinin pankreatik duktuslardaki dagilhmi;

Yirmibir olguda izlenen toplam 122 PanIN lezyonunun
27’si 1A (%22.13), 16’st PanIN 1B (%13.11), 56’si
(%45.90) PanIN 2, 23'l (%18.85) PanIN 3 idi.
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Yirmiyedi PanIN 1A lezyonunun 20’si (%74.07)
intralobiler, 7’si (%25.93) interlobiler duktuslarda; 16
PanIN 1B lezyonunun 7’si (%43.75) intralobller, 8'i
(%56.25) interlobller duktuslarda; 56 PanIN 2
lezyonunun 21’i (%37.5) intralobiler, 351 (%62.5)
interlobiler duktuslarda; 23 PanIN 3 lezyonunun 3’0
(%13.04) intralobiler, 20'si (%86.96) interlobdler
duktuslarda lokalize idi. Genel olarak PanIN
lezyonlarinin %41.80’i intralobliler, %58.20’si interlobuler
duktuslarda izlendi (Sekil ).
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Sekil I: Intralobiiler ve interlobller alanlara goére ortalama
PANIN sayilari

interlobliler alanlarda intralobiiler alanlara gére daha cok
PanIN 2 ve 3 lezyonu izlenirken (Mann-Whitney U testi)
(p=0.026 ve p=0.006), interlobiler ile intralobller alan-
larda PanIN 1A ve 1B gbrilmesi arasinda istatiksel bir
fark yoktu.

3. PanIN lezyonlarinda Ki67 ve p53 indeksleri;

PanIN lezyonlarinda ortalama Ki67 ve p53 indeksleri
PDA alanlarina gére anlamli sekilde dusuktd (Mann-
Whitney U testi) (p=0.00002 ve p=0.0045) (Tablo ).

PanIN 1°de Ki67 ve p53 indeksleri PanIN 2 ve 3’e gore
anlamli sekilde dusikken (p=0.0007 ve p=0.0013)
(Mann-Whitney U testi), PanIN 2 ve 3 arasinda fark
yoktu. Ki67 ve p53 boyanma ylizdeleri g6z é6niinde tutul-
dugunda, normal-PanIN-PDA arasinda belirgin farklilik
vardi (p<0.0001) (Sekil 1l). Gruplar arasindaki farkhhklar
ANOVA testi ile de desteklendi.

intralobiiler ve interlobiiler lokalizasyona gére Ki67
(p=0.0001) ve p53 (p=0.011) boyanmalar arasinda belirgin
farklilk vardi (Mann-Whitney U testi). Ayrica korelasyon
testlerine gbre de (Pearson Correlation) belirgin pozitif
korelasyon gdsteriyordu (p<0.0001) (Sekil 1ll).
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Tablo I. PanIN ve PDA ‘larda Ki67 ve p53 indeksleri

istatistiki anlam (Mann-Whitney U testi)

Ki67 p53
PANIN 1a — 1b arasinda 0,022 p>0,05
PANIN 1a — 2 arasinda 0,0003 0,02
PANIN 1a — 3 arasinda 0,0001 0,02
PANIN 1a —timér arasinda 0,0002 0,004
PANIN 1a — normal arasinda p>0,05 p>0,05
PANIN 1b — 2 arasinda p>0,05 0,02
PANIN 1b — 3 arasinda 0,002 0,02
PANIN 1b — timér arasinda 0,0010 0,003
PANIN 1b — normal arasinda 0,002 p>0,05
PANIN 2 — 3 arasinda 0,004 p>0,05
PANIN 2 — tiimdr arasinda 0,0006 p>0,05
PANIN 2 — normal arasinda 0,00003 0,001
PANIN 3 — timér arasinda p>0,05 p>0,05
PANIN 3 — normal arasinda 0,00001 0,002
tlmor — normal arasinda 0,000009 0,00019
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Sekil lll . Lokalizasyona gére Ki67 ve p53 boyanma yizdeleri.

TARTISMA

Birgok organin invaziv timdrlerine &6nculik eden
prekirsér lezyonlarina yénelik yogun calismalar, o
lezyonlarin standart klasifikasyon sistemlerinin olustu-
rulmasina neden olmustur (18,19, 20). Onerilen histolojik
klasifikasyon sistemleri, neoplastik progresyonun daha
iyi anlasiimasi igin yapilan klinik, patolojik ve molekuler
calismalara isik tutmaktadir.

ilk kez Sommers ve arkadaslari, 45 yil énce pankreasin
duktus ve duktullerindeki epitelyal lezyonlarini tanimladi-
lar (8). Bu lezyonlar igin duktal hiperplazi, displazi, atipik
duktal hiperplazi, intraduktal karsinom, karsinoma in situ
gibi degisik tanimlamalar kullaniimis ancak standart bir
klasifikasyon sistemi olusturulamamistir (8). Pankreasin
intraduktal lezyonlarinin ‘PanIN’ olarak tanimlanmasi ilk
kez Klimstra ve Longnecker tarafindan yapilmistir (21).
Bu klasifikasyon sistemi, morfolojik ve klinik gézlemlere
ve bu lezyonlarin ve eslik ettikleri PDA’larin molekiler
genetik calismalarinin sonuglarina dayanilarak yapilmis-
tir. Hruban ve arkadaslari, 2001 yilinda bu siniflamayi
tekrar gézden gegirerek standart bir sistem haline getir-
miglerdir (7). Ancak, 2004 yilinda yine Hruban ve arka-
daslari bu klasifikasyon sisteminde bazi tanimlamalarda
revizyonlar yaptilar (22). Diger klasifikasyon sistemi ile
¢ok buytk farkliliklar olmamakla birlikte PanIN’lerin ta-
nimlamasina boyut dahil edildi. Buna gére PanIN
lezyonlarn 5 milimetreden kigik duktuslar tutmaktadir.
Ancak, 5 milimetreden buyUk duktuslarda da gorilme
olasihgi, disik de olsa vardir. Ayrica nonneoplastik,
hiperplastik ve belirgin atipi gbéstermeyen neoplastik
lezyonlarin Ortismesini O6nlemek amaciyla
klasifikasyondaki antiteler modifiye edilerek ‘lezyon’
(6zellikle PanIN 1A/lezyon) terimi de kullaniimistir.
PanIN 1A’nin neoplastik dogasi henlz kesinlik kazan-
madigi i¢in bu yeni terim lezyonu daha iyi tanimlamakta-
dir.

PanIN lezyonlarinin neoplastik dogasi ve invaziv
karsinoma ilerleme yetisi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapil-
mis ve bunun ile ilgili birgok kanit gdsterilmistir (22, 23).
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Ornegin, PDA izlenen pankreaslarda, gogunlukla invaziv
karsinom g¢evresinde PanIN lezyonlarina rastlanmaktay-
ken benign pankreasta bu lezyonlarin gérilme siklidi
oldukca dusiktdr (23, 24). PanIN 1A ve PanIN 1B sik
gobrilen rastlantisal bir bulgu iken daha yiksek dereceli
PanIN lezyonlari invaziv kanserle birliktelik géstermekte-
dir (24, 25, 26). Ayrica PanIN 1 lezyonlar invaziv kanser
olmayan erigkin pankreaslarin %40'inda g6rilirken
PanIN 3 lezyonlar ancak %5 veya altindaki bir oranda
izlenmektedir (24, 25, 26). Bunun aksine, PanIN 3
lezyonlar PDA bulunan pankreaslarin %30-50’sinde
bulunmaktadir (24, 25, 26).

Bu morfolojik bulgularin yani sira PDA’larda gdzlenen
cesitli genetik degisikliklerin prekursér lezyonlarda da
gbrilmesi, bunlarin éncl lezyonlar oldugunun gugli
kanitidir. IHK olarak HER2/neu, p16, p53, K-ras gibi gen
arinleri c¢alisilmis ve sonugta PDA ile ¢ogu PanIN
lezyonunun boyanma paternlerinin birbirine benzer ol-
duklan géralmastar (9, 11, 12, 13, 27, 28, 29). Tumor
supresdr gen olan p53 insan kanserlerinde en sik degi-
siklige ugrayan gendir (27). PDA’larin %50-70’inde p53
mutasyonlar gérilmektedir (27-30). Ancak, yapilan
galismalar p53 ekspresyonunun daha c¢ok timér
progresyonunun ge¢ déneminde oldugunu géstermekte-
dir (26). K-ras ve HER2/neu ekspresyonu ise
timoérogenezde erken fenomen olarak tanimlanmaktadir

@).

KAYNAKLAR

Calismamizda, PanIN lezyonlarinin standardize vyeni
siniflamasi kullanilarak derecelendirmeleri yapildi. Ayri-
ca, bu lezyonlarin sayi ve lokalizasyonlar belirtildi. Nor-
mal PanIN- PDA iceren preparatlara IHK olarak uygula-
nan p53 ve Ki67 lerin boyanma paternleri ve yogunlukla-
ri degerlendirildi. Ozellikle, PanIN 2 ve 3 lezyonlarinin
interlobuler duktuslarda lokalize olma egiliminde oldugu
gorlldi. PanIN lezyonlarinin dereceleri arttikca p53 ve
Ki67 indeksleri anlamli sekilde farklilik géstermekteydi.

p53 ekspresyonunun PDA ve PanIN 2 ve 3
lezyonlarinda daha yiksek oranlarda olmasi, Apple ve
arkadaslarinin (29) c¢alismasinda oldugu gibi p53’ln
karsinogenezde ge¢ fenomen oldugu yénlndeki hipotez-
leri ile benzerlik gostermektedir.

Ki67 ekspresyonu hucre blyimesinin direkt élgimini
saglamaktadir. Bazi ¢alismalarda prognoz ile Ki67 ara-
sindaki iliski tam olarak gdsteriimemekle birlikte (31, 32),
PDA’larda karsinogenez progresyonu ile birlikte Ki67
ekspresyonunun arttigi1 gésterilmektedir(16,17).

Ki67 ve pb53 ekspresyonu pankreasin prekanserdz
lezyonlarinin tanisinda ek bir yarar saglayip invaziv
kansere doénlUsebilecek riske sahip bu lezyonlarin
idantifiye edilmesine yardimci olacaktir. Daha genis
hasta gruplarinda, PDA’nin prekirsér lezyonu olarak
kabul edilen PanIN lezyonlarinin sikligi ve molekuler
genetik  degisikliklerinin  arastinimasi  pankreatik
karsinogeneze isik tutacaktir.
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