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1. OZET
PAKREAS KANSERLERINDE CDC25A GEN POLIMORFizMi
VE EK SPRESYONU
Dr.Basar AKSOY
Uzmanlik Tezi, Genel Cerrahi Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Dog Dr. Sacit COBAN
Subat 2011, 70 sayfa

Bu calismadaki amacimiz; pankreas kanserli vakalarda tumoral dokulardaki
CDC25A gen ekspresyonu ve polimorfizmini ortaya koyarak CDC25A geni
polimorfizmleri ile pankreas kanseri arasindaki iliskiyi belirlemektir. Ayrica, CDC25A
geninin ekspresyon seviyesi normal dokuda ve timor dokusunda belirlenerek bu genin
ekspresyon seviyesi ve kanser gelisimi arasindaki olasi iliskinin ortaya konulmasi
hedeflenmektedir. Bu amagla CDC25A’'nin 28 hastada dokuda ekspresyonunu, 118
hastada ise kanda polimorfizmini calisarak literatir verilerine daha kapsamli hale
getirdik.

Calismaya pankreas kanseri tarisi ile opere edilen 28 hasta ve pankreas kanseri
tamsi ile takip edilen 90 hasta, toplam 118 pankreas kanserli hasta alindi. Kontrol grubu
olarakta 83 tane Onceden bilinen kronik bir hastaligi olmayan ve birinci derece
akrabalarinda kanser hastasi olmayan saglikli gonulltler dahil edildi. Hastalardan alinan
doku ve kan ornekleri, kontrol grubundan alinan kan érnekleri ile beraber DNA ve RNA
izolasyonlar: yapildi.

Pankreas kanserli grupla kontrol grubu CDC25A geni SER88PHE polimorfizmi
icin C/C, C/T, T/T genctip frekanslarina ve C ve T allel frekanslarina gore
karsilastirildiginda her iki grup arasinda anlaml: bir fark saptanmach (p>0.05). Pankreas
kanserli grupla kontrol grubu CDC25A geni RS3731485 polimorfizmi igin C/C, C/G,
G/G genoatip frekanslarina ve C ve G allel frekanslarina gore karsilastirildiginda her iki
grup arasinda anlamli bir fark saptanmad: (p>0.05). Hastalardan operasyon sirasinda
cikarilan materyallerinden alinan normal ve tumorli dokulardan CDC25A gen
ekspresyon diizeyi calisildi. Referans araligi >1.5 ise artmis, <0.5 ise azalms, 0.5-1.5
aralig1 ise normal olarak alindi. Elde edilen ekspresyon degerlerine yapilan istatiksel
calismada; kontrol gurubu ile pankreas kanseri gurubu arasinda CDC25A gen
ekspresyonun anlamli olmadigi goruldi (p<0,05).



Elde edilen veriler 1s1ginda pankreas kanserinde CDC25A gen polimorfizminde
ve ekspresyonu dizeyinde anlamlt bir iliski gosterilememistir. Sonu¢ olarak pankreas
kanseri mortalitesi yiksek olan bir hastalik olup, kanser etyolojisinde genetigin yeri
tartismasizdir. Bundan dolay: polimorfizm ve ekspresyon ¢alismalarinin devam etmesi

gerektigi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Pankreas kanseri, CDC25A, Polimorfizm, Ekspresyon.



V. ABSTRACT
CDC25A GENE POLYMORPHISIM AND EXPRESSION IN

PANKREATIC CANSER
Dr. Basar AKSOY

Residency Thesis; Department of General Surgery
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sacit COBAN
February 2011, 70 pages

The aim of this study, isto determine the relationship between CDC25A gene
polymorphism and pancreatic cancer via determining CDC25A gene expression and
polymorphisms of tumor tissues of pancreatic cancer cases. Additionally, it is aimed
to prove the possible relationship between cancer development and the gene
expression level with determining CDC25A gene expression levels in tumor tissue
and normal tissue. For this purpose, we tried to make the literature data more
comprehensive by determining CDC25A tissue expressions of 28 patients and blood
polimorphisms of 118 patients.

One hundred and eighty one patients (patients with pancreatic cancer who
received surgery (n=28) and patients with pancreatic surgery who are in follow-up
(n=90)) and as a control group, not having any known chronic disease, first degree
relatives of not having cancer and healthy volunteers (n=83) were included in this
study. Tissue and blood samples obtained from patients and blood samples from
control group were applied for DNA and RNA isolation.

There was no significant difference between the two groups, pancreatic
cancer group and the control group CDC25A gene SER88PHE polymorphisms were
compared according to C/C, C/T, T/T genotype frequencies and allele frequencies of
G and A (p>0.05). There was no significant difference between the two groups,
pancreatic cancer group and the control group CDC25A gene RS3731485
polymorphisms were compared according to C/C, C/G, G/G genotype frequencies
and allele frequencies of C and G (p>0.05). CDC25A gene expression levels were
studied on normal and tumor tissue specimens taken from patients during surgery.
Reference Range was taken as high <1.5, low >0.5, 0.5<normal<1.5. As a result of
statistical analyses that were applied the expression data; there were no differencesin
CDC25A gen expression between control group and pancreatic cancer group
(p<0.05).

Vi
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In the light of the data obtained, it is not demonstrated a significant
relationship at the CDC25A gene polymorphism and expression in pancreatic cancer.
As a result, pancreatic cancer is a disease with high mortality, and the place of
genetics in the etiology of cancer is indisputable. Therefore, we think the
polymorphism and expression studies should be continued.

K ey words. Pancreatic cancer, CDC25A, Polymorphism, Expression
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V.KISALTMALAR

PanlN € Pankreatik intragpitelyal neoplazi.

PDACe Pankreatik Ductal Adenocarsinom.

K-RAS & Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog.
IPMN & intraduktal Papiller Misintz Neoplazmlar.
ROT & Reaktif oksijen tirevler.

MCNe Musindz Kistik neoplazm.

FAMMM & Familial atypical mole-malignant melanoma.
FGFe Fibroblast Blyume Faktord.

HGF& Hepatosit Blytime Faktord.

|GFe& Inslilin Benzeri Bllylime Faktord.

CDC25e& Cell Division Cycle 25.

CAMPe Cathelicidin antimicrobial peptide.

PPPDe& Pylorus-preserving pancreaticoduodenectomy.
GITSGe Gastrointestinal Tumor Study Group.
PCRé& Polymerase Chain Reaction.

RFLPe Restriction Fragment Length Polymorphism.
RFLPe& Restriction fragment length polymorphism.
DNA & Deoksiribo Nikleik Asit.

AJCC € American Joint Commision on Cancer.

TNM & Timdr- Nod- Metastaz.

BT & Bilgisayarli tomografi.

MRG & Manyetik rezonans gorinttileme.

USG e Ultrasonogréafi.

CEA & Karsino embriyojenik antijen.

CA & Karbonhidrat antijen.

SMV & Siperior mezenterik ven.

SMA & Siperior mezenterik arter.

MRCP & Manyetik rezonans kolanjiopankreato grafi.
ERCP & Endoskopik retrograd kolanjiopankreato grafi.
PTK € Perkutan transhepatik kolanjiografi.

PETe& Positron emisyon tomografisi.

5-FU e 5-Fuorouracil.



RNA & Ribonikleik asit

DM & Diabetes mellitus

KT & Kemoterapi

RT © Radyoterapi

HRM € High Resolution Meelting Curve
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1-GIRIS VE AMAC

Pankreas kanseri, gastrointestinal kanser ile iliskili mortalitenin en yaygin
sebebidir ve Birlesik Devletlerde kanser nedenli dlimlerin en sik dérdincti nedenidir
(2). Ayn sekilde, 5 yillik sag kalim orani ne yazik ki %5 den azdir, yaygin olarak
etkilenmis olan hastanin ge¢ prezentasyonu nedeniyledir, bu ylzden de terapttik
girisimi zorlastirir(2). Potansiyel tedavi igin tek metot cerrahi rezeksiyondur, bununla
birlikte bu sadece pankreas kanseri olan hastalarin sadece %10-20' sine uygulanir(3).
Pankreatoduedonektomi (Whipple prosedirti) uygulanan hastalardaki 5 yillik sag kalim
iyilesmistir ve %20'ye yaklasmistir(4). Onemli olarak capr 2 cm'den kiigik olan
kanserler pankreasa sinirli oldugunda ve erken safhada tespit edildiginde, 5 yillik sag
kalim daha yiksektir ve %46’ ya yaklasabilir(4). Bu amag icin, ortalama veya yuksek
riskteki hastalardaki preneoplastik lezyonlar (pankrestik intraepitelyal neoplazi veya
PanIN olarak isimlendirilmistir) da dahil gok erken safhadaki pankreas kanserinin
tespiti, pankreas kanser mortalitesinin azaltilmasina anlamli katkida bulunma firsatlari
saglayabilir.

Kanserlerin gogunun gelisiminde yaklasik 10-20 yillik bir donem vardir ve bu
dénem onleyici sagaltim icin yeterli bir stirectir. CDC25A’ nin pek ¢ok insan kanserinde
asirt eksprese oldugu bildirilmistir. Hatta bu genin asir1 ekspresyonu hastaligin asiri
agresifligi ve kotu prognozla iliskilendirilmistir (5).

CDC25 fosfatazlar hicre farklilasmasi, timorijenez, kontrol noktast ve
apoptoziste gorev alir (6). Hicrenin akibetinin ne olacag: yontindeki rollerinden dolay:
CDC25 fosfatazlar hiicre boltinme siklusu boyunca sikica regule edilmelidirler. Ayrica
hiicre siklusunun ilerlemesini durdurmak ve hiicreye DNA tamiri ya da apoptozis igin
zaman tamimak amaciyla kontrol noktasi aktivasyon cevabinda CDC25 fosfatazlar
inaktive edilmelidirler. Bu islemlerden herhangi birinin yanlis diizenlenmesi genomik
kararsizlikla sonuglanabilir.

Bas ve boyun kanserleri ile ilgili yapillan bir calismada CDC25A ve
CDC25B' nin asir1 ekspresyonunu kantitatif RT-PCR metoduyla calismislar. Vakalarin
%80'inde CDC25A mRNA’sinin asir1 eksprese oldugu ve %55'inde normal mukoza
kontroltyle karsilastirildiginda 5 kat daha fazla eksprese oldugu rapor edilmistir
(7).Insan gastrik karsinomlarda da CDC25A ve CDC25B’'nin asir1 ekspresyonuyla
gogerilmistir (8).



Y apilan bagka bir ¢alismada insan kolorektal kanserlerinde CDC25 fosfatazlarin
¢ izoformunun ve ayrica onlarin splays varyantlarinin gen yapilari, mRNA ve protein
ekspresyonlar1  calisilmis  ve hastalarin - gelisimi ve de tumérin  patolojik
karakteristikleriyle iliskileri  degerlendirilmistir. Bu fosfatazlarin  kolorektal
karsinomlarda farkli regile edildigi ve tumoérlerin gelisiminde yer alabilecekleri
gogterilmistir. Ekspresyon seviyelerinin hastamin yasam siresi ve klinikopatolojik
karakteristikleriyle korele oldugu bulunmustur (9).

CDC25A’ nin erken donem meme kanseri vakalarinin %47 sinde asir1 eksprese
oldugunu ve bu durumun kottye gidisle iliskili oldugunu bildirilmistir (10).

Yine meme kanserinde CDC25A ve CDC25B’'nin ekspresyon seviyelerinin
immuino-hisdtokimyasal olarak arastirildig: bir diger calismada da benzer sonuclar elde
edilmistir. Vakalarin %69.6'sinda CDC25A seviyesinin yiksek oldugu bildirilmistir
(12).

Pek cok kanser turinde gbzlenen asiri ekspresyon seviyesi ve hicre siklus
kontroltindeki kritik roliinden dolayr CDC25A fozfatazin kanser teshis ve tedavisinde
yeri olacag: dustnilmektedir. Bir cok kanser olgusunda CDC25A calisilmis ve yiksek
bulunmus olmasina ragmen pankreas kaserlerinde sadece bir ¢calisma bulunmaktadir. Bu
calismada ise CDC25 gen ailesinden CDC25B expresyonunun yiksek oldugu A ve C
nin ise diger kanser olgularimin aksine normal oldugu belirtilmistir. Calismada 48
hastanin verileri degerlendirilmis ve sadece gen ekspresyonu ¢alismasi yapilmistir (12).

Bu calismadaki amacimiz; pankreas kanserli vakalarda timoral dokulardaki
CDC25A gen ekspresyonu ve polimorfizmini ortaya koyarak CDC25A geni
polimorfizmleri ile pankreas kanseri arasindaki iliskiyi belirlemektir. Ayrica, CDC25A
geninin ekspresyon seviyesi normal dokuda ve timor dokusunda belirlenerek bu genin
ekspresyon seviyesi ve kanser gelisimi arasindaki olasi iliskinin ortaya konulmasi
hedeflenmektedir. Bu amagla CDC25A’'nin 28 hastada dokuda ekspresyonunu, 118
hastada ise kanda polimorfizmini calisarak literatir verilerine daha kapsamli hale
getirdik.



2-GENEL BILGILER

2.1 Pankreasin Embriyolojis

Pankreas, fetal hayatin dordincl haftasinda 6n barsagin kaudal kismindan arka
ve 6n pankreas tomurcuklar: olarak cikar. Her iki ¢ikinti da saga doner ve ventral
pankreasin ¢iktigi noktanin yaninda birbiriyle birlesir. Daha sonra duodenum dondiikce
pankreas da sola kayar. Eriskinde sadece basin kaudal kismi ve processus uncinatus 6n
pankreastan kaynaklamir. Basin kranial pargasi, govdenin timi ve kuyruk dorsal
pankreastan ¢ikar. Dorsal pankreas kanalimin blyik kismi ventral pankreas kanal: ile
birlesir ve ana pankreas kanalim (Wirsung) olusturur. Kiguk bir kisim aksesuar kanal
(Santorini) olarak kalir. Insanlarin % 5-10'unda ventral ve dorsal pankreas kanallar:
birlesmez ve pankreas bolgelerinin ¢ogu Santorini kanali ile minor papillaya agilir.
Sadece ventral pankreasin kicuk bir kismi safra kanali ile ortak olarak papilla vateriye
acilir (13).

2.2 Pankreasin Histoloji ve Fizyolojis

Endodermal kokenli bir organ olan pankreas, protein ve karbonhidrat
sindiriminin ve glukoz dengesinin ana duzenleyicisidir (Sekil 1). Ekzokrin pankreas
(Organ doku Kitlesinin %80’i) sindirici zimojenleri (tripsinojen, kimotripsinojen,
karboksipeptidaz, deoksiriboniikleaz, ribonikleaz, triagilgliserol lipaz, fosfolipaz A2,
elaztaz ve amilaz) Uretip gastrointestinal sisteme gonderen duktal ve asiner hiicrelerin
dallanmis agindan meydana gelir. Duktal ag boyunca fonksiyonel birimler seklinde
sralanan asiner hicreler, mide ve duodenumdan gelen uyarilara cevap olarak
zimojenleri sentezler ve bunlar1 duktal Iimene sekrete ederler. Asiner Unite sinirlar
icinde duktus yakinindaki hticreler sentroasiner hiicrelerdir. Kan dolasimina gonderilen
hormonlarin sekresyon yoluyla metabolizma ve glukoz dengesini diizenleyen endokrin
pankreas, 0zellesmis dort endokrin hicre tipinin bir araya gelerek meydana getirdigi
Langerhangs adaciklarindan olusur.langerhans adaciklarinda o hticreleri gulukagon,
hicreleri instlin, D hicreleri somatostatin, PP hiicreleri de pankreatik polipeptid
sagilar (14).



Sekil 1: Pankreas anatomisi.

Pankreas, iki temel fizyolojik isleyisi diizenleyen farkli fonksiyonel birimlerden olusur:
sindirim ve glukoz metabolizmasi. (A) Pankreasin duodenum ve ana safra yoluyla yakin
komsulugunu gosteren gros anatomisi. (B) Histolojik seviyede pankreatik parankimin
temel bilesenleri. Sag altta temel olarak islevi glukoz homeostazim saglamak olan
pankreasin endokrin bolumi Langerhans adacigi. Yildiz isareti, duktuslara (ok isareti ile
gogerilmistir) cesitli sindirim enzimleri (zimojenler) salgilama ile gorevli asinlsler
arasina yerlestirilmistir. (C) Cesitli hiicre tiplerini gbsteren pankreatik dokulara ait H& E
ve immunohistokimyasal boyali kesitlerin fotomikrograflari. (Panel 1) Duktus ile
komsu bir asiner birim. (Panel 2) Amilaz antikoru ile gorintr hale getirilmis asiner
birimler Diaminobenzidin boyamast nedeniyle kahverengi goérinmekte. (Panel 3)
Langerhans adacigi, instilin antikoru ile boyanmis olarak gortinmekte. (Panel 4) Gucli
Hesl boyamasi gosteren bir sentroasiner hiicre. (Panel 5) Duktal htcreler (burada
capraz kesitte gortinmektedir) sitokeratin-19 antikoru ile boyanmis. (D) Bir asiner
birimin pankreatik duktuslara olan komsulugunu gosterir temsili. Aym zamanda duktus
ve asinuslerin baglanti noktasinda bulunan sentroasiner hiicreler de betimlenmistir (ok).



2.3 Pankreasin Anatomis
2.3.1 Pankreasin K omsuluklari

Pankreas midenin arkasinda, saginda duodenum, solunda dalak olmak Uzere
retroperitonda transvers olarak uzanir. Pankresa kabaca, uncinatproses ile birlikte olan
bas, boyun, gévde ve kuyruk kisimlarina bélunir. Bas, orta hatta ikinci lomber vertebra
hizasinda uzanir. Basin posterior yuzeyi sag bobregin medial kenarimin yaninda, sag
renal damarlarin ve inferior vena kavanin Uzerinde bulunur. Unsinatproses, portal ven
ve stiperior mezenterik damarlarin arkasinda posteriora ve bezin bagimin soluna uzanir.
Bezin govdesiyle bagim birlestiren boyun stiperior mezenterik damarlar ve portal venin
Onundedir. Stperior mezenterik ve porta venin 6n yizi ile pankreasin boyun kisminin
posterioru arasinda genellikle dallar yoktur. BoOylece pakreas basinin rezeksiyonu
sirasinda ikisi kunt diseksiyon ile emniyetle ayrilabilir. Pankreasin govdesi birinci
lomber vertebra hizasinda uzamr ve siperior mezenterik venin sol simirindan
baglar.Posteriro yuzl aorta, sol adrenal bez ve bobrek, sol renal damarlar ve Ust
sinirinda uzanan splenik arter ve venle temas halindedir. Pankreasin kuyrugu onikinci

torasik vertebra arasinda uzanir ve ucu dalak hilusuna ulasir (Sekil 2).

Sekil 2: Pankreas komsuluklari.

2.3.2 Safra ve Pankreatik Kanallar

Ana safra kanali1 duodenuma giderken pankreas basimin posteriorundan geger ve
vakalarin % 70 den fazlasinda kismen veya tam olarak pankreas ile sarilir. Kanal
duodenal duvara girer ve burada 1,5 cm kadar ilerler. Ana pankreastik kanal (Wirsung)
pankerasin kuyrugundan baslar ve safra kanalimin altindan duodenuma girer.iki kanal



ortak kanal seklinde birlesmeden dnce birkag milimetre boyunca yan yana uzanir.Tek
pankreatobilier kanal, duodenumun ikinci kisminin posteromedial duvarindaki Vater
papillasindan duodenal [timene acilir. Vater ampullas: papillaigindeki ortak pankreatiko
bilier kanalin genislemesidir ve iki kanalin birlesim yerinin distalindedir. Ampulla
vakalarin %90 inda bulunur ve genellikle oldukca kisadir (5 mm veya daha
az).Insanlarin %10’'unda her bir kanal duodenuma ayri ayri bosalir ve ampulla
bulunmaz.Aksesuar pankreas kanali (Santorini) genellikle pankreas basinin 6n ve Ust
kismini drene eder .Vakalarin % 60’ inda duodenum Vater papillasimn 2 cm kiranial ve
hafifce anteriorundaki mindr papilladan geger.Aksesuar kanal Wirsung kanaliyla
siklikla baglant1 gosterdiginden drenaj mindr veya major papiladan olabilir.

Duktal anatomide ¢cok degisik varyasyonlar olabilir ancak normal insanlarin %10
kadarinda gorulen pankreas divisum nadiren hastaliga yol agar. Pankreas divisum
embriyolojik dorsal ve ventral pankreatik kanallar birlesmedigi ve ana pankreatik
kanalin mindr papilladan drene oldugu durumdur (Sekil 3).
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Sekil 3: Safrave pankreatik kanallar.



2.3.3 Pankreasin kanlanmas

Pankreasin arterleri gastroduodenal arter, superior mesenterik arter ve splenik
arter dallaridir. Bag kismum yukarida gastroduodeni arterden c¢ikan superior anterior-
posterior pankreatikoduodenal arterler ve asagida superior mesenterik arterden
aikan inferior anterior-posterior pankreatikoduodenal arterler besler. Bezin govde ve
kuyruk kisimlar: splenik arterden ¢ikan kiiclk dallardan beslenir (Sekil 4). Pankreasin
venleri arterlerle yandastirlar ve ayni isimleri alarak vena porta, splenik ven, sliperior ve
inferior mezenterik venlere dokulrler (Sekil 5).

Gastroduodenal a. Hepatic a.

Cehac trunk
Anl and posL sup.

pancr&a'ricoduudnal Darsal pancreatic a

Splanic a.

1
Transversa pancraatic a.
Sup mesenteric a.

Ant. and post. inf, pancreaticoduodenal a.

Sekil 4: Pankreasin arterleri.
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Sekil 5: Pankreasin Venleri.



2.3.4 Pankreasn Lenfatik Drenaji

Pankreasin lenfatik drenaji zengindir ve vendz drenaji izleyerek heryone
dogrudur. Superior nodlar glandin Gst simirinda olup anterior ve superior Ust yariy: drene
ederler. Inferior nodlar, bas ve gévdenin inferior marjininde olup alt kenarin anterior ve
posterior yarisint drene ederler. Anterior nodlar, pankreas basimin anterior yizeyini
drene eder. Lokalizasyonlar1 ise pilorun altinda, 6nde pankreas ve duodenumun
arasindaki  yarikta ve transvers kolonun mezenter kokinde vyer alrlar.
Posterior nodlar, pankreas basinin posterior yizeyini drene ederler. Lokalizasyonlar ise
posteriorda pankreas ve duodenumun arasindaki yarikta, koledok ve aort komsulunda,
cOlyak arter ve sliperior mezenterik arterin ¢ikis yeri boyunca yerlesmislerdir. Splenik
nodlar kuyruk kismimi drene ederler. Lenfatik drenaj pankreas ca yayilimi agisindan
Onem tasir ve en siklikla bas kismindan yayilirlar. Cogu pankreas ca |1 hastalar teshis
aninda splenik node hari¢ nodal metastazlara sahiptir.

2.3.5 Pankreasin Sinirleri

Pankreasa sempatik uyar1 splanknik sinirlerden; parasempatik uyari ise vagus
yolu ile olur (posterior vagus govdesinin ¢olyak dali). Genelde sinirler kan damarlarini
ve kanallar1 takip ederek acinilere dek ulasirlar. Splanknik sinirler ayrica beraberlerinde
visceral afferent agri liflerini de tasirlar. Pankreatik agrida vagusun afferent liflerinin
roli bilinmemektedir. Pankreatit veya pankreas ca agrisi tedavisinde celiac ganglion
hasarlanmasi yapilabilmektedir ve basarisi da degiskendir (15).

2.4 Pankreas Kanserinin Epidemiyolojis

1930’ lardan 1980’ lere pankreatik kanser insidansinda ikiye katlanma olmasina
karsin, son on yilda bilinmeyen sebeplerden dolay: bu oramn pik yaparak 100.000'de
sekize ciktigi gorulmektedir (16). Pankreatik kanser insidansinin en yiksek oldugu
topluluk Los Angeles daki Koreliler iken (100.000'de 16,4), en dustk oldugu ulke ise
Hindistan’'dir (100.000'de 0,7) (17). Su anda ABD’de pankreas kanseri en sk
dokuzuncu kanser iken, kanser ile iliskili olimlerin en sik dérdinct sebebidir.
Arastirmanin yapildig1 Ulkede pankreas kanseri beyazlara oranla siyahlarda daha sik
gorulmekte ve insidansi yedinci ve sekizinci dekadlarda pik yapmaktadir. Pankreasin
tipik duktal adenokarsinomu 40 yas alt1 hastalarda da gorulebilmekteyse de, bu oldukca
nadirdir (18).



2.5 Pankreas K anserinin Etyolojis

PDAC yalnizca birkag bilinen demografik ve cevresel risk faktori ve az
miktardaki otozomal dominant genetik durum ile iliskilidir. Pek ¢ok calisma ilerlemis
yas, sigara kullanma ve uzun streli kronik pankreatitin kesin risk faktérleri oldugunu
kanitlamis; diyabet ve obezitenin de artmis riske neden olabilecegi sonucuna varilmstir
(19). Kahve tuketiminin etkisi bilinmemektedir ayrica mevcut veriler alkol alimimnin
yada herhangi bir mesleki maruziyetin dogrudan etkisini desteklememektedir. Bilinen
bir gida koruyucusu olan nitrozaminden zengin diyetle beslenen hamsterlarda
pankreatik ekzokrin malignensiler indiklenmis olmasina karsin, cevresel faktorlerin
pankreatik karsinogenezde rol oynayip oynamadig: bilinmezligini korumaktadir (20).

Daha 6nce gegirilen gastrektomi ile pankreas kanseri arasindaki iliski kesinken,
bu durumun pankrestit ile iliskisi hentiz kesinlik kazanmamis bir konudur (21). Uluslar
Arasi Pankreatit Calisma Grubu’ nun son dénemde yaptig1 ¢cok uluslu kohort calismasi
kronik pankrestit varliginda pankreas kanserine yakalanma riskinin belirgin olarak
arttigi sonucuna varmistir. God ve Camaron metotla iliskili problemler nedeniyle bu
arastirmay1 elestirmiglerdir. Buna ek olarak, kronik pankreatitli hastalardaki ¢ok distik
pankreas kanseri insidansim ongérerek (ABD’de her yil 24 vaka) bu calismayi daha da
Onemsiz gostermislerdir (22, 23). Bu konu oldukca biiytk bir 6neme sahiptir ¢uinkd
pankreas kanseri prezentasyonu ve radyolojik gérunimui olarak kronik pankreatiti taklit
edebilir.

Gen mutasyonlar: ve diger kazamilmig kromozom anomalileri artan siklikla tarif
edilmeye devam edilmektedir. TUmor stpresyon geni p53'Un ve onkogen KRAS 1n
ekspresyon anomalileri su ana kadar tanimlanmis en sik mutasyonlar olarak
gordlmektedir, her bir mutasyon hastalarin %50'sinden fazlasinda meydana
gelmektedir. NUkleer antplodi gibi multipl kromozomlu anormal karyotipler en gok az
diferansiye tumorlerde gorulmektedir (24, 25).

Artmis risk aym zamanda PDAC hastalarimin yakinlarinda da gosterilmis ve
PDAC vakalarimin %10 unun ailesel kiimelenmeye dayanan genetik predispozisyon ile
iliskili oldugu tahmin edilmistir (26). Bununla uyumlu sekilde timor sipresor
genlerinden INK4A, BRCA2 ve LKB1'deki, DNA mismatch tamir geni MLH1' deki ve
katyonik tripsinojen geni PRSS1'deki germline mutasyonlar, ailesel PDAC ile
baglantilidirlar (27). BRCA1 mutasyonu PDAC riskini arttirtyorsa da bu risk BRCA2
ile kiyaslandiginda dusukttr (28). PDAC nin disik penetrans: ve sozi edilen germline
mutasyonlari ile iliskili vakalarin tipik baslangi¢ yas1 1s1ginda bu genetik bozukluklarin
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kanseri baglatmaktan ziyade, malign ilerleyis Uzerine etki yaptiklari sdylenebilir. Bu
hipotezi destekler nitelikte, INK4A ve BRCA2 mutasyonlar: erken evre sporadik PDCA
premalign lezyonlarda tespit edilmemis ancak yalmzca geg orta evre veya ileri evre
pankregtik intraepiteelyal neoplazm (PanIN)'de bulunmustur (29). Buna ek olarak,
germline INK4A mutasyonuna ugratiimis fareler, aktive K-RAS mutasyonlar: ile bir
arada bulunmadikga PDAC gelistirmemisglerdir (Tablo 1).

Nadir ailelerde PDAC nin yiksek penetransli otozomal dominant genler
tarafindan olusturulmasinin gosterdigi  Uzere, alisiimamis predispozan genler de
mevcuttur (30). Bir ailede 4q 32-34 lokusu diyabet, pankrestit ve ekzokrik yetmezlik ve
penetransi %100 e varan PDAC gelisimi ile iliskiliydi (31). Bu sendrom ile iliskili olan
gen hentiz tanmmlanmamustir. Dahasi, pankreatit yatkinligini arttiran genler, yuksek
PDAC sikhg: ile iliskilidir. Katyonik tripsinojen geni olan PRSS1'deki germline
mutasyonunun neden oldugu herediter pankreatitli hastalarda PDAC gortlme sikligi 53
kat artmustir (32). Kistik fibrozis genindeki (CFTR) mutasyonlar ile PDAC arasinda da
bir bag vardir. Heterozigot CFTR mutasyonlar: pankreas kanseri igin bilinen bir risk
olan kronik pankrestit ile iliskilidir. Gegtigimiz ginlerde, erken baslangi¢ evresindeki
PDAC vakalarnda mutant allelin tespit edilmesiyle CFTR mutasyonu ve kanser
arasinda dogrudan bir baglant: oldugu ispatlanmistir. Daha 6nceki calismalar boylesi bir
baglantiy1 kesin olarak tammlayamamislardir, ancak bunun nedeni az sayida vaka ile
calismalar1 ve sinirlt mutasyonel analiz yapmis olmalari olabilir (33-37).

Birbirinden ayri bu genetik durumlarin nasil PDAC'ye yol agtigi henlz
anlasilamamis olmasiyla beraber, ekzokrin yetmezlik ve pankrestitin ortak bir
patofizyolojik yolla PDAC’'ye neden olusu da ilgi c¢ekicidir. Ekzokrin organ
disfonksiyonu ve pankreatit blylme faktorlerinin, sitokinlerin ve reaktif oksijen
turevlerinin (ROT) lokal salimmmim ve bu sayede hiicre proliferasyonunu saglayarak,
hiicre diferansiyonunu bozarak ve onkojenik mutasyonlara yol acarak timorogenezisi
tetikliyor olabilir. Bu hipotezi destekleyen baska bir bulgu da kronik pankreatitli
hastalarin Ucte birinde aktive olan K-RAS mutasyonlarimin saptanabiliyor olmasidir
(38). Fare modellerinde bulunan diger bulgular da duktal prekirsel hiicre grubu
varligint ve bu hicrelerin genisleyerek organ hasarina neden oldugunu gostermektedir.
Pankreatik inflamasyon ya da kanser durumunda ortaya ¢ikan “kok hicre” benzeri
hicrelerden olusan grup, protoonkojenlerin ve tUmor stpressor genlerin somatik
mutasyonlari sonucu ortaya cikan onkogenik transformasyona duyarli bir alt
populasyonu temsil ediyor olabilir (39).
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2.6 Pankreas K anserinin Patolojis

Pankreasin fizyolojik ve hiicresel ¢esitliliginin bir sonucu olarak normal hiicresel
bilesenlerin 6zelliklerini ¢agristiran histolojik ve molekiler 6zelliklere sahip pankreatik
malignensiler gorultr. Bu ¢ok sayidaki tumoar tipleri ve ayirt edici 6zellikleri Tablol' de
gosterilmistir. Ismini duktal hiicrelere olan benzerliginden alan pankreatik duktal
adenokarsinoma (PDAC), en sik gorulen pankreatik neoplazmdir ve timér vakalarinin
%85’ inden fazlasim kapsar (40, 41).

Tablo 1. Pankreatik timorler ve iliskili genetik degisiklikler

Pankr eatik neoplazm Histolgjik 6zellikler Gend genetik degisiklikler

Duktal adenokar sinoma® Duktal morfoloji; desmoplazi K-RAS, p16™<* TP53, SMAD4
Duktal adenokarsinoma
varyantlari

a. Medilller karsnoma Az diferansiye, intratimorel
lenfositler.Miisin havuzlar hMLH1, hMSH2
b. Kolloid (misindz nonkistik) MUC?2 asiriekspresyonu
karsinoma
Asiner hiicreli karsinoma Zimojen graniller
Pankr eatoblastoma Squamoid kimeler, cok kokenli APC/Z-katenin
diferansiyasyon
Solid psddopapiller neoplazm APC/Z-katenin
“Pstdo” papillerler, solid ve kistik
Ser 6z kistadenoma alanlar, hyalin kirecikler

APC/&-katenin, CD10
MultilokUler kistler; glikojenden ekspresyonu

Pankreatik endokrin timdrler | zengin epitelyum
VHL

Hormon Uretimi

MEN1

Anirban Maitra’ dan alintilanmistir. Hruban ve arkadaslar (2006)’ ndan uyarlanmustir.
®Invazif duktal adenokarsinomalarin tanimlanmus Gg prekiirstr lezyonu vardir: PaniN’ler, IPMN' ler ve
MCN’ler. Pankreasin kolloid karsnomalari nerdeyse her zaman IPMN arkaplaninda gélisir.

PDAC genellikle pankreas basinda ortaya ¢ikar ve lenfatikler, dalak, peritoneal
bosluk gibi ¢cevre dokulara yayilir ve karaciger ve akcigere metastaz yapar. Hastalik,
desmoplazi olarak isimlendirilen fibroblast ve inflamatuar hicrelerden olusan yogun
stroma varlig: ile karakterizedir. Pankreatik stellat hticreler, fibroblast 6zelligi tasiyan
normal pankreasta bulunan bir hiicre grubudur, bu hiicreler deneysel modellerde
pankreatik hasara verdigi yamt ve kanser olusumu icin desmoplastik cavaba yaptigi
olasi katkilar agisindan degerlendirilmiglerdir (42). PDAC en c¢ok duktus benzeri
yapilara ve degisen derecelerde hiicresel atipi ve diferansiyasyonlara sahip glandtiler bir
form sergiler (Sekil 2). PDAC nin daha nadir gorulen alt tipleri arasinda kolloid,

adenoskuamoz ve sarkomatoid histolojiler bulunur. Tek bir tumorde siklikla histoloji,
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tumor evresi ve diferansiyasyon derecesi arasinda bolgesel farkliliklar vardir. En kiigik
primer lezyonlarin bile perindral ve lenfatik invazyonla kendini gostermesi erken uzak
yayilimakars: egilimi akla getirmektedir.

Klinik ve histopatolojik calismalar tic PDAC prekirsor lezyon tanimlamistir
(Sekil 6): PanIN, musindz kistik neoplazm (MCN) ve intraduktal papiller misindz
neoplazm (IPMN) (43, 44). Bu Ug¢ prekirsor lezyon arasinda en yaygin olamt ve
Uzerinde en cok calisma yapilam kiclk capli duktuslarda bulunan PanIN’dir. Otops
calisgmalar1 ve cerrahi rezeksiyon yapilan vakalardan elde edilen pankreas ornekleri
incelendiginde PanIN’in ileri yas yetiskinlerdeki en sik bulgu oldugu gorilmistr,
orneklerin yaklasin %30'unda PanIN’e rastlanmistir. PDAC’li hastalarda gosterilen
artmis PanIN insidansinin ilk basta hastalar arasindaki biyolojik yakinhiga bagli oldugu
dustnulmuastdr. PanIN’ler normal duktuslara oranla ayri morfolojik degisiklik
spektrumu gosterirler ve bu spektrumda evrelendirme, artan displastik biylimeye gore
yapilir. PanIN’ler I’den 111’e kadar evrelendirilirler. En erken evre kolumnar, misintz
epitelyum ile karakterizedir ve evre Il ve IlI'e gidildikge yapisal dizensizlikler ve
nikleer atipi belirginlesir. Yiksek evre PaniN’ler sonunda bazal membram gecen
yayilim gostererek bilindik PDAC’'ye donUsurler. Daha sonra yapilan pek c¢ok
molekiler belirleme calismalari PanIN — PDAC ilerleyis modelini ileri evre
PanIN’lerde gen degisimlerinin sayilarinin arttigin gostererek desteklediler.
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Sekil 6: PDAC nin prekirsor lezyonlari. (45-51).
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2.7 Pankreas Kanserinde M olekiiler Genetik

PDAC' ye yonelik molekuler analizler, bilinen kanser genlerinin de siklikla dahil
oldugu ve klasik kanser uyarim kaskadlarinin bulundugunu gostermistir. Cogu vakada,
bu molekiler olaylar, PDAC progresyonunun bilinen histopatolojik evreleri ile
baglantilidir. Bu genetik degisimlerin ¢cogunun PDAC patogenezinde yeri oldugu
gogerilmisken, cevap bekleyen sorular bu mutasyonlarin timdrlerin  biyolojik
Ozelliklerine nasil katkida bulundugudur.

2.7.1 K-RAS Onkogeni ve Uyarim Yolu

K-RAS, aralarinda proliferasyon, diferansiyasyon ve hayatta kalmamn da
bulundugu ¢esitli hiicresel isleve aracilik eden GTP baglayici proteinlerden olan RAS
ailesinin bir tyesidir (52, 53). RAS bir GTPaz olsa da, intrinsik aktivitesi yetersizdir ve
GTP hidrolizini saglamak ve sonraki uyarimi azaltmak icin GTPaz aktive edici
proteinlere (GAP) ihtiyag duyar. 12. kodondaki K-RAS nokta mutasyonu (GGT den
GAT ye yada GTT'ye, daha nadir olarak CGT'ye.) glisinin aspartat, valin yada arginin
ile yer degistirmesi ile sonuclamir. Bu mutasyonlar, bilinen ilk genetik degisikliklerdir,
normal pankreas dokusunda sporadik olarak meydana gelirler ve erken evre
neoplazmlarin yaklasik yizde 30'unda gorulirken ileri evre PDAC'lerde bu oran
neredeyse %100 dir (54, 55). K-RAS®™® mutasyonunun patojenik rolii ile tutarl
olarak, bu aktive edilmis K-RAS allellinin pankreas spesifik ekspresyonunu yapmasi
icin degistirilmis fareler, uygun timor siipresdr zemininde PDAC' ye ilerleyebilen klasik

PanIN lezyonlar1 tasimiglardir.

2.7.2 Fosfoinositid 3-kinaz (PI13K) Yolu

RAS ile aktiflestirilebilen PI3K uyart yolu (50), hicre hayatta kalimini,
boyutunu ve proliferasyonu diizenlemektedir. PI3K alt efektorlerinin, PDAC lerin %10-
20'sinde artmustir (57-60). Islevsel olarak, zenograft deneylerde PDAC dizilerinin
blyUmesini engelleyen antisens oligontkleotidlerinin kullammmiyla bu artisin PDAC
hiicre dizilerindeki 6nemi ortaya cikmistir (51). Ek olarak PI3K’nin farmakolojik
inhibisyonunun PDAC hicre siralarimin TNF-a aracilikli apopitozda oldugu gibi
kemoterapiye olan hassasiyetini arttirdigi ve serum aracilikli proliferasyonu azalttigi
tahmin edilmektedir (61-63).
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2.7.3 Nuikleer faktér kB (NFkB)

NFxB transkripsiyon faktort, PDAC’ de mutasyona ugramis K-RAS iletiminin
onemli bir alt yol mediatori olabilir (64). Bu yolun aktiflesmesi ¢esitli hiicresel streslere
cevaben proinflamatuar sitokinlerin ve buyime faktorlerinin stimilasyonu yoluyla
gerceklesir ve immin cevabin, apopitozisin ve pek cok diger sirecin dizenleyicisi
oldugu bilinmektedir (65, 67). Esas NFxB aktivitess pek cok kanser turinde
gbzlemlenmektedir, bu kanserlerde hiicre hayatta kalimina, anjiyogenezise ve
invazyona katkida bulundugu distinilmektedir (68). Cogu primer pankreatik kanserler
ve hiicre dizilerinde olan ve normal pankreas drneklerinde bulunmayan NFkB aktivitesi
gbzlenmistir (69, 70).

2.7.4 Diger Ras superaile GTPazlar

GTPaz RAS slperailess en az 150 Uye icermektedir ve bes ati aileye
bolunmustir. GTPaz' lardan RHO ailesi bazi dnemli hiicresel sireglerle iliskilidirler.
Bunlar arasinda aktin hiicre iskeleti diizenlemesi, hlicre boyutu, proliferasyonu, hayatta
kalim, polaritesi ve membran aligverisi sayilabilir (71, 72).

GTPaz inaktive edici mutasyonlara sahip RHO proteinleri fare fibroblastlarin
farkhilastirmus ve dominant negatif RHO aile mutantlar1 kullanilan calismalar da
dokular1 tahrip eden fibroblastlarin RAS transformasyonu igin gerekli olduklarin
gosermistir. RHO ailesi Uyelerinin aktive edilen mutasyonlar: insan kanserlerinde
gogterilmemistir; ancak RHO-C'nin asir1 ekspresyonu PDAC tUmér metastazi ve
prognozu ile korelasyon gostermistir (73).

Bulgularin buyik bir kismi K-RAS ve onun pek ¢ok alt yol efektérlerinin PDAC
baglangici ve ilerletilmesinde roli oldugunu desteklemektedir. Bu 6nemli konumu g6z
Onunde alindiginda, tam olarak hangi K-RAS efektdr yolunun hangi yonden timér
gelisimi icin 6nemli oldugunun belirlenmesi gelecekteki tedavi stratgjileri icin hayati
Onem arzetmektedir.

2.7.59p21 Lokusu ve INK4A ve ARF Tumor Stpressorleri

INK4A  fonksiyon kaybi mutasyonla, delesyonla veya promoter
hipermetilasyonu ile sporadik PDAC’ lerin %85-60" inda gorulmektedir (74, 75). INK4A
kaybi genellikle displazi Ozellikleri gbsteren orta derece ilerlemis bozukluklarda
gorulmektedir. INK4A'daki germline mutasyonlar1 yiksek melanoma insidanst ile
beraber 13 kat artmus pankreas kanseri ile karakterize olan Ailesel Atipik Nevis -
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Malign melanoma (Familial atypical mole-malignant melanoma = FAMMM) sendromu
ile iliskilidir (76, 77). Pankreas kanserinin ortaya ¢ikisi ve baslangic yasi INK4A
mutasyonuna sahip akrabalar arasinda degiskendir, bu da hastalik penetransinin gevresel
bir faktor tarafindan dizenleyici rolu oldugunu akla getirmektedir (78, 79). Siklin
bagimli kinaz 4 (CDK4) gibi INK4A baglanmasini engelleyen ya da henlz
tammlanamamis lokuslar gibi INK4A disinda mutant lokuslara saship FAMMM' 1
bireylerde artmus PDAC insidanst gorilmez (80, 81), bu da akla INK4A’i(n G1 CDK
aktivitesini duzenlemek disindaki mekanizmalarla pankreatik karsinogeneziste rol
aldigim getirmektedir. PDAC gelisiminde KRAS ile birlikte calistigim ve es zamanl
p53 mutasyonlari zemininde tumor ilerleyisini hizlandirdigin gostererek bu arastirmalar
PDAC patogenezindeki INK4A baglantisini desteklemistir (82).

2.7.6 p5S3 TUMOr Slpressoru

p53 tumor stipressor geni PDAC vakalarinin %50’ den fazlasinda mutanttir,
bunun sebebi genellikle DNA baglayict alandaki yanlis anlam mutasyonudur (83).
Malign ilerleyise gidisteki roll ile tutarli sekilde, p53 mutasyonu 6nemli displazi
Ozellikleri kazanmus ileri evre PanIN’ lerde ortaya gikmaktadir (84, 85). Daha ileri boyle
PanIN’lerde, p53'U elimine etmek Uzere yapilan selektif baski, genetik hasarin ortak
kimelenmesinden, telomer erozyonu ve ROS'tan (6rnegin p53 bagimli DNA hasar
kontrol noktasi cevaplari) kaynaklanyor olabilir. Bu nedenle, p53 islevindeki kayip
prokarsinogenik kromozal bozukluklar tasiyan hicrelerin bilyiime ve hayatta kalimina
olanak tanyabilir. Insan PDAC'nin derin andploidi ve anlaml: intratimoral genomik
heterojenite gibi kompleks kromozomal yeniden diizenlemeler ile karakterize oldugu
disUndldiginde, p53’ iin genom stabilitesine nasil katildigimn kesin olarak anlasilmasi
hastalik patogenezi ve son olarak tedavisi icin 6nemli bilgiler saglayacaktir. PDAC’ deki
onlne gecilemeyen genomik kararsizlik, hem ilerlemis hastaligin ¢ikisint hizlandiriyor
hem de tedavi edici yaklasimlara olan direnci icin bir temel olusturuyor olabilir (86, 87).

2.7.8 SMAD4/DPC4 timor stipresori vetransforming growth faktor 13

PDAC progresyonu ile iliskili bir baska sik gorilen olay da transkriptiyonel
regulatéor SMAD4 (DPC4)’in kaybidir (88), bu regulatér TGF-3 bildirim kaskadinda
merkezi bir bilesen olarak islev gorur (89). SMAD4 geni kromozom 18921’ de yer alir
ve PDAC vakalarimin yaklasik %50’ sinde gen i¢i nokta mutasyonlarinda delesyonu
hedeflenmistir (88). SMADA4, geg evre PanIN’lerde kendisinin kaybi zemininde PDAC
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icin bir progresyon alleli belirtmistir (49, 90, 91). PDAC prognozunda SMAD4
kaybinin etkisi tam olarak belirlenememistir ve farkli calismalar SMAD4 durumu ve
sag kalim arasinda birbirine ters sonuglara varmuglardir (92, 93). Histopatolojik
seviyede, SMAD4' U saglam timorler az diferansiye ozellik gostermeye daha meyilli
olmaktadirlar (93). SMAD4 in timor gelisimine katkida bulunusunun mekanizmasi
muhtemelen bu maddenin TGF-3 aracilikli biyume inhibisyonundaki merkezi roli ile
alakali olmalidir. Artmus TGF-I3 ekspresyonunun PDAC progresyonuna yol agtigi
soylenebilir. TGF-3 ailesinin ligandlari normal pankreasa oranlara PDAC hicrelerinde
daha yuiksek seviyelerde eksprese edilmektedir (94).

279 LKBL/STK11 TUmor Stpressori

Peutz-Jeghers sendromu (PJS) LKBL/STK11 mutasyonlar: ile iliskili, PDAC
insidansinin arttigi1 bir baska ailesel kanser sendromudur (95-97). PJS hastalarinin
birincil sorunlar1 geng yasta baslayan benign intestinal polipler olmasina karsin (98),
ilerleyen yas aralarinda kirk kattan fazla artisa sahip PDAC'nin de bulundugu
gastrointestinal malignensi riski dogurmaktadir (97). Aym zamanda, sporadik PDAC’ de
gorulen somatik LKB1 mutasyonu nadirdir, incelenen sporadik vakalarin yalmzca %4-
6’ sinda gorulmektedir (99), buna ragmen IPMN’lerde inaktivasyon oranlarimin daha
yuksek olduguna dair kanitlar da mevcuttur (100).

2.7.10 BRCA2 TUmor Supressori

Kalitimsal BRCA2 mutasyonlar: tipik olarak ailesel meme ve over kanser
sendromlart ileiliskilidir, ancak ayni zamanda pankreas kanseri gelisimi igin de belirgin
bir risk sahibidirler. Bir ¢aligsma ailesel zeminde gelisen pankreas kanserlerinin yaklasik
ylzde 17’ sinin bu gen mutasyonuna sahip oldugunu 6n gérmustdr (101).

2.7.11 PDAC’ deki diger buyume faktori reseptor uyarim yollary
2.7.11.1 Epidermal Buyume Faktor U

PDAC'de EGF reseptorleri (EGFR ve ERBB3) ve onlarin ligandlarimn
ekspresyonu artmustir, bu durum da bir otokrin dénginin varligina isaret etmektedir
(102-106). Onemlidir ki, EGFR inhibitorleri in vitro ortamda PDAC hiicre biyiimesini
ve tumor gelisimini azaltmaktadir (107), aym zamanda sitotoksk kemoterapi
kombinasyonunda ortotopik timarleri baskilamaktadirlar (108). Bu inhibisyonun sebebi
muhtemelen proanjiyogenik faktorlerin inhibisyonu yoluyla timér vaskilaritesinin
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azalis1 ve sonug olarak endotelyal apoptozistir. Bu antineoplastik aktiviteleri nedeniyle,
EGFR inhibitorlerinin PDAC hastalarinda kullanimi onaylanmustir.

2.7.11.2 insiilin Benzeri Biyiime Faktorii (IGF)

IGF uyarim yolu pek cok insan kanserinde hayatta kalim, invazyon ve
anjiyogenezisi duzenler. PDACler hem timér hicrelerinde hem de stromada artmus
IGF-1 rekspresyonu gosterirler ve timor hicrelerinde IGF-I reseptérunin (IGF-IR)
anormal aktivasyonunu sergilerler (109-111). In vitro ortamda, otokrin IGF-I uyarimi
hticre proliferasyonunu ve blytime faktoriinden bagimsiz hayatta kalimi saglamaktadir
(112). Bu yolun anti-IGF-IR antikorlar1 ile veya IGF-IR'nin dominant negatif
formlarinin ekspresyonu ile inhibisyonu, zenograftlarda blyimeyi engellemekte ve
tumor hiicrelerini kemoterapiye karsi duyarlandirmaktadir (113, 114).

2.7.11.3 M et ve Hepatosit Buyume Faktoria (HGF)

Met reseptor tirozin kinaz ve onun ligandi, HGF/scatter faktord, hicre
motilitesini, invazyonu ve proliferasyonunu dizenlemekte ve bu uyarim yolunun
dizensizligi cesitli kanserlerin ilerleyisine katkida bulunmaktadir (115). Met reseptori
ekzokrin pankreasta disik seviyelerde eksprese edilmekte ve PaniN lezyonlar1 ve
PDAC' lerde belirgin bir sekilde up-regulasyon gostermektedir. Ek olarak, HGF PDAC
ilerleyisi sirasinda uyarilmaktadir, PanlN lezyonlarinda epitelde ve ilerlemis ttimorlerde
stromal hiicrelerde bulunmaktadir (116-119).

2.7.11.4 Fibroblast Bilyiime Faktorii (FGF)

FGF uyarimimin PDAC’ nin mitogenesis ve anjiyogenesisine katki sagladigi
dustnulmektedir (120).

PDAC genomik karmasiklik ve kararsizlikla karakterizedir. Telomer kisalmasi,
p53 kaybi, K-RAS mutasyonu ve mitotik ig cisimciklerindeki defektlerin tamam bu
fenotipe katkida bulunuyor gibi gorinmektedir. PDAC o6rneklerinin %85’ inde
sentrozom anormallikleri  gorilmektedir ve bu anormalliklerin  seviyeleri ile
kromozomal bozukluklarin derecesi arasinda bir korelasyon bulunmaktadir (121-178).
Sonucta, p53 ve BRCA2 mutasyonlarimin modelleri ve PanlN-2 ve Panln-3'te anormal
mitoz ve nikleer anormalliklerin gordlmesi timor gelisiminde genomik kararsizligin bu
evrelerde bagladigini akla getirmektedir
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Yapilan caligmalarda pankreas kanserinde kazanim gdsteren kromozomal
lokasyonlar 3q, 5p, 7p, 8q, 11q, 12p, 17q'dir, kayip gosterenler ise 3p, 4q, 69, 8p, I,
10q, 12q, 13q, 17p, 18q, 21q ve 22q dur (122-130, 177).

2.7.12 CDC25 Fosfatazlar (Cell Division Cycle 25) ve Kanser

Okaryotik hiicrelerin gelisimi G1, S, G2 ve M olarak isimlendirilen dort ayr:
hiicre siklus fazinin birbirini takip etmesi neticesinde gercgeklesir. Bu fazlar cesitli
fosforilasyon ve defosforilasyon olaylariyla dizenlenir. CDC25 protein ailesi hiicre
siklusunun ilerlemesinde regulator olan siklin-bagimli kinazlari (Cdk) aktive eden
yuksek derecede korunmus cift 6zgulli fosfatazlardir. Bitkiler disinda tim Okaryotik
organizmalarda bulunurlar. Memeli hticrelerinde ¢ izoformu tanimlanmistir: CDC25A,
CDC25B ve CDC25C (131).

CDC25 fosfatazlar hicre farklilasmasi, timérijenez, kontrol noktasi ve
apoptoziste gorev alir (125). Hucrenin akibetinin ne olacagi yonindeki rollerinden
dolay1 CDC25 fosfatazlar hiicre bdlinme siklusu boyunca sikica regule edilmelidirler.
Ayrica hicre siklusunun ilerlemesini durdurmak ve hiicreye DNA tamiri ya da
apoptozis icin zaman tanimak amaciyla kontrol noktasi aktivasyon cevabinda CDC25
fosfatazlar inaktive edilmelidirler. Bu islemlerden herhangi birinin yanlis diizenlenmesi
genomik kararsizlikla sonuglanabilir. Bu durumla uygun olarak CDC25lerin asiri
ekspresyonu pek cok insan kanserinde bildirilmis ve aym zamanda cok agresif
hastaliklarla ve kotu prognozla iliskilendirilmistir (131). Ayrica insan kanserlerinde
siklikla degisime ugrayan en az iki onkogenin (Rafl ve c-Myc) potansiyel
hedefleridirler ve diger onkogenlerle de isbirligi yaparlar. Boylece iyi niyetli (bona fide)
proto-onkogenler olarak isimlendirilmislerdir (132).

Kanserde CDC25 asir1 ekspresyonuyla ilgili ilk, en 6nemli ve en kritik tespit
spesifik kanser alt tiplerinde CDC25 seviyesi ve ileri dereceli ve kotl prognozlu-az
surveyli gibi spesifik patolojik 6zellikler arasinda bir korelasyonun varligichr (131).

CDC25A geni kromozom 3p21 bolgesinde belirlenmistir (133). Lokasyonu
48173672 bp'de baslar ve 48204805bp p-terminalden biter. Bu gen telomerik olarak
CAMP (cathelicidin antimicrobial peptide) ve sentromerik olarak LOC729349 (60S
ribozomal protein L17 (L23)’ e benzer bir psddogendir) arasinda lokalize olmustur.

CDC25A'nin asirt ekspresyonu gok agresif hastaliklar ve kotlu prognozla
iliskilidir. Son yapilan in vivoda kontrol noktas: yolaklari ile ilgili ¢alismalar kontrol
noktasi hasarlarindan kaynaklanan genomik kararsizhigin tomor baslangici ve
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ilerlemesinde temel mekanizma oldugunu ileri stirmektedir. Tumorijenik olaylar insan
kanserlerinde gbzlenen DNA hasar cevabim harekete gegirir.

CDC25A meme, 0zofgjiyal, gastrik, akciger, tiroid, bas ve boyun kanserleri ve
lenfomalarin dahil oldugu pek ¢ok insan kanserinde asir1 eksprese olur.

2.8 Pankreas Kanserinin Evrelendirmesi

Pankreas kanseri evreleme sistemi igin gunumizde tUmor-nod-metastaz (TNM)
siniflandiriimast kullaniimaktadir (Tablo 2). Bu simiflandirma pankreatik karsinom
timor boyutu, lokal invazyon miktari, bolgesel lenf nodu metastazlarimin varligi yada
yoklugu ve uzak, nodal olmayan metastatik hastalik varligi yada yokluguna gore
yapiimaktadir(134). Bu parametreler rezektabilite ve prognoz Uzerinde en etkili
faktorleri temsil etmektedir. Dogru preoperatif evreleme sarttir, cink anrezektabiliteyi
gosterir bulgusu olmayan hastalar iyi birer cerrahi adayidirlar ve olasi kiratif rezeksiyon
icin bu hastalara cerrahi eksplorasyon yapilmalidir. Tam tersine, preoperatif evrelemede
lokal tumor yayilimi veya uzak metastaz saptanmis cerrahi girisim aday: olmayan hasta
icin operatif olmayan palyasyon g6z Oniune alinmalidir. Preoperatif endoskopik veya
perkitan biyopsi bdyle durumlarda ¢ok faydalidir ¢linkii uygun palyatif kemoterapinin
yada radyoterapinin baslanabilmesi icin malignensinin dogrulanmasi gerekir.

Tablo 2: Tumor-nod-metastaz evreleme kriterleri.

Grup EvrelemeKriterleri

Evrel T1-2 NO MO
Evrell T3 NO MO
Evrelll Herhangi bir T N1 MO
EvrelV Herhangi bir T Herhangi birN M1

T1 Primer timér pankreas disina yayil mamis

Tla/b Boyutu [1/>2cm

T2 Duodenuma, safra kanalina veya peripankreatik dokulara sinirli direkt yayilim
T3 TUmdr mideye, dalaga, kolona ya da komsu kan damarlarinayayilmis

NO Bolgesd lenf nodu metastaz1 yok

N1 Bdlgesdl lenf nodu metastaz: var

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Schmiegel’in izniyle yayinlanmistir (135).
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Evre 1 ve evre 2 kanserler rezeke edilebilir ve koéti prognostik bulgular
aneploidi, tumdrun blydklaga (T2), pozitif bolgesel nodlar (N1) ve pankreatik veya
retroperitoneal sinirda tam olmayan rezeksiyondur. Tam olmayan rezeksiyon sag kalimi
en kotu olandir. Evre 3 ve evre 4 kanserler unrezektabl olarak distnuldr, ¢lnkl ya uzak
metastaz yapmislardir (Evre 4) veya major arterial tutulumlart vardir (Evre 3). Evre 3
timorlU hastalarda ortalama sagkalim 8 ilel2 ay iken, evre 4 timorli hastalarda sadece
3ile 6 aydir (136).

2.9 Pankreas Kanserinin Klinik Belirtileri

Pankreas kanserinin Kklinik belirtileri baslangigta non spesifik ve anlasiimasi
guctir bu nedenle tamnin genellikle yaklasik olarak sekiz hafta geg konulmasina neden
olurlar. Genellikle kilo kaybi, epigastrik velveya sirt agrisi ve sarilik bagvuru
semptomlaridir. Pankreas kanseri ile iliskili agri, 6zellikle ilerlemis bir lezyon ile
birlikte ise sirta vurur ve dayamilmaz olabilir. Kasinti1 siklikla sariliga eslik eder ve
semptomatik tedaviye refarkter olabilir. Daha az siklikla gorilen semptomlar arasinda
mide bulantisi, kusma, diyare veya anoreks sayilabilir. Glukoz intolerans: genellikle
beklenmese de, %10-15 hastada pankreas kanseri tamsi konulmadan 6 ila 12 ay
Oncesinde gelisebilir. Belirsiz gastrointestinal semptomlar: olan yash bir hastada yeni
baglayan glukoz intoleransi, doktoru olasi pankreas kanseri agisindan uyarmalidir.
Fiziksel bulgular genellikle patognomonik olmamasina ragmen teshiste ve ileri tetkikler
icin yol gosterici olabilir. Pankreas kanserinde timére bagli hiperkoagubilite sonucu
gezici trombofilebitler (Trousseau sendromu) gorulebilir Sarihik en sik gorilen
bulgudur. Her ne kadar hastalarin sadece dortte birinde gorulse de, kolanjit yoklugunda
palpe edilebilen safra kesesi (Courvoisier bulgusu), tersi ispat edilinceye kadar ana safra
yolunun malign tikamikligim gosterir. Uzak metastaz bulgular1 arasinda asit, servikal
lenfadenopati (Virchow nodill), periumblikal kitle (Sister Mary Joseph nodu); veya
ileri evrede nadir vakalarda rektal muayenede pelvik shelf (Blummer’s shelf) sayilabilir.
Bu bulgular ileri tetkikleri kansere ait objektif doku tarmsi bulmaya yoneltmelidir, bu
sayede hasta icin non operatif palyasyon dustntlebilir.

2.10 Pankreas K anserinde Teshis
Ne yazik ki, pankreas kanseri icin hicbir test tek basina tani koydurucu degildir.
Rutin laboratuvar incelemeleri genellikle ekstrahepatik obstriktif sariliga ait bulgular
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icermektedir; bunlar arasinda sartmus serum alkalen fosfataz ve bilirubin degerleriyle
beraber daha az artis gosteren serum aminotransaminazlar: ve gama glutamil transferaz
duzeyleri sayilabilir. Hafif derecede koagulopati ve anemi de gorulebilir. Hastaligin
erken evrelerinde ekzokrin ve endokrin pankreatik yetmezlikler beklenmez.

Pankreas kanzeri tanisi ve taramasi igin pek ¢ok gesit tumor iliskili antijenler
degerlendirilmistir. DuslUk sensitiviteleri ve diger tumorlerle capraz reaktiviteleri
nedeniyle karsinoembriyonik antijen, o-fetoprotein ve pankreatik onkofetal antijenin
serum seviyelerini 6lgen testlerin klinikte pankreas kanseri icin tam koydurucu olarak
kullanilabilirligi ispat edilmemistir. Misin benzeri antijenlerin — CA 19-9, CA 50, CA
242, CA 494, DU-PAN-2 ve SPAN-1 — serumdaki seviyelerini Olgen yeni testlerin
pankreas kanseri olan hastalarin teshis ve vyaklasimi icin  kullanidabilirligi
degerlendirilmektedir. Bu tUmor belirtegc testlerinin sensitivite ve spesifisiteleri Tablo
3'de gosterilmistir(128-130). Klinik uygulamada CA 19-9 seviyesi en kullansli
olamdir, 0Ozellikle de CA 242 seviyesi ile kombine edildiginde toplam spesifisite
artmaktadir. Pankreas kanseri icin kesin tam saglayamasa da, operatif rezeksiyonu
takiben inat¢1 sekilde yukselen CA 19-9 seviyesinin distik sag kalim ile korole oldugu
ve daha agresif adjuvan tedavi programina alinacak hastalari segmek icin yardimci
olabilecegi gosterildiyse de, bu yaklasimi destekleyecek veriler oldukga sinirlidir(137,

138).

Tablo 3: Secilmis TUmor Belirteclerinin Sensivite ve Spesifiteleri.
TUmor Belirteci Sensitivite Spesifisite

(Y Uzde) (Y Uzde)

CA 19-9 (>37 U/ml) 85 85
CA 50 (>17 U/ml) 71 71
CA 242 (>184 U/ml) 66 65
CA 494 (=40 U/ml) 90 94
DU-PAN-2 (>400 U/ml) 66 92
Span-1 (>400 U/ml) 95 100

Schmiegel’in izniyle yayinlanmstir.

Duz abdominal grafilerin ve Ust gastrointestinal kontrasth ¢alismalarin pankreas
kanseri tamisi koymak icin herhangi bir degeri yoktur. Ultrasonografi (USG) siklikla
kullamimaktadir ve obstriktif sarilik tetkiki icin en uygun maliyetli gortnttleme
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yontemi oldugu kabul edilmektedir. Ekstrahepatik biliyer obstriksiyonu, 1 cm ¢apindan
daha buytk hepatik metastazlari ve deneyimli bir radyolog tarafindan yapilirsa
pankreatik kitle varligim tespit edebilmesine karsin, lokal nodal yayilim veya stiperiyor
mezenterik / portal vendz yapilarin tutulumunu belirlemede ¢ok sensitif degildir. Bu son
sayilan sebeplerden dolayi, bilgisayarli tomografi (BT) sariligi bulunan ve malignensi
sUphesi olan hastalarda secilecek tamsal prosedir olmalidir. BT biliyer obstriksiyonu
belirlemede USG ile es sensitivitededir ve intestinal gaz yUzinden goérintileme sekteye
ugramaz. BT, kicguk pankreatik ttimorleri (Sekil 7), peripankreatik nodal tutulumu ve 1
cm ve daha blylk uzak metastazlar1 belirlemede USG'ye Ustindir. Peripankreatik
nodal biyime metastatik bulgu olarak degerlendirilmemelidir, zira ekstrahepatik biliyer
obstriksiyonda nodal biiyiime nadir degildir. Intravendz kontrast maddenin hizl1 bolusu
ile ¢ekilen yuksek ¢ozinurlukli BT vaskuler yapilarin goze carpmayan bulgularin
belirleyebilir. Manyetik rezonans goruntilemenin BT’ ye Ustlin yoni yoktur.

Sekil 7: Pankreas basindaki kitleyi gosteren bilgisayarli tomografi.

Endoskopik retrograd kolanjiyopankreatikografi (ERCP) obstriksiiyonun kesin
yerini belirlemede (Sekil 8) oldukca faydalidir ve eksfolyatif “brush” sitoloji almak i¢in
kullanilabilir. Bu en sensitif testtir ve altin standart olarak gosterilmektedir. Diger non
invazif testlerle tam konulmus ve kanserin kesin evrelemesi yapilmissa ¢cogu zaman bu
test gerekli degildir (139). ERCP belki de en ¢ok sariligi bulunmayan, non spesifik
gastrointestinal  sisstem semptomlart olan hastada obstriktif olmayan pankreas
kanserinden stiphelenilirse faydal1 olabilir.
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Sekil 8: (A) Genislemis ana safra yolunu gosteren bilgisayarli tomografi. (B) Pankreas
basindaki proksimal pankreatik kanalda bulunan tam tikaniklig: ve distal ana safra
yolundaki striktirti gosteren endoskopik retrograd kolankiyopankreatikografi.

Endoskopik USG pankreas kanseri degerlendirmesinde yeni bir yontem olarak
ortaya cikmaktadir. Bir prospektif calismada 2,5 cm’den kicuk yedi timorin tamamu
endoskopik USG ile tespit edilirken, transabdominal USG ve BT bu timorlerden
yalnizca birini tespit edebilmistir. Ne var ki, psdodotimor pankreatitin kitle etkisi
sebebiyle yanlis pozitif bulgu verebilmektedir (140). Endoskopik USG, porta ven
tutulumunu gostermede oldukca sensitif olarak gortlmektedir. Edsokopik USG'nin
pankreas kanserinin tani ve evrelemesindeki degeri tartismasiz olsa da, hentiz Uzerinde
calisiimas: gereken bir konudur ve su anki standart yaklasimin bir parcast olarak
degerlendirmemek gerekir (140, 141).

Cerrahi  yaklasimi  degistirebilecek  vaskiler invazyonu (dolayisiyla
rezektabiliteyi) belirlemek ve 6nemli vaskiler anomalileri (6rnegin yer degistirmis sag
hepatik arter veya colyak arter stenozu) tespit etmek icin preoperatif selektif
anjiyografinin rutin kullanimi oldukca tartismalidir. Perioperatif anjiyografi hakkindaki
tek prospektif calismada anrezektabilite hastalarin yalmzca kicik bir yizdesinde tespit
edilmistir. Bu nedenle, anjiyografi yaklasimi degistirmiyorsa, rezeksiyon icin potansiyel
aday olan dusuk riskli hastalarda rutin preoperatif kullamminin ¢ok kicguk bir rolt
oldugu ya da rolt olmadigi sonucu ¢gikmaktadir (142). Dahasi, kontrastli tomografi ve
endoskopik USG sayesinde ¢ozunUrligl artmis olan gliniimtiz goruntileme yontemleri
ile vaskiler invazyon yada okliizyon agik bir sekilde gortlebilir.
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Perkiitandz ince igne aspirasyon biyopsisinin (IIAB) yiizde 80'in Ustindeki
sensitivitesi ve yuzde 95’lik spesifisitesine ragmen, bu yontemin pankreas kanserindeki
rolti scmirlidir. IIAB kesin olarak malignensiyi ekarte ettirmez, ¢linkii ylizde yirmilik bir
yalanci negatif oram vardir. Ek olarak, iIAB’'nin disiik oranda hemoragji ve tUmor
disseminasyonu gibi igne yolu komplikasyon riski vardir. Bu sebeplerden otara bizler,
[IAB kullanmmmum operasyon aday: olmayan ve palyatif terapi icin malignensinin
histolojik dogrulamasinin gerektigi durumlarla sinirlandirmaktayiz. 1[IAB rezeksiyon
veya cerrahi palyasyon adaylari igin uygun degildir.

Laparoskopi  gunumizde  yeni bir  evreleme  yontemi olarak
degerlendirilmektedir. Laparoskopi ile yapilan biyopsi, kontrasth BT, MRI ve
anjiyografi ile degerlendirilmis hastalarin yizde 25 ila 35'inde rezeksiyonu imkansiz
hale getiren daha 6nce stiphelenilmemis metastatik odaklar tespit etmistir. Y anlis negatif
degerlendirme laparoskopi esnasinda karaciger incelemesinin tam olarak yapilmamasi
sonucu ortaya konulmustur (143, 144). Laparoskopik USG gibi yeni teknolojilerin
gelisi, aym zamanda laparoskopistlerin artmakta olan deneyimi, yanlis negatif
degerlendirme insidansim azaltabilir.

Pankreas kanserli hastalarda yapilan peritoneal lavajin sitolojik incelemeside
kullanilan yontemlerdendir. Pozitif peritoneal sitoloji, ileri evre kanser ile iliskilidir ve
bu da kot prognoz gogtergesidir (145, 146). Ancak malign hicrelerin bulunmayisi
rezektabilite ile korole degildir. Bu nedenle, pozitif peritoneal sitolojinin anrezektabilite
ve kisa sag kalim ile korelasyon gostermesi mumkiinken, negatif sitoloji rezektabiliteyi

belirlememekle beraber prognostik agidan da énemi yoktur.

2.10 Pankreas K anserinde Tedavi
2.10.1 K dratif Tedavi

Pankreas kanserli hastalar icin giinimizde iyilesme sansim yalnizca panreatik
rezeksiyon saglamaktadir. Ameliyat oncesi sofistike evreleme metotlarina ragmen
preoperatif degerlendirmede rezektabl bulunmus pankreas basi adenokarsinomiu
hastalarin ¢cogunda (yUzde 60 ila 70'inde) laparotomi sirasinda rezeksiyonu imkansiz
hale getiren metastatik veya lokal invazif odaklara rastlanmaktacir. Onceleri pankreas
kanseri icin yapilan radikal pankreatektomilerde ameliyat sirasindaki mortalite oram
yuzde 25 ila 30’ lara variyor olsayd: da, cerrahi teknikteki, anestezideki ve preoperatif
ve postoperatif bakimdaki gelismelerle birlikte buylik merkezlerdeki artmis deneyim
sayesinde bu merkezlerdeki mortalite oranm azalarak yiizde besin altinainmistir.
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Ameliyat, rezeksiyon sinirlar1 disinda metastaz olmadigindan emin olmak igin
dikkatli bir intraabdominal eksplorasyon ile baslar (147, 148). Tum abdominal kavite
peritoneal metastazlar veya karacigere hematojen metastazlar agisindan dikkatle taranr.
Rezektabiliteye bolgesel lenf nodu gruplarinda ve siperiyor mezenterik arter ve ven
tutulumu olmamasi durumunda karar verilir. Ongorilen rezeksiyon sinirlart disinda

tutulumadair bir kanit bulunmamasi durumunda standart rezeksiyon uygulanr.

Sekil 9: Whipple Rezeksiyonu. (A) Klasik pankreatikoduodenektominin anatomik
sinirlart. Kesikli cizgilerle belirlenen alanda mide antrumu, duodenumun tamami ve
jejunumun proksimal 10 cm'lik kismi, pankreas basi, safra kesesi ve distal safra yolu
bulunmaktadir. (B) Rekonstruksiyon pankrestikojejunostomi, hepatikojejunostomi ve
gastrojejunostomiyi igerir.

Pankreatikoduodenektomi  (Whipple ameliyat1), pankreas basi duktal
adenokarsinomu igin gunimizde tercih edilen prosedirdur (Sekil 9). Bu prosedir
midenin distal G¢tnct kisminin, duodenumun, pankreas basinin, safra kesesinin ve ana
safra yolunun en-blok rezeksiyonunu icerir.  Gastrointestinal  devamlilik
pankreatikojejunostomi, hepatikojejunostomi ve gastrojejunostomi ile saglamir. Bazi
cerrahlar daha guvenli olduguna inandiklar igin pankreatikogastrostomiyi tercih ederler
(Sekil 10). Son yillarda ameliyat sirasindaki mortalite oramnda bariz bir azalma elde
edilmis olsa da, postoperatif komplikasyon orant héla yuksektir, bu oran ytizde 25 ila 50
arasinda degismektedir (149). Gecikmis gastrik bosalma ve pankreatikojejunostomiden
anostomoz sizintisi sonra en sik gordlen ciddi komplikasyonlardir (148). Somatostatin
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pankreatik anastomotik sizintilarin insidansini ve ciddiyetini azaltabilir. Intraabdominal
enfeksiyon, safra sizintisi, gastrointestinal kanama ve intraabdominal hemoraji daha
nadir gordlmekle beraber bu sebepler perioperatif mortalitenin ylzde 80'inden
sorumludurlar (150). Potansiyel ge¢c dénem yan etkiler arasinda bosaltim bozuklugu ile
endokrin ve/veya ekzokrin pankrestik yetmezlikler sayilabilir. 70 yas Ustlu hastalarda
morbidite ve mortalite oranlar1 biraz daha yiksek (sirastyla % 31 ve % 9) ancak yine de
kabul edilebilir orandadir.

Pilor koruyucu pankreatikoduodenektomi (Pylorus-preserving
pancreaticoduodenectomy=PPPD) son doénemde dikkatleri Gzerine c¢ekmistir (151).
PPPD, klasik pankreatikoduodenektomiden pilor dahil tim midenin ve duodenumun 2-3
cm’'lik proksimal kisminin korunmast ile ayrilir. Bu modifikasyon normal gastrik
fonksiyonun korunmasinda teorik avantaja sahip olsa da, bu faydalar kesin olarak ortaya
konabilmis degildir. Bu operasyonu savunan Kisiler postoperatif gastrik temizlenme
gecikmesi, bosaltim ve anastomik Ulserasyon insidanslarinin distligiint iddia etseler de,
bu faydalar tam olarak gecerli degildir. Ek olarak, ameliyat siiresinde, kan kaybinda ve
hastanede yatis siresinde azalmalar olabilir (152). PPPD’nin uygun bir operasyon
olarak uygulanabilirligi tartismalidir ¢linkli bu operasyonun sinirli cerrahi marjinleri kir
oranlarim tehlikeye atabilmektedir (153). Buylizden bu teknigin kararinda cerrahi

tecriibe sarttir.

/5

; f_.'__.._.‘?. ___ A Iii—.{.!__
I A ;5!. e .
e 1l e
| o
[y " |

A-Uc ucainvaginasyon B-Ug yan duktojejunostomi C- Pankreatikogastrostomi

Sekil 10: Pankreatikojejunostomi tipleri (A-B-C).

Uzun dbnem sag kalimi arttrmast umudu ile total pankreatektomi,
panreatikoduodenektomiye bir alternatif olabilecegi duslncesiyle denenmistir.
Panreatikoduodenektomide oldugu gibi total pankreatektomide de midenin dsital kism,
duodenum, safra kesesi ve ana safra yolunun distal ucunun rezeksiyonunu igerir.
Bununla beraber pankreasin tamami, dalak ve genis sinirlarla peripankreatik doku da
en-blok olarak cikarilir. Total pankreastektomi pankreatik kalinti marjinlerindeki

rezidiel tumoérden, pankreas kesildiginde olusan timor sagintisindan ve pankreas
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icindeki ~ tumdr  multisentritesinden  (vakalarin  yizde 30'una kadarinda
gorilebilmektedir) kaynaklanan sorunlara ¢zim saglamaktadir. Buna ek olarak,
pankregatikojejunal anastomoz ile iliskili komplikasyonlarin da Oniine gegilmektedir.
Ameliyat sirasindaki 6ltim oranlar: pankreatikoduodenektomi ile kiyaslanabilir olsa da,
sag kalim agisindan kayda deger bir fayda gorulmemistir. Bttin hastalar tam endokrin
ve ekzokrin vyetersizligi gecirmekte ve siklikla bu hastalar instlin rezistanst
gelistirmekte ve glisemik kontrol ¢ok zor olabilmektedir (154). Buna ek olarak
apankreatik durumun uzun dénem ciddi metabolik sekellerinin farkina varilmakta ve
total pankreatektominin tavsiye edilebilirliginden siphe duyulmaktadir (154). Bu
operasyonu pankreatik kalintida timoér varligina dair delil bulunmasi veya teknik
sebeplerden 6tirt  pankreatikojejunostominin  glvenle uygulanamayacag: secilmis
vakalarda tercih etmekteyiz (155).

Kuratif rezeksiyon ardindan kaydedilmis bes yillik sag kalma oranlar1 yapilan
rezeksiyondan bagimsiz olarak ytiz guldirict degildir, ortalama olarak yiizde bes ile on
arasinda degismektedir. Ancak son donemlerde bazi merkezler kiratif rezeksiyon
sonrasi bes yillik sag kalimimin gézle gorulir sekilde artarak ylzde 20-25’ lere vardigina
dair cesaret verici sonuglar yayinlanmistir (147, 151, 156). Sonuclardaki bu gelismelerin
sebepleri bilinmese de, daha iyi preoperatif evreleme, gelismis operatif teknikler ve
postoperatif adjuvan kemoradyasyon terapisi, yanlis histoloji (6rnegin adacik hicre
tumordnin  ya da fibroz pankreatitin  yanlis degerlendirilmesi) veya tumor
biyolojisindeki degisime bagli olabilecegi distnulmektedir (157-159). TUum merkezler
bu gelismis sonuclari verememektedir ve sag kalimdaki bu dizelme iddialarimn
dogrulanmasi gerekmektedir. Rezeksiyon sonrasi kot prognoz gostergeleri arasinda az
diferansiye histopatolojik grade, lenfatik metastaz varligi, timoér boyutunun 2,5 cm’den
blytk olmasi ve nikleer andplodi sayilabilir.

En-blok splenektomili radikal distal pankreatektomi timor pankreasin govde
veya kuyrugunda ve rezektabl oldugu nadir vakalarda uygulanmaktadir (160, 161). TUm
pankreas karsinomlarinin yizde 15 inde adenokarsinomlar bu bolgelerde yerlesmistir.
Bu lezyonlar nadiren biliyer veya gastrointestinal obstriiksiyona neden olurlar. Bunun
bir sonucu olarak timér anrezektabl oluncaya kadar semptomlar genelde belirlenemez
ve timorin pankreasin gévde veya kuyrugunda yerlestigi hastalarin ytizde yedisinden
az1 kiratif rezeksiyon aday1 olabilirler. Prognoz genelde kéttidir ve hastalarin ¢ok az bir
kismu bir veya iki y1l arasi yasayabilirler.
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2.10.2 Palyasyon

Tan sirasinda tim pankreas kanserli hastalarin yaklasik yizde 90" inda timoér
anrezektabldir. Bu hastalara yaklasim konusunda problemler yasanmaktadir cunki
semptomlar icin uygulanacak optimal palyasyon genellikle zordur. Obstriktif sarilik,
duodenal obstriksiyon ve sirt agrisi yaklasim gerektiren en sk semptomlardir.
Palyasyon ister operatif ister non operatif olarak uygulansin, asil amag bu semptomlarda
rahatlama saglanmasidir.

2.10.2.1 Operatif Palyasyon

Palyasyon icin gelistirilen operatif prosedirler arasinda biliyeroenterik drenaj,
gastrojejunostomi ve kimyasal splanknikektomi sayilabilir. Biliyer obstriksiyonu
rahatlatmak icin secilecek prosedir hepatikojejunostomi veya kolesistojejunostomiden
biri olmalidir. Duodenal obstriksiyon anrezektabl pankreatik kanserli hastalarin yizde
15 ila 30’unda goérulmektedir, bu ylzden az riskli hastalarda duodenal obstriksiyon
henliz gelismemis olsa da, biliyeroenterik by-passa esliken yon degistirici
gastrojegjunostomi  yapilmasi  degerlendirilmelidir.  Gastrojejunostomi  operatif
mortaliteyi arttirmamakta ve olasi duodenal obstriksiyon durumunda yeniden
operasyon ihtiyacim ortadan kaldirmaktadir. Intraoperatif kimyasal splanknikektomi
cogu merkezde rutin olarak uygulanmasa da, palyatif operasyona girecek hastalarda
¢colyotomi sirasinda kolayca uygulanabilen bu islem g6z 6ninde bulundurulmalidir
(162, 163). Yakin zamanda yapilmis olan kimyasal splanknikektomi ile plaseboyu
karsilastiran randomize deneye gore splanknikektomi kanser iliskili agrida belirgin bir
distise neden olmus ve operatif morbiditede artis gozlenmemistir. ilgi cekici bir sekilde
bilinmeyen sebeplerde sag kalim siiresi de uzamustir.

2.10.2.2 Non Operatif Palyasyon

Biliyer obstriksiyon olan alana hiliyer endoprotez yerlestirilmesi safra kanalinm
acik tutacak ve saframin duodenuma bosaltilabilmesini saglayacaktir (Sekil 11).
Stentlerin endoskopik yerlestirilmesi perkitan transhepatik yolla yerlestirilmesine tercih
edilmektedir clinkii endoskopik yerlestirmede hepatik delinme sz konusu degildir,
dolayisiyla buna eslik eden hemoraji, hemobili ve safra sizintist gibi riskler de
bulunmamaktadir. Perkitan yolla yerlestirme ancak endoskopik olarak biliyer
bosaltimin saglanamadigi hastalarda yapilmalidir. Duodenal obstriksiyon gelisen ve
operatif gastroenterostomi yapilamayan hastalara, hastaliklarimin terminal déneminde
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havalandirma ve dekompresyon icin perkitan endoskopik gastrostomi tupi (PEG)
yerlestirilebilir. PEG hastalarin ora yolla beslenmesine misaade etmemesine ragmen,
gastrik distansiyona ait semptomlarin hafifletiimesinde etkilidir ve hastaligin terminal
déneminde hasta konforunu belirgin ol¢tide arttirabilir.

Sekil 11: Distal ana safra yolu obstriksiyonunda non operatif palyasyon amacl
yerlestirilmis endobiliyer stent.

Perkitan kimyasal splanknikektomi pankreas kanseri ile iliskili agrinin non
operatif tedavisi igin rutin olarak kullanimaktadir. Bu prosediir cogu hastanmn agrilarin
taimin edici bicimde azaltmakta ve oral narkotik ilag ihtiyacini azaltmaktadir. Son
zamanlarda, torakoskopi ile yapilan transtorasik splanknikektomi yaklasimi agri
kontrolt igin kullaniimaktadir ve ilk sonuglar cesaret vericidir (164).

2.10.2.3 Operatif ve Non Operatif Palyasyonun Kiyasanmas

Birgok randomize calisma operatif ve non operatif dekompresyon arasindaki
kiyas goturir sag kalim sirelerin gozler 6nune sermistir. Non operatif palyasyonun
prosedir iliskili morbidite ve mortalite orani daha az, baslangictaki hastanede yatis
siresi daha kisa olsa da, bu yontemin temel sinirlayicist stentin safra camuru ve debris
ile tikanmaya meyilli olmasidir (165, 166). Stent tikanmasi hastalarin yizde 35’ inde
gorulebilmekte ve stent tikarikligina sekonder gelisen kolanjitin tedavisi amaciyla
hastaneye yeniden vyatis hayat kalitesini disurmekte ve bu durum operatif
palyasyondaki morbiditeyi asabilmektedir. Bu komplikasyondan kaginmak icin iki-U¢
aylik araliklarla rutin stent degisimi onerilmektedir. Kendiliginden genisleyen metal
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stentler Uzerinde yapilan son calismalar bu stentlerin polietilenden yapilanlara kiyasla
daha iyi bir agiklik saglachg: ve rekirrent sarilik ve kolanjit sikligini azalttigini ortaya
koymustur.

Operatif ve non operatif palyasyon arasinda segim yapmak zor olabilir.
Genellikle ameliyat icin uygun, iyi bir performans haline sahip olan ve uzun bir siire

hayatta kalmasi beklenen (=6 ay) hastalara cerrahi palyasyon uygulanmalidir. Saglik

durumu kot olan veya uzun siire sag kalmasi beklenmeyen (Boylece tekrar tekrar stent
degisimine ihtiyag olmayacaktir) hastalar i¢in non operatif palyasyon distnulmelidir
(167).

2.10.3 Kemoterapi ve Radyasyon Terapis

Pankreas kanserli hastalarda tek ajanli kemoterapinin rold, ister koratif
rezeksiyondan sonra adjuvan tedavi olarak verilsin, ister anrezektabl kanserlerde
palyatif amacli verilsin, gerekgesizligini korumaktadir. Ilerlemis pankreas kanseri
tedavisinde denenen 30'dan fazla anti kanser ilagtan sadece 5-Fluorourasil (5-FU)
ylzde 20'yi asan belirgin bir yamt orant sergilemistir. Ne var ki bu yamt kismidir ve sag
kalim siresine herhangi bir katki saglamamaktadir (168). Kemoterapi rejimlerinin
kombinasyonlari — 5-FU, doksorubisin ve mitomisin C (FAM) veya streptozotosin,
mitomisin C ve 5-FU (SMF) gibi — 5-FU’ nun tek basina kullamldiginda elde edilenlere
benzer yanitlar vermisler fakat daha fazla toksisiteye ve maliyete neden olmuslardir. Bu
nedenle pankreas kanseri icin tek basina kemoterapi kullamm yiz gildirict sonuclar
vermemektedir.

Aksine, hastaliklar1 rezektabl ve lokal anrezektabl olan hastalarda radyasyon
terapisi ve 5-FU’nun kombine kullamminin sag kalim oramn arttirdigi gosterilmistir.
Bir kontrolli prospektif calismada Gastrointestinal Tumor Calisma  Grubu
(Gastrointestinal Tumor Study Group = GITSG) kuratif rezeksiyonun ardindan
eksternal 151N radyasyon terapisi ve intravendz 5-FU kombinasyonu alan hastalarin
ortalama hayatta kalma sirelerinin, yalmzca rezeksiyon yapilanlara oranla belirgin
Olcide artrmis oldugunu gostermislerdir (20 aya karsi 11 ay). Bu calismada ayni
zamanda rezeksiyonla birlikte kombine kemoterapi ve radyasyon terapisi alan gruptaki
iki yillik sag kalim orammin yuzde 42 iken, yalmizca rezeksiyon yapilan hastalarda bu
oranin ylzde 15'te kaldig1 da gosterilmistir (169). Benzer sekilde adjuvan 1sin terapisi
ve 5-FU’nun ortalama iki yillik hayatta kalma oranlarin: iki katina gikardigi baska bir
merkezde daha gosterilmistir. Baslangic safhasindaki calismalar  neoadjuvan
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kemoradyoterapinin Kklinik olarak anrezektabl kabul edilen ttmérlerin  evresini
disUrebildigini, bu sayede ileride yapilacak rezeksiyona olanak sagladigin
gostermektedir (170). Ne var ki neoadjuvan terapinin sag kalma siresi ile iliskisi
belirlenmemistir.

Palyatif tedavide radyasyon terapisi ve radyosensitizer olarak diisik doz 5-FU
kullanimu lokal olarak anrezektabl pankreas kanserli hastalarin hayatta kalma siresini
uzatmistir (171, 172). GITSG ayni zamanda multigjanli kemoterapiyi (SMF) kombine
kemoradyasyon (5-FU ile birlikte radyasyon terapisi ve takiben SMF) ile kiyaslamistir
(173). Ortalama sag kalim siresi kombine kemoradyoterapide yalnizca kemoterapiye
kiyasla daha uzun bulunmustur (42 haftaya karst 32 hafta) (174). Intreoperatif
radyasyon terapisinin rolu agiga kavusturulmaktadir. Lokal olarak anrezektabl pankreas
kanserli hastalara eksternal 1sin radyasyon terapisini takiben intraoperatif radyasyon
terapisi uygulanmasinin lokal kontroll arttirdigi gésterilmis, ancak bu uygulamanin sag
kalim stiresini uzatmadigi belirlenmistir. Glntimtizde kombine kemoterapi ve radyasyon
terapisi uygulanan anrezektabl kanserli hastalarin ortalama sag kalim siiresi 12 aydan
azdir (175, 176).

2.11 Rekurrens Paternleri

Pankreas kanseri lokal olarak pankreas yataginda ya da karacigerde niksetmeye
meyillidir. Uzak metastazlar ortaya gikabilse de bunlar klinik agidan genellikle 6nem
teskil etmezler. Klinik agidan daha 6nemli niksler arasinda progresif sarilikla seyreden
karaciger tutulumu ve O6lime neden olabilen hepatik yetmezlik, gastrointestinal
obstriksiyonla seyreden lokal niks veya c¢oOlyak ve siperiyor mezenterik akslar
cevresindeki sinirlerin  retroperitoneal tutulumu sayilabilir. Strekli devam eden
dayanmimaz sirt agrisi, hastaligin ilerleyisinin en kisitlayici semptomudur. Bu sirt
agrisinin agresif palyasyonu hastayla ilgilenen kurumun en 6nemli rolt olmalidir.

Baslangicgta genis spektrumlu narkotik olmayan analjeziklerin (6rnegin NSAII,
Tylenol) daha sonra eklenen narkotiklerin ve diger destekleyici ilaglarin (6rnegin
trisiklik  antidepresanlar, entiepileptikler vs) 0Ozgurce kullammnin  Gzerinde
durulmalidir. Agr1 yonetimi merkezleriyle yapilan fikir alisverisi faydal1 olabilir; boyle
Ozellesmis merkezler perkitan splanknikektomi (¢olyak pleksus blokaji) yapabilirler ki
bu genelde iyi sonuglar verir ve gerek duyulursa ileride tekrarlanabilir. Daha nadir
vakalarda ileri evre pankreas kanserli hastalara, epidural veya intratekal bolgedeki
viseral aferent sinirlere dogrudan ¢ok guclii analjeziklerin verilmesi igin farkl tirlerde
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kalict infizyon pompalar: yerlestirilebilmektedir. Palyasyon ihtiyaci kisa olsa da
(genellikle UG¢ aydan kisa), bu agrimin efektif bir sekilde giderilmesi, bu sanssiz
hastalarin hayat kalitesini arttiracaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Numunelerin Temini

Calismanin kendilerine anlatildig1 ve calismaya gonulli olarak katilacak olan,
Genel Cerrahi boliminde operasyona alinan 28 pankreas kanserli hastadan, tedavi
protokolleri geregi operasyonda alinan materyalden tumorli ve saglam dokular alinarak,
azot tankina konuldu. Ayrica Tibbi Onkoloji Bilim Dalr’ nda takip edilen toplam 90
pankreas kanserli hastadan kan 6rnegi alindi ve DNA izolasyonu yapilma asamasina
kadar — 20 °C de saklandi. Polimorfizm calismasi icin kendisinde ve birinci derece
yakinlarinda kanser hastasi Oykisl olmayan 83 gonulliden kan alindi. Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik kurulundan 24.05.2010 tarihinde 5/2010-5 karar

numarast ile arastirmaigin onay alinmustir.

3.2. DNA ve RNA’larin elde edilmes
3.2.1. Kandan DNA Elde Edilmes

|. guin: EDTA’ |1 tipe alnan kanlarin oda sicakligina gelmesi beklendikten sonra
Uzerlerine hacimleri kadar saf su eklendi. lyice altist edildikten sonra 4000
devir/dakika da 20 dakika santrifllj edildi ve Ustteki sivi kisim atildi. Bu islem U¢ kez
tekrar edildi. Uglincli santrifujiin ardindan, atilan sivi kismin yerine her bir tipe 3 mL
ureli parcalama ¢ozeltisi eklendi. Ardindan 400 puL %20'lik SDS ve 100 uL 10mg/mL
proteinaz K eklenerek 37 °C'de 1 gece icin inklibasyona birakildi .

II. gun: inkubasyondan cikarilan orneklere 2 mL 5M NaCl eklendi ve 10-15
dakika altist edildi. Uzerlerine 8 mL kloroform konularak 4000 devir/dakika da 15
dakika santrifdyj edildi. Santrif(ij sonunda olusan 3 kisimdan tstteki kisim temiz bir tipe
alinarak, Uzerine hacmi kadar soguk %96’ ik etil alkol eklendi. Alkol ilavesi ile ¢bken
DNA’lar pipet ucu ile 1,5 ml’lik santrifdyj tiptne alinarak tzerlerine 1000 puL %70’ lik
etil alkol eklendi. Tupler 13000 devir/dakika da 10 dakika santrifilj edilerek DNA’larin
tiptn dibine yapismast saglandi. Bu islem 3 kez tekrar edildi. En son santrifdj
isleminden sonra, alkol dikkatli bir sekilde dokuldi. Tuplerin dibine yapismas: saglanan
DNA’lar kurumaya birakildi ve Uzerlerine steril su eklendi, bir gin +4°C'de
bekletilerek ¢ozinmesi saglanan DNA’lar saklanmak Uzere -20°C’lik  derin
dondurucuya kaldir1ldh.
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3.2.2. Dokudan DNA Elde Edilmes

Sivi azot icerisindeki orneklerden 40 mg alinarak homojenizatér (Kinematica,
Gmdh, Switzerland) ile parcalandi. Homojenizatér her kullammdan sonra, bulasmay1
Onlemek icin doku 6rnegi kalmayacak sekilde; %50 seyreltilmis camasir suyu ile 3 defa,
saf su ile 1 defa, %96'lik akol ile 1 defa ve en son tekrar saf su ile yikanarak
temizlenmistir. Parcalanmis olan tUmor dokular1 ve normal dokulardan High Pure
Template Preparation Kit (Roche, Cat. No. 11 796 828 001, Mannheim, Germany)
kullanilarak DNA eldesi gergeklestirilmistir. Aynmi 6rneklerden High Pure RNA Tissue
Kit (Roche, Cat. No. 12 033 674 001, Mannheim, Germany) kullanilarak RNA’lar elde
edilmistir.

1,5 ml. tipe konulan 40 mg. parcalanmis doku Uzerine 200 ul Doku Cbzme
Tamponu (Tissue Lysis Buffer) ve 40 ul Proteinaz K eklenerek inkubasyona birakildi,
55°C’'de 1 saat bekletilen ¢ozelti Uzerine 200 pl Binding Buffer eklendi ve 70°C’de 10
dakika bekletildi. 10 dakika bekletilen c¢ozelti Uzerine 100 ul izopropanol eklenip
karstirildi. Hazirlanan ¢ozelti filtreli tipe ilave edilerek 8.000xg’de 1 dakika santrifij
edildi. Santriflj sonrasi filtre tlpd Gzerine 500 pl Inhibitor Removal ¢ozeltisi konuldu
ve 1 dakika 8.000 xg'de santrif(jj edildi. Daha sonra filtre tlpt Uzerine 500 ul Wash
Buffer eklendi ve tekrar 800 xg'de 1 dakika santrifilj edildi. Yikama tamponunun
tamamen uzaklastirilmasi icin 8.000 xg’ de tekrar santrifjj edildi. Daha sonra filtre tipu
temiz bir toplama tUpu ile birlestirildi ve 200 ul daha 6énceden 70°C’ye 1sitilmis olan
Elution Buffer eklendi ve 8000 xg'de 1 dakika santrif(ij yapildi. Toplama tlpine
aktarilmig olan DNA'’ lar bu asamadan sonra— 20°C’ de muhafaza edildi.

3.2.3. Dokudan RNA Elde Edilmes

Dondurulmus dokudan elde edilen 25 mg’lik parcalanmis doku 1,5 ml’lik bir
tupe alindi ve Uzerine 400 pl Lysis/Binding Buffer eklendi ve 2 dakika 13.000 xg'de
santrif(j edildi. Santriflj asamasindan sonra Ustteki sivi alinarak tzerine 200 pul etanol
eklendi ve iyice karstirildi. Ornekler filtre tiip tizerine konuldu ve 30 saniye 13.000
xg' de santrifdyj edildi. Santriflj sonrasinda filtreli tlp tzerine 90 ul DNase Incubation
Buffer ve 10 ul DNase | ile hazirlanan ¢ozelti eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi. 500 ul Wash Buffer | filtre tlpt tzerine konuldu ve 15 saniye 8.000 xg' de
santrifdij edildi. Daha sonra 300 ul yikamatamponu |1” den ilave edildi ve 13.000 xg’'de
2 dakika santriflj edildi. Filtreli tip 1,5 ml’'lik steril bir tUple birlestirildi ve filtreli
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tupln Gzerine 100 pl Elution Buffer eklendi. 1 dakika 8.000xg’de santrift)j edildikten
sonraRNA’lar 1,5 ml. lik tuplere alinip kullaniimak uzere -85 C’ de sakland:.

3.2.4. cDNA Sentezi

Precision gScript Reverse Transcription kit kullanilarak cDNA sentezi yapildi. -
85°C’ de saklanan Rna lar cDNA eldesi icin oda isisinda bekletilerek ¢ozduruldu.
RNA miktarlari ayarlanarak H20, RNA ve Oligo dT primeri karstirillarak 65°C’ de 5
dakika inkube edildi. 10 pl'lik bu mixin Gzerine ikinci mix hazirlanir ve eklenir.ikinci
miks; 20 pl’ lik mix 5 dakika 25°C, 20 dakika 55°C’' de ve 15 dakika 75°C’ de
inkubasyona birakilir. Elde edilen cDNAlar -20 de saklanir (Tablo 4).

Tablo 4: cDNA karisim

Eklenen Kimyasal Madde Miktar (uL)
gScript 10X Buffer 2
dNTP mix (10mM) 1
DTT (100mM) 2
RNAse/DNAse free water 4
gScript enzim 1
Toplam: 10ul

3.3. PCR ( Polymerase Chain Reaction)

CDC25A polimorfizmi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction, PCR) ve Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment
Length Polymorphism, RFLP) yontemleri kullanilarak belirlendi. CDC25A geninin 3.
ekzonun Ser88Phe 5-TAT TTG TTG CCT GAC TTA-3 (Forward) ,5 '-CTC CAG
TCC AGT GTA TGA-3' (Reverse) 253 bg'lik bolgesi, rs3731482 5-GGA AGA AAG
GGG TCC ACA A-3 (Forward), 5 -CAA TGA AAA CTC CCA GCA GAA-3
(Reverse) 263 be'lik bdlgesi, rs3731485 5-AGC CTA GCT GCC ATT CGG-3
(Forward) , 5-TTC GCT GTT CTC CCA CCC-3' (Reverse) primerleri kullanilarak 218
b¢lik bolgess PCR ile cogaltildi. Kullamlan primer ciftlerinin en  verimli
calisabilecekleri erime sicakliklarinin tespit edilmesi igin 1 6rnek DNA segildi ve
gradient PCR yapilarak uygun sicaklik belirlendi.

PCR i¢in 14,9 pL steril deiyonize su, 2,5 pL Buffer, 2 uL 25 mM MgCl2, 2,5
pL 2 mM dNTP karigimi, 0,5 uL 100 mM F primeri, 0,5 pL 100 mM R primeri, 0,1 pL
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5 U/uL Tagq DNA polimeraz kullanilarak 25 pL’lik miks hazirlandi. Kandan ve
dokudan izole edilen DNAlardan 2uL kullamilarak MJ Research PTC-200 PCR cihazi
ile PCR yapildh.

Ser88Phe icin ilk denatiirasyon 94 °C'de 5 dakika, Denatiirasyon 94 °C'de 30
saniye, baglanma 52,7 °C'de 45 saniye, Uzama 72 °C'de 30 saniye 34 tekrar, Son
uzama 72 °C de 2 dakika PCR tepkime kosullar1 uyguland.

RS3731482 icin ilk denatiirasyon 94 °C'de 5 dakika, Denatiirasyon 94 °C de 30
saniye, baglanma 59,2 °C de 40 saniye, uzama 72 °C de 30 saniye 34 tekrar, son uzama
72 °C'de 2 dakika PCR tepkime kosullar1 uyguland.

RS3731485 icin ilk denatiirasyon 94 °C’de 5 dakika, denattirasyon 94 °C'de 30
saniye, baglanma 59,2 °C de 45 saniye, uzama 72 °C de 30 saniye 34 tekrar, son uzama
72 °C'de 2 dakika PCR tepkime kosullar1 uyguland.

3.4. RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

Butin PCR Urtnleri SNP analizine 6zglu spesifik restriksiyon kesim enzimleri
kullanilarak kesim yapuldh.

Ser88Phe kesim bolgesi (Tablo 5) olan Tfi | restriksiyon enzimi kullanilarak
kesildi. 0,2 ul Tfi | restriksiyon enzimi, 1 pl Tfi | restriksiyon enzimi tamponu, 10 pl
PCR drdnd, 4 pl bidistile su kullanilarak 10 pl reaksiyon hacmi kesim tuplerine eklendi
ve 37 °C 16 saat enzim aktivasyonu igin bekletildi. Enzim inaktivasyonu igin 65 °C de
20 dakika bekletildi.

Tablo 5: Ser88Phe kesim bolgesi.
G|CGG

CGCIC.

RS3731482 kesim bolgesi (Tablo 6) olan Tru Il restriksiyon enzimi kullamlarak
kesildi.

Tablo 6: RS3731482 kesim bolgesi.
TIT AA

AA TIT.

0,1 wl Tru 1l restriksiyon enzimi, 1 pl Tru Il restriksiyon enzimi tamponu, 10 pl
PCR drand, 4 pl bidistile su kullanilarak 10 pl reaksiyon hacmi kesim tuplerine eklendi
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ve 37 °C 16 saat enzim aktivasyonu icin bekletildi. Enzim inaktivasyonu icin 80 °C de
20 dakika bekletildi. RS3731485 kesim bolgesi (Tablo 7) olan Bfal restriksiyon enzimi
kullanilarak kesildi.

Tablo 7: RS3731485 kesim bolgesi.
CIT AG

GA TiC

0,1 ul Bfal Restriksiyon enzimi, 1 ul Bfal Restriksiyon enzimi tamponu, 10 pl
PCR drdnd, 4 pl Bidistile su kullanilarak 10 ul Reaksiyon hacmi kesim tiplerine
eklendi ve 37 °C 16 saat enzim aktivasyonu icin bekletildi. Enzim inaktivasyonu icin 65
°C de 20 dakika bekletildi.

PCR Urunlerinin  kesilip kesilmediklerini  kontrol etmek icin agaroz jel
elektroforezi kullamld: (sekil 12-14). Ornekler yiizde 2 oramnda hazirlanmis olan
agaroz jelde 100 voltta 40 dakika kadar yurdttldi ve etidyum bromr ile boyanarak UV

151k altinda gorintilendi.

M123456789101112131415161718192021 22
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Sekil 12: CDC25A geni RS3731482 PCR-RFL P mutasyon analizi:
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,1112,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22 wild type TT.

M123456 7891011

Sekil 13: CDC25A geni RS3731485 PCR-RFLP mutasyon andlizi: 1,2,3,4,6,7,8,9,10,11
wild type CC, 5 mutant GG.
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Sekil 14: CDC25A geni Ser88Phe (263C/T) PCR-RFLP mutasyon analizi:
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30,32 wild
type CC, 31 heterozigot CT, 12, 13 mutant TT

3.5. Gen expresyonu

CDC25a gen bolgesinin PCR yontemiyle gen ekspresyonu tayinleri yapilmstir.
Housekeeping olarak GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase
housekeeping gen) 5-AGA CCA CAG TCC ATG CCA TCA C-3 (Forward), 5 '-GGT
CCA CCA CCC TGT TGC TGT -3 (Reverse), primerleri kullamlarak 450 bg'lik
bolgess PCR ile c¢ogaltildi. Kullamlan primerin en verimli calisabildikleri erime
sicakliklarinin tespit edilmesi icin 1 6rnek CDNA secildi ve gradient PCR yapilarak
uygun sicaklik belirlendi.

PCR icin 8,9 pL steril deiyonize su, 1,5 pL Buffer, 0,9 uL 25 mM MgCl2, 1,5
pL 2 mM dNTP karigimi, 0,3 uL 100 mM F primeri, 0,3 pL 100 mM R primeri, 0,1 pL
5 U/uL Taq DNA polimeraz kullamlarak 25 pL “lik miks hazirlandi. Dokudan izole
edilen RNA lar cDNAna'ya cevrilerek 1,5uL kullamildi. MJ Research PTC-200 PCR
cihazi ile PCR yapild:. Ilk denatiirasyon 95 °C’ de 5 dakika, Denatiirasyon 95 °C’ de 30
saniye, baglanma 65 °C de 30 saniye, uzama 72 °C’ de 30 saniye 29 tekrar, son uzama
72 °C’ de 2 dakika PCR tepkime kosullart uyguland.

CDC25a gen bdlgesinin 5-GCT GCA GGG TCT GGG CAG TGA T -3
(Forward), 5 -TCT GTT GAC TCG GAG GAG CCC A -3’ (Reverse) primerleri
kullanilarak PCR ile ¢cogaltildi.

PCR igin 4,76 pL steril deiyonize su, 1 pL buffer, 0,8 uL 25 mM MgCI2, 1 pL 2
mM dNTP karisimi, 0,2 uL 100 mM F primeri, 0,2 uL 100 mM R primeri, 0,04 uL 5
U/uL Tag DNA polimeraz kullanilarak 25 pL ‘lik miks hazirlandi. Dokudan izole
edilen RNA'lar cDNA’ ya cevrilerek 1,5uL kullanildi. MJ Research PTC-200 PCR
cihazi ile PCR yapildi. ilk denatiirasyon 94 °C’ de 5 dakika, denattirasyon 94 °C’ de 30
saniye, baglanma 63 °C’ de 40 saniye, uzama 72 °C’ de 30 saniye 39 tekrar, son uzama
72 °C’ de 2 dakika PCR tepkime kosullart uygulandi.
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3.6. istatistiksel analiz

Verilerin igtatistiksel analizinde SPSS paket programi ve GraphPad Instat
program kullamildi. Veriler ortalama ve % olarak ifade edildi. Genotip dagilimi ve allel
sikliklar1 gruplar arasinda Fisher’in kesin ki-kare analizi kullamilarak karsilastirildh.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Ekspresyon dizeylerinin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullamldi (p<0,05).
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4BULGULAR

Calismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi anabilim dalinda
pankreas kanseri tamsi ile opere edilen 28 hasta ve Tibbi Onkoloji Bilim Dal1’ nda takip
edilen 90 hasta, toplam 118 pankreas kanserli hasta alindi. Kontrol grubu olarakta 83
tane 6nceden bilinen kronik bir hastaligi olmayan ve birinci derece akrabalarinda kanser
hastasi olmayan saglikli gonulltler dahil edildi. Kontrol grubundaki 83 gondllinin %
43.3' 1 (36) kadin, % 55.6's1 (47) erkekti. Pankreas kanseri tanisi olan grubun % 44.1’ i
(52) kadin, %55.9' u (66) erkek hastalardan olusmaktaidi. Hasta grubu yas ortalamamiz
64.2 (kadinlarda 63.4, erkeklerde 65), kontrol grubunda yas ortalamamiz 56.3
(kadinlarda 57, erkeklerde 55.6) idi (Taplo 8).

Taplo 8: Hasta ve kontrol gruplarinin yas ve cinsiyete gore dagilim.

KADIN/YAS ERKEK/YAS TOPLAM/YAS
HASTA 52/63.4 66/65 118/64.2
KONTROL 36/57 47/55.6 83/56.3
TOPLAM 88 113 201

Calismaya dahil ettigimiz hastalarda gortlen semptomlar degerlendirildiginde,
en sik sarilik ve kilo kaybi nedeniyle klinige basvurdugu gorildu (Tablo 9).

Tablo 9: Hastalarin basvuru sebepleri.

KADIN ERKEK TOPLAM
Sarilik 28 31 59
Kilo kaybt 13 14 27
Karin agrisi 7 6 13
Kasinti 8 3 11
Diger 3 5 8
TOPLAM 59 59 118
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Calismaya dahil ettigimiz 118 hastamn %59.3 Ginde (70 hasta) bir veya birden
fazla ek hastalik mevcut idi. (70 hastada toplam 110 ek hastalik) En sik gorilen; ek
hastaliklarin  %59’unu  olusturan diabetes mellitus (DM) idi. Kardiyovaskiler
hastaliklarin %68i(17 hasta) hipertansiyon (HT), %32'si (8 hasta) kroner arter
hastasiydi (KAH). Solunum sistemi hastaliklarinin hepsi kronik obstruktif akciger
hastasiyd: (Tablo 10).

Tablo 10: Hastalardaki ek hastaliklarin dagilimu.

EK HASTALIKLAR SAYI
DM 65
KVS 25
SOLUNUM SIS 11
NOROL QJIK 8
URINER 1
TOPLAM 110

Calismaya dahil ettigimiz 118 hastada, tumdr belirtecleri olarak CA 19-9 ve
CEA duzeyleri acisindan incelendiginde hastalarin %18.6' sinda (22 hasta) CA 19-9 ve
CEA duzeylerinin normal oldugu, %54.2'sinde (64 hasta) CA 19-9 yiksek, CEA
normal oldugu, %27.1'inde (32 hasta) CA 19-9 ve CEA duzeyinin yiksek oldugu
bulundu (Tablo 11).

Tablo 11: Hastalarin tumor belirteclerinin diizeyleri agisindan dagilim.

TUMOR BELIRTECLERI SAYI %
CA 19-9 ve CEA NORMAL 22 18.6
CA 19-9 YUKSEK + CEA NORMAL 64 54.2

CA 19-9 ve CEA YUKSEK 32 27.1
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Calismaya dahil ettigimiz 118 hastada, gorintileme yontemleri olarak USG,
Abdomen BT, ERCP, MRCP kullanildi. En stk Abdomen BT ve USG kullanildi (Tablo
12).

Tablo 12: Hastalarda pre operatif kullanilan goriuntileme yontemlerinin dagilima.

GORUNTULEME YONTEMI SAYI %
USsG 118 100
ABD BT 118 100
ERCP 70 59.3
MRCP 34 28.8

Calismaya dahil edilen 118 hasta, patoloji raporlarina gore degerlendirildiginde,
patolojik tip agisindan hepsi adenokarsinom olarak alindi(Taplol3).

Tablo 13: Hastalarin patoloji raporlarina gore patolojik tipi agisindan dagilimu.
SAYI %

Adenokarsinom 118 100

Pankreas kanserli grupla kontrol grubu CDC25A geni SER88PHE polimorfizmi
icin C/C, C/T, T/T genotip frekanslar1 agisindan simiflandirildiginda kanserli grubun
%97.5'i (115 hasta) C/C genotipli, %0.8'i (1 hasta) C/T genotipli, %1.7'Gintin (2 hasta)
T/T genotipli, kontrol grubunun %97.6'sinin (80 hasta) C/C genotipli, %2.4’ Gnin (2
hasta) C/T genotipli, %0.0'sinin (0O hasta) T/T genotipli oldugu gorildi. Pankreas
kanserli grupla kontrol grubu CDC25A geni SER88PHE polimorfizmi igin C, T allel
frekanslar1 agisindan  siniflandirildiginda  kanserli  grubun %97.9'unda C aleli,
%2.1'inde T alleli oldugu, kontrol grubunun %98.8'inde C alleli, %1.2'sinde T alleli
oldugu goruldi. Pankreas kanserli grupla kontrol grubu CDC25A geni SER88PHE
polimorfizmi igin C/C, C/T, T/T genotip frekanslarinave C ve T allel frekanslarina gore
karsilastirildiginda her iki grup arasinda anlaml1 bir fark saptanmad.( p>0.05 Tablo14)
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Tablo 14: Hasta ve control gruplarinda, CDC25A geni SER88PHE polimorfizmi igin
genotip ve allel frekanslar dagilimu.

Genotip/ Kontrol Hasta P OR (95% ClI)

Alld (n=82) n (%) (n=118) n (%)

Ser/Ser (C/C) 80 (97.6) 115 (97.5)

Ser/Phe (CIT) 2 (2.4 1(0.8) 0571  0.348(0.031-3.904)
Phe/Phe (T/T) 0(0.0) 2(17) 0.515  3.485(0.165-73.615)
Ser (C) 162 (98.8) 231 (97.9)

Phe (T) 2(1.2) 5(2.1) 0.705  1.753(0.336-9.152)

Fisher’in kesin ki kare testi, OR, odds ratio, P>0.05

Pankreas kanserli grupla kontrol grubu CDC25A geni RS3731485 polimorfizmi
icin C/C, C/G, G/G genotip frekanslar1 agisindan simiflandirildiginda kanserli grubun
%94.9' unun (112 hasta) C/C genotipli, %2.5'inin (3 hasta) C/G genotipli, %2.5inin (3
hasta) G/G genotipli, kontrol grubunun 9%92.2'sinin (71 hasta) C/C genotipli,
%5.2'sinin (4 hasta) C/G genotipli, %2.6' sinin (2 hasta) G/G genotipli oldugu goraldi.
Pankreas kanserli grupla kontrol grubu CDC25A geni RS3731485 polimorfizmi igin C,
G allel frekanslar1 agisindan simiflandirildiginda kanserli grupta %96.2 oraninda C alleli,
%3.8 oraminda G alleli oldugu, kontrol grubunda %94.8 oraminda C alleli, %5.2
oraninda G alleli oldugu gorildi. Pankreas kanserli grupla kontrol grubu CDC25A geni
RS3731485 polimorfizmi icin C/C, C/G, G/G genotip frekanslarina ve C ve G allel
frekanslarina gore karsilastirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmach
(p>0.05 Tablo15).

Tablo 15: Hasta ve control gruplarinda, CDC25A geni RS3731485 polimorfizmi igin
genotip ve allel frekanslar dagilimu.

Genotip/ Kontrol Hasta P OR (95% ClI)

Alld (n=77) n (%) (n=118) n (%)

c/C 71(92.2) 112 (94.9)

CIG 4(5.2) 3(2.5) 0.437  0.475(0.103-2.118)
GIG 2(2.6) 3(25) 1.000  0.951 (0.155-5.835)
C 146 (94.8) 227 (96.2)

G 8(5.2) 9(3.8) 0.614  0.724(0.273-1.918)

Fisher’in kesin ki kare testi; OR, odds ratio; P>0.05
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Calismaya dahil ettigimiz pankreas kanseri tanisi ile opere edilen 28 hastanin,
operasyon sirasinda c¢ikarilan materyalinden alinan normal ve timorli dokulardan
CDC25A gen ekspresyon duzeyi calisildi. Referans araligr >1.5 ise artmis, <0.5 ise
azalmig, 0.5-1.5 aralig1 ise normal olarak alindi. Calismanin sonucunda ekspresyon
diizeyleri acisindan 28 hastamin %7,14'inde (2 hasta) arttigi, %3,57'sinde (1 hasta)
azaldhgi, %89,28' inde (25 hasta) normal oldugu goruldi. Tum hastalarda ortaya ¢ikan
degerler su sekildeydi (Tablo 16, Sekil 15).

Tablo 16: Calismaya alinan pankreas kanserli vakalardaki normal ve timérli dokunun
gen CDC25A gen ekspresyon diizeyleri(0.5<normal<1.5).

EXPRESYON DUZEY
1. HASTA 1,36 N
2.HASTA 0,49 N
3.HASTA 0,98 N
4.HASTA 0,90 N
5.HASTA 0,68 N
6.HASTA 0,53 N
7.HASTA 0,94 N
8.HASTA 1,77 H
9.HASTA 0,63 N
10.HASTA 0,62 N
11.HASTA 0,94 N
12.HASTA 1,46 N
13.HASTA 0,93 N
14 HASTA 0,57 N
15.HASTA 0,83 N
16.HASTA 1,61 H
17.HASTA 1,17 N
18.HASTA 0,52 N
19.HASTA 1,12 N
20.HASTA 0,36 L
21.HASTA 0,77 N
22.HASTA 0.89 N
23.HASTA 0,71 N
24 HASTA 1,19 N
25.HASTA 0,82 N
26.HASTA 0,63 N
27.HASTA 1,28 N
28.HASTA 0,78 N
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Sekil 15: Calismaya alinan pankreas kanserli vakalardaki normal ve timorli dokunun
gen CDC25A gen ekspresyon yuzdeleri.

Elde edilen ekspresyon degerlerine yapilan istatiksel ¢aligmada; kontrol gurubu
ile pankreas kanseri gurubu arasinda CDC25A gen ekspresyonun anlamli olmacig:
gorildu (p>0,05) (Tablo 17).

Tablo 17: Mann-Whitney U testi kullanld: (p>0,05).

N T P
CDC25A/GAPDH 3039,5 4718,5 0,0782
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5. TARTISMA

Bircok calisma PDAC’ de, aralarinda K-ras protoonkogeni ve p53, Smad4/DPC4
ve p16/CDKN2A gibi timor stipresdr gen mutasyonlarinin bulundugu farkli genetik ve
epigenetik degisiklikleri gostermistir (177). Ayrica, blyime faktorlerinin ve blyime
faktorl reseptorlerinin asirt ekspresyonu, bu timorlerin biyuk bir kisminda gorilmekte
Ve apoptozis, invazyon ve metastaz diizenleyici yollarda PDAC' ler bir ¢cok degisiklikler
sergilemektedirler (178-180). PDAC, kontrolsiiz hiicre siklusu progresyonu, sikle siklus
arrestine ve apoptozise direng ile karakterizedir, bunlar kismen K-ras ve p53
protoonkogenindeki mutasyonlara, kismen de Smad4/DPC4 ve pl6/CDKN2A tumaor
slpressor gen mutasyonlarina baglanmistir (180). CDC25A’ nin overekspresyonu pek
cok insan kanserinde gOsterilmistir, bu da akla bu fosfatazlarin malign
transformasyonun gelisiminde ve patogenezinde rolleri olabilecegini getirmektedir. Bu
nedenle bu arastrmada PDAC de CDC25A gen ekspresyon ve polimorfizmini
arastirarak, bu genin hticre siklus progresyonundaki rollerini degerlendirmeye calistik.

Hucre siklus kontrol mekanizmasinin deregilasyonunun hicrelerin malign
degisimlerinde kilit bir rol oynadig1 distntlmustir (181). Hicre siklusunu diizenleyen
genlerdeki degisimlere insan kanserlerinde siklikla rastlanmaktadir (182) ve hicre
siklusu progresyonunu yansitan hticre proliferasyonu kanser hicrelerinin agresif
bilytime sekline katkida bulunmaktadir. Iki tane kritik kontrol noktas tanimlanmstir ve
bunlar G1-S fazi ve G2M fazi degisimlerinde bulunmaktadir.  Hicre siklusu
sistemindeki baslica bilesenler siklinler ve onlara karsilik gelen siklin bagiml
kinazlardir (CDK). CDK/siklin kompleksleri, hicre siklusunun farkli fazlarim
dizenlemek icin sirayla aktiflesir ve deaktive olurlar. PDAC de hicre siklus
deregulasyonunun ilerleyisiyle bircok gen mutasyonu iliskilidir, bunlar arasinda
antiapoptotik yanitlar ve G1-S fazinda beklemeyi Onleyen tUmor stpresor geni p53,
hiicre proliferasyonunun devamimi ve hicre 6lumsizlugini saglayan K-ras
mutasyonlar1 (177) ve retinoblastoma (RB) ve p53 vyollarim bozmak suretiyle
kontrolsiiz hticre siklusu progresyonuna yol agan iki tumor stipresorii (INK4a ve ARF)
kodlayan CDKN2A mutasyonlari sayilabilir (183).

CDC25A fosfatazlari CDK fosfatazlarinin yeni bir ailesidir, gorevleri hiicre
siklusunun farkli kontrol noktalarinda CDK’lar1 defosforile ederek CDK/siklin
komplekslerini aktiflestirmektir (184, 185). CDC25A G1 fazinin sonlarinda eksprese
edilir ve CDK2/siklin E kompleksini aktive ederek G1/S gegisini kontrol eder (186).
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CDC25B ve C ise G2 faz1 ve G2/M gegisi icin oldukga 6nemlidir (187, 188). PDAC de
CDC25A fosfatazlarinin ekspresyonu literatirde sadece bir calismada 48 hastada
degerlendirilmis ve diger malignite calismalarimn aksine artmamamis olarak
bulunmustur (12). Biz ise ¢alismamizda daha kapsaml1 olarak CDC25A nin 28 hastada
dokuda gen ekspresyonunu ve 118 hastada ise kan degerlendiriimelerinde gen
polimorfizmini degerlendirdik. Bir 6nceki ¢alisma ile uyumlu olarak CDC25A nin
ekspresyon ve polimorfizm degerlendirilmesinin normal sinirlarda kalarak artmadigi
gorildu. Aksine, CDC25A nin normal ve kanser dokular1 arasinda anlamlt bir farklilik
gostermemesi diger tumor tdrleri Uzerine yapilan daha onceki calismalarda bulunan

verilerle uyum gostermemektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Pankreas kanserinde hticre bolinmesinde kontrol basamag: gbrevi géren CDC25
gen ailesinden olan CDC25A’nin herhangi bir etkisi bulunamamistir. Ancak, yapilan
bazi pankreas kanseri CDC25 gen ailesi ekspresyon sonuclari; CDC25B’ nin pankreas
kanserinde etkili oldugunu gostermistir (12).

Bu sonuglar gostermektedir ki CDC25 gen ailesinden olan CDC25A pankreas
kanserinde aktif olarak gorev alan bir gen degildir. Ancak, CDC25A geninin pankreas
kanserinde normal sinirlar iginde ¢ikmis olmasi, bu genin pankreas kanserinde etkisinin
olmadigini gostermez. Bu durumun daha iyi anlasiimasi igcin CDC25A geninin
diizenlenmesinde rol alan genetik yolagin incelenmesi, CDC25A geninin pankreas
kanserindeki gercgek rollini ortaya konmasini saglayacaktir.
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