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GIRIS

Pankreas adenokanseri bati tlkelerinde kansere bagh 6limler arasinda
dordiinct siklikta yer almakta ve tOm kanser ile iligkili 8lumlerin yaklastk %5’ni
olusturmaktadir (1, 2). Pankreas adenokanserinde genel olarak prognoz kéti
olup hastalarin %65'i tanidan sonraki ilk 6 ay icinde, %90'1 da ilk yil iginde
kaybedilmektedir (3, 4). Hastaligin énemli bir bagka 6zellii de ge¢ semptom
vermesi ve tani konuldujunda %80’'den faziasinin kuratif rezeksiyon sansini
yitirmis olmasidir. '

Pankreas adenokarsinomu kemoterapiye oldukga direngli timéorier
arasinda yer almaktadir. Pek ¢ok faz Il ve Il galismada gerek tek ajan gerekse
kombinasyon rejimlerinin etkinligi arastinimis ve %0 ile 20 arasinda yanit
oranlari ve 6 aydan daha kisa median sagkalim siireleri elde edilmigtir (5).
Ayrica kombinasyon kemoterapisinin tek ajan kemoterapilere ustunlugi
gosterilememistir (8, 7). '

Pankreas kanserinde prognozun kétl olmasi ve tedavi seceneklerinin
basarisinin duslk olmasi, arastirmacilar bu tiimérin biyolojisini anlamaya ve
aydinlatmaya yénelik calismalar yapmaya itmigtir. Pankreas kanserinin
molekaler temelleri hakkinda son ylllarda &nemli bilgiler edinilmig, hicre
cogalmasini ve farklilagmasini denetleyen sinyal yollarinda gérev alan byime
faktorleri ile bunlarin reseptérieri ve baz timoér baskilayici genlerde
mutasyonlar ile bu genlerin inaktivasyonu saptanmigtir. Bu molekiiler olaylarin
anlagiimas! tani ve prognozda yol gésterilebilecedi gibi tedavisine de isik
tutacaktir.

Kanserin molekller patogenezisinde programli hiicre 6lumi (apoptozis)
énemli rol aynamaktadir. Apoptozis inhibitérleri (survivin, bcl-2 ailesi, apollon,
livin) hiicre canlihginin baskilanmasiyla, karsinogenezis ve gen mutasyonlarina
katkisi _sonucunda, karsinoma progresyonunu immiin aracili sitotoksisite
rezistansini artirarak etkili olmaktadir. Coklu ilag direnci (MDR), mekanizmalar
farkli olan goklu kemoterapotik ajanlara kargl diren¢ mekanizmasidir. Birgok
kanser turlerinde farklh adlarla adlandinlan proteinler tanimianmigtir. TGmér
hiicre dizilerinde de ekspresse edilen bu proteinler, tedavilere karsi o‘Iugah

direng mekanizmalarindan biridir.



Bu retrospektif calismada, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakditesi Patoloji
Anabilim Dal’ nda tani almig 45 pankreas kanserli hastanin patoloji
preperatiarinda apoptozis aktivitesi, survivin, ki-67 ve MDR proteinlerinin
ekspresyonlarina bakildi ve elde edilen veriler ile hastalarin klinik ve patolojik
dzellikleri, sagkalim oranlari ve kemoterapiye verdikleri yanit' arasindaki iligki
degerlendirildi.



GENEL BILGILER

PANKREAS KANSERI

A) EPIDEMIYOLOJI :

Pankreatik karsinomlar, insanlarda en sik gorillen neoplaziler arasinda
yer almaktadir. Abdominal organlar iginde kolorektal karsinomlari takiben ikinci
siklikta gérulurler. Pankreas kanseri geligmekte olan tlkelerde, kanser ile iligkili

- dlumler arasinda %5 siklikla dordiincti sirada yerini almaktadir (2). Istatistiksel
olarak Avrupa’ da (8-11) pankreas kanser nedeniyle 6lum yida 40.000,
Amerika’ da (2, 8) ise 30.000 belirlenmigtir. Diger Gastrointestinal kanserlerde
erkek/kadin orani 2/1 olarak gérilmesine ragmen pankreas kanserinde cinsiyet
olarak esit bir oran dagiiminin oldugu bilinmektedir (12). Pankreas kanseri
tanisi zor ve agresif gidisli bir kanser olmasi nedeniyle 5 yillik sagkalim oranlari
%1-4 arasindadir (13,14). Tani aninda %20’den azi makroskopik olarak
pankreasa sinirhidir ve yaklasik olarak %40'1 genellikle lokal ileri evrededir (15).
Laparotomi, laparoskopik veya radyolojik olarak yapilan degerlendrme de
olgularin 1/3'den fazlasinda uzak metastaz ve peritoneal implantlarla tani konur.
Pankreas kanserinin mortalite oranlarinda irksal farkhliklar gdézlenmektedir.
Amerika'daki zencilerde mortalite orani diger etnik gruplara gore yt]ksektir ve
dzellikle Afrika’daki zencilere gére anlamh farkhlik vardir. Ayrica gevrésel

faktorlerin katkida bulundugu gésterilmistir (16).

B) ETYOPATOGENEZ :

Pankreas bezinde gogunlugu malign karakterde olan ekzokrin tim&rlerin
biytik kismini duktal adenokarsinomlar olugturur. Nonduktal adenokarsinomiar
nadir goriilen timérler olmakla birlikte degisik morfolojik ézellikleri ve biyolojik
davraniglan ile pankreas tumérleri iginde 6zel bir yer tutarlar. Pankreasin
nonepitelyal tumérleri ve metastatik tumérleri ise gok nadirdir. Pankreasin
epitelyal tiuméorlerinin fenotipleri; glandda normalde bulunan Gg tip hiicreyi —
duktal, asiner ve endokrin — yansitir. Pankreas timorlerinin %90’dan fazlasini

duktal fenotipe sahip karsinomlar olugturur.



Son yillarda pankreas kanserinin patolojisine katkida bulunan etyolojik
faktorler tanimlanmistir. Bunlar; cevresel, medikal ve cerrahi faktérler, herediter
(genetik) faktdrler ve mesleksel temastir.

1) CEVRESEL FAKTORLER : En énemlisi ttttn kullanimi ile pankreas kanseri
kanseri gelisme riski 2 kat daha fazladir. Rivenson ve arkadaglar (17) ratiara
tuttn spesifik nitrozaminleri enjekte ettikten sonra pankreas kanseri olustugunu
gosterilmislerdir. Bu karsinojenler elektrofillere metabolize olur ve DNA’nin
yanlis kodlanmasini aktive eder, k-ras gibi spesifik onkojenlerin aktivasyonunu
saglar. Pankreas kanseri vakalarinin yaklasik %30’u tutin igimi ile baglantihdir
(18-20). Tutun kullaniminin kesilmesi ile risk azalmaktadir. Yine safra asit
icerigindeki degisiklikler (21), kolesistokilin (CCK) seviyeleri (22) ve diet (23) bu
sistem aktivasyonunda etkili faktorlerdir. Diette fazla miktarda yag ve et }tijketim.i
riski artirirken, sebze tiketimi ise riski azaltmaktadir (24).

2) MEDIKAL VE CERRAHI FAKTORLER : Diabetes mellitus, kronik pankreatit
ve Ust gastrointestinal sistem cerrahisi énemli yer tutmaktadir. Diabet, pankreas
kanserinin erken semptomlarindan ve predispozan faktérlerinden biridir (25).
Pankreas kanseri olgularinda periferik insilin rezistansi olusmaktadir ve yapilan
kohort analizlerinde gec baslangigli diabetin pankreas kanseri olusumunda r.isk
faktéri oldugu gésterilmistir .

Pankreatit ve pankreas kanseri arasindaki iligki gok net degildir. [talya’da
yapilan bir kohort galismasinda pankreas kanseri tanisi alan olguiarda kronik
pankreatit 6yktsiinin pankreas kanseri geligsimi bakimindan ylksek risk faktord
oldugu gosterildi (26). Klinik ¢alismalarda pankreatitin kronik formunda olugan
kalsifikasyonlar kanser olusumunda sorumlu tutulmustur (27). Ayrica pankreas
kanserinde onemli bir onkogen olan k-ras mutasyonuda, kronik :pankreatitli
hastalarda mukoz hiicre hiperplazisi olan béigelerde saptanmigtir (28). Peptik
tlser cerrahisi uygulanan hastalarda da pankreas kanseri riski anmaktédlr
(intestinal bakteriler tarafindan N-nitrozo bilegiklerinin yapiminin artmasi
sonucu). Hayvan deneylerinde, kronik duodenogastrik reflinin kalici
hipergastrinemi olusturarak pankreas kanseri karsinogenezisini baglattifi
gosterilmistir (29). Yine kolesistektomi sonrasi kanda CCK yikselmesinin de

karsinogenezisi baglatti§i gosterilmigtir (30, 31).



3) HEREDITER (GENETIK) FAKTORLER: Nadir gérillen herediter hastaliklar
hem endokrin hem ekzokrin pankreas kanserinde predispozan rol oynar.
Bunlar; MEN tip 1 (32), herediter pankreatitis (33), Lynch sendromu 2 (34),
Von-Hippel-Lindau sendromu (35), ataksi talenjektazi (36) ve ailesel atipik
‘multipl mole melanoma sendromu (37). Bir olgu kontrol ¢aligmasinda pankreas
kanserinde herediter olma olasiligi %3 olarak bulunmustur (38). Yine heréditer
pankreatitli hastalarda pankreas kanseri riski 50 kat artmakta ve yasam boyu
kimalatif riskin %30-40 oldugu bilinmektedir. Herediter pankreatite neden olan
gen, tripsinojenin prematir aktivasyonu sebebiyle kromozom 7°de lokalize bir
hastaliktir (39). Tripsinojen bir onkogen olmamasina ragmen gelisen kisa
mutasyonlar pankreas kanseri igin risk faktori olusturmaktadir. Pankreas
kanserinde %5-10 oraninda kalitsal genetik hastaliklanin rolti . oldugu
bildirilmektedir. Yaygin:-olmamasina ragmen, germline mutasyonlar potansiyel
olarak pankreas kanserinin gesitli tiplerine isik tutmaktadir. Ailesel atipik multip!
mole- sendromunda pankreas kanserine yakalanma riski 22 kat artar ve bu
herediter sendromda dominant gegisli p16 germline mutasyonu oldugu
bildirilmektedir (40). BRCA-2 mutasyonu pankreas kanserinde rastlanir ve bu
mutasyonu tasiyan olgularin yasam boyu pankreas kanseri olma riski %5’den
azdir (41, 42).

4): MESLEKSEL TEMAS : Bazi mesiek gruplarinda kimyasal ajanlara bagli
pankreas kanseri daha ylUksek oranda ortaya c¢ikmaktadir. Metal, kébmiir,
kimyasal madde ve niikleer santral iscilerinde, solventlerde, DDT, petrol
Granleri, betanaftilamin, benzidin gibi maddelere maruz kalanlarda daha yliksek
bir risk dikkati gekmektedir. Bu kimyasal maddelerin etkisi kanitlanmig™ olup
yirmiden fazla kimyasal madde ile deneysel pankreas kanseri

olusturulabilmektedir (43).

C) PATOLOJI :

Insan pankreasinda duktal hiicreler, asinar hiicreler ve endokrin hiicreler
olmak lzere 3 ¢esit hlicre dizisi bulunmaktadir.

Pankreas karsinomlarinin yaklasik olarak %90'1 duktal adenokarsinom
tipindedir (44, 45). Tumérlerin 2/3'ti pankreas bag!, digerleri ise gévde ve kuyruk
lokalizasyonundadir (46). Duktal karsinomlar histolojik olarak iyi, orta ve az



diferansiye tumérler olarak siniflandirabilir. Pankreatik duktal karsinomlarin
nadir gériilen varyantlari da tarif edilmistir. Bunlar arasinda adenoskuaméz
karsinom (47), indiferansiye (anaplastik) karsinom, papiller karsinom (48),
mﬁsinéz adenokarsinom (44) ve mikroglandiler adenokarsinom (45) yer

almaktadir.

D) KLINIK BULGULAR :

Erken dénem semptomlar kuskulu olup hastalifa 6zgi degildir ve
gastrointestinal bir hastaliin semptomlari gibidir. Epigastrik bélgede agn,
istahsizlik, halsizlik gibi semptomlarin ya {izerinde durulmaz ya da baska
hastaliklarla iligkilendirilir. Hastalia 6zgii semptomlar ¢gevre organ.invazyonu
veya obstriiksiyonu sonucu geligir. Ornegin, safra yolu invazyonu ile ttkanma
sarihidi ortaya gikar. Sarilijin pankreas bagi kanserinde sik gérilmesine karsihk
korpus ve kuyruk kanserlerinde gériilme sikligi %5-6'dir. Sarilik bazen tek bulgu
olabilir ve hastalarin %10’unda dalgalanma gdsterir. Pankreas kahserinde’
"agnsiz sanhgin” hastaligin bir 6zelligi oldugu uzun yillar ileri strlimigse de
hastalarin énemli bir kisminda agn vardir. A§n, kilo kaybl've sarilikla beraber
klasik triadi teskil eder. Agrinin kaynag perinéral infiltrasyon, kanal
obstriiksiyonu ve stenozdur. Baslangigta agri, Ust kadranda hissedilen dusik
siddette bir agnidir. Ulser agrisi zannedilebilinir. Zamanla devamli bir hal alan,
sita ve bele vuran siddetli agn ¢oliyak ve superior mesenterik pleksusun
tutulmasina bagl ilerlemis hastaligi ifade eder. Pankreas kanserli hastalarin bir
béliminde diabet dikkati geken bir bulgu olarak kabul edilmektedir. Kirk yasin
ustiinde, obes olmayan bir hastada ani ortaya gikan veya 6nceden var olup da
kontrol edilemez hale gelen diabet pankreas kanserini dusiindirmelidir (49).
Nedeni agiklanamayan pankreatitlerde de pankreas kanseri akla gelmelidir.

E) EVRELEME :

Tumérin evrelemesi, hastaliyin prognozu agisindan 6nemili bir faktérdr.
Pankreas kanserinin kiinik ve patolojik evrelemesinde standart bir sistem tam
anlamiyla olusturulamamigtir. 1992 yilinda "American Joint Cqmmitee on
Cancer (AJCC)” tarafindan TNM siniflamasinin son sekli olugturulmustur. Bu
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klinik evreleme sistemi nadiren kullanilir. Clnkl uygulanmasi zordur. Cerrahi
uygulanmaksizin lenf nodu durumu tam degeriendirilemediginden, evrenin
prognoz ve tedavi ile tam korelasyonu olmamaktadir. AJCC siniflamasi Tablo-
1'de gosterilmistir (50).

Tablo-1 : Pankreas tiimérlerinde TNM siniflamasi
T  Primer timor
Tx Yayilim derinliginin belirlenemedigi timor
To Kiinik olarak timér yok, karsinoma insitu
T1  Tumdr pankreasta sinirhdir
T1a Tumérin en buyik gapi < 2 cm
T1b Tumdrin en biyilk capt >2 cm

T2 Tumér duodenuma, safra kanalina veya peripankreatik dokulara
dogrudan
yayimigtir
T3 Tuamdr mide, dalak, kolon veya komsu bliytik damarlara dogrudan
yayilmigtir

N Bolgesel lenf bezi tutuimasi
Nx Bolgesel lenf bezi saptanmamaktadir
No Bélgesel lenf bezi tutulmamistir
N1 Bolgesel lenf bezi tutulmustur
M  Uzak metastaz
Mx Uzak metastaz bilinmemektedir
Mo Uzak metastaz yoktur
M1 Uzak metastaz vardir

Evre 1 : TINoMo, T2NoMo

Evre 2 : T3NoMo

Evre 3 : Herhangi bir T, N1Mo

Evre 4 : Herhangi bir T, herhangi bir N, M1




F) PROGNOZ :

Pankreas kanseri hastaligin yayginhgina gore siklikla, lokalize, lokal ileri
ve metastatik hastalik olarak siniflandirimaktadir. Ortalama sagkalim klinik
evrelere gore sirasiyla 11-18 ay, 10-12 ay ve 5-7 ay olarak bildirilmektedir (51).

Serum tumor belirleyicilerinin  diizeyi, tumériin boyutlan, lenf nodu
tutulmasi, -uygulanan cerrahi girisim tipi, kan transfizyonu, yakin damar
tutulmasi, timortin multipl yerlesim gostermesi, andploidi prbgnoza etkili
faktdrler olarak ileri surtlmustir (52-55).Lenf nodu tutulmasi en &nemli
prognostik faktérdiir. Lenf nodu tutulumu olan vakalarda medyan sagkahim 11
ay iken, negatif olanlarda 55 ay olarak bulunmustur (53, 56). Cerrahi sinirda
tomér saptanmasi da prognoz agisindan 6nemli bir faktérdir. Bir ¢aligmada
cerrahi sinin negatif olan vakalarda 5 yillik sagkalim %28, pozitif olan vakalarda
%8 olarak bulunmustur. Farklilk bulunmayan sonuglarida bildirilmigtir (54, 56,
57).

G) TEDAVI :

Pankreas kanseri agresif gidigli, 6ldtirici ve gunimizde halen daha
radikal tedavisi mumkin olmayan inkirabl kanserler arasindadir. En etkili
tedavisi cerrahi eksizyondur, fakat gogu hasrada erken dénemde tani pek
mimkin olamamaktadir. Ancak ¢ok kiigilk hasta grubunda miimkin olup bu

hastalar kiratif cerrahi girigim igin uygundurlar.

H) PANKREAS KANSERININ MOLEKULER PATOGENEZISI |

Pankreas kanserinin molekuler analizi, hizh infiltratif bityiime ve dokuda
olugturdugu gtigll desmoplastik' ve inflamatuar yanittan 6tlrl  komplekstir.
Pankreas kanserinin molekiler temelleri hakkinda son yillarda énemli bilgiler
elde edilmig, hiicre gogalmasini ve farklilasmasini denetleyen sinyal yollarinda
gérev alan bliyime faktorleri ile bunlarin reseptérieri ve bazi timér baskllayld
genlerde mutasyonlar ile bu genlerin inaktivasyonu saptanmigtir. Bu molekler
olaylarin anlagiimasi tani ve prognozda yol gésterebilecegi gibi tedavisine de
igik tutacaktir.

Karsinogenezisin temel mekanizmalarinin anlagiimasina yénelik en

énemli bilgiler timér virtslerinin incelenmesinden elde edilmigtir. Kansere



neden olan' DNA tumér virUslerine ek olarak, RNA virlislerinden retroviriisler de
onkojenik potansiyel tasir. Bunlar, hiicrede ters revers transkriptaz enzimi
yardimiyla provirtise dénliserek hiicre genomuna yerlesir ve hiicre DNA’ si’ ile
birlikte gogalirlar. Onkogenler ve tumér sﬁpressdr genler karsinogeneziste
6nemlidir. Onkogenlerin denetimsiz ¢ogalmaya neden olmalari bunlarnn
hiicresel karsitlan olan protoonkogenlerin de, hiicre gogalmasini denetleyen
sinyal yollarinda gérev aldigini ima etmistir. Sis geninin platelet kaynakli
buytime faktérli (PDGF), erbB’ nin ise epidermal biyume faktéri ailesinden bir
proteini kodladiginin gésterilmesiyle onkogenler ve biyiime faktér sinyal yollart
arasinda ilk baglantilar gézlenmis, daha sonra aktif gogalma sinyalini hiicre
ylizeyinden gekirdege ulastiran karmagik sinyal yollar belirlenmigtir.

Insan tumérlerinde hicresel onkogenier degisik mekanizmalarla
aktiflesebilir. Genel olarak bu olayin sonucunda ya normal gen UrGnindn
miktarinda artig, ya da proteinin iglevini degistiren yapisal degisiklikler ortaya
cikar. Protein miktarinda artig, gen amplifikasyonu ya da ekspresyon art|§i
(transkripsiyonun regiilasyonunda bozulma yiiziinden gen ekspresyonunda
hizlanma) seklinde gérilebilir.

Pankreas kanserinde molekiler degisiklikler prognozda ve tedavi
yanitinda 6nemlidir. Pankreas kanserinde buyume faktérieri (GF) ve buyUme
faktdri reseptérlerinin (GFR) ekspresyonu artmigtir. Yine tiumér supressor
genlerin (p53, p16 ve SMADA4) inaktivasyonu ve onkogenlerin (k-ras ve cyclin.
D1) aktivasyonu karsinogenezisinde énemli rol oynar. .

Insan kanserlerinde onkogen aktivasyonunun en garpici érneklerinden
biri duktal pankreas kanserlerinde K-ras geninde gézlenen mutasyondur. K-
ras’in 12,13 ve 61. kodonlarinda gériilen nokta mutasyonian malign fenotipe
farklilagan transforme htcre kapasiteSine sahip olan protein Grinlerinin
ekspresyonuyla sonuglanir. Adenokanserlerin %75 inde K-ras geninin. 12.
kodonunda mutasyon gérulir (58). Mutasyonlarin insitu ve kiigiik timdrierde
gorllmesi, K-ras geninde aktivasyonun pankreas timérlerinin erken evresinde
gergeklestigini géstermektedir (59). K-ras mutasyoniari timoére spesifik olup
kronik pankreatitierde gérlilmediginden  &zellikle sitolojik preperatlarda

mutasyonlarin saptanmasi taniya yardimci olabilmektedir (60). Ayrica ilging bir



sekilde pankreas kanserinde ve adenokarsinomlarda sik rastlanan bu
mutasyon, ampulla vater timoériinde ¢ok daha az siklikta izlenmektedir (61).

Siklin D1 hiicre siklusunda regulatér gérevi olan onkoprotein aktivitesinde
de rol oynayan bir onkogendir. D tip siklinler, yine G1 fazinda etkili diger bir
timor stpressér gen olan retinoblastoma genini fosforilasyonunu inaktive
ederek hiicre siklusunun ilerlemesi icin gerekli genlerin aktiflegsmesini saglar.
Ayrica, siklin badimii kinaz (cdk) inhibitérleri (p16, p18, p27 vb) ile bu kompleks
inhibe olur ve retinoblastoma geni E2F denen transkripsiyon faktériinden ayrilip
fosforile olur ve hticre siklusu G1 fazinda durur. Yapilan bir analizde pankreas
kanserinde %65 oraninda immunhistokimyasal olarak siklin D1 fazla salinimi
saptanmigtir ve sagkalimin kisa olmasi ile korele bulunmustur (62).

Hemen tim duktal adenokarsinomiarda biyime faktérlerinden epidermal
buyume faktéri (EGF) reseptérinin agin ekspresyonu “gozlenir (63). Bu
reseptor hem EGF hem de transforming blytime faktérd (TGF-a) ile
etkilestidinden pankreas kanserinde bu molekullerde de anomaliler :gﬁrult'lr'.
Asin ekspresse olan TGF-a, yiksek sayidaki EGFR ile etkilegerek otokrin bir
uyari olusturur (64). Cesitli caligmalarda, bllyiime faktﬁrlerihin yiksek seviyeleri
ile hastalarin s}agkahmlarlnda kisalma arasinda korelasyon bulunmustur (65,
66).

Tum gastrointestinal sistem epitelinde onanmdan sorumiu hicre
soylarinda goézlenen bir protein olan pS2 pankreas kanserlerinin %75’ inde
saptanir (67).

HER-2 (c-erb B2) insan solid timérlerinde ortak 6zellik olarak gézlenen
ve sonuglan bilinen molekller anormalliklerin protipidir. Bu gendeki
degisikliklerin bilinen kot prognostik ozellikler ile iligkisi ve bu molekuler
degisiklige kargi hedefe yonelik tedavi gelistiriime olanagi genin yeni bir tedavi
hedefi olarak 6nemini vurgulamaktadir. c-erb B2, EGFR ile blyik benzerlik
tagilyan ve tirozin kinaz aktivitesine sahip transmembran glikoproteinini ;kodlar
ve reseptorll aktiflestiir. Sonugta, pankreas kanserinde nedeni tam
bilinmemekle birlikte biiylime stimilasyonunu saglar. Duktal adenokanserlerin
beste birinden fazlasinda erb B2 reseptériiniin (68), %90’ ninda da erb B3
reseptérinin (69) asin ekspresyonuna rastlanir.
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Pankreas kanseri hiicre soylarinin %40’ inda basta bazik fibroblast
buytime faktorieri (bFGF) olmak Uizere dijer FGF ile bunlarin reseptﬁrleririin
birlikte, %30’ unda da yalniz reseptérlerin ekspresse oldugu bildirilmigtir (70).

Pankreas kanserinin %60’ inda timér slipressér gen olan, p53 geninde
mutasyonlar bildirilmigtir. Huicre siklusu regiilasyonunda normal p53 proteininin
fonksiyonu genomik stabilitenin kontroli wve kontrolli hicre 6élimunin
saglanmasidir. Yani bir transkripsiyon reglilatérQl olarak gérev yapan bir proteini
kodlar. Hicrede mutasyon veya hasar oluustugu zaman p53 proteini gekirdekte
birikir ve bir bagka siklin bagiml kinaz (cdk) inhibitdrii olan p21’ in sentezini
baglatir. P21 bir yandan cdk-siklin inhibe ederek, dijer yandan da
proliferasyonu saglayan nilkleer antijene (PCNA) baglanip siklusu G1 fazinda
durdurur ve hasarin onarilmasina olanak verir. Hasar onarllamédlgl taktirde p53
aracili hiicre 6lumi baslar. P53 islevi yerine getirelemedigi taktirde hiicrede
hasar ortaya c¢iktijindan ve siklus durmadigindan dolayr mutant p53 birikir.
Genom giderek daha instabil hal alir.

Siklinler hucre siklusunda gérev alan proteinlerdir. Cdk ise, uygun
siklinlere baglandiklarinda aktivite kazanan ve diger siklus proteinlerini
fosforlayan katalitik proteinlerdir. Sonugta, siklin-cdk kompleksi 6lugtugunda,
gegici olarak hedef substratiar aktive olur. Cdk inhibitérleri, siklin assosiye
protein kinaz aktivitesini inhibe ederler ve farklilagsma ile programli hucre
6liminde rol oynar. |

Mutant p53' de fonksiyon yapabilme yetenegi kaybolmustur. Normal
kosullar altinda normal p53 proteini niikleus iginde tespit ediimez. Fakat genin 5
ve 8. eksonlarinda gergeklesen bu mutasyonlar p53 proteininin. yari 6mrintn
uzamasina bagl olarak birikimi ile sonuglanir ve imminohistokimyasal olarak
tespit edilir (71). Pankreas kanserlerinde p53 geninde nokita mutasyonlan ile
normal allel kayiplari sik gériiimesine kargin kromozom 17q’ yu kapsayan
hetérozigotluk kayiplari ender géruldr. |

Pankreas kanserinde rolii olan diger bir timér supressor gen p16’ dir.
P16 siklin bagimli bir kinaz inhibitérudar. Cdk4-siklin D ve cdk6-siklin D
komplekslerine baglanip inhibe eder ve hiicre siklusunu G1’ de durdurur. P16
ekspresyon kaybi, pankreas kanseri hiicre serilerinde ve xenograftiarin %85’
inde saptanmistir (72). Diger supressor genlerden p21*®", retinoblastoma,
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INK4 cdk inhibitérii olan proteinleri kodlayan ve insan kanserlerinin molekuler
karsinogenezisinde énemli olan genlerdir. '

Pankreas kanserinde yeni kegfedilen timor supressér genlerden bir
digeri deleted pancreatic cancer -DPC4- (smad4) dir. Transforming bliylime
faktérii (TGF-B) sinyal yolunun 6nemli komponentidir. Fonksiyonu, epitelyal
hticre bliylimesinde, differansiyasyon ve apoptozis énciliginde down-regtlatér
rol oynar (73, 74). Yapilan bir galigmada, pankreas kanserinin %30’ unda
smad4’ (in homozigot kaybi gosterilmigtir. Ayrica heterozigozite kaybi ile ve
intragenic mutasyon yolu ile (%20 oraninda gézlenir) inaktivasyonuda
gosterilmigtir (75).

Pankreas kanserinde ve diger birgok hematolojik ve solid kanserlerin
patogenezinde, tedaviye yanitinda ve prognozunda apoptozis, apoptozis
inhibisyonu ve goklu ilag direnci mekanizmalari 6nemli rol aldigi bilinmektedir.

APOPTOZIS

Hicre yasami ve olumi arasindaki denge doku homeostazisinde
dénemlidir. Klinik acgidan programli hiicre 6limi (apoptozis), gerek huicre
kaybinin yiksek oldugu dejeneratif ve viral hastaliklarda gerekse hiicrelerin bu
programa kargl direng gelistirdikleri kanserde dikkat gekméktedir; Programii
hiicre slumiindeki anormallikler karsinogeneziste énemli rol oynar (76,77).

Biyolojik ve morfolojik olarak tamimlanmig 2 tip hicre Slami
tanimlanmigtir. Apoptozis ve nekroz (78). Nekroz, hiicrelerde iskemi, yt]ksek:
Isiya méruz kalma ve enfeksiyon gibi biyolojik, fizik ve kimyasal aksidantel
etkilerle ortaya gikan patolojik hiicre 6lumudur. Burada hicrede ..mitqkondri,
golgi aparati gibi 6Snemli organellerde sigme, hiicre membraninda bitinlGgan
kaybolmasi 6ncelikle dikkati geker. Bu hiicre 6lumiini ¢ok defa enflamatuvar bir
cevap izler. Buna karsin apoptoz (sonbaharda agag yapraklarimin dékiilmesi
anlaminda Yunanca bir sézctik), programli . (fizyolojik) hiicre &8limi - olup
hiicreden hiicreye gegen bir zelliktir ve genetik olarak kontrol edilir. Nekroz
hicrenin razi olmadigl pasif bir olaydir. Apoptoz ise, hiicrenin kendisini
éldurmeye karar verdigi ve bunun igin ¢ok sayida yeni protein sentezlerine
yoneldigi, genetik olarak kontrol edilen aktif bir olaydir. Bu terminoloji 1972
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yilinda Kerr ve arkadaglar tarafindan (79) hiicrede morfolojik 6zellikleri ile
tanimlandi. Apoptoz, hiicre hacminin kiigiimesi ile baslar; hiicre bi]zﬁg.ﬁr;
sitoplazmik membranda kiigiik balonlasmalar olur; nikleus yogunlasarak
nikleer membrana yarim ay seklinde ¢éker; sonra kirintilar halinde pargalanir.
Normalde bu olayr enflamasyon izlemez. Virus, protozoa, bakteri gibi
mikroorganizma barindiran hiicrelerin ortadan kaldinimasi apoptozla sagianlr.
Buna karsilk apoptozisin asiri veya yetersiz nitelikte olmasi iskemi,
otoimmunite, nérodejenerasyon, viral enfeksiyonlar, tiumor bilyimesi ve
gerilemesi gibi gesitli hastaliklarin patogenezinde énemii rol oynamaktadir.

Tumér nekrozis faktér (TNF) reseptor ailesi ve tirozin kinaz reseptorleri
gibi hiicre digi etkenler veya Bcl-2 proteini ailesi gibi hiicre igi etkenlerle
olusturulan hiicre yolaklari tarafindan denetienen apoptotik hiicre Sliminde
mitokondrium énemli bir gérevie ytkimladar. Apoptotik bir uyarah kargisinda
mitokondriden salinan sitokrom-c, hiicreleri ddnigl olmayan bir yola sokmakta
ve kaspaz proteinlerinin aktivasyonu ile de intihar sirecini geri dénisimsiz
olarak baglatmaktadir.

Apoptoziste hiicrenin slumintn inhibisyonu veya aktivasyonunu reglle
eden cok basamakl kaskad proteinleri vardir. Bcl-2 ailesi iginde, apoptozu
onleyenler (bcl-2, bcl-XL,bcl-w, Mcl-1, A1, bag-1) ve apoptozisi indikieyenler
(bax, bak, bcl-x, bad, bid, hrk) olmak zere iki grup apoptoz regtile edici gen yer
alr.

Apoptoziste isleyen baglica dért mekanizma vardir:
. Tumor necrosis factor (TNF)-TNFR yolu
. Fas-FasL yolu
Hiicre igi stres yolu

AW N

. Granzim-perforin yolu.

Karakteristikleri oldukga iyi aydinlatimig apoptotik sinyalizasyon
yollarindan biri, TNF-a, TRAIL ( TNF-related apoptozis-inducing ligand; Apo-3L)
ve hlcre ylzey reseptorieri olarak TNFR-1, DR (death receptor) serisi
(DR3,DR4,DR5) reseptérlerinin ligasyonuyla olugan apoptoz mekanizmasidir.
TNF ailesi icinde yer alan Fas ve TNFR-1 yaklastk 80 aminoasitten olugan ve
"8lum domeni” denen sitoplazmik domenlere sahipti. TNFR-1 ve DR3 igin
adaptor protein, TRADD (TNFR-associated death domain protein), Fas ve DR4
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icin FADD (Fas-associated death domain protein) dir. Adaptér proteinier DED
(death effector domain) denen domenlere sahip olup, bunlar aracihg ile
kaspazlarla iligkidedirler.

Kaspazlar spesifik aspartik asit kalintilarindan olugsan ve zimogen
(proenzim) olarak sitoplazmada bulunan, sistein proteaziardir (80). Apoptotik
sinyali alinca proteolitik- iglemle aktive olurlar ve hiicre élimiinde énemli rol
oynarlar. Ginimizde 10'dan fazla kaspaz saptanmigtir. Baslica 3 tane alt'
gruba ayrilir. kaspaz- 1 (ICE), kaspaz-2 (ICH-1) ve kaspaz-3 (CPP32) (80, 81,
82). Bunlar yukarida bahsettigimiz reseptorier ve adaptér proteinleri yolu ile
aktiflesir.

1995 wilinda Fas (CD95; APO-1) adi verilen protein molekGltiniin
apoptozisi indiikleyerek immiin cevabin regtilasyonunda énemli rol oynadigi
belirlendi. Fas, TNF ve NGF reseptorleri lenfoid hiicreler dahil, birgok h'ﬁcre
ylizeyinde ekspresse olur ve sitotoksik T lenfositteki ligandi ile baglandiginda
hedef hiicreyi apoptozise gétiriir. Fas-FasL yolu siklikla kanser hicrelerinde
ekspresse olmasina ragmen, Fas/CD95 mediated apoptozise rezistans
pankreas kanserinde vardir (83). Bu olay sayesinde immin  ataktan
kurtulmaktadir.

Hucre ici streslerle tetiklenen hiicre 6lumi modelinde mitokondri
apoptozun gerceklesmesinde santral rol oynar. Cesitli stres sinyalleri tarafindan
mitokondride indiiklenen pro-apoptotik Sitokrom-c’ nin salinimi séz konusudur.
Boylece aktiflesen kaspaz-9, &zellikle anahtar éneme sahip kaspazlardan biri
olan kaspaz-3' U etkinlestirir. CD-95 aracili apoptozda aktive olan kaspaz-S, bcl-
2 ailesinden bid, bad, bax gibi proapoptotik molekilleri aktiflegtirince
mitokondriden sitokrom-¢’ nin salinimi indiklenir ve kaspaz-9 aktive olur. Buna
karsilik bcl-2 ailesi iginde yer alan anti-apoptotik molekiiller (bcl-2, bcl-xl, bcl-w,
bag-1) muhtemelen mitokondrial membranlan stabilize ederek ve sitokrom-c
salimmini inhibe ederek kaspazlari ve apoptozu baskilar.

Perforin-granzim yolunda 2 sitoliz mekanizmasi iyi ‘bilinmektedir.
Perforine bagimli (graniil eksositozu ile) ve perforine bagimsiz (Fas-FasL
aracihgi ile). Lenfosit aracihii ile ve granzim-bagimli apoptoz, sitolitik hticrenin
hedef hiicreye temasi ile baglar. Olduriict lenfositler, "perforin” ve “granzim”
denen sitolittk mediyatorleri (serin proteaziar) tasiyan, lizozom benzeri
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sitoplazmik granillere sahiptir. Hucreler aktive olunca, graniller plazma
membranina dogru hareket ederler; membranla birlesirler ve granil kapsami
hedef hiicreye dogru bosalir. Bu granillerde yer alan bir glikoprotein olan
perforin monomerleri, Ca iyonlan varhdinda hedef hiicrenin plazma
membraninda agregasyon yaparak membrana girerler ve polimerize olarak,
aralarinda poriar olustururlar.

Apoptozisin varliinin doku ve hicre diizeyinde gesitli testierle glvenilir
bir sekilde gosterilebilmesi klinik uygulamalar igin dnemli bir gelisme oimustur.
Guniimiizde apoptozisin taninmasi igin apoptotik hicrelerin morfolojisinden,
DNA kiriklarinin varliindan, kaspaz aktivasyonlarinin saptanmasindan, hiicre
membrani ve mitokondrilerde ortaya gikan degisikliklerden ve antkora dayali
yeni isaretlerden faydalaniimaktadir. Sonugta bu basamaklann asagidaki
tekniklerle moniterize edilebilecegi gosterilmistir.

“Bunlar :

1) Mikroskopik teknikler (igik, lazer, elektron mikroskopisi ve DNA’ nin florosan
boyanmasi ile niikleer morfolojik analiz) .

2) DNA fragmantasyonlarinin 6Slglilmesi (-ELISA-, terminal deoxynucleotidyl
transferase - mediated deoxyuridine triphosphate - biotin nick end labeling
assay -TUNEL-, Gel elektroforez )

3) Flow cytometry ve laser scanning cytometry

4) Gene expression analysis (reverse transcriptase polymerase chain reaction
-RT-PCR-, Nourthern blot)

5) Apoptozis ile iligkili proteinlerin &lgtilmesi ( ELISA, Western blot )

SURVIVIN

Apoptozis supresyonu uzun siren hiicre canlihdi, karsinogenezise ve
gen mutasyonlarina katki ile karsinoma progresyonunda .immin aracil
sitotoksisite rezistansini artirarak etkili olur (84). Bcl-2 ailesi apoptozisi inhibe
ettigi gosterilen ve hiicrelerin sagkaliminin uzun olmasini saglayan ilk inhibitér
protein ailesidir (84). Inhibitér apoptotik proteinler (IAP) orijinal olarak
baculoviruslardan identifiye edilmigtir (85). Insanlarda IAP’ lerin ekspresyonlari
gesitli stimuluslara neden olur. Giinimiizde insanda yedi tane homolog IAP
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klonlandi. Bunlar; NAIAP, clAP1, clAP2, x-chromosome linked IAP (XIAP),
survivin, apollon ve livin (85-90). Bu proteinlerin ana rolii caspas 3 ve 7’ nin
direk inhibisyonu yolu ile apoptozisin supresyonudur (91, 92).
| Survivin yeni tanimlanan iAP’ dir (85). Embriyonik ve fetal dokularda
ekspresse olur fakat diferansiyasyonunu tamamlamig normal adult dokuda
timus haricinde tespit edilmez (85). Akcider, kolon, pankreas, prostat, meme ve
yiksek grade non-hodgkin lenfoma gibi cesitli insan kanserlerinde tekrar
ekspresse olur (85). Survivin ilk bulunan apoptoz inhibitér proteindir ve hiicre
siklusunun G2-M fazinda ekspresse olur. Ayrica mitotik i mikrottbdlleri ile direk
ilskidedir. Mikrotubil yikici ajanlarla survivin-tibilin iligkisinin inhibisyonu,
kaspaz 3 aktivasyonunun artmasi ve G2-M fazindaki apoptozisin artmasi ile
sonuglanir (85, 93). Gastrointestinal  kanserler  arasinda ilk
immiinohistokimyasal ¢aligmalara bakildiginda, gastrik kanserlerde %34 (94),
kolon kanserlerinde %53 (95), pankreas kanserlerinde %77 (96) oraninda
survivin ekspresyonu saptanmigtir. Survivinin insan kanserlerindeki apoptozisin
inhibisyonu roliine ek olarak, hiicresel proliferasyonun diizenlenmesi (97) ve
angiogenezisde rolt vardir (98). Bir Qallgnﬁada survivin pozitif tumdrlerde
apoptotik indeks %0.62, negatif timérierde %0.97 bulunmusgtur (94). Survivin
ekspresyonunun prognostik degeri gesitli insan kanserlerinde rapor edilmi§tir
(99). Ornegin bir gok otér, niks eden kolorektal kanserlerde survivin
ekspresyonunu PCR y6ntemi ile (100) veya immunhistokimyasal (101) olarak
rapor etmiglerdir. Yine kolorektal karsinomada survivin ekspresyonu ile dﬁguk
apoptotik indeks koreledir ve bu vakalarda 5 yillik sagkalimda anlamli kisalma
gbzlenmigtir (95, 100).
Survivin gesitli apoptotik stimuluslara karsi bir aktivite olusturur. Ornegin;
IL3’ Uin geri gekilmesi, fas stimiilasyonu, kaspaz 3,7,8, Bax'in fazla salinimi ve |
etoposid gibi kemoterapétik ilaglarin etkilerini baskilar (85, 102). Potansiyel
terapotik rolli, survivin' transfekte hiicrelerde, antikanser ilaglarla apoptozisé
rezistans rapor edilmesi ile daha iyi anlagiimigtir (102). Yine, antisense tedavi
ile de kemoterapiye duyarhlik elde edildigi gosterilmistir (103).
Bir bagka gallgrhada pankreas kanserlerinde %88 oraninda survivin
ekspresyonu tespit edilmigtir (104). Survivin ekspresyonu ile pankreas
adenokanserinin higbir patolojik ve kiinik karakterleri arasmda' korelasyon
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saptanmadigi (104) benzer sonuglarin mide (94), kolorektal (101) ve meme
(105) kanserinde de bulundugu bildiriimistir. Bu caligmada ise pankreas
kanserinde survivin ekspresyonu ile proliferatif indeks arasinda  pozitif
korelasyon saptanmistir (104). Bu korelasyon hepatoselltler kanserli vakalarda
saptanmamistir (106). Survivin ekspresyonu, nonneoplastik asiner parankim ve
pankreatik duktus epitelinde negatif bulunmus (104), diger kiiglk olgu serileri ile
benzer sonuglar géstermistir (96). Yine ayni ¢alismada yiiksek skorda survivin
ekspresyonu ile diistik apoptotik indeks sinirli sayida ampulla kanserinde tespit
edildi (104). Aynca langerhans adacik hicrelerinin  bir kisminda da
imminohistokimyasal olarak tespit edildi (104).

Son yillarda survivin ile cdk 4 arasinda bir baglanti oldugu gésterilmigtir.
Survivin — cdk4 kompleksi ile serbest kalan p21 mitokondrial prokaspaz 3 ile
baglantiya geger (107). Bu yolla survivinin antiapoptotik etkisi kaspaz 3 indirek
inhibisyonu yoluyla gergeklesmektedir. Bunun yaninda hepatoselltler .kanser
hiicrelerinde hiicre siklus progresyonunda promotér olarakta rol aldig
go6sterilmistir. Ayni zamanda survivin fazla ekspresyonu hicre siklusunda S
faza gecisi akselere eder ve G1 arrestine direng gelistirir (108).

COKLU iLAC DIRENCIi (MULTIDRUG RESISTANCE - MDR)

Coklu ilag direnci, timér hicrelerinde yapilan ve etki mekanizmalari
birbirinden farkli olan ve daha ®nce karsilagiimayan kemoterapéfik ajanlara
karg! gapraz direng gelismesidir. MDR’ dan sorumlu olan mekanizmalar iki ana
grupta siniflandinimaktadir (109).

1- Klasik MDR (Acquired MDR)

2- De novo MDR (Cell Adhesion Mediated MDR, CAM-DR)

Klasik MDR; hticre icinde kemoterapétik ilag birikiminin azalmasi, ilacin hedef
molekuit ile ilgili degisiklikler, DNA tamir mekanizmalannin 'hlzlanmaSI ve
apoptotik sinyal iletiminin inhibisyonu sonucu geligir.

De novo MDR; hiicre gogalmasinin inhibisyonu, ilacin hedef molektli ile
ilgili degisiklikler, apoptozisin azalmasi, integrin sinyal iletimi ve hicre iskeletinin

yeniden diizenlenmesi ile iligkili olaylar sonucu geliir.
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Tumére ait mikrogevrenin kanserin patogenezinde ve ilerlemesinde etkili
rol oynadidi bilinmektedir. Sitokinler, hormonlar ve biylime faktérleri, tumor
hiicrelerinin birbirleri ile etkilesimi ve/veya ekstraselliler matriks bilegenleri ile
etkilesimleri sonucu kanserin ilerlemesine katkida bulunabilirler. Bu endojen
faktorler, baslangic tedavisinden sonra timér hicrelerinin canliliklarint
strdirmeleri, direngli hicrelerin gogaimalani ve klasik ilag direnci ile

karsilagiimasini kolaylagtirici rol oynayabilirler.

1- Klasik MDR mekanizmalar :
a-) Hiicre iginde kemoterapétik ilag birikiminin azalmasr: Tumér hilcrelerinde ilag

direncinden sorumlu proteinlerin asiri sentezlenmesi sonucu ortaya gikmaktadir.
Bu direng proteinleri; P-glikoprotein (P-gp, MDR1 / P-170), MDR ile iligkili
protein (MDR associated protein, MRP / P-190), akciger direnci ile ili§kili} proteih
(Lung resistance-associated protein, LRP) ve meme kanseri direng proteini
(Breast cancer resistance protein, BCRP) dir.

P-gp ATP-B'inding-Casette '(ABC) proteinleri ailesinde yer alan 170 kDa
‘agirhiginda integral bir zar proteinidir. Bu proteinin yapisinda 1280 aminoasit
bulunmaktadir. Hiicre zarinda 12 transmembran bolge olusacak sekilde
yerlesim gosteren P-gp iki ATP baglama bélgesi igerir (110). P-gp substrati oléh
ilaclar lipofilik yapidadir. Bu ilaglar hiicre zarini pasif difi]zydn yolu ile gegerler.
llag bagimli ATPaz aktivitesine sahip olan protein, ilaglari genellikie zardan
gecerken yakalar ve hiicre digina atimalarini saglayarak hiicre iginde ilag
konsantrasyonunu azaltir. llacin hiicre disina atilmasi kompetetif inhibisyon
yoluyla 6nlenebilir. Bu modulatérler arasinda kalsiyum kanal blokerleri
(verapamil), siklosporin-A (CsA) ve CsA analogu olan SDZ PSC - 833 yer
almaktadir. :

P-gp’ in substrati olan antitimoéral ilaglar; antrasiklinler, vinca alkaloidleri,
epipodofilotoksinler, mitomisin-C, taksol, topotekan, mitramisin ve aktinomisin-D
olarak bilinmektedir. P-gp, karacier safra kanaliltillerinde, ince ve kalin
barsakta, bébrek proksimal tiibiil epitelinde, adrenokortikal hiicrelerde, uterusta,
beyin ve testis kapiller endotelinde, plesentada, brons epitelinde ve
hematopoetik hiicrelerde sentezlenmektedir. Normal dokularda
ksenobiyotiklerin ve metebolitlerin taginmasi, steroid salinimi ve. bariyer
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ol'ugturma islevlerini gérdiigt 6ne sirlimektedir. Karaciger, bébrek, pankreas ve
kalin barsaktan koken alan tlmorlerde baslangigtan itibaren P-gp’ in
ekspresyonunun yilksek olmasi ve MDR fenotipi ile karsilagilmasi olagandir.
Buna karsilik, orta derecede P-gp ekspresyonu saptanan meme kanseri,
yumusak doku timérleri, akut ve kronik I6semiler, non-Hodgkin lenfoma ve
néroblastomada bu ekspresyon tedavi 6ncesi olabildigi gibi kemoterapi sonrasi
da ortaya ¢ikabilir (110-113).

Cole ve arkadaglar, P-gp ekspresse etmeyen tiimér dizilerinde yeni bir
genin asir sentezlendigini bildirerek, bulunan yeni proteine MRP1 / P-190 adi
verimistir (114, 115). MRP1, ayni ailede yer alan 190 kDa agiriginda bir
proteindir. Akcigér ve kas dokusunda cogunlukla ekspresse olur. Ayrica;
6zefagus, mide, ince ve kalin barsak, mesane, ter bezleri, troid folliktilieri,
adrenal korteks, testis ve bdbrek tibullerinin epitel hiicrelerinde sitoplazmik
yerlesim gostermektedir. Kalp, iskelet kasi, over ve beyinde de bulunmaktadir.
Normalde hiicre iginde organeller arasi bilegiklerin taginmasini saglar. TGmor
hiicresinde ise, proteinin hiicre zarina lokalizasyonu ilaglari hiicre digina
pompalama iglevi gérdaguni desteklemektedir. llag direnci yiiksek olan
hiicrelerde hiicre zarinda bulunan bu protein, malign olméyan hiicrelerde
intrasitoplazmik vezikillerde yerlesim gosterir (116). Bu proteinin substrati olan
ilaglaﬂa etkilesmesi ve hicre disina pompalanmasi igin glutatyon gereklidir.
Glutatyon ilag veya proteinin tiyol gruplarn ile etkilestigi ileri striimektedir.
Antrasiklinler, vinca -alkoloidleri ve epipidofilotoksinler MRP1 I  P-190 ile
etkilegirler. Ayrica organik anyonik boyalardan kalsein, metal anyonlar, stifatlar,
glukoronatlar ve glutatyon ile olusturulan bilesikleri de hiicre digina
pompalamaktadir (117). Bu proteinin fonksiyonu inhibe eden modilatérier
arasinda organik anyon tasiyici inhibitérleri olan probenesid ve MK571,
butyonin stilfoksimin, protein kinaz inhibitérleri staurosporin ve genistein yer
almaktadir. CsA, SDZ PSC-833 ve verapamilin etkileri daha zayiftir (118, 119).

Scheper ve arkadé§lar| tarafindan kiigiik hiicreli akciger kanserleri hiicre
dizilerinde yeni bir protein tanimlanmig ve akcider direng proteini olarak
tanimlanmigtir  (120). LRP nilkleus membraninda yerlesmigtir ve
nikleositoplazmik taginma iglevinde rol oynar (121). Hicre dizilerinde ilag ile
inkibasyondan sonra erken evrede bu proteinin indiksiyonu oldugu
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gosterilmistir. Proteinin diger ilag direnci faktorleri ile beraber MDR fenotipini
indikleyebilecegi 6ne sirilmektedir (122).

BCRP, ilk olarak MCF7 adli meme kanseri hiicre dizisinin mitoksantrona
direngli olan alt dizilerinde ténlmlanm|§tlr (123, 124). BCRP, ABC proteinleri
ailesinden olan 72.6 kDa agirliginda bir tasiyici proteindir. Hlicre membrarinda
yerlesim gosterir ve half transporter olarak tanimlanan proteinin sitotoksik
ilaglarin hiicre digina atiimasi sirasinda homo veya heterodimer olugturduguA
dustintlmektedir (125). Calismalarda mitoksantron ve topotekana kars! direncin
yanisira, doksorubisine ve daunorubisine karsida capraz direng gelistirdigi

gézlenmistir.

b-) llacin hedef molekiilii ile ilgili degigiklikler : DNA topoizomeraz | ve I, DNA
Uzerinde tersinir olarak tek veya ¢ift zincir kiriklar olusturarak hicrenin
replikasyon ve transkripsiyon olaylarinda rol oynar. Bu enzim tzerinden etkili
olan ilaglar, enzim-ilag-DNA kompleksi meydana getirir. DNA topoizomerazlari
ile ilgili kalitatif ve kantitatif degigiklikier bu enzimler ile etkilegsen antitiméral
ilaglara karst direng geligmesinde rol oynamaktadir. | Antrasiklinler,
epipidofilotoksinler ve antrasenedionlar yer almaktadir (126). Ayrica, enzimatik
olarak hiicresel hasarin tamir mekanizmalari da hlilanabilir.

c-) DNA tamir mekanizmalaninin hizlanmasi : Nitrozire, DNA' da guanin
Gzerinde metil grubu olusturarak sitotoksik etki gosterir. DNA hasarinin
tamirinde rol oynayan MGMT (O6 alkilguanin DNA transferaz) enzimi di]zeyi ile
nitroztire duyarliliyi arasindaki iligki, enzimin ilag direncinde rol oynadigini
desteklemektedir (127).

d-) Apoptotik sinyal iletiminin inhibisyonu : Kemoterapotik ilaglar apoptozis yolu
ile htcre o6lumine vyol agar. Apoptotik sinyal iletimleri mitokondride
gergeklegsmektedir (128). Bel-2 ailesinde yer alan antiapoptotik etkili Bel-XI' in
kemoterapotiklere bagli hiicre slumtinii 6nledigi ve MDR gelisiminde etkili
oldugu gosterilmigtir (129). Ayni ailede yer alan proapoptotik proteinier Bax ve:
Bak ile hiicre 6luminin indUklenmesi igin ise konformasyonel degisiklige ihtiyag
vardir (130).
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2-) De novo MDR mekanizmalari (CAM-DR) : Solid tumér hicrelerinin

adezyon molekillerini ekspresse ettikieri ve bu molekdillerin timérin metastatik

stirecinde etkili oldudu bilinmektedir. Adezyon molekilleri (integrinler) araciligi
ile ekstraselliler matriks bilegsenlerine baglanma kanser hicreleri igin koruyucu
bir mekanizma olabilir; bu hiicreler, kemoterapotik ajanlara veya fizyolojik dlarak
apoptotik uyariya maruz kaldiklarinda canhliklarini strdirerek hastaligin
ilerlemesine katkida bulunabilirler (100).

a-) Hiicre gogalmasinin inhibisyonu : p27 ¥®!, siklin bagiml kinaz inhibitérii olan
bir proteindir ve hiicre déngiisiinde hiicrelerin G1 fazinda birikmelerine yol agar.
Solid timar kultarleri ile yapilan gallgmalarda adezyon aracili ilag direnci, p27
“P1 ekspresyonunun 15 kez artmasi ve hiicre gogalmasinin inhibisyonu ile

korelasyon oldugu gdésterilmigtir (109).

b-) llacin hedef molekiilii ile ilgili degisiklikler : Adezyon aracili ilag direncinde
hedef molekulin hiicre iginde yer degistirmesi s6z konusudur. Adezif
hicrelerde, mitoksantron ve etoposid ile inkilbasyonundan sonra olusan DNA
zincir kiriklarinin ve apoptozisin stispansiyonundaki hiicrelere oranla daha az
oldugu goézlenmistir (131). Topoizomeraz Il enzim aktivitesinin azalmasi ve
enzimin nikleustan sitoplazmaya gegisi adezyon aracili direng gelisiminde rol

oynamaktadir.

c-) Apoptozisin azalmas: : Bcl-2 proteinlerinin adezyon aracilt direncin
olusumunda da etkili oldugu ileri stiriimektedir. Adezyon yapan hiicrelerde, Bax
proteini sitoplazma iginde konformasyon degisikligine ugramamakta ve
mitokondri zarina yerlegim yapmamaktadir. Stspansiyonda kalan hicrelerde
ise Bax’ in proapoptotik 6zelli§i korunmaktadir (132).

d-) Integrin sinyal iletimi ve hticre iskeletinin yeniden diizenlenmesi : B1 integrin
aracili adezyon, kaspaz-3 aktivitesini ve apoptozisi inhibe etmektedir. Klgik
hicreli akciger karsinomu hiicrelerinde protein tirozin kinaz inhibitorii ile yapilan

galismada, adezyon aracili koruyucu etkinin ortadan kalkti§i gdzlenmigtir.
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Integrin aracili tirozin fosforilasyonunun, adezyona bagh antiapoptotik etkide
dnemli olabilecegi 6ne sirliimektedir (133).

Pankreas kanserinde kemoterapiye rezistans tedavi yanitsiziinin ve
kéti prognozun temel nedenlerindendir. Kemoterapotik ajanlar apoptozis
stimtilasyon yolu ile etki gésterirler. Invitro pankreas htlcre'killtﬁrleri'nde de
tedavide kullanilan gemsitabin ve 5-FU kemoterapotik ajanlarin apoptozisi
tetiklemesi yolu ile etki gdsterdigi gosterilmistir (134). Apoptotik proteinlerin
tedavi ile ylkselmesi tedaviye duyarlihin iyi olmasi, antiapoptotik proteinlerin
yiiksek olmasi tedaviye yanitsizli§i géstermistir.

Pankreas kanserli dokularda p-gp (MDR1), transmembran proteininin
bakildigi prognoz ve sagkalim ile olan iligkisinin degerlendirildigi aragtirmalar
son yillarda bildirilmigtir. Yapilan bir galismada, MDR geni yodun olarak pozitif
saptanan olgularda, negatif olan olgulara gére sagkalim orani istat'istiksél olarak
anlamli olmasa da daha disiik saptanmigtir (135).
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HASTALAR VE YONTEMLER

Bu galismaya Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi Patoloji Anabilim
Dal’'nda tani almig, parafin bloklarina ulagilabilen ve imminhistokimyasal (IHK)
boyama igin yeterli timér dokusu bulunan 45 pankreas kanserli hasta alinmisgtir.
Tum olgulara ait Hemotoksilen+Eosin boyali arsiv preperatlan yeniden gézden
gegiriimigtir. Hastalann patolojik verileri patoloji rapor kayitlarindan elde
edilmigtir.

Cerrahi sonrasi adjuvan tedavi endikasyonu bulunan hastalar, Ig
Hastaliklari Anabilim Dali, Hematoloji-Onkoloji Bilim Dali ve Radyasyon
Onkolojisi Anabilim Dalr'nda takip ve tedavi altina ainmiglardir. Hastalarla ilgili
klinik verilere, hastane ve bélim dosyalarinin retrospektif olarak incelenmesiyle
ulagiimigtir. Kontrole gelmeyen hastalarin bilgilerine evlerine telefon edilerek
ulagiimig ve sagkalim verileri Eyltl 2003 tarihi itibariyle gincellestirilmistir.

Tedavi
Hastalarin aldiklari tedaviler yalniz cerrahi tedavi, kemoradyoterapi ve
yalniz sistemik kemoterapi " olarak siniflandinidi. Sistemik kemoterapi
uygulamalan adjuvan ve palyatif amagli tedavi ile tek ajan ve kombinasyon

kemoterapisi seklinde degerlendirmeye alindi.

immun Histokimyasal Boyama

Calismaya alinan 45 olgudan 40 tanesi primer timor dokusunda, 5
tanesinde de metastaz izlenen karaciger dokusunda IHK’sal boyama yapildt.
Olgulara ait parafin bloklar arasindan tuméril en iyi érnekleyen alanlar IHK’sal
boyama igin secildi. %10'luk formalinde fikse, parafine gébmulii bloklardan
hazirlanan 5 pm kalinliktaki kesitler, poli-L-lizin kapl lamlara alinarak IHK sal
boyama igin oda Isisinda en az 24 saat bekletildi. Immun histokimyasal boyama
icin 49 olguya MDR (Mause Mab Ab 5 Neomarkers, Fremont CA) ve Survivin
(Rabbit Pab Ab5, Neomarkers, Fremont CA) 23 olguya ise Ki-67 (Clone MB67,
Code No: MS-1006-A, NeoMarkers, Fremont CA) proteinlerine kargi geligtirilmis
primer monoklonal antikorlar  kullanilarak  streptavidinavidin-  biotin-
immunperoksidaz yéntemiyle boyama uygulandi. MDR igin pozitif kontrol
olarak bdbrek, survivin igin ise mide dokusu kullanildi. Apopitotik‘ indeksi
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belirlemek igin ise TUNEL y&ntemi (in situ cell death detection kit; POD Roche,
Germany) kullanildi. ‘

MDR , Ki-67 ve Survivin igin IHK’sal boyama

Kesitler, 20 dakika ksilolde bekletilerek deparafinize edildi ve azalan alkol
serilerinden (%96,%90,%80,%70) gecirilerek rehidrate edildi. Daha sonra
%3’k H202 & dakika uygulanarak endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.
Ki-67 antikoru uygulanacak kesitlere tripsin uygulanarak 1 saat etOvde
bekletildi. Bu agamadan sonra tim kesitler sitrat tampon sollisyonu (10mM, pH
6) icinde szel kaplara yerlegtirilerek, mikrodalga finrnda G¢ kez beser dakika
slireyle kaynatildi ve boylece epitopun agiga ¢ikmasi sagland.. Kesitler 15-20
dakika slireyle oda Isisinda sojumaya birakildi ve tris solisyonunda (pH:7.2) 5
dakika ylkandl. Kesitler Gzerine MDR (1:100) , survivin (1:200) ve Ki-67 (1/50)
primer antikorlan damlatilarak oda isisinda 30 dakika bekletildi. Tris
solisyonunda 5 dakika yikandi. Kesitlere biotinize antikordan damlatildi ve 10
dakika bekletildi. Kesitler 5 dakika tris sollisyonunda yikandi. Streptavidin
peroksidaz sollisyonu kesitler tizerine damlatilarak 10 dakika bekletildi. Kesitler
5 dakika tris solisyonunda ykandi. Kromojen olarak 3,3
diaminobenzidinetetraklorir (DAKO, Denmark) solisyonundan kesitler Gzerine
damlatildi, kahverengi renklenme gozlenene dek beklendi, sonra kesitler cesme
suyunda yikandi. Tim kesitler zit boyanma saglamak i¢in Mayer's
hematoksilende 2 dakika sureyle bekletildi. Tekrar gegsme suyunda yikandiktan
sonra ylkselen alkol serilerinden (%80, %90, %96, izopropil alkol, izopr’opi!
alkol+ksilol) gegirilerek ksilolde 20 dakika bekletildi. Kesitler entellan (Merck) -
damlatilarak lamelle kapatildi.

TUNEL

Tunel uygulanacak kesitler 20 dakika ksilolde bekletilerek deparaﬁnizé
edildi ve inen alkol serilerinden (%96,%90,%80,%70) gegirilerek rehidrate edildi.
Daha sonra kesitler etiive konularak Proteinase K soliisyonunda 37°C'de 30
dakika inklibe edildi. PBS sollisyonunda ikiser kez yikandi. Daha sonra TUNEL
testi icin enzim ve label solisyonlan karigtinid. Kesitler PBS'de ylkandlktan
sonra her bir kesite 50 pl/ ml TUNEL karigim reaksiyonu damlatildi ve 37 °C’de
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60 dakika etiivde bekletildi. Tris'de yikandiktan sonra 50 pl converter-POD
eklendi ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi. Uger kez tris ile yikandi. Kromojen
olarak kullanilan 3,3’-diaminobenzidinetetraklorir (DAB DAKO, Denmark)
solisyonundan kesitler lzerine damlatildi, sonra kesitler cesme suyunda
yitkandi. Tum kesitler zit boyanma saglamak igin Mayer's hemotoksilende 2
dakika slreyle bekletildi. Tekrar gesme suyunda yikandiktan sonra yiikselen
alkol serilerinden (%80,%90,%96, izopropil, alkol, izopropil alkol+ksilol)
gegirilerek ksilolde 20 dakika bekletildi. Kesitler entellan (Merck) damiatilarak
lamelle kapatildi.

immun reaktivitenin degerlendirilmesi

Immunhistokimyasal skorlama igin demonstratif boyanma gdsteren
alanlar randomize segilerek degerlendirildi. MDR ve survivin proteinleri igin
pozitif boyanmanin derecesi boyanma yogunlugu (Y) ve dagiimt (D) igin 1°den
4’e kadar derece verilerek degerlendirildi. YD formiliine gére 4 ya da altinda
skora sahip olgular zayif pozitif, 4’'tin Gstindeki olgular ise kuvvetli pozitif olarak
degeriendirildi (136).

Apoptotik ve Ki-87 proliferatif indeksinin degerlendiriimesi igin x400
buytitmede kahverengi boyanma gésteren 500-1000 hiicre sayildi ve boyanan

hiicrelerin ylizdesi hesaplandi.

Istatistik .

Elde edilen tim veriler SPSS 10.0 for Windows programinda kaydedildi
ve istatistiksel veriler icin SPSS 10.0 for Windows programindan yararlanildi.
Sagkalim analizleri igin Kaplan Meier testi uygulandl've karsllagtlrmalar icin log
rank analizi yapildi. Survivin ile klinik ve patolojik veriler arasindaki iligki
analizleri icin pearson ki-kare testi, MDR ile apoptotik ve proliferatif indeks
arasindaki iligki analizleri igin bagimsiz gruplarda T test analizi uyguland.
Survivin, apoptotik ve proliferatif indeks arasindaki korelasyon analizleri igin
Sperman’s korelasyon analizi uygulandi. Sagkalm analizleri igin baglangi¢
olarak hastalarin operasyon tarihleri alindi. Istatistiksel anlamhlik igin p
degerinin 0.05 den kiigik olmasi gézetildi.

(
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SONUCLAR

Calismaya Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali'nda tani almig, parafin bloklarina ulagilabilen ve [HK boyama igin' yeterli
timér dokusu bulunan pankreas kanserli 45 hasta alindi. Hastalarin klinik
verileri retrospektif olarak incelendi. Hastalarin 24’ ti (%53.3) kadin, 21'i (%46.7) .
erkekti. Yas ortalamasi 60.06 (19 - 82) idi. Hastalarin timunde histolojik tip
adenokarsinom idi.

Hastalarin tani anindaki performans durumlan danya saghk &rguti
(WHO)' niin degerlendirme o6lgegine gére yapildi ve performans durumu 9
hastada (%20.0) 0, 24 hastada (%53.3) 1, 9 hastada (%20.0) 2 ve 3 hastada
(%6.7) 3 idi. Evreye gbre yapilan degerlendirmede 11 hasta '(%24.4) lokal, 11
hasta (%24.4) lokal ileri ve 23 hasta (%51.1) metastatik hastaliga sahip idi.
Metastatik hastalarin metastaz yerlerinin daglllml incelendiginde en sik
metastaz yerinin karacijer (20 hasta, %83.3) oldugu saptandi.. Lenf no,du
dufumu 14 hastada (%31.1) NO, 31 hastada (%68.9) N1 olarak saptand:.
Hastalarin dokuzunda (%20) tumér dokusundan biopsi yapilirken, 22’sine
(%48.9) Whipple operasyonu, 9'una da (%20.0) distal pankreatektor.ni'
operasyonu uygulandi. Yirmidért hastada (%53.3) primer timér lokalizasyonu
pankreas basi, 8 hastada pankreas korpus kesimi (%17.8) ve 8 hastada
(%17.8) ise pankreas kuyruk boélgesi yerlesimli idi. Operasyon yapilan 31
hastanin cerrahi sinir pozitifligi degerlendirildiginde 26 hastada (%83.8) cerrahi
sinir negatif iken 5 hastada (%16.2) pozitif olarak saptandi. Hastalarin 29 (%63)
'una sistemik kemoterapi uygulandi (21 hastaya inflizyonel 5-FU + Gemsitabin;
4 hastaya Gemsitabin + Radyoterapi ve 4 hastaya tek ajan Gemsitabin).

Hastalarin demografik 6zellikleri Tablo 1'de 6zetlenmigtir.
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Tablo 1. Hastalarin demografik &zellikleri

Toplam hasta sayisi n (%)
Yas 60 yas alti 17 (37.8)
60 yas Ustl 28 (62.2)
ortalama yasg 60.06
Cinsiyet erkek 21 (46.7)
kadin 24 ( 53.3)
Evre lokal 11 (24.4)
lokal ileri 11 (24.4)
metastatik 23 (51.1)
WHO performans durumu 0 9 (20.0)
1 24 (53.3)
2 9 (20.0)
3 3(6.7)
Lenf nodu durumu NO 14 (31.1)
N1 31 (68.09)
Primer timéor lokalizasyonu  bag 24 (53.3)
gbvde 8 (17.8)
kuyruk 8(17.8)
Tani sekli cerrahi 31 (68.9)
biopsi 9 (20.0)
Cerrahi sinir pozitifligi intakt 26 (83.8)
pozitif 5(16.2)
Metastazlann dagihmi karaciger 20 (83.3)
diger 4 (16.7)
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Survivin, MDR, ki-67 ekspresyonu ve apoptotik aktivite degerlendirilmesi

Survivin pozitiflii, pankreas kanser hticrelerinde IHK olarak sitoplazmik
graniiler boyanma gésteren alanlarda degerlendirildi. Skorlama sistemine gére
zayif, kuvvetli pozitif ve negatif olarak beliriendi. MDR igin' ayni skorlama sistemi
perinlkleer boyanma gdsteren alanlarda degerlendirildi. Apopitotik indeks ve
proliferatif indeksin degerlendirildii TUNEL ve Ki-67 ise boyanma gb&steren
hiicrelerin ylizdesine goére hesaplandi.

Survivin ekspresyonu 7 hastada (%15.6) pozitif, 38 hastada (%84.4)
negatif bulundu. Survivin pozitiflii saptanan 7 hastanin 5'inde (%11.1),
skorlama sistemine gére zayif pozitifik ve 2'sinde (%4.4) ise kuvvetli pozitifiik
saptandi (Resim 1).

MDR protei'n ekspresyonu 9 hastada (%20.0) negatif, 36 hastada
(%80.0) ise pozitif bulundu (Resim 2). Survivin ile ayni skorlama sistemi
kullanilarak yapilan degerlendirmeye gore, 9 hastada (%20.0) negatif,
11hastada (%24.4) zayif pozitif ve 25 hastada (%55.6) ise kuvvetli pozitif
saptandi.

Survivin ile klinik ve patolojik degiskenler arasinda iligki incelendi ve.
MDR disindaki degiskenlerle arasinda anlamli bir iligki bulunmadi. MDR ile
survivin ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamlilik saptandi. Tablo - 2'de elde
edilen veriler 6zetlenmigtir.

Hastalarda Pl degerlendiriimesi Ki-67 ekspresyonu ile [baklldl. 45
hastanin sadece 20’sinde (%44.5) degerlendirme yapild ve ortalama Pl43.75 ¢
25.30 % bulundu. Al degeriendiriimesi TUNEL yéntemi ile degerlendirildi ve tum
hastalarimiza uygulandi: Ortalama Al 37.12 + 34.55 % olarak bulundu (Resim
3).

Pankreas karsinogenezisinde ©nemli rolii oldugu bilinen survivinin
apopitoz ve hiicre proliferasyonuna etkisini degerlendirmek igin Al - ve Pl
arasindaki iligki degerlendirildi. Bu istatistiksel analiz igin bagimsiz gruplarda t
testi yontemi kullanilarak degerlendirme yapildi. Istatistiksel analiz sonucunda,
survivin ile Pl ve Al arasinda anlaml iliski saptanmadi (p < 0.11 ve p < 0.18

%95 confidence interval ,ClI).
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Resim 1. Survivin grantiler sitoplazmik boyanma (100X)
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Resim 3. Apopitotik boyanma (TUNEL-100X)
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Tablo 2. Survivin ile klinik ve patolojik degiskenler arasindaki iligki

Degiskenler Hasta sayisi (%) Survivin pbzitiﬂigi (%)
Yas >60 28 (62.2) 4 (14.3)
<60 17 (37.8) 3(17.6)
Cinsiyet Kadin 24 (53.3) 4 (16.7)
Erkek 21 (46.7) 3 (14.3)
Evre Lokal 12 (26.7) 3 (25)
Lokal ileri 8(17.8) 1(12.5)
Metastatik 25 (55.6) 3(12)
Lenf nodu NO 13 (28.8) 2 (15.3)
N1 18 (40.0) 1(5.5)
Cerrahi simir  Intakt 26 (80.3) 3(11.5)
Pozitif 5(10.5) 0 (0)
MDR Zayif pozitif 11 (28.9) 0(0) .
Kuvvetli pozitif 18 (47.3) 7 (38.8)*
Negatif 9(23.6) 0(0)

**p < 0.036 (Pearson Ki-kare testi)

‘Bazi kemoterapi ilaglaninin etki mekanizmasinda 6nemli rol oynayan
MDR proteininin ekspresyonu da hasta grubumuzda degerlendirildi. MDR
protein ekspresyonunun Al,. Pl, survivin, kemoterapi yaniti ve sagkalima etkileri
incelendi. Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, MDR ile Al ve Pl arasinda

anlaml iligki saptanmadi (Ba§imsiz gruplarda t testi p < 0.66 ve p < 0.85 %95
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CI) MDR ile evre, kemoterapi yaniti ve cinsiyet arasinda iligki saptanmadi
(Pearson Ki-kare testi p < 0.67, p < 0.36 ve p < 0.37).

MDR ve survivin arasinda yapilan korelasyon analizinde, istatistiksel
olarak anlamli pozitif korelasyon (Spearman’s korelasyon analizi p < 0.013)
saptandi. MDR ekspresyonu fazla olan hasta grubumuzda survivin ekspresyonu
da fazla bulundu.

Yaptigimiz diger korelasyon analizlerinde, Al ve Pl anlamh bir istatistiksel
farkhlik olmasa da negatif bir korelasyon saptandi (Spearman’s korelasyon
analizi p < 0.99). Proliferatif index ile sagkalim arasinda istatiksel olarak anlamii
negatif korelasyon (Spearman’s korelasyon analizi p < 0.04) saptandi. Al ile
sagkalm arasinda ise istatistiksel alarak anlamhi bir korelasyon saptanmadi
(Spearman’s korelasyon analizi p < 0.24). |

Kemoterapi uygulanan 29 hastanin 5’inde survivin ekspresyonu saptandi
ve bunlarm'ﬂgi]nde progresyon saptanirken, adjuvan amagli tedavi alan diger iki
hasta SIréSIyla 14 ve 60 aydir nikssliz izlenmektedir. Ayrica bu 5 hastanin
timunde Al dugik olarak bulundu.

Sagkalim analizleri

Hastalarin ortalama sagkalimi 23.3 (%95 confidence interval: 15.08 -
31.68) aydi. Ortalama izlem siresi 15 (12.33 — 17.67) aydi. 1 ve 2 yillik
sagkalim oranlar sirasiyla %57 , %20 bulundu (Sekil 1).

Survivin  ekspresyonunun sagkalima etkisi istatistiksel anlamh
bulunmad: (Sekil 2) (Kaplan Meier Log Rank p < 0.389).

MDR 'ekspresyonunun sagkalima etkisi istatistiksel olarak anlamli olmasa
da, MDR ekspresyonu saptanan hastalarda saptanmayaniara gore s.agkallm
hizi daha dustk bulundu (Sekil 3) (Kaplan Meier Log Rank p < 0.748).
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Sekil = 1 : Hastalarin genel sagkalim oranlari

1,014

Sagkalim orani

1,0 1

Sagkalim orani

s

Ay

——t———

Survivin

g

70
+

12

24

Ay

33



Sekil - 3 : MDR ekspresyonunun sagkalima etkisi
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TARTISMA

Calismamizda, pankreas kanserinde survivin ekspresyonu %15.6, MDR
ekspresyonu %80 ve Al ile Pl sirasiyla 37.12 +£34.55% ve 43.75 +25.30%
oraninda pozitif bulundu. Survivin ekspresyonu ile MDR arasmda anlamh bir
iliski saptanirken, diger klinik ve patolojik degiskenler arasinda anlamii bir iligki
bulunmadi. Pankreas karsinogenezisinde dnemli roli oldugu bilinen survivinin,
apoptozis ve proliferasyon indeksi tizerine etkilerini degerlendirmek igin yapllah
analizde, survivin ile Al ve Pl arasinda iliski saptanmadi. Al ile Pl arasinda
istatistiksel anlamlilik olmasada negatif bir korelasyon saptandi. Pl ile sagkalim
arasinda istatistiksel anlamli negatif bir korelasyon bulundu. Yine Ai ile sagkalim
arasinda bir korelasyon saptanmadi. Survivin ve MDR ekspresyonlarinin
sagkalima katkist anlaml bulunmadi, ancak MDR ekspresyonu Saptanan
hastalarda saptanmayan gruba gére sagkalim hizi daha dustk bulundu.

Apoptozis inhibitér protein ailesinden olan survivin ekspresYbnunuln‘,'
pankreas kanserinde ve diger bir gok kanserin karsinogenezisinde énemli rol
oynadi§i- bilinmektedir. Apoptozis inhibisyonuna ek olarak, hiicre bélinmesinin
regilasyonunda ve anjiogeneziste de o6nemli roli bulunur . (97, 98).
Caligmamizda, survivin ekspresyonu [HK olarak 45 hastanin 7’sinde %15.6
oraninda pozitif bulundu. Literatirdeki diger serilere baktiimizda, pankreas
kanserlerinde  survivin  ekspresyonunun %77-%88 oraninda izlendigi
bildiriimektedir (96, 104). IHK olarak survivin ekspresyonu predominant olarak
sitoplazmik boyanma gdstermesine radmen bazi tumérierde temel olarak
nikleer- boyanma gdéstermektedir (106,136) ve nilkleer boyanma daha kabul'
edilebilir sonug vermektedir (137). Bizim galismamizda da sitoplazmik boyanma
dikkate alinarak degerlendirme yapilmasi sonucun daha digik saptanmasi ile -
iligkili olabilecegini dugundurebilir. Yine literatirde meme kanseri hastalannda
survivin ekspresyonunun prognostik éneminin degerlendirildigi bir. gall§madé
hastalarin %60’ Iinda pozitif ekspresyon saptanmis ve bunlarnn %31’inde
nikleer boyanma, %13'tinde sitoplazmik boyanma ve %16’sinda hem nukieer
hem de sitoplazmik boyanma birlikte gosteriimigtir. Nikleer boyanmanin daha
sik ve iyi prognoz agisindan bagimsiz prognostik gosterge oldugunu
bildirmiglerdir (138).
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Calismamizda survivin ekspresyonu ile klinik ve patolojik veriler (evre,
yas, cinsiyet, lenf nodu durumu, cerrahi simir pozitiflidi) arasinda iligki
saptanmadi. Literatirde de pankreas kanserli hasta serilerinde benzer sonuglar
elde edilmigtir (94, 95, 101, 104, 138) ve sonuglarimiz literatirle uyumiuluk
gostermistir. Ancak hem survivin ekspresyon oranlarimizin pankreas kanseri
gibi agresif seyirli bir timor i¢in dugtk oranda sapfanmaSI, hem de her ne kadar
literatrle uyumiu olsa da klinik ve patolojik verilerle iligki saptanmamas| hasta
sayimizin dislk, evrelere gére dagilimin heterojen ve timdr dokusundan tani
konma seklinin cerrahi ve biopsi seklinde homojen oimamasi ile agiklanabilir.
Sonugta, hasta sayisinin daha cok, evrelere gére dagilimin daha uygun ve tani
konma seklinin pankreas dokusundan daha izole yapildigi gruplarda survivin
ekspresyonunun gergek saptanma sikhgi ortaya konulabilir.

Yine survivinin, apoptozis ve hiicre proiiférasyonu tzerine etkilerini
degerlendirmek igin, Pl ve Al arasindaki iligki degerlendirildi. Survivin ile bu
indeksler arasinda iligki saptanmadi (p < 0.11 ve p < 0.18). TUNEL yéntemi ile
degerlendirdigimiz Al ortalamasi 37.12 + 34.55% olarak bulundu. Ki-67
ekspresyonu degerlendirerek belirledigimiz Pl ise teknik nedenlerden dolayi
hastalarin 20’sine uygulanabildi. Hastalarimizdaki Pl ortalamasi 43.75 %
25.30% olarak bulundu. Calismamizda Al ile Pl arasinda istatistiksel anlamhilik
olmasa da korelasyon analizinde negatif korelasyon saptandi (p<0.99). Yani
hiicre proliferasyonu arttikga apoptozisin azaldigi gérildi. Literatirde artan Al
ile artan Pl gosterildigi yayinlar bulunmaktadir (104,139). Sinovial sarkomiu
hastalarda yapilan bir galismada, proliferasyon indeksinin fazla olmasinin kéti
prognostik bir gdsterge oldugu ve ayni zamanda apoptozisin Pl ile korele
oldugunu géstermislerdir. Artan Al' in sinovial sarkomlarda k&tii prognoz igin
indikatér oldugunu ve birgok apoptozis regile edici mekanizmalar tarafindan
(bcl-2, fas-fas ligand, p53) kontrol edildigini bildirmiglerdir (139). Literattre
baktiimizda Al pankreas kanserlerinde ve diger kanserlerde dusik
saptanmigtir (96, 104) ve apoptozis inhibisyonu mutant hiicre sagkaliminin
uzun olmasinda da 6nemlidir. Yine literattirde, artan survivin ekspresyonu ile
artan Al (104) veya artan survivin ekspresyonu ile azalan Al (96) seklinde, zit
gorigler bildiriimigtir. Bu gesit farkh sonuglanin, timérin intrinsik farklihklari,

36



kompleks regllatuar kaskad ve molekiiler farkli faktérierle (p53, bcl2). iligkili
olabilecegini dustiniimektedir. ‘

Calismarnizda timér hicrelerinde ilag direncinden sorumlu bir protein
olan MDR ekspresyonu 45 hastanin 36’sinda (%80) pozitif olarak saptandi.
Hicre zarinda yerlesim gdsteren bu protein, iipoﬁlik olan bazi ilar}lar igin
substrat gérevi gbrerek hiicre zarindan gegisinde etkili olur. ATP az aktivitesine
sahip bu protein ilaglan zardan gegerken yakalar ve hiicre digina atllmasmlA
saflar. Bazi tumoérlerde tedavi Oncesinde ekspresyon olabilecedi gibi,
kemoterapi sonrasinda da ekspresyonun arttigi gosteriimigtir (110-113).
Calismamizda, MDR ile survivin ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski saptandi (p<0.036). Survivin ekspresyonu olan tiim haétalarlmlzda
MDR ekspresyonu da saptandi. Literatirde, MDR ile ilgili galigmalara
bakildiginda, MDR ekspresyon orani tedavi éncesi ylksek saptanan hastalarda
sagkalim oranlan anlamli oranda dusik bulunmus ve kétli prognostik kriter
olarak bildirilmigtir -(135). Survivin ekspresyonunun da fazla olmasi tumoér
agresivitesi ile iligkili oldugu igin, bu saptadigimiz istatistiksel anlaml iligki
pankreas kanseri hastalarinda izlenen kétli prognoz bakimindan anlamli b'ir'
sonug olarak degerlendirilmistir. .

MDR ekspresyonu ile Al ve Pl arasinda anlamli iliski saptamadik (p<0.66.
ve p< 0.85). Ayrica evre, cinsiyet ve kemoterapi' yanitlar Uzerine de iligki
saptamadik (p<0.67, p<0.37 ve p<0.36). Literatiirde son galigmalarda, pankréas»
kanserlerinde MDR ekspresyonunun hem fazlaliji hem de kaybinin timér
bluyumesini nasil etkiledijine dair mekanizmalar henliz tam agiklanamamigtir
(140). Yine literatirde yayinlanan son galigmalarda insan kanser hlcre
kulturlerinde, p-gp ve MDR Iligkili protein (MRP) fazla ekspresyonunun
gemsitabin sensivitesini artirdi§ini bildirmislerdir (141). |

Calismamizda survivin ekspresyonu ile MDR ekspresyonu arasindaki
anlamli iligki korelasyon analizlerimizde de saptand.. Istatistiksel anlamli pozitif .
korelasyon bulundu (p<0.04).

| Kemoterapi uygulanan 29 hastanin 5'inde survivin ekspresyonu saptandi

ve bunlarin tiglinde progresyon saptanirken, adjuvan amaglh tedavi alan diger iki
hasta sirasiyla 14 ve 60 aydir niksslz izlenmektedir. Ayrica bu 5 hastanin
timinde Al digiik olarak bulundu. Az sayida hastadan elde edilen bu farkl
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sohuglar nedeniyle survivin ekspresyonu ile kemoterapi yaniti arasindaki  iligki
hakkinda kesin yargiya varmak miumkan degildir.

Hastalarimizda ortalama sadkalim 23.3 ay (15.08-31.58 %95CI),
ortalama izlem stresi 15 aydi (12.33-17.67 %95Cl). 1 ve 2 yillik sagkalm
oranlan sirasiyla %57 ve %20 bulundu. Sagkalim sonuglarimiz, pankreas
- kanseri literatur bilgileri ile uyumiu bulundu (51). Sagkalim oranlarinin Al ve Pl
ile arasindaki iligkinin degerlendirildigi korelasyon analizlerinde, Al ile anlamh
korelasyon saptanmaz iken (p<0.24), Pl ile negatif bir korelasyon bulundu
(p<0.04). MDR ekspresyonunun sagkalima etkisi istatistiksel olarak anlamii
olmasa da, MDR ekspresyonu saptanan hastalarda saptanmayanlara goére,
sagkalim hizi daha dustk bulunmustur (p<0.748 Kaplan Meier Log Rank).

Survivin ekspresyonunun sagkalima etkisi istatistiksel olarak anlamli
bulmadik (p<0.389 Kaplan Meier Log Rank). Literatirde bu sonucumuzu
destekleyen galismalar bulunmaktadir (100). Survivin ekspresyonu ile hastaligin
agresivitesi arasindaki iliski gok komplekstir. Ornegin, kolorektal kanserde
survivin ekspresyonu, hastali§in rekirrens yaptigi dénemden sonraki sagkalim
ile degerlendirildiginde; nod negatif olanlarda pozitif olanlara gére, daha prediktif
olarak bulunmustur (100, 101). Bu da survivin ekspresyonunun erken evre
kanserlerin belirli alt gruplarinda bagimsiz kétli prognostik bir gosterge
oldugunu dastndtrmigtir. Literatiirde ratlarda gastrik kanser modeli
olusturulduktan sonra survivin ekspresyonu degerlendiriimis ve adenokanser
formasyonu gelismeden 6nce ekspresyon saptanmig, karsinoma. geligiminde
erken dénemde daha fazla ekspresyon gosterdigi belirtilmistir (142). Sonug
olarak survivin, karsinogenezisin erken déneminde etkili olup, daha sonraki
dénemde diger molekiler faktorlerin de etkisi ile hicre siklusu ve
reglilasyonunu etkileyerek karsinogenez sirecine katkida bulunmaktadir.

Sonug olarak butiin bu kompleks mekanizmalar birbiri ile etkilegir.
Karsinogenezisin erken dénemlerinde hangisinin daha énemli rol aldigi tam
bilinmemektedir. Tumérlerin kendilerine 6zgu histolojik farkhliklan ve diizenleyici
kaskad proteinlerinin farkli eksprésyonlaru kanser tiplerine 6zgu farkiihklar
sergiler. Huicrelerin yagsami ve 6limindeki denge ve bu dengedeki anormallikler
karsinogenezisin temelini olusturur. Kemoterapi ve radyoterapi temelde
apoptozise yol acarak kanser hicrelerini yok ettikleri gibi, apoptozis
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inhibitérlerini yok etmek igin  yapilan antisense tedaviler- kemoterapi ve
radyoterapinin duyarlih@im artirabilir. Bunun igin ginimuzde bu proteinlerin
kanser turlerindeki ekspresy;)nlarlnln arastinlmasi, hem tedavisine hem de

patogenezisinin daha iyi anlagiimasina 1gik tutacaktir.
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OzZET

Pankreas kanserinde prognozun k&t olmasi ve tedavi segeneklerinin
bagarisinin digiik olmasi, bu timértn biyolojisini anlamaya ve aydinlatmaya
ybnelik calismalar ihtiya¢g oldugunu géstrmektedir. Bu amagla 45 pankreas
kanserli hastanin patoloji preperatlarinda apoptozis aktivitesi, survivin, ki-67 ve
MDR proteinlerinin ekspresyonlarini incelemeyi ve elde edilen veriler ile
hastalarin klinik ve patolojik ozellikleri, sagkalim oranlari ve kemoterapiye
verdikleri yanit arasindaki iligkiyi arastirmayi planiadik.

Caligmaya Patoloji Ana Bilim Dali’ nda pankreas kanseri tanisi aimig 45
hasta alindi. Bu hastalarin 30’'una adjuvan kemoterapi uygulandi. Hastalarin
klinkk ve patolojik &zellikleri retrospektif | olarak kaydedildi. Patoloji
preperatlarinda immunhistokimyasal olarak apoptozis aktivitesi, survivin, ki-67
ve MDR proteinlerinin ekspresyonlarl incelendi.

Hastalarin timinde histolojik tip adenokarsinom idi. Yag ortalamasi
60.06 ve cinsiyet dagilimi esit bir oran gésterdi. Evrelerine gére %55.6's
metastatik, %44.4'(i lokal ve lokal ileri evre hastalikti. Survivin, %15.6 oraninda
pozitif saptandi. Survivin ekspresyonu ile klinik ve patolojik veriler arasinda bir
iliski saptanmadi. Survivinin ile Al ve Pl arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
iligki bulunmadi (p<0.11 ve p<0.18). TUNEL yéntemi ile bakilan Al 37.12 +
34.55% bulundu. Ki-67 ekspresyonu ile degerlendirdigimiz Pl 43.75 + 25.30%
bulundu. Al ile Pl arasinda yapilan korelasyon analizinde istatistiksel anlamlilik
olamasa da negatif bir korelasyon saptandi (p<0.99).

MDR ekspresyonu hastalarin %80’'ninde pozitif saptandi. Caligmamizda,
MDR ile survivin ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamlilik, hem Pearson Ki-
kare analizi hem de Spearman’s korelasyon analizinde bulundu (p<0.036 ve
p<0.04). MDR ile Al ve Pl arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmadi (p<0.66 ve
p<0.85). Ayrica evre, cinsiyet ve kemotefapi yanitlari (izerine de iligki bulunmadi
(p<0.67, p<0.37 ve p<0.36).

Hastalanmizin ortalama sagkalimi 23.3 ay (15.08-31.58 %95 ClI).
Ortalama izlem sureleri 15 aydi (12.33-17.67 %95 Cl). 1 ve 2 yillik sagkalim
oranlari sirasiyla, %57 ve %20 bulundu.

Al ile sagkalim arasinda anlamli bir korelasyon saptanmazken (p<0.24),
Pl ile negatif bir anlamli korelasyon bulundu (p<0.04).
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Sagkalim analizinde survivin ekspresyonunun sagkalima istatistiksel
olarak anlamli etkisi bulunmazken (p<0.389 Kaplan Meier Log Rank); MDR
ekspresyonunun sagkalima etkisi istatistiksel anlamli ¢ikmasa da, MDR
ekspresyonu saptanan hastalarda sagkallm hizi diger gruba goére dusik
bulundu (p<0.748 Kaplan Meier Long Rank). |

Sonug olarak pankreas kanserli hastalarda MDR ekspresyonunun varli§i
prognostik neme sahip olarak bulunurken, survivin, apopitotoik indeks ve Ki-67 |
ekspfesyonlanmn prognostik énemi saptanamamistir. Bu tabloda incelenen
proteinlerin  kanser turlerinde farkh  ekspresyonlarinin olmasi  ve
karsinogenezisin olugsma ddnemlerinde bir ¢ok faktdrden etkilenmesinin rolti

olabilir.
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SUMMARY

The fact that the prognosis is bad in the pancreas cancer and the
success of the treatment choises are low indicates that there is a need for
studies aiming at understanding the biology of the tumour and enlightening it.
We aimed to examine the expression proteins of survivin, ki¥67, MDR and
apoptosis activity at pathology specimens of 45 pancreatic cancer patients and
with the date obtained. We studied the relation amount clinical and pathological
variables and overall survival response to the chemotherapy.

In this study, 45 patients with pancreatic cancer who diagnosed by
pathology department were taken, and the twenty-nine of these patients were
applied chemotherapy. Clinicopathological variables of the patients were
enrolled retrospectively. The éxpression of survivin, ki-67, MDR and apoptosis
activity were examined in the pathology specimens immunohistochemistrly.

Histologic type was adenocarcinoma in all of the patients. Mean age was
60.06 and dispersion of gender indicated in equal rate. According to the stage
55.6% of patients were metastatic and 44.4% were locally and locally advanced
disease. In 15.6% of the patients survivin positive was detected. There was no
correlation bétween survivin expression and any clinical pathologic
characteristic of pancreatic carcinoma.

There was no correlation between survivin expression and Al and Pi,
however it was unremarkable statistically.

Al evaluated with TUNEL method was 37.12 + 34.55 %. Pl evaluated
with ki-67 expression method was 43.75 1+ 25.30 %. In the correlation analysis
made between Al and Pl even if there was no statistically difference, a negative
correlation was seen (p = 0.09).

In 80 % of our patients MDR expression was positive. In our study, there
was significant statistical difference between MDR and survivin expression not
only in the Pearson ki-kare test but also in the Spearman’s corélations analysis
(p = 0.036 and p = 0.04). MDR expression was also detected in all patients with
survivin expression. No significant difference was found between Al and MDR,
Pl and MDR (p = 0.66 and p = 0.85).
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The mean survival of our patients was 23.3 months (15.0-31.58 95% CI).
Mean follow up period was 15 months. Actuarial survival rate of 1 or 2 years
was 57% and 20% retrospectively.

| In correlation analysis there was no significant correlation between
survival and Al (p = 0.24), but there was found negative corelation with Pl (p-=
0.04). The effect of survivin expression on survival was found unremarkable _
statistically (p = 0.389 Kaplan Meier Log Rank). And while the effect of MDR
expression on survival was unmeaningful statistically, rate of survival in the
patients with MDR expression was lower than the other group (p = 0.748
Kaplan Meier 'Log Rank).

In conclusion, though the existence of MDR expression on the patients
with pancreatic cancer has an prognostic importance, there is no prognostic
significance of apoptotic index, expression of survivin and ki-67. The ‘fact' that
these proteins have different expressions in the various cancer types examined
could be caused by many factors affecting the carcinogenesis in the de\)eloping

period.
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