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INVESTIGATION OF THE RELATION BETWEEN RHO-KINASE GENE
POLYMORFIZM AND METASTASIS IN CANSERS OF PANCREAS,
GALLBLADDER AND BILE DUCTS

The aim of this study is to investigate the possible relationship between
ROCK-2 gene polimorfizm, Rho-kinase, known its efficacious in metastasis biology
and cansers of pancreas, gallbladder, and bile ducts in Turkish population.

This study involved patients of cancer without metastasis (pancreas n=16,
gallbladder and bile ducts n=23) and patients of cancer with metastasis (pancreas
n=78, gallbladder and bile ducts n=76), and healty volunteers (control group n=162).
DNA isolations were performed on the blood samples obtained from the patients and
control group, and NCBI SNP data base (http://www......... )

analized dissolution curve

ROCK-2 gene in terms of Thr431Asn polimorfism, Thr-Thr, Thr-Asn and Asn-
Asn genotip frecances comparing to control group are found statisticaly insignificante
in both cancer groups nonmetastatic pancreas, and nonmetastatic gallbladder and
bile ducts (p>0,05). Similarly, among groups of metastatic carcinomas of pancreas,
gallbladder, and bile ducts are found statistically insignificant (p>0,05). No significant
correlation is found statistically between both control and nonmetastatic, and
metastatic groups in terms of Thr and Asn allel frecance (p>0,05).

This study is the first investigating the role of ROCK-2 gene polimorfism in cancers of
pancreas, gallbladder and bile ducts. In the light of obtained data, ROCK-2 gene
polimorfism seems to be possible marker both early determinig the cansers of
pancreas, gallbladder and bile ducts and predicting metastasis.



1. GIRIS

Safra kesesi ve safra yollari kanserleri, gastrointestinal sistemin sik rastlanan,
son derece hizli yayilan ve oldukga dusuk yasam suresine sahip malign tumorleridir.
(1).Bilinen en &lumcil kanser olarak tanimlanan pankreas kanseri, tim GIS

kanserleri igindeki %11 orani ile de ikinci sikhkta goruldigu bilinmektedir.

Calismamizin temelini olusturan bu kanser grubunda tedaviye cevabi
dolayisiyla prognozu belirleyen en dnemli faktor hastaligin tani anindaki evresi ve
metastaz durumudur. Hastaligin ve metastazin erken saptanmasi hastaligin

tedavisinde dnemli bir yol alinmasini saglayabilir.

Rho, baslica aktin hucre iskeletinin organizasyonunun duzenlenmesinde,
hicre gocgu, hlcre adezyonu ve sitokinez gibi ¢ok c¢esitli hiucresel olaylarin
kontrolinde rol oynar. (2,3). Rho ile etkilesen ve aktive olan Rho-kinaz, duz kas
kasilmasi, hlicre biylimesi, adezyonu, migrasyonu, motilitesi, gen ekspresyonunu ve

apoptozu da igeren farkli hiicresel fonksiyonlara aracilik eder (4).

Rho/Rho-kinaz yolagi, hucre adezyonu, migrasyonu, sekil degigimleri ve
sitokinezide etkili olmaktadir (5,6). Bu etkileri ile kanser hlcrelerinin invazyonu ve
metastatik aktivitelerini dizenlemektedirler. Rho-kinaz inhibitorleri ile bu hicresel
fonksiyonlarin  azaltildii ve kanser hicrelerinde metastazin baskilandigi
gosterilmistir (7,8). Hucrelerin onkolojik degisiklige ugramasinda Rho proteinleri ve

dolayisi ile Rho-kinazin aktivasyonu dnemli rol oynamaktadir (9).

Bu calismadaki amacimiz; Rho-kinaz (ROCK) enziminin gen polimorfizminin

safra kesesi, safra yollari ve pankreas kanserindeki rolinu saptamaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. SAFRA KESESi KANSERI

Safra kesesi kanserleri (SKK), son derece hizli yayilan ve oldukg¢a dusik
surviye sahip gastrointestinal sistemin besinci en sik rastlanan malign tamdrleridir.
Kolesistektomi piyeslerinde tesadifen rastlanmasi diginda klinik belirti verdiginde
genellikle ilerlemis evrelerde ortaya cikmaktadir. Ylksek lenfatik yayillim ve
implantasyon yetenegine de sahip olan safra kesesi kanserlerinin, halen uygun
cerrahi tedavi diginda uzun yagam veya sifa saglayici bir tedavisi yoktur (1).
2.1.1. Epidemiyoloji

SKK’lerinin gorilme sikhdi cografi ve etnik farkliliklar gdstermektedir. Ornegin
Sili gibi guney Amerika Ulkelerinde, yerli Amerika’lilarda, bazi Avrupa ulkelerinde ve
israil’de sik goriliirken, siyah Amerika’lilar, ispanya ve Hindistan'da daha az
gorulmektedir. Ayrica dusuk sosyoekonomik seviyeli toplumlarda da sik rastlandigi
bildiriimektedir (10). Kadin-erkek orani ortalama 4-6:1 olup, gorilme sikhgi yasla
paralel olarak artmaktadir.
2.1.2. Etyoloji

SKK’lerinin epidemiyolojik Ozellikleri safra kesesi taglari ile asiri benzerlik
goOsterdiginden genellikle kolelityazis-kanser iliskisi kabul gérmektedir. Ancak tum
kolelityazis olgularinin  %0.5-3’Unde kanser gorulmesi, daha ziyade kronik
enflamasyonun kansere yol acgici faktér oldugunu dustndirmektedir. Bu ylzden
asemptomatik safra kesesi taglarinda profilaktik kolesistektomi tartigmalidir (11).

Kronik inflamasyonun en ileri seklini temsil eden ‘porselen kese’ olgularinda
kanser gorulme orani yaklasik %25 olup, kolesistektomi her olguda endikedir (12).
Ayrica yapilan deneysel calismalar, kanserli hastalarin safralarinda daha ylksek
sekonder safra asitleri bulundugunu géstermistir (13). Metildopa, oral kontraseptifler,
isoniazid kullanimi ve lastik endustrisinde calismak etyolojik faktorler arasinda

saylimustir, ancak kanittanmamistir (11).

2.1.3. Patoloji



Kronik enflamasyon zemininde gelisen displazinin dnce insitu kansere, daha
sonra invazif karsinoma doénustigu kabul edilmektedir. Bu degdisim sirasiyla 5 ve 10
yillik surelerde gerceklesmektedir (14).

SKK’lerinin en yaygin histopatolojik tipi adenokarsinom’dur. Adenoskuamoz
kanser, yulaf hicreli kanser, sarkoma, karsinoid, lenfoma ve melanoma daha nadir
rastlanan diger histolojik tiplerdir.

Adenokarsinomlarin da; iyi diferansiye, papiller, intestinal tip, pleomorfik dev
hacreli, az diferansiye kuguk hucreli, kolloid, koriokarsinoma-like hucreli gibi alt
gruplari mevcuttur. Bunlarin iginde papiller tip en iyi, az diferansiye kiguk hicreli tip
de en kotl prognoza sahiptir (15).

SKK’leri iyi diferansiye (G1), orta dereceli diferansiye (G2), az diferansiye (G3)
ve indiferansiye (G4) olarak grade’lendirilirler. Maalesef olgularin cogu az diferansiye
gruba girmektedir.

SKK’lerinin bir bolumudnde p53, K-ras mutasyonlari, DCC varhgi gibi molekuler
degisiklikler saptanmaktadir. C-erbB-2 geni asiri ekspresyonu veya nm23 dusuk
ekspresyonu da SKK’lerinde rastlanan genetik anormalliklerdendir (16,17).

Safra kesesi ince duvarl oldugundan, bu organin kanserleri kolaylikla lenfatik
ve vaskuller yapilara ulasmanin yaninda, yine kolaylikla safra kesesinin disina
(karaciger veya peritona) yayilabilmektedir. Yapilan ¢alismalar ancak %10 olguda
kanserin safra kesesine sinirh kaldigini, geri kalanlarda ise lenfatik-hematojen
yayllim (%65-95) veya karaciger invazyonu (%90) bulundugunu bildirmektedir (18).
Karin digi uzak metastazlar en sik akcigerlerde gértlmektedir.

2.1.4. Evreleme

Hastaligin evresi, prognoz tayininde, patolojik parametrelerden daha 6nemli
bir belirtectir. Modifiye Nevin sistemi, JBSS (Japanese Biliary Surgical Society)
sistemi ve AJCC/UICC (American Joint Comission on Cancer/Union International
Centre le Cancer) TNM sistemi gibi ¢esitli evreleme metodlari bildirilmistir (11).

TNM siniflamasi;

e T1: Tumor muskuler tabakaya invaze

e T2: Tumor kese duvarinin tim katlarina invaze

e T3: TUmOr seroza butunlugunu bozmusg

e T4: Tumdr ana portal vene ya da hepatik artere invaze olmus

Lenf nodu;



e NO: Nod tutulumu yok

e N1: Bolgesel lenf nodu metastazi var.

TUmor Node Metastaz
1A T1 NO MO
IB T2 NO MO
1A T3 NO MO
11B T1-T3 N1 MO
11 T4 Herhangi bir N MO
v Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Tablo.1. Safra kesesi kanseri evrelemesi

2.1.5. Klinik

Safra kesesi tasli nedeniyle bilier kolik anamnezi olan bir hastada, agrinin
surekli bir karakter kazanmasi malign degisime isaret edebilir. Kilo kaybi, sag Ust
kadranda kitle ve sarilik eklenmesi supheleri artirmakla kalmayip, ¢cogu zaman
rezeksiyon sansini kaybetmis ileri bir hastalik anlamina gelir.

Sag ust kadran yakinmasi olan bir hastada birinci adim inceleme
ultrasonografidir. Mukoza devamliiginda bozulma, mukoza ekojenitesinde artis veya
submukozada hipoekojen kalinlagsma suphe c¢ekici ultrasonografi bulgulardir. Safra
kesesinin diffuz kalinlagmasi diger benign durumlarla karisabilir.

Diger yardimci laboratuar testleri hematokrit, karaciger fonksiyon testleri, alkali
fosfataz ve bilirubinlerdir. Karaciger parankimine, intra veya ekstrahepatik safra
yollarina invazyon durumlarinda bu degerler bozulacaktir. Uygun semptomlarin
varliginda, CEA ve CA 19-9 gibi tumor markerlari da olgularin bir kisminda yuksek
bulunabilir.

Ultrasonografik incelemede kuvvetli kanser siphesi belirdiginde, BT
goruntulemeye basvurulmalidir. BT ile karacigerdeki invazyon veya metastazlar ile
blyimus regional, c¢oliak veya interaortokaval lenf nodulleri varsa
saptanabilmektedir. Metastazlarin ve safra yolu tutulumlarinin degerlendiriimesinde

MR-kolanjiografi ile birlikte MR incelemesi BT'den daha duyarhdir (19).



Peripankreatik ve periportal lenf nodullerin tesbit edilebilmesi icin bazen endoskopik
US’den yararlanilabilir. Ayni anda ince igne biyopsisi yapabilme imkani sayesinde,
inoperabl olgularin saptanmasina yardimci olabilir. Endoskopik retrograd kolanjiografi
(ERCP) ve perkutan transhepatik kolanjiografi (PTK) islemleri de, rezektabilite karari
verirken veya palyatif igslemlerin segiminde yol gosterici olabilmektedir.

2.1.6. Tedavi

2.1.6.1. Cerrahi Tedavi

Asemptomatik safra kesesi tasi icin profilaktik kolesistektomi, laparoskopik
cerrahi ¢aginda bile tartismal bir konudur. Toplumdaki kolelityazis sikhgi ile
kiyaslandiginda SKK’i sikh@inin oldukga disuk oldugu dusundlerek, rutin profilaktik
kolesistektomi bazi merkezlerce Onerilmemektedir. Ancak US incelemesinde safra
kesesi duvarindaki en kuguk bir sipheli géorinim veya ‘porselen safra kesesi’ varligi
ameliyat endikasyonudur. Bazi merkezler, kanserli olgularda port yeri
implantasyonlarinin sikligi nedeniyle, laparoskopik operasyonlari dnermemektedirler.

Benign safra kesesi poliplerindeki kanser riski, polip sayisi ve boyutu ile
iligkilidir. Buyuk (>1cm) ve az sayidaki poliplerin malign olma ihtimali, kuguk ve
multipl olanlardan daha fazladir. Safra kesesinde 3'den az veya 18 mm’den buyuk
poliplerde kolesistektomi 6nerilmektedir (20).

Herhangi bir kolesistektomi operasyonu sirasinda supheli bir lezyon
saptandiginda, ince igne aspirasyon veya tru-cut biyopsi ile kanser arastiriimalidir.
Kanser saptanirsa, subserozal plana girilerek yapilacak bir kolesistektomi ile ¢ok
saylda kanser hucresinin peritona yayllmasi mumkindir. Bu nedenle timore
dokunulmadan yapilacak bir ‘genigletiimis kolesistektomi’ hastanin tek uzun yagam
sansini olusturmaktadir.
2.1.6.2. Adjuvant Tedaviler

SKK’leri genel olarak kemoterapiye (KT) yanit vermezler. Peritoneal ve lenfatik
yayllim o6zelligi de radyoterapiye (RT) uygun degildir. Yine de 5-fluorourasil ve
mitomycin-C ile KT ve RT uygulanan c¢alisma yapilmig ve ancak birkag aylik survi
avantaji bildirilmigtir (21). Bu ¢alisma randomize-kontrolli ¢alisma olmadigindan,
sonuglari ihtiyatla karsilanmaktadir.

Bir calismada ise, Evre IV olgularda uygulanan intraoperatif RT ile 3 yillik
sirvide anlamli fark (%10’a kargi %0) elde edildigi bildiriimistir (22). ileri evre
kanserlerde ayrca regional (intraarteryel) veya intraperitoneal KT yontemleri de

denenmis, fakat ylzguldurtclt sonuglar elde edilememistir (23).



Nonrezektabl olgularda, tek basina KT veya RT bugun igin sdrvi avantaji
saglayamamakla birlikte, bu tedavi modaliteleri ile gelecekte daha iyi sonuglar
alinmasi Umit edilmektedir.
2.1.6.3. Palyatif Tedaviler

Bilindigi gibi olgularin gogu nonrezektabl olup ortalama yasam sureleri 2-4 ay
civarinda ve 1 yillik survi %5den azdir. Bu hastalarda agri, sarilik ve barsak
obstruksiyonuna yonelik palyatif girisimler onem kazanmaktadir. Sariligin ortadan
kaldirilmasi igin 'perkutan safra drenaji’ iyi bir segenektir. Bunun mumkin olmadigi
durumlarda karaciger sol lobunu kullanarak intrahepatik safra kanallarinin barsaga
drenaji dusunulebilir.

SKK'leri, 5 yillik survisi %5'den az ve median survisi 1 yildan az olan agresif
tumorlerdir. Ancak yapilan arastirmalar, iyi bir evreleme sonucu secilmis olgularda
uygulanacak radikal cerrahi girisimlerin uzun sureli yasam sansi saglayabilecegini
gOstermektedir.

Kolelityazis ile SKK’leri arasindaki iliskiye ragmen, asemptomatik olgularda
rutin  profilaktik kolesistektomi onerilmemektedir. Kolesistektomi uygulanacak
hastalarda da, operasyon oncesi ve operasyon esnasinda ki degerlendirmede ¢ok
titiz davraniimalidir. Gereginde yapilacak intraoperatif frozensection patolojik
inceleme ile kanser saptandiginda, ayni seansta radikal cerrahi (genigletiimis
kolesistektomi) uygulanmasi, sekonder girisimlerden daha iyi sonu¢ vermektedir.

Rezeke edilemeyen olgularda, mimkinse en az invazif metodlarla agri, sarilik
ve barsak obstriksiyonu palyasyonu disunudlmelidir.

2.2. SAFRA YOLU KANSERLERI (KOLANJIOKARSINOMLAR)

Kolanjiokarsinomlar (KKA) intrahepatik ve ekstrahepatik safra kanallarinin
epitel hucrelerinden kaynaklanan kanserlerdir. Cogu prezente oldugunda lokal olarak
ilerlemis lezyonlardir. Son yillarda KKA terimi intrahepatik, perihiler ya da distal
ekstrahepatik safra kanallarinin kanserlerini tanimlamada kullaniimaktadir. Bu
tanimlamada safra kesesi ve ampulla vateri kanserleri yer almamaktadir.

2.4. EPIDEMiIYOLOJi VE ETYOLOJI

KKA insidansi yagla artar, 65 yasinda pik yapar. Kadin ve erkekteki sikligi
benzerdir. Tim karaciger ve safra yollari kanserlerinin %15-25ni, butliin kanserlerin
ise %2’den az kismini olugturur (24) .

KKA sporadik olarak nadir gorulur, genelde altta yatan patolojilere sahiptir.

KKA icin risk faktorlerinin bir kismi saptanmistir. Primer sklerozan kolanijit (PSC)’li



hastalarin yaklasik %6-11’inde KKA gelisir. KKA; PSC tanisi olan hastalarda daha
erken gorilme egilimindedir (24). Kronik ulseratif kolitli (UK) hastalarda KKA gelisme
riski genel populasyondan 10 kat daha fazladir (24). Safra yolunda kistik anomalisi
olan hastalarin yaklagik %2.5-28'de KKA veya SKK’li gelisebilecegi bildiriimistir (25).
Etiyolojik Faktorler

e Primer sklerozan kolanjit

e Safra yolu adenomasi ve biliyer papillomatosis

o Ulseratif kolit

e Cerrahi biliyer-enterik drenaj prosedurleri

e 65 yas Uzeri

o KC parazitik enfestasyonlari

e Koledokal kist

e Kronik hepatit C ve siroz

e Hepatolitiyazis

¢ Karoli hastaligi

¢ Kronik intraduktal tas

o Kimyasal ajanlar (thorotrast, radionuclides, vinylklorid, nitrozaminler,)

o Tifo tasiyiciligi

e Sigara

KKA’lar igin tium risk faktorlerinin ortak noktasi kronik biliyer inflamasyon
varligidir.

2.5. PATOLOJI

Histolojik olarak vakalarin buyuk bir kismi (%95) adenokarsinomdur ve iyi
differansiye olmus musin Uretenden kotu differansiye olmusa kadar degisebilirler.
KKA'’lar gland sayisi oranina gore iyi differansiye (%95), orta differansiye (%40-94)
ve kotu differansiye (%5-39) olarak siniflandirilir (26).

Morfolojik Ozellikleri dikkate alinirsa KKA'lar1 papiller, sklerozan ve noduler
olmak Uzerede subklasifiye edilebilir. En sik olani sklerozan tiptir. Bunu papiller ve
noduler KKA’lar takip eder. (27).

Ekstrahepatik safra yolu timorlerinin %58’si Ust , %17’si orta ve %18’i de alt
1/3’'luk kisimdan kaynaklanir. Makroskobik olarak 4 tipte goruldr.

o Papiller

e Noduler



e Skiroz

o Difflz

KKA’larin histolojik tipleri sunlardir: karsinoma in situ, adenokarsinoma, papiler
adenokarsinom, intestinal tip adenokarsinom, musin6z adenokarsinom, clear cell
adenokarsinom, tasli ylzuk hicreli karsinom, adenoskuamdz karsinom, skuamoéz

hdcreli karsinom, kiguk hicreli karsinom ve undifferansiye karsinom.

| list %58 . papiller tip

} orta %17 - nodiiler tip

i —all— skiro: tip

R diffi ti

A-Givithoe bilgelen ve vranlan B Malroskobik tipleri

Sekil.1. A-) KKA'larin goriilme bolgeleri ve yiizdeleri. B-) Makroskobik goriniimleri (48).

2.6.YAYILIM

KKA'’lar longitudinal ve vertikal invazyonun her ikisi ile infiltre olur. Mikroskobik
yayllimi kolanjiografiyle gosterilen makroskobik sinirinin disindadir ve mikroskobik
pozitif kdken olarak tani konulur.

Perindral yayihm hepatik arterin etrafindaki otonom sinirler araciligi ile
olabilmektedir. Perindral yayihm varliginda prognoz kotudur. Perindral yayihm diger
yayilim yollarindan bagimsiz bir prognostik faktordur (28).
2.7.KLIiNiK BULGULAR

KKA’lI  hastalarin  klinik bulgulari  timoérin lokalizasyonuna baghdir.
Ekstrahepatik yerlesimli KKA’s1 olan hastalarda genellikle agrisiz sarilik, koyu renkli
idrar, acik renkli gaita, kaginti, kilo kaybi, ates ve halsizlik sikayetleri gozlenir. Sarilik
(%90) en sik gbzlenen fizik muayene bulgusu iken bunu hastalarin yaklasik %40’inda
g6zlenen hepatomegali takip eder. Ek olarak kilo kaybi (%29), karin agrisi (%20),

ates (%9) goérulebilir. Sariliga bagli olarak hastalarin %30’'unda kasinti gorGlur.



Sadece sag hepatik duktus veya sol hepatik duktus tutulumu gibi segmental
obstriiksiyon olgularinda sarilik olmasa da kasinti tek semptom olabilir. intrahepatik
KKA'lI hastalarda ise sarilik nadiren gozlenirken en yaygin sikayet abdominal
rahatsizlik, kilo kaybi, istah azalmasi gibi nonspesifik sikayetlerdir (29).

intrahepatik KKA nadiren kritik olarak karacigerde (KC) santral bir alanda
yerlesebilir ve sonug¢ olarak eksternal basiyla ana kanallarin obstruksiyonundan
dolay! sariliga sebep olabilir (29).
2.8.LABORATUAR

Perihiler ve distal KKA’lI hastalarin gogunda ilk tani kondugunda total serum
bilirubuni, alkalen fosfataz (ALP) ve gama glutamil transpeptitaz (GGT) belirgin
olarak artmistir. Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
genellikle yalnizca mindr derecede artmistir (30). CA 19-9 duzeylerinde artma
gOzlenir ancak her vakada CA19-9 yulksekligi olmayabilir. CA19-9 nonspesifik bir
testtir ve KKA diginda pankreas, kolon ve mide kanserlerinde, bakteriyel kolanjitte ve
jinekolojik malignitelerde CA19-9’un artmis dizeyleri tespit edilebilir. Ana safra yollari
ve hepatik kanallarin uzun sureli obstruksiyonu sonucu yagda eriyen vitaminlerin
eksikligi ve uzamig protrombin zamani gozlenebilir (31).

KKA i¢in diagnostik bir timor belirteci yoktur. Tumor belirteclerinin tek basina
sensitivite ve spesifitesi dislik ancak baska tanisal yontemlerde desteklendiginde
yararli olabilir. Ayrica KKA gelismesi igin risk grubunda yer alan hastalarda tarama
testi olarak faydali olabilir.
2.11.Evreleme

Hasta icin en uygun tedavi plani yalnizca anotomik yayilim, evre ve cerrahi
risk belirlenerek yapilir. American Joint Commission on Cancer (AJCC) tarafindan
yapilan tumér, lenf nodu, metastaza (TNM) gore intrahepatik ve ekstrahepatik
KKA’nin klasifikasyonu sirasiyla Tablo ? ve Tablo ?’te gorulmektedir. Uygun teknikler
kullanilarak timorin safra yollarindaki yayilimi, boélgesel lenf nodlarinin durumu,
damarsal yapilarin invazyonu ve metastazlarin varligi ayrinti  olarak

degerlendiriimelidir.

Stage Timor Node Metastaz

I T1 NO MO




I T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4 NO MO
Inic Herhangi bir T N1 MO

v Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Tablo 2. intrahepatik KKA’nin AJCC gére TNM siniflamasi.

Stage Timor Node Metastaz

0 TiS NO MO

1A T1 NO MO

IB T2 NO MO
HA T3 NO MO
1B T1-3 N1 MO

i T4 Herhangi bir N M1

v Herangi bir T Herhangi bir N M1

Tablo 3. Ekstrahepatik KKA'nin AJCC gore TNM siniflamasi.

2.12.RADYOLOJiIK DEGERLENDIRME

Tanidaki timoér markirlari (CA 19-9, CEA gibi) KKA'lar icin spesifik degildir. Bu
nedenle de goruntileme yontemleri timorun varligr ve yayginligini saptama ile
tedavinin planlanmasinda en 6nemli tanisal araglar haline gelmektedir.

Goruntlilemede amag, proksimal ve distal safra yollarinda timdrsiz cerrahi
sinirin saglanmasina yardimci olmaktir. Evrelemede tek bagina higbir goruntileme
yontemi yeterli degildir ve birden fazla yontemin birlikte degerlendiriimesi gereklidir
(32).
2.13.TEDAVI
2.13.1.Cerrahi Rezeksiyon

Cerrahi rezeksiyon kuratif tek tedavi olmasina ragmen hastalarin buyuk bir
kismi ileri yas, komorbid durumlarin varligi ve hastaligin yayilimindan dolayi
opererasyona aday degillerdir. TUmoérln biliyer aga¢ icinde yayilimi, vaskuiler
invazyon, hepatik lober atrofi ve metastatik hastaligin degerlendiriimesi cerrahi
rezeksiyona uygunlugun arastiriimasinda en onemli kriterlerdir.

2.13.2.Kemoterapi



KKA’larda lokal rekurrens ve metastaz sik gézlenir. Ayni zamanda tani aninda
hastalarin Ucte ikisi cerrahi i¢cin uygun degildir. Bu hastalarda KT hastaligi kontrol
altina almakta kullaniimistir. Ancak KKA'lI hastalarda KT'nin sag kalim suresi ve
yasamin kalitesi Uzerinde anlamli bir etkiye sahip oldugu gosterilememistir. En sik
kullanilan KT ajanlarindan biri 5-Fluorouracil’dir (5-FU). Calismalarin ¢gogunda 5-FU
tek olarak ve kombinasyon tedavisi olarak kullaniimigtir. 5-FU tek kemoterapotik ajan
olarak kullanildiginda parsiyel cevap orani %10-20 arasinda degismektedir.
Kombinasyon KT’sine parsiyel cevap orani ise %20-40 arasindadir (33).
2.13.3.Radyoterapi

Cerrahi rezeksiyonu takiben lokal rekurrens siktir. Birgok otdr post-op RT'yi
tavsiye etmektedir. KKA'da eksternal RT, intraoperatif RT, internal RT,
radyoimmunoterapi ve yuklenmis partikil radyasyonu igeren bir dizi metot
kullanilabilir. RT'nin sag kalim suresi Uzerine etkisi gosterilememigtir. Ancak lokal
hastaligin kontroli Uzerinde etkiye sahip oldugu dusunidlmektedir. RT ve KT
kombinasyonunun tek tedavi rejimlerinden daha ustun oldugu dusunulse de bu
durum agik olarak ortaya konmamigtir (29).
2.13.4.Palyatif Tedavi

Kulratif tedavinin olanaksiz oldugu hastalarda yasam kalitesinin artirmak igin
uygun palyatif tedavi planlanmalidir.

Palyatif tedavinin amaglarr,

¢ Bilier obstruksiyonun neden oldugu hepatik yetmezligin dnlenmesi

e Sariligin dizeltilmesi

e Rekurren kolanjitin 6nlenmesi

e Gastrik ¢ikis obstriiksiyonunu dizeltmesi seklinde siralanabilir.
2.13.5.Biliyer Stentleme

Biliyer stentleme malign biliyer darligi olan hastalarda sariligin duzeltiimesinin
etkili bir yoludur fakat sag kalim tGzerinde anlamli etkiye sahip degildir. Stent sayisi ve
stent tipi tmordn anotomik yerlesimine gére ve beklenen sag kalim slresine gore

bireysellestiriimelidir. Stent yerlestirilirken endoskopik veya perkutan yol kullanilabilir.

2.3. PANKREAS ADENOKARSINOMU



2.3.1. Epidemiyoloji
Pankreas adenokarsinomu (PAK) insidansi tim kanserler arasinda 11’inci
sirada, PAK’a bagli 6lumler de tim kansere bagh olumler arasinda 5’'inci sirada
yer almaktadir (34). 2008 verilerine gore ABD’de PAK insidansi her 100.000

nafusta 11,5 olarak bildirilmigtir. Turkiyede hastaligin insidansi bilinmemektedir.

2.3.2. Etyoloji

Cinsiyet: PAK’inin gorulme sikhgi cinsiyete gore degisiklik gostermektedir.
Genel olarak erkeklerde biraz daha sik gortlmektedir (34).

Yas: PAK orani yagla birlikte hizla artmaktadir. PAK agirlikla yagh bireylerin
hastahgidir (35).

Irk: Farkli irklarda PAK molekuler seviyede farkliliklar gostermektedir. ABD’de
K-ras gen mutasyonu siyah irk mensuplarinda beyazlara gére daha fazladir (36).

Edinilmis Risk Faktorleri: PAK gelisiminde sigara énemli bir risk faktoridur.
Sigara icenlerde PAK goértlme orani icmeyenlere goére iki kat daha fazladir (37).
Kahve tuketimi ile PAK gorilme sikligi arasinda iliski oldugunu gosteren
arastirmalardan birinde haftalik 17,5 fincandan fazla kahve tiuketenlerin 7 fincandan
az tuketenlere gore PAK’ne yakalanma riskinin 2 kez fazla oldugu belirtiimigtir (37).
PAK'i ile gay tlketimi arasinda iliski bulunamamistir (37).

PAK gelisiminde rol alan diger risk faktorleri yuksek oranda yag ve kirmizi et
iceren diyet, disuk serum folat duzeyi, obesite, uzun sire olan diyabet ve kronik
pankreatittir (38).Alkol tuketimi ve kronik pankreatit iliskisi kanitlanmistir. Ancak; alkol
tuketiminin PAK insidansinda artisa neden oldugu gdsterilememistir (37).

Meslek: Klorlu hidrokarbonlar, formaldehid, pestisidler, organik kloridler gibi
karsinojen maddeler kullanilan boya sanayi, agir metal sanayi, tarim ve tekstil
sanayisi’nde ¢alisanlarda PAK riski artmaktadir (39).

Onciil hastaliklar: Kronik pankreatitin tim tipleri kismi de olsa PAK gelistirme
potansiyeli tagirlar. (40).

Diyabetli hastalarda PAK gelismesi normal populasyona gore 2 kat fazladir
(41). Yalniz, diyabet ve PAK arasindaki iligkinin patofizylolojik mekanizmasini
aydinlatilamamistir.

Genetik etkenler: PAK olan hastalarin %5-10’'unda genetik bozukluklar vardir

(41). BRCA2 gen mutasyonunun PAK ile siki iligkili oldugu anlagiimistir. Sporadik



PAK olan hastalarin % 7-10’unda ve ailevi PAK olan hastalarin %15-20’sinde BRCA2
gen mutasyonu gorulmektedir (42).
2.3.3. Patofizyoloji

PAK’inde orijin hlcre tipi tam olarak karakterize edilememigstir. Pankreatik
duktal adenokarsinomda asiner, duktal ve adacik hicrelerden her birinin belirteci
eksprese edilebilir. Bunun diginda mide, duodenum ve kolon epiteli belirtegleri de
bulunabilir. PAK’inin  6ncu lezyonlari hastaligin patofizyolojisinde 6nemli yer
tutmaktadir. Bunlar pankreatik intraepitelyal neoplaziler (PanIN), intraduktal papiller
musindz neoplazmlar (IPMN) ve misin6z kistik neoplazmlardir.

Pankreatik intraepitelyal neoplaziler histolojik gelisimine gore 4 derecede
incelenir: PanIN-1'de nukleer atipi ve polarite kaybi yoktur. PanIN-1A’da lezyon
yassidir, PanIN-1B’de ise papiller projeksiyon gozlenir. PanIN-2'de seyrek mitoz,
nukleer atipi ve mikropapillarite vardir. Karsinoma in situ olarak isimlendirilen PanIN-

3’'de ise genis polarite kaybi, nukleer atipi ve yaygin mitoz alanlari gézlemlenmektedir

(Sekil ?).

SEKIL?. PanlIN lezyonlar: progresif histolojik degisiklikler. http:/pathology.jhu.edu/pancreas_panin’

den alinmistir.
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Normal duktal epitelin degisimini baglatan ve invazif karsinoma kadar strdiren
faktorler genetik degisiklikler ve inflamatuar etkenler olarak ikiye ayrilir.

Tumor supressor genlerde, onkogenler ve genom koruyucu genlerde olan
bozukluklar pankreas kanseri progresyonunda esas olan genetik degisikliklerdir. Sekil

3'de PAK gelisimi agamalarinda rol alan genetik degisiklikler verilmigtir.
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SEKIL ?. Pankreas duktal adenokarsinom gelisim modeli. Histolojik progresyon spesifik
genetik bozukluklarin birikimi ile iligkilidir. ( Maitra ve digerleri. Multicomponent analysis of the
pancreatic adenocarcinoma progression model using a pancreatic intraepithelial neoplasia
tissue microarray. Mod Pathol 2003; 16: 902-912.’dan alinmistir.)

inflamasyon PAK gelisiminde rolii olan diger anahtar mekanizmadir. Kronik
pankreatitin hem sporadik, hem de herediter formlarinin artmis PAK riski ile iligkili
oldugu bilinmektedir. inflamasyonla birlikte goériilen artmis gen zedelenmeleri ve
selluler proliferasyon pankreas hucrelerinin malign transformasyonuna sebep olur.
Sitokinler, reaktif oksijen radikalleri ve inflamatuar mediatorler (NF-k B ve COX-2)
hidcre siklistinU arttinir, timor supressor gen fonksiyon bozuklugu ve onkojen
ekspresyonunu tetikleyerek pankreas kanseri olusumunu baglatir.

2.3.4. Histopatoloji

Pankreas duktal adenokanseri tUm pankreas kanserlerinin %80’ini olusturur.
Gros olarak beyaz—sari renkte, sert, dizensiz kitle seklindedir. Kitle olgularin
%60’'Inda pankreas basina, %15’inde gdvdesine ve kuyruguna, %20’sinde de diffiz
sekilde tUm beze yerlesmistir.

Mikroskopik olarak pankreas duktal adenokarsinomu musin igeren kisa
kolumnar hucrelerden olusmustur. Kanser etrafinda belirgin desmoplastik reaksiyon
olmasi tipiktir. Nukleuslar pleomorfizm, hiperkromazi, polarite kaybi1 ve nukleollerde
belirginlesme sergilerler. Tumor basisi ile kiguk duktuslarin obstruksiyonuna bagh

olarak olusan, tumora gevrelemis kronik pankreatit halosu karakteristik bir bulgudur.




Duktal adenokarsinomlar sik oranda vaskuler, lenfatik ve perinéral doku invazyonu
gOstermektedir (43).
2.3.5. Klinigi

PAK genellikle sinsi seyirlidir ve uzun sure klinik bulgu vermeden buyuyebilir.
PAK’e bagl bulgular timoérin yerlesim yerine goére dediskenlik gosterir. Pankreas
basi veya unsinat c¢ikinti yerlesimli timorlerde pankreatik kanal, safra kanali ve
duodenal tikaniklik sonucu pankreatit ataklari, sarilik, bulanti, kusma, steatore, kilo
kaybi gibi belirtiler olugabilir. Hastaligin retroperitoneal ilerlemesi ile birlikte
peripankreatik sinir aginin tutulumuna bagli olarak Ust karin ve sirt agrisi; peritoneal
yayilim veya portal ven tutulumuna bagh olarak ise asit ortaya c¢ikabilir. Pankreas
boynu, govdesi ve kuyruguna yerlesmis olan timorlere bagli tikanma sariligi ve mide
¢ikim obstruksiyonu bulgulari olmaz. Bu hastalarda gorulen belirtiler kilo kaybi ve
tumorun pankreas boyunca yayilimi ile birlikte artan 6zelliksiz karin agrilaridir. Bazi
olgularda yeni ortaya cikan diyabetes mellitus okkilt PAK’inin ilk belirtisi olabilir.
PAK’inde tumoére bagh hiperkoagulabilite sonucu gezici tromboflebitler goérilebilir.
Tamoran yerlesim yerine gore pankreas kanserli hastalarda goérulen klinik bulgular

Tablo3’te verilmigtir.

Pankreas basi kanserinde Pankreas gévde/kuyruk
kanserinde
Kilo kaybi %92 %100
Agri %72 %87
Sanlik %82 %7
idrarda koyulasma %63 %5
Gaita renginde agilma %64 %6
istahsizlik %62 %33
Bulanti %37 %45
Halsizlik %35 %43
Kusma %37 %37
Kasinti %24 %4

Tablo 3. Pankreas kanserinde klinik belirti ve bulgular.

2.3.6. Evreleme

Hastaligin evresi, prognoz tayininde, patolojik parametrelerden daha 6nemli
bir belirtectir. American Joint Comission on Cancer/Union International Centre le
Cancer) TNM sistemi gibi gesitli evreleme metodlari bildirilmistir.

TNM siniflamasi;

e Tis: Karsinoma in situ



e T1: TUmor pankreasa sinirli, <2cm
e T2: TUumodr pankreasa sinirli,>2cm
e T3: Pankreasi asmis ama ¢olyak plexusu ve superior mezenterik arter saglam
e T4: Tumor ¢olyak pleksus ve/veya superior mezenterik arteri tutmus
Lenf nodu;
e NO: Nod tutulumu yok

e N1: Bolgesel lenf nodu metastazi var.

Tiimor Node Metastaz

0 Tis NO MO
1A T1 NO MO

IB T2 NO MO
1A T3 NO MO
11B T1-T3 N1 MO

] T4 Herhangi bir N MO
v Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Tablo.__. PAK evrelemesi

2.3.7. Tedavi
2.3.7.1. Cerrahi Tedavi

Gunumuzde PAK’lerinin cerrahi tedavisinde Kausch-Whipple ameliyati, pilor
koruyucu pankreatiko-duodenektomi ve regional pankreatiko-duodenektomi
ameliyatlari kullaniimaktadir. Ginumuzde de Whipple prosediri pankreas basi
adenokarsinomu tedavisinde birgcok cerrahin tercih ettigi ameliyattir. Pankreas
kanserinde lenfadenektominin yeri tartismalidir.
2.3.7.2. Kemoradyoterapi

PAK tedavisi zor ve mortalite oranlari insidansina esit olan bir hastaliktir.
Hastalarin %901 tani kondugunda unrezektabl ve bunlarin da %40- 50’si lokal ileri
evrede olduklari belirlenmis (44) ve ortalama yasam suresi 6-10 ay olup, metastatik

hastalik igin belirtilen yasam suresi yaklasik 3-6 aydir (45).Gross olarak rezektable



hastalarin % 25-60 ‘ inin rezeksiyon sinirlari mikroskopik olarak pozitifdir. Bu
hastalarin ortalama yasam suresi 1 yildan az olup, rezeke edilemeyen ve palyatif
KRT tedavisi uygulanan lokal ileri evre hastalarla aynidir. Yalniz cerrahi uygulanan
PAK’lu hastalarin sonugclari cerrahi sinirlarin pozitif ve negatif olmasindan bagimsiz,
kotu olarak kalmakta ve %50-80 lokal rekurrens oranlari, %40 peritoneal yayilim ve
%60-90 karaciger metastaz oranlari bildiriimektedir (46). Bu ylzden PAK tedavisinde
adjuvan ve neoadjuvan tedavi modaliteleri uygulanmaya baglanmis ve yeni ajanlar,
protokoller gelistiriimekte devam etmektedir.

Palyatif tedavi kapsaminda tek veya diger ajanlarla kombine olarak
florpirimidin, gemsitabin KT’leri ve KRT kullaniimaktadir (47). Gemsitabinin tek
basina ve diger kemoterapdtiklerle kombine kullaniimasini karsilastiran galismalarda
kombine tedavi ile tUmorin progressiyon zamani/progressiyonsuz yasam suresi
acisindan kuguk, ama anlamli Ustinluk oldugu anlagiimistir (48).

5FU’in kombine kullanimi tek basina kullanimi ile karsilastirildiginda timaorin
progressiyon zamaninda ve genel yasam suresinde her hangi Ustunlik
saptanmamigtir (49).

PAK tedavisinde kullanilan intraoperatif RT (IORT) normal dokulara etki
etmemekle, yukari karin bolgesinin radyasyonu sonucu toksik etkilere sebep olan
eksternal RT’den (EBRT) ustiindiir (50). IORT tek fraksiyonla yiiksek dozda RT
kullanimina izin vermektedir. Yalniz yapilan c¢aligsmalar IORT’nin lokal kontrol
acgisindan ustunlik sagladigini gosterse de, genel yasama her hangi bir etkisinin
olmadigini tespit etmisler (51).

2.3.8. Prognoz

PAK tedavisinde cerrahi dnemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle prognoz
cerrahi uygulanan ve uygulanmayan hastalarda olmak Uzere iki grupta incelenebilir.
Yalniz %20’sine yapilabilmesine ragmen, cerrahi rezeksiyon PAK’lu hastalarin yagam
sonuglarini iyilestirmektedir. Tedavideki basarisizliklarin buyuk ¢ogunlugu genellikle
cerrahiden 1-2 yil sonra ortaya g¢ikan lokal rekurrens, karaciger metastazlari, veya
her ikisinin olusmasi ile ilgilidir.

Postoperatif mortalite oranlarinin hayli azaltiimis olmasi ve komplet rezeksiyon
oranlarinda belirgin artis olmasina karsilik, halen kuratif rezeksiyon sonrasi 5 yillik
yasam suresi %25 in altindadir(52,53).

PAK'unun prognostik belirteclerini aragtiran c¢alismalara baktigimizda bazi

farkhliklarla birlikte, orta ve/veya koétu tumor differansasyonu, pozitif rezeksiyon



sinirlari, tmor boyutu bagimsiz negatif faktorler olarak karsimiza gikmaktadir (54).
Ayni zamanda lenf nodu metastazi ve total lenf nodu metastatik lenf nodu orani da
arastirmacilar tarafindan prognostik agidan anlamli bulunan belirteglerdir. (55).

2.7. RHO-KINAZ

2.7.1. Rho/Rho-Kinaz Yolagi

Rho, sitoplazmada bulunan guanozin difosfat/guanozin trifosfat (GDP/GTP)-
baglayici bir proteindir ve guanozin trifosfataz (GTPaz) aktivitesi icerir (56). Rho
proteinleri GDP-bagh iken inaktif haldedirler. G proteini ile iligkili reseptorleri aktive
eden cgesitli agonistlere yanit olarak Rho aktive olmaktadir Rho aktivitesini kontrol
eden baslica Ug¢ protein bulunur (57):

e GTPaz aktive edici proteinler (GAP): intrinsik GTPaz aktivitesini artirarak Rho’yu
inaktive ederler.

e GTPaz disosiyasyon inhibitorleri (GDI): Rho GTPazlarin nukleotid
disosiyasyonunu ve membrana baglanmasini 6nleyerek Rho aktivasyonunu
inhibe eder.

e Rho-spesifik guanin nukleotid degis-tokus faktorleri (GEF): GDP’nin
disosiyasyonunu hizlandirarak Rho’yu aktive eder.

Rho, baslica aktin hucre iskeletinin organizasyonunun duzenlenmesinde,
hicre gogu, hicre adezyonu ve sitokinez gibi gok gesitli hlcresel olayin kontroliinde
rol oynar. Rho ailesinin Uyelerinin, aktinin yeniden sekillenmesinde ve farkli yonlerinin
dizenlenmesindeki roll, ilk olarak fibroblast blyume faktdérl uyarisina yanit
calismalari ile agiga cikariimistir (58). Blyume faktorleri uyarimi sonucunda olusan
hicre iskeleti degisiklikleri arasinda yuzey uzantilarinin (filopodlar, lamellipodlar ve
zar kivrimlan), fokal adezyonlarin ve stres liflerinin olusumu yer alir. Daha sonraki
calismalar, Rho ailesi Uyelerinin fibroblastlarla sinirli kalmadigini, butin ékaryot
hidcre tiplerinde aktin hucre iskeletinin duzenlenmesinde benzer rol aldiklarini
gOstermigtir (59). Rho, sinir sistemi gelisimi sirasindaki akson uzama ve kisalmalarini
duzenler, duz kas hucrelerinin kasilmasinin dizenlenmesine katilir, epitel
hicrelerinde kaderinler ile aktin hicre iskeleti baglantisini igeren adherens
baglantilarin olusumunu dizenler. Bu ylizden Rho ailesi Gyeleri, hlicre disi sinyaller
ile hucre sekli, hareketi ve degisikliklerini iligkilendiren aktin hucre iskeletinin genel
duzenleyicileri olarak gorev vyaparlar (60). Rho proteinlerinin hucre iskeleti
degisikliklerinin dizenlenmesindeki anahtar hedeflerden birisi, ROCK olarak

adlandirilan enzimdir. Hicreye Rho’'yu aktive eden uyarilar geldiginde veya Rho’nun



asiri ekspresyonu oldugunda ROCK sitoplazmadan membrana go¢ eder (61). Rho
proteini GTP ile baglandiktan sonra aktif hale gelir ve ROCK Uzerindeki Rho
baglayan bodlgeye baglanarak enzimi aktive eder. RhoA’dan bagimsiz olarak
arakidonik asid ve sfingosinfosforilkolin, Rho-kinaza baglanarak enzimi stimule
ederler (62). Statinler ise RhoA duzeylerini azaltarak Rho-kinaz aktivitesini inhibe
ederler.

Rho-kinaz bir serin/treonin protein kinazdir (56). Rho-kinaz enziminin ROCK1
(ROCK I, p160ROCK, ROCKpB, ROKB) ve ROCK2 (ROCK II, ROCKa, ROKa) olan iki
izoformu vardir (64). Her iki enzim tim hucrelerde eksprese edilir. ROCK2 mRNA
ozellikle kas ve beyin hiicrelerinde daha fazla eksprese edilmektedir (65). insan
ROCK1 geni 18. kromozomda (18911.1) ve ROCK2 geni ise 2. kromozomda (2p24)
yerlesiktir (Sekil ?).

Rho-binding(RB) Cysteine-rich

Domain Domain
i 76 338 460 1068 1103 1320
ROCK1 ™= — - ] = 1354
: : I 934 1D15|
67% , 82% | 57% 55% a4t 1075] 6%
ROCK2 = — =] = 1388
1 a2 354 452 1102 1145 1352
Coiled-coll Plecktrin-homolog
H-:-g1-3r {PH} Domain

Sekil ?. Rho-kinaz izoformlarinin yapisi. “Coiled-coil” bolgesi Rho-baglayici domain
icerir. Amino asit dizilisinde ROCK1 ve ROCK2 toplam %65 homoloiji igerirken, kinaz
domain’lerinde %92 homolaji igerir (66).

Rho ile etkilesen ve aktive olan Rho-kinaz, diz kas kasilmasi, hucre
blyUmesi, adezyonu, migrasyonu, motilitesi, gen ekspresyonu ve apoptozu da igceren
farkli hicresel fonksiyonlara aracilik eder (67). Rho-kinaz, addusin, ezrin-radiksin-
moesin (ERM) proteinlerini, LIM kinaz, miyozin hafif zincir fostataz (MLCP) ve Na/H
degistirici  (exchanger) (NHE) 1’in  serin-treonin  fosforilasyonuyla  hucre
kontraksiyonunu dizenler (67).

ROCK aktivasyonu, miyozin Il hafif zincirinin aktivasyonunu iki mekanizma ile

artinr: ROCK miyozin hafif zincirini direkt olarak fosforile etmekle kalmaz, ayni



zamanda miyozin hafif zincir fosfatazlarini da fosforilleyerek inhibe eder. Sonucta
miyozin hafif zincir fosforilasyonundaki artis, miyozini aktive eder ve aktin miyozin
flamanlarinin yapilanmasina yol agar (68). Bu da stres liflerinin, fokal adezyonlarin,
adherens bagdlantilarin ve sitokinezin olusumu gibi hicre iskeleti degisiklikleri ile
sonugclanir.

2.7.2. Rho-kinaz inhibitorleri

Rho-kinaz inhibitorleri arasinda fasudil, hidroksifasudil, Y-27632, H-1152P, Wf-
536 gibi maddeler bulunur. Hidroksifasudil, Rho-kinazin selektif bir inhibitort olup,
fasudilin aktif bir metabolitidir (69. Nonselektif Rho-kinaz inhibitorleri ylksek
konsantrasyonlarda protein kinaz A ve protein kinaz C gibi diger kinazlari da inhibe
edebilirler (67).

2.7.3. Kardiyovaskiiler etkileri

Rho/Rho-kinaz yolaginin kardiyovaskuler sistem fizyolojisi ve patofizyolojisinde
yeri oldugunu gosteren ¢ok sayida g¢alisma bulunmaktadir (70). Vazospastik anjina,
iskemik inme ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskuler hastaliklarda Rho-kinazin onemli
rol oynadigi gosterilmigtir (67). Rho-kinaz, miyozin fosfataz inaktivasyonu ve direkt
miyozin hafif zincir fosforilasyonu ile kalsiyumdan badimsiz olarak duz kas
kasilmasini artirir (71)(Sekil?).

5-HT, ET-1, Ang |

Y
{ Rho-kinase

3
Ins(1,4,5)P, d
/,. MLCPh
. ~ Relaxation
SRV Relaxation ]
MLC~ E:. MLC
caE+
M M. Contraction _~
1 — 3 e
\ MLCK
}
* Cat .,
T = Ca®*—Cal

Sekil 2. Vaskiler duz kas kasilmasinin mekanizmasi (72).



Rho-kinaz, vaskuler diz kas hucrelerinin adhezyonu, migrasyonu ve
proliferasyonunda dnemli rol oynar (70). Aterosklerozun patogenezinde de yer aldidi
gosterilmigtir (73). Rho-kinazin kardiyovaskuler yeniden yapilanma (remodeling)
patogenezinde roli oldugu ortaya konmustur (74). Rho-kinaz inhibisyonu;
vazodilatasyona (75), spazmolitik etkilere (76), penis ereksiyonuna (77),
norotransmitter saliniminin inhibisyonuna (78) sebep olur. Fasudil ile doza bagimh
uzun sdreli tedavi, allogrefte bagh kardiyak vaskulopatinin  olusumunu ve
miyokardiyal iskemi sonrasinda ventrikuldeki yeniden yapilanmayi (remodeling)
baskilar, bu etki Rho-kinaz aktivitesinin azalmasiyla iligkilidir (79). Rho-kinaz
inhibisyonu vaskuler ve solunum duz kas hicre migrasyonunu da bloke etmektedir
(80).

Yapilan galismalar, Rho-kinazin hipertansiyon ve koroner arter spazmlari gibi
hastalik etyopatogenezlerinde roli oldugunu gostermistir (81,82). Rho/Rho-kinaz
yolunun 6nemi, pulmoner vazokonstriksiyonda (83), sigcanlardaki mineralokortikoid-
kaynakli hipertansiyonda (84), artan vaskuler reaktivitede ve serebral vazospazmda
gosterilmistir (85). Rho-kinaz proteini, arterlerde sentezlenir ve agonist kaynakli diuz
kas kontraksiyonunu duzenler ve Rho-kinaz inhibitdrinun vazodilator etkisi endotel
tabakasindan bagimsizdir. Bu nedenle Rho/Rho-kinaz sinyali vaskuler direncin
kontrolinde rol oynayabilir ve Rho-kinaz inhibitorleri, hipertansiyon, vazospazm ve
ateroskleroz gibi bazi kardiyovaskuler hastaliklarin tedavisinde etkili olabilir. Rho-
kinaz, diz kasin depolarizasyonu sirasinda aktive olur ve MLCP aktivitesinin
inhibisyonuna yol acgar (86).

Rho-kinaz makrofaj fagositik aktivitesini ve endotel hiicre permeabilitesini de
duzenler (67). Fasudilin ET-1 veya vazopressin ile olugturulan vazospastik iskemide
de miyokardiyal hasari 6nledigi gdsterilmistir (87). iskemi reperflizyonunun, kalpte
RhoA yapimini artirdigi ve miyokardiyal Rho-kinaz aktivitesini yukselttigi saptanmistir
(88). Rho-kinaz aktivasyonu, muhtemelen Bax upregllasyonu ve apoptozisi
indUkleyerek iskemi-reperfuzyonla olugan hucre oliumune katkida bulunur (89).

RhoA/Rho-kinaz yolaginin inhibisyonu kardiyovaskuler hastaliklarda yararli
oldugu ve potansiyel terapotik hedef olabilecegine iliskin kanitlar artmaktadir.
RhoA/Rho-kinaz yolaginin anjiogenez, ateroskleroz, serebral ve koroner vazospazm,
serebral iskemi, erektil disfonksiyon, glomeruloskleroz, hipertansiyon, miyokardiyal

hipertrofi, miyokardiyal iskemi-reperfizyon hasari, neointima olusumu, pulmoner



hipertansiyon, astim, glokom, osteoporoz, Alzheimer hastali§i, vaskuler remodeling,
diabetes mellitus ve kanserde katkisinin oldugu gosterilmistir (67).
2.8. RHO-KINAZ ve KANSER

RhoA/Rho-kinaz yolagi, hlcre adezyonu, migrasyonu, sekil degisimleri ve
sitokinezde etkili olmaktadir (71,90). Bu etkileri ile kanser hlcrelerinin invazyon ve
metastatik aktivitelerini duzenlemektedir. Rho-kinaz inhibitorleri ile bu hucresel
fonksiyonlarin  azaltildigi ve kanser hucrelerinde metastazin baskilandigi
gosterilmigtir (91,92). Onkojenik degdisim, hucre ¢ogalmasindaki kontrolin kaybi ve
hdcrenin morfolojik degisiklikleri ile karakterizedir. Hicre morfolojik degisiklikleri aktin
stres lifleri vasitasi ile saglanmaktadir. Hicrelerin onkolojik dedisiklige ugramasinda
Rho proteinleri ve dolayisi ile Rho-kinazin aktivasyonu 6nemli rol oynamaktadir (93).
Glioma hucrelerinde Rho-kinaz inhibisyonu apoptozisi induklemektedir (94).
Metastatik 6zofagial kanser hucre kulturinde invazyon ve mobilitenin Rho-kinaz
aracili arttigi ve Y-27632 ile inhibe edildigi gosterilmistir (95). Sicanlarda karaciger
transplantasyonu sonrasinda hepatoseluler karsinom modelinde, Y-27632 kanser
hicre migrasyonunu baskilamis ve yasam suresini uzatmigtir (96). Testikuler
tumorlerde de RhoA ve Rho-kinaz mRNA ekspresyonu artmaktadir (97). B16
melanoma hucrelerinde Rho-kinaz inhibitéri invazyonu baskilamig ve farelerde
yapilan in vivo denemelerde akciger metastazini inhibe ettigi gdsterilmistir (98). Bu
calismada, Rho-kinaz inhibitorinin metastaz inhibisyonunda paklitakselden daha
etkili oldugu ve kombine kullaniminda ise sinerjistik etki gosterdigi bulunmustur.
Farelere oral uygulanan Rho-kinaz inhibitéri timor hlcrelerinin akcigere metastazini
ve tumor hdcresi tarafindan indiklenen anjiogenetik yaniti inhibe etmistir (99). Rho-
kinaz inhibitori tumor hicresi invazyon ve migrasyonunu anlamli olarak inhibe
etmistir (99). insan over kanser hiicrelerinde ROCK1 migrasyon ve invazyonunu
artirirken antisens oligodeoksinukleotid bu hicrelerin motilitesini ve invaziv 6zelligini
inhibe etmistir (100).

Trombosit kokenli endotel hucre buylume faktort (PD-EDGF) uygulanan kultar
hicrelerinde  ROCK7T'in asirt  ekspresyonuna ve kanser hucresi motilitesinin
artmasina neden oldugu bulunmustur (101). Vaskuiler endotelyal blyume faktori
(VEGF) ile induklenen endotel hiicre migrasyon ve anjiogenezde Rho/Rho-kinaz
yolaginin aktive oldugu gosterilmistir (102). Ayrica, hipoksi ile induklenen
anjiogeneze Rho-kinaz aracilik eder ve Rho-kinaz inhibisyonu anjiogenezi inhibe

eder (103,104). Kolon kanseri hucrelerinde hipoksi ile VEGF indlksiyonunun



fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Rho/ROCK ve c-Myc aracilikli oldugu gosterilmigstir
(105).

Meme kanserinin ilerlemesinde tumor metastazi ve invazyonu onemli rol
almaktadir. Metastaz hucre iskeletinin, hucre-hicre ve hiucre matriks baglantilarinin
yeniden yapilandiriimasi ile tumor kitlesinden hucrelerin ayrilmasi, ¢evre dokulari
istila ederek vucuda yayllmasi surecidir. Metastazda gorulen bu olaylarda Rho
GTPaz ailesinin rola vardir (106). Tumorlerin invaziv ve metastatik forma donusmesi
icin timodr hdcrelerinin Rho GTPazlari ile dizenlenen ciddi morfolojik degisiklikler
gecgirmesi gereklidir. Son yillarda yapilan in vitro calismalarda meme kanseri
agresyonu ile Rho ekspresyonu arasinda iligki olabilecegi goOsterilmistir. Meme
tumorlerinde Rho proteinleri (RhoA, B, C) asirn eksprese olmaktadir (107). RhoA
protein duzeyleri ile artan meme tUmor gradi arasinda korelasyon saptanmigtir (108).
RhoC ekspresyonu ile metastaz arasinda baglanti oldugu saptanmistir ve RhoC’nin
metastatik 06zelligi olan invaziv meme kanserlerinde bir tani belirteci olarak
kullanilabilecegi onerilmistir (109,110). Meme kanseri migrasyon ve metastazinda
Rho/Rho-kinaz yolagi gereklidir (111).

Ayrica Rho-kinaz inhibitorlerinin hayvan modelinde meme tumoru gelisimini
inhibe ettigi de gdsterilmistir (92). Rho-kinaz inhibitorleri kullanilarak kanser
hicrelerinde metastatik 6zelliklerin azaltildigi in vitro ¢calismalarla goésterilmistir (96).

Metastazik memeli karsinom hucreleriyle yapilan bir galisma in vivo ortamdaki
herhangi bir uzatilmis cikintiya sahip olmayan yuvarlatiimis hlcrelerin artan lineer
translasyonal hareketine dikkat gekmektedir (112). Bu hicreler metastazik olmayan
kontrollerle karsilastirildiginda artan seviyelerde ROCKII eksprese etmislerdir (113).
Bununla tutarh olarak, diger g¢alismalar ROCK’un inhibisyonunun in vivo ortamdaki
tumor hdcrelerinin invazif davranigini muhtemelen yuvarlatilmig timoér hacresi
hareketindeki bir azalma araciligiyla azalttigini gostermislerdir (114,115). Bu ylzden,
Rho yada ROCK islevini hedef alan terapilerin yuvarlatiimis hareketliligi kullanan
tumor hucrelerinin invazif davranigini engellemede en etkili yontem olmasi olasidir.
2.9. RHO-KiNAZ GEN POLIMORFizmi

Rho kinaz gen polimorfizmi ile ilgili simdiye kadar yayinlanmis arastirmalarin
cogu hipertansiyon ile iligkilidir. Kanser konusunda sadece 2008 yilinda Camci ve
arkadaslarinin yaptigi meme kanserinde Rho-kinaz gen polimorfizmi ile ilgili bir

calisma vardir (116).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin toplanmasi

Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi, Gaziantep Onkoloji Hastanesi, Tibbi
Onkoloji Bilim Dal’'nda safra kesesi, safra yollari ve pankreas kanseri tanisiyla takip
edilen hastalar ve saglkh gonulli kigiler bilgilendiriimis onam formlari okutulup
imzalatildiktan sonra galigmaya alindi. Bu arastirmada, metastaz gelismis pankreas
kanseri olan hastalar (metastatik grup, n=78), metastaz gelismemis pankreas kanseri
hastalari (non-metastatik grup, n=16), metastaz gelismis safra kesesi ve safra yollari
kanseri olan hastalar ( metastatik grup, n= 76), metastaz gelismemis safra kesesi ve
safra yollari kanseri olan hastalar ( non-metastatik grup, n= 23) ve herhangi bir
hastaligi olmayan, kanser gec¢cmisi olmayan, ila¢g kullanmayan, sigara igmeyen ve
alkol kullanmayan saglikli génalliler (kontrol grubu, n=162) calismaya alindi. Kanserli
hastalarin tamaminin tanilari patolojik inceleme sonucu konmustu.

Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarih ve
____sayil karari ile onay almistir.

3.2. Klinik tani ve veri toplanmasi igin yapilan iglemler

Hastalar hazirlanmig standart bir protokole uygun olarak degerlendirildi ve
tetkikleri yapildi. Degerlendirmeye alinan tum hastalarin anamnez, fizik muayene,
demografik 6zellikleri, tedavi dykuleri, goruntlileme yontemleri, timor belirtegleri ve
rutin laboratuar ozellikleri kaydedildi. Aile anamnezi sorgulandi.

Aragtirmanin molekiler analizleri Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji
Hastanesi, Molekuler Onkoloji Laboratuari’'nda yapildi. Her bireyden 5 ml periferik
kan alinarak EDTA’l tiplere konuldu ve DNA izolasyonu yapildi.

3.3. DNA izolasyonu

5 ml EDTA’'l kan Uzerine 5 ml (kendi hacmi kadar) distile soguk su eklenerek
yavasca 5 dk alt-Ust edildi. 4000 rpm’de 15 dak. santrifj edilip, santriflj sonunda
supernatant dokuldua. Cokeltinin hacmi kadar tekrar distile soguk su eklendi ve 4000
rom’de 15 dak. santriflij edildi. Stpernatant dokulerek ayni islem ¢ kez tekrarlandi.
Slpernatant atilip, pellete 3 ml Ure igeren pargalama gozeltisi eklendi (Ure Lysis
Buffer). Pellet tamamen ¢ozuldikten sonra 400 pl %20’lik SDS (sodium dodecyl
sulphate) eklendi. 100 yl 10mg/ml proteinaz K eklenip, 1 gece igin 37 °C’deki

hibridizasyon firininda bekletildi. Ertesi gun hibridizasyon firinindan alinan érneklere



2 ml 5M NaCl eklendi. Uzerlerine 14 ml kloroform konularak 4000 rpm’de 15 dak.
santrifij edildi. Santrifij sonunda olusan ug¢ ayr fazin en Ust fazi temiz bir tlpe
alinarak hacmi kadar soguk etil alkol eklendi. Etil alkolde yumak seklinde olusumu
g6zlenen DNA’lar, icinde 1ml. %70’lik etil alkol bulunan 1.5 ml’lik santrifij tiplne
alindi. Tupler 10 dk. 13000 rpm’de santrifij edilerek DNA’larin tlpln dibine
yapismasi saglandi. Uzerindeki alkol dokilerek tekrar 1ml. %70’lik etil alkol eklendi.
Bu iglem U¢ kez tekrarlandi. Yikama igleminden sonra alkol tamamen dokulerek
tUpler agzi agik olarak vakumlu kurutucuya yerlestirildi ve bir saat kurutuldu. Kuruyan
DNA’larin Uzerine miktarina gore (400 pl) dH20 eklenerek +4 derecede bir gece
¢ozunmeye birakildi. Daha sonra derin dondurucuya kaldirildi.

3.4. Real Time PCR

ROCK Il geni Ekzon 10 (rs9808232) Thr431Asn polimorfizmi icin real-time
PCR yontemi ile kullanildi. Bu bolge ile ilgili primer ve prob dizileri tablo1’de

verilmigtir.

Tablo--.. ROCK2 geni ekzon 10 SNP bolgesi ve primer prob
dizileri(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusld=6093) den alinmistir.

Bolge Reference No. PCR Primers and Hybridization Probes

Exon 10 rs9808232 Forward 5-ATgAAACTAAAATAACTACAgCAg
Reverse 5-AACTTgAATAAAACAgCACATAg
Probe1 5’-TTgTATggAATCATTTTCTCTACAAQAT-FL

Probe25’-LC640AgAgTCACTTAATAATCTACATggAgggg- PH

PCR karigimi igin 1uL genomik DNA, 5 uM primer ve prop, 1 pL LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe kit (Roche), 2.5 mM MgCI2 kullanilarak hazirlandi.
Karisim kapiller tlplere aktarilarak reaksiyona gecildi. 95°C’de 10 dakika
denaturasyon yapildi. Daha sonra 50 dongu amplifikasyon igin denattrasyon (95°C
10 s), anealing (50°C 10 s), extansiyon (72°C 15 s) yapildi. Amplifikasyonun




tamamlanmasindan sonra, sicakligin saniyede 0.2°C artirilarak 40°C’den 85°C’ye
yukseltilmesiyle erime egrileri olusturuldu. Floresan/sicaklik negatif tlrevinin sicakliga

gore cizilmesiyle de, erime egrileri, erime tepelerine donusturaldu.

Fluorescence -d{(F2/F1)/dT

Temperature (°C)

Sekil-1. ROCK2 enzimini kodlayan gen bolgeleri tGzerindeki Thr431Asn (C125592A) erime
egrisi analiz sonuglari. Erime noktasi (Tm) C igin 55 °C, A igin 61 °C bulunmustur.
I.Homozigot dog@al tip (Thr/Thr), Il. Heterozigot (Thr/Asn), Ill. Homozigot mutant (Asn/Asn)

3.5. istatistiksel analiz
Hasta-kontrol grubu icin istatistiksel analizler GraphPad Instat yazilimi

kullanilarak yarataldd. Veriler ortalamazstandart sapma olarak ifade edildi. Genotip
dagihmi ve allel sikliklari gruplar arasinda x2 ve fisherman testleri kullanilarak

karsilastirildi.



4. BULGULAR

Calismaya Gziaantep Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali
Tibbi Onkoloji Dal’'nda takip edilen 78’i metastatik olan toplamda 95 pankreas
kanseri ve 76’sI metastatik olan toplamda 101 safra kesesi ve safra yollari kanseri
tanisi olan hasta ve kontrol grubu olarak 162 tane dnceden bilinen kronik bir hastaligi
olmayan saglikli gonulliler dahil edildi. Kontrol grubundaki 162 gonullunin 76’si
kadin, 86’s1 erkekti. Pankreas kanseri tanisi olan grupta 42 kadin, 53 erkek hasta
bulunmaktadir. Safra kesesi ve safra yollari kanseri tanisi olan grupta ise 55 kadin,
46 erkek hasta bulunmaktadir.

Hasta ve kontrol gruplariyla ilgili demografik veriler tablo__ 'da 6zetlenmistir.
Safra kesesi ve safra yollari Pankreas kanseri Kontrol grubu
kanseri
Yas (yil) 60.7+ 11.4 58.1+ 11.5 49.6+ 15.7
Cinsiyet (K/E) 55/46 42/53 76/86
Sayi 101 95 162

Kontrol grubunun yas ortalamasi 49.6£15.7 yil, pankreas kanseri olan
hastalarin yas ortalamasi 58.2+11.5 yil ve son olarak safra kesesi ve safra yollari
kanserli hasta grubunu yas ortalamasi ise 60.7t11.4 yil saptandi. Kontrol grubunun

ve hasta grubunun yaglarinin dagilim yuzdeleri sekil ‘de gosterilmistir.
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Safra kesesi ve safra yollari kanseri tanisi olan toplamda 101 hastanin 2’sinin
evresi saptanamadi. Hastalarin 76’s1 ¢alismaya alindi§i dénemde metastatik iken
kalan 23’0 non-metastatik evredeydi. Ayni sekilde pankreas kanseri tanisi olan
toplamda 95 hastanin 78’i metastatik iken sadece 16’s1 non-metastatik evredeydi. Bir
hastanin ise evresi saptanamadi. Hastalarin metastaz durumuna goére dagilimi

sekil ‘de Ozetlenmigtir.

Hasta sayisi

H Metastatik Pankreas CA
B Non-metastatik Pankreas CA
1 Metastatik SKK ve SYK

B Non-metastatik SKK ve SYK




Metastaz durumu fark etmeksizin pankreas, safra kesei ve safra yollari
kanserli grupla kontrol grubu karsilastirildiginda ROCK2 geni Thr431Asn polimorfizmi
icin Thr-Thr, Thr-Asn ve Asn-Asn genotip frekanslari kontrol grubuna gore
kargilastirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05
Tablo  , Sekil ). Thr ve Asn allel frekanslari bakimdan kontrol ve metastaz
durumu fark etmeksizin tim hasta grubu arasinda anlamli bir iligki bulunmadi
(p>0.05, Tablo____ ).

Genotip n (%) Allel n (%)
N p P
Thr-Thr | Thr-Asn | Asn-Asn Thr Asn
42 83 37 167 157
Kontrol 162 (25.9) (51.2) (22.9) (51.5) | (48.5)
20 56 19 96 94
Pankreas CA 95 (211) (589) (200) >0.05 (50.5) (49.5) >0.05
31 42 28 104 98
SKK + SYK 101 | (30.7) (41.6) (27.7) (51.5) | (48.5)
Tablo___. Metastaz durumu fark etmeksizin tUm hasta grubu ile kontrol grubunda ROCK2

geni ekzon Thr431Asn polimorfizmi genotip dagilimi ve allel siklklar
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Sekil____: Metastaz durumu fark etmeksizin tim hasta grubu ile kontrol grubunda ROCK2
geni ekzon Thr431Asn polimorfizmi genotip dagilimi ve allel sikhklar

ROCK2 geni Thr431Asn polimorfizmi igin Thr-Thr, Thr-Asn ve Asn-Asn genotip
frekanslari pankreas kanseri ve kontrol grubu karsilastirildiginda; hem metastakik
grupla kontrol grubu arasinda hemde non-metastatik grupla kontrol grubu arasinda
anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05 Tablo____, Sekil__). Thr ve Asn allel frekanslari

bakimdan da hem metastatik grubun hem de non-metastaik grubun kontrol grubu ile

arasinda anlaml bir iliski bulunmadi (p>0.05, Tablo )-
Genotip n (%) Allel n (%)
N p P
Thr-Thr | Thr-Asn | Asn-Asn Thr Asn
42 83 37 167 157
Kontrol 162 (25.9) (51.2) (22.9) (51.5) | (48.5)
2 12 2 16 16
Non-metastatik 16 (12.5) (75.0) (12.5) >0.05 (50.0) | (50.0) | 50.05
Pankreas CA
18 43 17 79 77
Metastatik 78 (23.1) (55.1) (21.8) (50.6) | (49.4)
Pankreas CA

Tablo___.Metastatik ve non- metastatik pankreas CA hastalari ile kontrol grubunun ROCK 2 geni
Thr431Asn polimorfizmi genotip dagilimi

H Kontrol

B Non-metastatik Pankreas CA

Metastatik Pankreas CA

Thr-Thr Thr-Asn  Asn-Asn Thr Asn




Sekil___.Metastatik ve non- metastatik pankreas ca hastalari ile kontrol grubunun ROCK 2 geni
Thr431Asn polimorfizmi genotip dagihmi

ROCK2 geni Thr431Asn polimorfizmi igin Thr-Thr, Thr-Asn ve Asn-Asn genotip
frekanslari safra kesesi ve safra yollari kanseri ve kontrol grubu karsilastirildiginda;
hem metastatik grupla kontrol grubu arasinda hemde non-metastatik grupla kontrol
grubu arasinda anlamh bir fark saptanmadi (p>0.05 Tablo____, Sekil___). Thr ve Asn

allel frekanslari bakimdan da hem metastatik grubun hem de non-metastaik grubun

kontrol grubu ile arasinda anlamli bir iliski bulunmadi (p>0.05, Tablo )-
Genotip n (%) Allel n (%)
N p P
Thr-Thr | Thr-Asn | Asn-Asn Thr Asn
42 83 37 167 157
Kontrol 162 | (25.9) | (51.2) | (22.9) (51.5) | (48.5)
Non-metastatik 23 8 8 7 24 22
SKK + SYK (348) (348) (307) >0.05 (522) (47.8) >0.05
Metastatik 76 22 33 21 77 75
SKK + SYK (29.0) (43.4) (27.6) (50.7) | (49.3)

Tablo___.Metastatik ve non- metastatik SKK +SYK hastalari ile kontrol grubunun ROCK 2 geni
Thr431Asn polimorfizmi genotip dagihmi
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Sekil___.Metastatik ve non- metastatik SKK +SYK hastalari ile kontrol grubunun ROCK 2 geni
Thrd31Asn polimorfizmi genotip dagilimi

5.TARTISMA

Safra kesesi kanserleri, son derece hizli yayllan ve olduk¢a dusuk surviye
sahip gastrointestinal sistemin besinci en sik rastlanan malign tumédrleridir.
Kolesistektomi piyeslerinde tesadifen rastlanmasi disinda klinik belirti verdiginde
genellikle ilerlemis evrelerde ortaya cikmaktadir. Yuksek lenfatik yayilim ve
implantasyon yetenegine de sahip olan safra kesesi kanserlerinin, halen uygun
cerrahi tedavi disinda uzun yasam veya sifa saglayici bir tedavisi yoktur (1).

Safra yollarinin kanserleri, tedavisi zorluk ve 6zellik arzeden ve nadir goértlen
malign tUmorlerdir. Daha ¢ok hepatik duktuslarin bileskesine yakin yerde veya peri-
ampuller bolgede gorulurler. Olgularin ¢gogu muracaat ettiginde rezeke edilemez
durumdadir ve 1 yil iginde hastalarin 6limune neden olur. Safra yolu kanserleri, tim
kanserlerin %2’sini olusturur ve toplumdaki insidansi yilda 100.000’de 1-2 kadardir.
Erkeklerde kadinlarin yaklasik iki kati daha sik rastlanmaktadir. Hastalarin ¢gogu 65
yasin Uzerinde olup, 40 yasindan 6nce nadirdir (24).

Tedavi edilmemis pankreas kanseri olgularinda sagkalim sonuglari kétudur ve
tim evreleri ele alindiginda ortalama 1 yilik sagkalim orani % 19 iken, 5 yillk
sagkalim orani %4’tir (33). Pankreas kanserlerinin gogunlugu (%80) tani aninda
metastatiktir. Cerrahi sinirlari tumorsiz olan ve lenf nodu tutulumu olmayan olgularda
en iyi kir sansi taniyan yaklasim, cerrahi rezeksiyondur ve 5 yillik sagkalim orani
uzmanlagsmis bir merkezde %40’a ¢ikabilmektedir (46). Cogu olguda hastalik lokal
ileri veya metastatik oldugu igin ancak %10-15 olgu rezeksiyona uygundur ve cerrahi
ile ortalama sagkalim 13-18 aydir (32).



Tum kanser tiplerinde oldugu gibi ¢calismamizin konusu olan pankreas, safra
kesesi ve safra yollari kanserlerinde de yasam suresini belirleyen en énemli faktor
metastaz gelisimidir. Metastaz gelisim riskinin dnceden belirlenmesine iliskin tani
ve/veya tarama yontemleri hastaligin tedavisinde 6nemli basarilar elde edilmesine
zemin olusturacaktir. ilgili mekanizmalarin aydinlatiimasi ile potansiyel tedavi
hedefleri belirlenebilecek ve bu sayede daha az toksik etki ve daha spesifik
hedeflerin  yok edilmesi sonucunda hastaligin tamamen eradikasyonu
saglanabilecektir.

Kimura ve arkadaslari calismalarinda; Rho/Rho-Kinaz yolaginin hucre
adezyonu, migrasyonu, sekil degisimleri ve sitokinezde etkili oldugunu gostermiglerdir
(119). Ying ve arkadaslari galigmalarinda meme kanserinde Rho-Kinaz inhibitorleri ile
hicre adezyon, migrasyon ve invazyon yeteneklerinin baskilanarak, kanser
hicresinin metastaz yapma yeteneginin azaltildigini saptamiglardir (120). Ayrica
Kamai ve arkadaslarida Rho proteinlerinin ve Rho-Kinaz yolunun Germ hucreli
testikuler timorde etkili oldugunu saptamislardir (121).

Fritz ve arkadaslar ise; meme tumor dokusunda Rho protein duzeylerinin
arttigini belirtmislerdir (122). Yine Fritz ve arkadaslarinin yapmis oldugu diger bir
calismada ise artan meme tumoér gradi ile RhoA protein dizeyleri arasinda
korelasyon saptanmistir (123).

Kleer ve arkadaslari ise; meme kanserinde RhoC ekspresyonu ile metastaz
arasinda anlamh bir iliski saptamislar ve buna istinaden RhoC’nin invaziv meme
kanserinde metastazin énceden tahmininde bir tani araci olarak kullanilabilecegini
savunmuslardir (124,125).

Lin ve arkadaslar ise c¢aligmalarinda; meme kanseri migrasyon ve
metastazinda Rho/Rho-Kinaz yolaginin aktif rol oynadigini gostermiglerdir (126).
Yapilan hucre kultiri ve hayvan deneylerinde, c¢esitli Rho-Kinaz inhibitdrlerinin
kullanimi ile kanser hucrelerinde migrasyon ve metastaz ozelliklerinin baskilandigi
gosterilmigtir (127,128,129).

Rho-kinaz gen polimorfizmi ile ilgili bugune kadar yapilmis arastirmalar
hipertansiyonla iligkilidir. Kanserli hastalarda Rho-kinaz gen polimorfizminin
incelendigi ilk calisma 2008 yilinda Camci ve arkadaslarinin meme kanserli
hastalarda yapmis oldugu calismadir. Bu calismada Camci ve arkadaslari meme
kanserinde ROCK-1 ve ROCK-2 gen polimorfizmlerinin rolinu arastirmislardir.

Arastirmanin sonucunda ROCK-1 geninde kontrol grubu ile hasta gruplari arasinda



anlaml bir fark saptanmazken, ROCK-2 geni Thr431Asn (bizim ¢alismamizinda ana
konusudur) polimorfizmi igin Thr-Thr, Thr-Asn ve Asn-Asn genotip frekanslari kontrol
grubu ile nonmetastatik grup arasinda fark saptanmazken (p>0.05), kontrol grubu ile
metastatik grup arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0.05). Yine ayni ¢alismada Thr
ve Asn allel frekanslari bakimindan kontrol ve non-metastatik grup arasinda anlamli
bir iliski bulunmazken (p>0.05), metastaik grupta kontrol grubuna goére Thr allel
freakansi anlamli yiksek saptanmisgtir (p<0.05) (130).

Bu calisma tim kanser tiplerinde ROCK-2 gen polimorfizmlerinin rolina
arastiran literatirdeki ikinci ¢calisma olmakla beraber pankreas, safra kesesi ve safra
yollari kanserlerindeki ROCK-2 gen polimorfizmini arastiran ilk calismadir.

Arastirmamizin sonucunda ROCK-2 geni Thr431Asn polimorfizmi i¢in Thr-
Thr, Thr-Asn ve Asn-Asn genotip frekanslari kontrol grubu ile metastaz durumu fark
etmeksizin tum pankreas kanserli hasta grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(p>0.05). Yine kontrol grubu ile metastatik ve non-metastatik tim pankreas kanserli
hastalarin Thr ve Asn allel frekanslari yoninden anlaml bir fark saptanmamistir
(p>0.05).

Benzer sekilde ROCK-2 geni Thr431Asn polimorfizmi i¢in Thr-Thr, Thr-Asn ve
Asn-Asn genotip frekanslari kontrol grubu ile metastaz durumu fark etmeksizin tim
safra kesesi ve safra yollari kanserli hasta grup arasinda fark saptanmadi (p>0.005).
Kontrol grubu ile metastatik ve non-metastatik tum safra kesesi ve safra yollari
kanserli hastalarin Thr ve Asn allel frekanslari yoninden anlamh bir fark
saptanmamistir (p>0.005).

Calismanin devaminda hastalari metastatik ve non-metastatik diye gruplara
ayirdik. ROCK-2 geni Thrd31Asn polimorfizmi igin Thr-Thr, Thr-Asn ve Asn-Asn
genotip frekanslari kontrol grubu ile non-metastatik safra kesesi ve safra yollari
kanserli hasta grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Benzer sekilde
kontrol grubu ile non-metastatik tum pankreas kanserli hastalarin Thr ve Asn allel
frekanslari yonunden anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Calismanin diger ayadi olan metastatik pankreas kanserli hastalarin ROCK-2
geni Thr431Asn polimorfizmi igin Thr-Thr, Thr-Asn ve Asn-Asn genotip frekanslari ile
kontrol grubu arasinda fark saptanmadi (p>0.05). Benzer sekilde kontrol grubu ile
non-metastatik tum pankreas kanserli hastalarin Thr ve Asn allel frekanslar
yonunden anlaml bir fark saptanmamigtir (p>0.05). Bu bulgular i1siginda Rho-kinaz

ailesinden olan ROCK-2 geninde Thr431Asn polimorfizminin, pankreas, safra kesesi



ve safra yollari kanserlerinde metastaz gelisiminin dnceden tahmininde bir belirleyici

olarak kullanilabilmesi mimkun gorunmemektedir. Ancak bu konuda yeni ¢alismalara

ihtiyac vardir.

6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada asagidaki sonugclara variimigtir:

1.

Pankreas, safra kesesi ve safra yollari kanserlerinde metastaz gelisim riskinin
onceden belirlenmesine iligkin tani ve/veya tarama yontemleri hastaligin
tedavisinde 6nemli basarilar elde edilmesine zemin olusturacaktir.

. ROCK-2 geni Thr431Asn polimorfizmi bakimindan Thr-Thr, Thr-Asn, Asn-Asn

genotip frekanslari kontrol grubu ile metastaz durumu fark etmeksizin tim
pankreas kanserli hasta grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.005).

ROCK-2 gen geni Thr431Asn polimorfizmi bakimindan Thr-Thr, Thr-Asn, Asn-Asn
genotip frekanslari kontrol grubu ile non-metastatik pankreas kanserli hasta grubu
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

. ROCK-2 geni Thr431Asn polimorfizmi bakimindan Thr-Thr, Thr-Asn, Asn-Asn

genotip frekanslari bakimindan kontrol grubu ile metastatik pankreas kanserli
hasta grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

ROCK-2 geni Thr431Asn polimorfizmi bakimindan Thr-Thr, Thr-Asn, Asn-Asn
genotip frekanslari kontrol grubu ile metastaz durumu fark etmeksizin tim safra
kesesi ve safra yollari kanserli hasta grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(p>0.05).

ROCK-2 geni Thr431Asn polimorfizmi bakimindan Thr-Thr, Thr-Asn, Asn-Asn
genotip frekanslari kontrol grubu ile non-metastatik safra kesesi ve safra yollari
kanserlerinde hasta grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).



7. ROCK-2 geni Thr431Asn polimorfizmi bakimindan Thr-Thr, Thr-Asn, Asn-Asn
genotip frekanslari bakimindan kontrol grubu ile metastatik safra kesesi ve safra
yollari kanserlerinde hasta grubu arasinda anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05).

8. ROCK-2 geni Thr ve Asn allel frekanslari bakimindan kontrol ve metastaz durumu
fark etmeksizin tUm pankreas kanserli hastalar arasinda anlamli bir iligki
saptanmamistir (p>0.005).

9. ROCK-2 geni Thr ve Asn allel frekanslari bakimindan kontrol ve non-metastatik
pankreas kanserli hastalar arasinda anlamli bir iligki saptanmamistir (p>0.05).

10.ROCK-2 geni Thr ve Asn allel frekanslari bakimindan kontrol ve metastatik
pankreas kanserli hastalar arasinda anlamli bir iligki saptanmamistir (p>0.05).

11.ROCK-2 geni Thr ve Asn allel frekanslari bakimindan kontrol ve metastaz durumu
fark etmeksizin tim safra kesesi ve safra yollari kanserli hastalar arasinda anlamli
bir iliski saptanmamistir (p>0.05).

12.ROCK-2 geni Thr ve Asn allel frekanslari bakimindan kontrol ve non-metastatik
safra kesesi ve safra yollari kanserli hastalar arasinda anlamli bir iligki
saptanmamigtir (p>0.05).

13.ROCK-2 geni Thr ve Asn allel frekanslari bakimindan kontrol ve metastatik safra
kesesi ve safra yollari kanserli hastalar arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir
(p>0.05).

14.Bu bilgiler 1g1iginda Rho-kinaz ailesinden olan ROCK-2 geninde Thr431Asn
polimorfizminin, pankreas, safra kesesi ve safra yollari kanserlerinde metastaz
gelisiminin énceden tahmininde bir belirleyici olarak kullanilabilmesi mimkdn

goérunmemektedir.
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