Ozgiin Aragtirma/Original Article

Tiirk Patoloji Dergisi/Turkish Journal of Pathology

Pankreasin Duktal Adenokarsinomlarinda PAK-1
Ekspresyonu: Bir Doku Mikroarray Calismasi

PAK-1 Expression in Pancreatic Ductal Adenocarcinoma:
A Tissue Microarray Study

ipek COBAN’, Olca BASTURK?, Edi LEVi?, Murat ALPER*, N. Volkan ADSAY"
'Emory Universitesi, Patoloji Boliimi, ATLANTA, 2New York Universitesi, Patoloji Béltiimii, NEW YORK, 3 Wayne State Universitesi, Patoloji Béliimii, DETROIT, ABD;
4S.B. Diskapi Yildirnm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi, Patoloji B6liimii, ANKARA, TURKIYE

Department of Pathology, 'Emory University, ATLANTA, °New York University, NEW YORK, *Wayne State University, DETROIT, USA;
“M.H. Diskapi Yildinm Beyazit Education and Resarch Hospital, ANKARA, TURKEY

(074

Amag: p2l ile aktive olan serin/treonin protein kinaz ailesinin
bir iyesi olan PAK-1 molekiilii hiicre motilitesinin ve invazyon
yeteneginin diizenlenmesindeki onemli faktorlerdendir. Bildigimiz
kadariyla, literatiirde pankreasin duktal adenokarsinomlarindaki
(PDA) roli hakkinda yapilmis bir ¢aligma yoktur.

Gereg ve Yontem: PAK-1 ekspresyonu, 98 PDA olgusu igeren bir doku
mikroarray setinde test edildi. Ekspresyonun derecesine (boyanma
orammn ve siddetini degerlendiren bir skorlama sistemi ile belirlendi)
gore olgular 4 gruba ayrildi: 0 - Boyanmayan, 1 - minimal boyanan,
2 - orta dereceli boyanan, 3 - gii¢lii boyanan. Gruplarin PDAnin
klinikopatolojik ozellikleriyle, bilinen prognostik parametreleriyle,
sagkalim siiresiyle, K-ras mutasyonunun varligi (PCR) ve DPC4,
P53, p21, p27 ve Her2/neu ekspresyonlarinin derecesi ile iliskisine
bakild1.

Bulgular: Duktus ve asiniisler PAK-1 ile minimal boyanirken,
endokrin adaciklarinda boyanma goriilmedi. PDATlarda sirasiyla 35,
42 ve 21 olguda giiglii, orta dereceli ve minimal boyanma izlendi.
PAK-1 ekspresyonu ile tiimor derecesi arasinda anlamli bir ters
korelasyon vard: (p=0,04, rho=-0,201). Giigli PAK-1 boyanmasi
gosteren olgularin yasam siirelerinin (medyan 24 ay) orta dereceli ve
minimal boyanan olgularinkine (medyan 7 ay) gére daha iyi oldugu
goriuldi (Ki-Kare=41,07, p=0,001). Cox Proportional-Hazards
regresyon analizi de PAK-1 ekspresyonunun sagkalim siiresini diger
degiskenlerden bagimsiz olarak olumlu yonde etkiledigini gosterdi
(p=0,0001). PAK-1 boyanmas: ile DPC4 boyanmas: arasinda da
anlamli bir korelasyon vardi (p=0,035). K-ras, p53, p21, p27 ya da
Her2/neu ekspresyonu ile anlamli bir korelasyon saptanmadi.

Sonug: PAK-1 ekspresyonu, meme ve kolorektal kanserlerinin aksine,
PDAlar igin iyi prognostik faktor olarak goriinmektedir. PAK-1
ekspresyonu ve DPC4 ekspresyonu arasindaki korelasyon ise PAK-
I'in pankreasta TGF- sinyal yolu ile iliskili olabilecegini ve bu ylizden
PDA gelisiminde meme ve kolorektal kanserlerdekinden farkli bir rol
oynayabilecegini diistindiirmektedir. PAK-1’in PDAlardaki roliiniin
ortaya konabilmesi i¢in ek ¢aligmalar gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: PAK-1, Pankreas, Duktal adenokarsinom

ABSTRACT

Objective: PAK-1,amember of p21-activated serine/threonine protein
kinases family, plays an important role in regulating cell motility
and invasiveness. To our knowledge, it has not been investigated in
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA) yet.

Material and Method: Expression level of PAK-1 was tested in a set
of tissue microarray containing 98 cases of PDA. Based on the degree
of expression level (calculated by an established scoring system
incorporating the extent and the intensity of labeling), cases were
assigned to one of 4 categories: 0-none, 1-minimal, 2-moderate, and
3-significant. Expression levels were correlated with clinicopathologic
features, prognostic parameters, survival, the archival data on K-ras
mutation (PCR) and DPC4, p53, p21, p27 and Her2/neu.

Results: PAK-1 had a weak expression in ducts and acini while the
islets were not stained. In PDAs, 35, 42, and 21 cases had significant,
moderate and minimal expression, respectively. The expression had
a strong inverse correlation with tumor grade (p=0.04). Cases with
significant PAK-1 expression had a much better overall survival
(median 24 months) compared to those with moderate and minimal
expression (median 7 months) (Chi-square=41.07, p=0.001). Cox
Proportional-Hazards Regression Analysis showed that PAK-
1 expression was independently correlated with better survival
(p=0.0001). PAK-1 expression also had a strong correlation with
DPC4 expression (p=0.035). No significant association with K-ras,
P53, p21, p27 or Her2/neu was found.

Conclusion: In contrast to breast and colorectal cancers, PAK-1
expression seems to be a good prognostic factor in PDA. Correlation
of PAK-1 and DPC4 expression, suggests that PAK-1 expression may
be associated with TGF-p signaling and has a different role in PDA
compared to breast and colorectal cancers. Further studies are needed
to explore the role of PAK-1 in PDA.
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GIRIS

Pankreasin duktal adenokarsinomu (PDA) tiim diinyada
kansere bagli 6limler siralamasinda sekizinci sirada yer
alir (1). Ameliyat edilebilirlik (dolayisiyla evre), cerrahi
sinirlarin  durumu  ve tiimor derecesi bu potansiyeli
belirleyen temel prognostik faktorler olmakla birlikte,
ayn1 evre ve derecedeki tiimorlerde bile farkli davranis
modellerinin bulunabilmesi, iliskili baska faktorlerin de
oldugunu diisiindiirmekte ve yeni belirleyicilere gereksinim
duyulmaktadir (2).

Bu arayis icerisinde son zamanlarda giindeme gelen PAK-
1, serin/treonin kinaz yapisindaki PAK (p21 ile aktive
olan kinaz) ailesinin ilk tanimlanan tiyesidir (3). NADPH
oksidazi aktive ederek (4) ve glikolizi baskilayip pentoz
fosfat yolunun aktive olmasini saglayarak (5,6) hiicre
i¢i serbest radikal olusumunu arttirdigi, Bcl-2 ve Bcl-X
inhibisyonu (7) ve NFkB aktivasyonu (8) ile apopitozu
inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica hem E-cadherini
baskilayarak (9,10) hem de aktin depolimerizasyonu ve
mikrotiibiil stabilizasyonu ile (1,3,11) hiicrenin motilite
ve invaziv 6zellik kazanmasina yardim eder (12). Mitozun
regiilasyonu (1), hiicrenin uyarandan bagimsiz otonom
biiyiime 6zelligi kazanmasina yardim etmesi gibi etkileri de
rapor edilmistir (3, 13-15).

PAK-1 aktivasyonu veya asir1 ekspresyonu basta meme
(1,16) olmak iizere, beyin (3), kolon (17), mesane (3),
over (18) timorlerinde ve T-hiicreli lenfomalar (19) gibi
bircok malignitede tanimlanmigtir. Ancak bildigimiz
kadariyla literatiirde PAK-1 ve pankreas tiimorleri tizerinde
yayinlanmig bir caligma yoktur. Calismamizin amaci,
immiinohistokimyasal boyama yontemi ile bu molekiiler
belirleyiciyi kendi serimizde degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM
Olgular

Galigmamizda, Wayne State Universitesi ve Karmanos
Kanser Enstitiisiinde 1985-2003 yillar1 arasinda tani almis
toplam 98 PDA yer almaktadir. Her olgudan alinan dokularla
olusturulan doku mikroarraylerinde immiinhistokimyasal
olarak PAK-1 boyanma orani ve siddeti degerlendirilmistir.
Demografik bilgiler hastalarin patoloji raporlarindan,
hastane dosyalarindan ya da klinisyenleri arayarak elde
edilmistir.

Derecelendirme

Olgular Adsay ve ark., tarafindan one siiriilen derecelendir-
me sistemine gore derecelendirilmistir (20). Bu sistemi ki-
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saca 0zetlemek gerekirse: Sinirlar1 kolaylikla segilebilen iyi
gelismis tiibiiler yapilar derece 1; sinirlari net segilemeyen,
yer yer birbiri ile birlesen ya da kribriform yapilar derece 2;
tek tek hiicreler, kordonlar ya da solid tabakalar da derece 3
olarak simiflanmustir.

Immiinhistokimyasal Yontem

Formalinde tespit edilmis ve parafine gomiilmiis dokulardan
olgunun tiimor derecesini temsil eden bir blok segildi. Her
bloktan 3 adet 0,6 mm’lik invaziv timér 6rnegi otomatik
doku mikroarray cihazi (Beecher Instruments Microarray
Technology, Woodland, MD) ile ayr1 bloklara yerlestirildi.
Bu bloklardan 4 pm kalinhginda kesitler poly-L-lizinile
kapl lamlar iizerine alindi. Kesitler ksilen ve etanol ile
deparafinize ve rehidrate edildi. Daha sonra deiyonize su
ile yikand1 ve non-spesifik zemin boyanmasini énlemek
amaciyla Tris buffered saline (TBS) igerisinde %5 oraninda
dilue edilmis at serumu ile oda sicakliginda 10 dk. protein
blokaji yapildi ve primer antikor uygulamasina gegildi.
Kesitler insan PAK-1 proteinine yonelik poliklonal fare
antikoru PAK-1 (1:50 dilusyonda; Cell signaling, Beverly,
MA, USA) ile oda 1s1sinda bir gece inkiibe edilip, TBS ile
2 kez 5er dakika yikandi. Daha sonra preperatlar tekrar
dilue antikor ile 30 dakika inkiibe edildi ve TBS ile 3 kez
5er dakika yikandi. Sekonder antikor islemi i¢in sirasiyla
streptavidin-biotin (Lab Vision, Biotinylated Goat Anti-
Mouse, Lot: MBN11206A, CA, USA) ve streptavidin-
peroksidaz (Lab Vision Streptavidin Peroxidase, Lot:
SHR11210) soliisyonlarinda 15er dakika inkiibe edildi.
Ardindan kromojen olarak diamino benzidin (Lab Vision,
Lot: AHD21119, CA, USA) soliisyonunda 15 dakika
bekletilip distile su ile yikand1. Asitsiz ve alkolsiiz Mayer
hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra deiyonize
su ile yikanarak %95 ve %100liik alkollerden ve sonra
ksilenden gegirildi ve kurutularak kapatildi.

Immiinreaktivitenin Degerlendirilmesi

Timor hiicrelerindeki sitoplazmik boyanma orani ve
siddeti degerlendirildi. Boyanma oram semikantitatif
olarak su sekilde derecelendirildi: 0 = tiimor hiicrelerinin
%1'den azinda boyanma; 1+ = tiimor hiicrelerinin %1-
10’'unda boyanma; 2+ = tiimdr hiicrelerinin %11-50’sinde
boyanma; 3+ = tiimor hiicrelerinin %51-80"inde boyanma;
4+ = timor hiicrelerinin %80’inden fazlasinda boyanma.
Boyanma giddeti de su sekilde derecelendirildi: 0 =
boyanma yok; 1 = soluk; 2 = orta dereceli; 3 = yogun. Daha
sonra “(1+boyanma siddeti/3) x boyanma oran:” formiilii ile
toplam skor hesaplandi ve bu skora gore olgular 4 gruba
ayrildi: 0 = boyanmayan, 1 = minimal boyanan (Sekil 1A,B),
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s1 (A, x400; B, x200).

2 = orta dereceli boyanan (Sekil 2), 3 = giiglii boyanan (Sekil
3).

K-ras, DPC4, p53, p21, p27 ve Her2/neu

Daha 6nceki ¢alismalara dahil edilmis sinirh sayida olgunun
K-ras mutasyonu (PCR ile degerlendirme) ve DPC4, p53,
p21, p27 ve Her2/neu (immiinhistokimyasal boyama ile
degerlendirme) sonuglar1 patoloji raporlarindan ya da Dr.
Adsay’in kisisel arsivinden taranarak kaydedildi.

Sonuglarin Istatistiksel Degerlendirmesi

PAK-1 immiinohistokimyasal boyamasi ile PDAnin bilinen
prognostik parametreleri (tiimor bityiikligi, timor derecesi,
cerrahi smirlar ve lenf nodu metastazi) ve sagkalim siiresi
arasinda herhangi bir iliski olup olmadigina ve de PAK-1
boyanmasi ile literatiirde PDA patogenezinde rol oynadig1
bildirilen K-ras mutasyonu ve DPC4, p53, p21, p27 ve Her2/
neu ekspresyonu (22) arasinda herhangi bir korelasyon olup
olmadigina bakildi.
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Sekil 2: Skor 2 PAK-1 imﬁn boyanmasi (x200).
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Sekil 3: Skor 3 PAK-1 immiin boyanmast (x200).

istatistiksel

kisisel

Sonuglarin degerlendirilmesinde
bilgisayarda ¢aligan SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) programinin  16.00 versiyonu kullanild.
Korelasyonun aragtirilmasinda Spearman’in Korelasyon
Testi uygulandi. Sagkalimin degerlendirilmesinde Kaplan-
Meier sagkalim egrileri kullanildi. PAK-1 ile minimal
ve orta dereceli boyanan olgularla, gii¢li boyanan
olgularin sagkalimi Log Rank Testi ile kargilastirildi.
Cox Proportional-Hazards regresyon analizi ile PAK-1
ekspresyonu, PDAnin 6nemli klinikopatolojik 6zellikleri
(cinsiyet, yas) ve bilinen 6nemli prognostik parametreleri
(timor buyukligi, timor derecesi, cerrahi sinir ve lenf
nodu metastazi) ¢oklu analizi yapildi. p degeri <0,05

oldugunda istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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BULGULAR
Olgular

Calismamiza dahil olan 64’0 kadin (%65,3), 34’4 erkek
(%34,6) 98 olgunun yaslar1 36 ila 86 yil (Ortalama: 63,8),
izlem siireleri ise 0 ila 120 ay (ortalama: 15,44 ay) arasinda
degisiyordu. 85 olgu (%86,7), 0-25 ay (ortalama: 10,2) icinde
timorleri nedeniyle 6ldii. On iig olgu (%13,2) ise ¢aligma
tamanlandig1 sirada halen yasiyordu.

Tiimorler

Yetmis bir tiimor pankreasin bag bolgesinde, 21 tiimor
ise kuyruk bolgesinde lokalizeydi. Alt1 olguda timor
lokalizasyonu bilgisine ulasilamadi. Tiimoér biyiikligi
0,8 cm - 9 cm arasinda degisiyordu (Ortalama 3,4 cm).
Cerrahi sinir bilgisine ulagilan 56 olgudan 34’tinde cerrahi
sinir tutulumu olmadig: goriildii. 14 olguda cerrahi sinirda
invaziv lezyon, 2 olguda ise cerrahi sinirda in situ lezyon
saptandi. Otuz yedi timor derece 1 (%37,7), 36 timor
derece 2 (%36,7), 25 timor de derece 3 (%25,5) olarak
siniflandirildi. Olgu bagina diseke edilen lenf nodu sayisi
1 ila 26 arasinda degisiyordu (ortalama 9,6). Lenf nodu
metastazi bilgisine ulagilan 94 olgudan 71’inde (%75,5)
lenf nodu metastazi saptand1. Yirmi {i¢ olguda lenf nodu
metastazi yoktu.

Normal Pankreasda PAK-1

Normal pankreas dokusunda, asinus ve duktuslarda
minimal PAK-1 boyanmasi izlenirken, Langerhans hiicre
adaciklarinda herhangi bir boyanma goriilmedi.

Duktal Adenokarsinomda PAK-1

Doksan sekiz tiimorin 21’inde (%21,4) minimal (Skor 1,
Sekil 1), 42’sinde (%42,8) orta dereceli (Skor 2, Sekil 2) ve
35’inde (%35,7) gliglii (Skor 3, Sekil 3) PAK-1 boyanmasi
izlendi.

Istatistiksel Degerlendirme
Derece:

PAK-1 boyanmasi ile timor derecesi arasinda anlamli bir
ters korelasyon oldugu (p=0,04, rho = -0,201) ve PAK-
1 boyanma skorunun tiimor derecesi arttik¢a azaldigi
goriildi. Otuz yedi adet derece 1 tiimorden 16’sinda (%43,2)
ve 36 adet derece 2 tiimorden 14’tinde (%38,8) giiglii (skor
3) PAK-1 boyanmasi izlenirken; 25 adet derece 3 tiimérden
yalnizca 5’inde (%20) giiglii (skor 3) PAK-1 boyanmasi
saptandu.

Lenf Nodu Tutulumu:

PAK-1 boyanmasi ile lenf nodu tutulumu arasinda anlaml
bir korelasyon saptanmadi (p=0,6345).

10
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Sagkalim Siiresi (Grafik I, Tablo I):

Caligmaya dahil edilen olgularin ortalama sagkalim stiresi
beklendigi iizere ¢ok kisa (medyan: 15,44 ay) olmakla
birlikte Kaplan-Meier sagkalim egrileri giiglii (skor 3) PAK-1
boyanmastizlenen olgularin sagkalim siiresinin (median: 24
ay), orta dereceli ve minimal (skor 2 ve 1) PAK-1 boyanmasi
gosteren olgularinkinden (medyan: 7 ay) anlamli derecede
daha iyi oldugunu gosterdi (Ki-Kare=41,07; p=0,001).

K-ras, DPC4, p53, p21, p27 ve Her2/neu (Tablo II):

Arsiv taramasi 98 olgumuzun 29’una daha dnceki ¢aligmalar
igin PCR yapildigini ve bunlarin 26’sinda (%89,6) K-
ras mutasyonu saptandigini gosterdi. Yirmi alt1 olgunun
6’sinda minimal (skor 1), 9’'unda orta dereceli (skor 2) ve
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Grafik I: PAK-1 ile minimal ve orta dereceli (skor 1 ve 2) boyanan
olgularla, giiglii (skor 3) boyanan olgularin sagkalimlarini gosteren
Kaplan-Meier egrileri.

Tablo I: Long Rank Testi Sonuglar:

Long Rank Testi
Skor 1&2 PAK-1 Skor 3 PAK-1
Ekspresyonu Ekspresyonu
Medyan Sagkalim: | Medyan Sagkalim:
7 ay 24 ay
6. ay 7.ay 21. ay 24. ay
Sagkalim 0,508 | 0413 | 0508 | 0373
Oram
Standart Hata 0,0630 0,062 0,089 0,087
Ki-Kare 41,07
Onem p=0,001
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9’unda giigli (skor 3) PAK-1 boyanmasi izlendi. PAK-1
ekspresyonu ile K-ras ekspresyonu arasinda anlamli bir
korelasyon saptanmadi.

Yine daha Onceki ¢aligmalar i¢cin DPC4 immiinhisto-
kimyasal boyamas1 yapilan 26 tiimorden 16’sinda (%61,5)
DPC4 boyanmasi yoktu (skor 0). Dokuz tiimérde minimal
(skor 1) ve yalniz 1 tiimorde orta dereceli (skor 2) DPC4
boyanmas: vardi. Bu 26 tiimoériin 6’sinda minimal (skor
1), 8’inde orta dereceli (skor 2) ve 12’sinde de giiglii (skor
3) PAK-1 boyanmasi goriildii. PAK-1 ekspresyonu ile
DPC4 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptand: (p=0,035).

p53 ve p21 immiinhistokimyasal boyamalar1 yapilan 29
timorden 10’unda p53 boyanmast yoktu (skor 0). Dort
timorde minimal (skor 1), 5 tiimorde orta dereceli ve 10
timorde de giiclii (skor 3) p53 boyanmasi vardi. 10 timor
p21 ile boyanmazken (skor 0), 9 tiimdrde minimal (skor 1),
8 tiimorde orta dereceli (skor 2) ve 2 tiimorde de giiclii (skor
3) p21 boyanmast vardi. Bu 29 tiimériin 7’sinde minimal
(skor 1), 10’nunda orta dereceli (skor 2) ve 12’sinde de giigli
(skor 3) PAK-1 boyanmasi izlendi.

p27 immiinhistokimyasal boyamasi yapilan 19 tiimérden
6’sinda p27 boyanmasi yoktu (skor 0). Bir timorde minimal
(skor 1), 4 timorde orta dereceli (skor 2) ve 8 timorde

Tablo II: PAK-1 ve diger mutasyon/molekiiller arasindaki
iligki

Spearman’in Onem
Korelasyon Testi

K-ras -0,094 p=0,6188
DPC4 0,420 p=0,035
p53 -0,340 p=0,0724
p21 0,009 p=0,9627
p27 0,289 p=0,2207
Her2/neu -0,042 p=0,8324

Tablo III: Cox Proportional-Hazard regresyon analizi
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de siddetli (skor 3) p27 boyanmasi vardi. Bu 19 timdriin
4inde minimal (skor 1), 9unda orta dereceli (skor 2) ve
6’sinda da giiglii (skor 3) PAK-1 boyanmas: dikkati cekti.

Her2/neu immiinhistokimyasal boyamasi yapilan 26
timorden 3’ Her2/neu ile boyanmazken (skor 0), 9
tiimorde minimal (skor 1), 9 timorde orta dereceli (skor
2) ve 5 timoérde de giiglii (skor 3) Her2/neu boyanmasi
vardi. Bu 26 timoriin 7’sinde minimal (skor 1), 9unda
orta dereceli (skor 2) ve 10’'unda da giiglii (skor 3) PAK-1
boyanmas! izlendi.

PAK-1 ekspresyonu ile p53, p21, p27 ya da Her2/neu
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi.
PAK-1 ve adi gecen diger mutasyon/molekiillerin
karsilagtirlmasinin  istatistiksel ~sonuclar1 Tablo Ide
ozetlendi.

Coklu Analiz (Tablo I11):

Cox Proportional-Hazards regresyon analizi ile PAK-1
ekspresyonu, PDAnin klinikopatolojik 6zellikleri (cinsiyet,
yas) ve bilinen prognostik parametreleri (tiimor biytkligi,
timor derecesi, cerrahi sinir ve lenf nodu metastazi)
¢oklu analizi yapildi. PAK-1 ekspresyonunun sagkalim
stiresini diger degiskenlerden bagimsiz olarak olumlu
yonde etkiledigi goriildii (p=0,0001). Ayni analiz timor
buyiikliginiin de sagkalim stiresini diger degiskenlerden
bagimsiz olarak ancak olumsuz yonde etkiledigini gosterdi
(p=0,033).

TARTISMA

Pankreasin duktal adenokarsinomunun (PDA) en 6liimciil
kanserlerden biri olmasi ve giiniimiiz tedavi yontemleriyle
(cerrahi + kemoterapi) yeterince iyi sonuglar alinamamasi,
prognostik acgidan degeri olan molekiiller ve yeni
farmakolojik hedefler arayiglarini giindeme getirmistir.
Bu arayisin ilk basamagini PDA'larda karsinogenezin nasil
ilerlediginin ve hangi asamalara miidahale edilebileceginin
anlagilmasindan geger.

Degisken b Standart Hata Onem (p) Exp (b) %95 Giiven Aralig:
PAK-1 -0,6065 0,1510 0,0001 0,5452 0,4062 - 0,7319
Cinsiyet -0,2646 0,2660 0,3200 0,7675 0,4569 - 1,2894
Yas (>60 yas) 0,4270 0,2884 0,1387 1,5327 0,8734 - 2,6896
Tiimor Bityiikliigii (>2 cm) 0,6969 0,3283 0,0337 2,0075 1,0585 - 3,8077
Tiimor Derecesi 0,1282 0,1561 0,4113 1,1368 0,8385 - 1,5412
Cerrahi Sinir 0,2622 0,2457 0,2859 1,2998 0,8050 - 2,0988
Lenf Nodu 0,4311 0,2762 0,1186 1,5389 0,8980 - 2,6371
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Su anki bilgilerimiz PDAnin normal hiicrelerin somatik
DNAsindaki bircok degisikligin birikimi sonucu ortaya
¢ikan ¢ok basamakli bir siire¢ oldugu yoniindedir (23).
Saptanan tim genetik degisikliklerin i¢inde o6zellikle, K-
ras proto-onkogeninde ve p16/CDKN2A, DPC4/SMADH4
ve TP53 timor supressor genlerindeki mutasyonlar
onemli yer tutar (23). PDAlarin %90-95’inde K-ras geni
mutasyonlar1 (23), %80-95’inde de pl6/CDKN2A gen
lokusunda homozigot delesyonu izlenir. Delesyonla birlikte
p16/CDKN2A geni inaktive olur ve timor supresor ozelligi
ortadan kalkar. PDAlarin %50’sinden fazlasinda saptanan
DPC4/SMADH4 (24) ve TP53 (25) gen mutasyonlari i¢in
de benzer bir durum s6z konusudur. DPC4/SMADH4’{in
hiicre siklusunun G1 fazinda durmasmna neden olarak
hiicrenin biiylimesini inhibe eden TGF-p sinyal yolunda
o6nemli bir diizenleyici oldugu bilinmektedir (24).
Mutasyonla birlikte DPC4/SMADH4 geni inaktive olur ve
timor supresor Ozelligi ortadan kalkar. DPC4/SMADH4
inaktivasyonunun izlendigi (immiinhistokimyasal olarak
DPC4 ile boyanmayan) PDAlarin daha agresif seyirli
oldugu gosterilmistir (26, 27).

Pankreasin intraduktal neoplazilerinde (PanIN) displazinin
agamali bir sekilde ilerlemesi (28) ve bu premalign
lezyonlarin hemen tamaminda da PDA benzeri genetik
degisikliklerin izlenmesi; kolorektal karsinomlar igin
one sirilmis adenom-karsinom sekansi benzeri bir
modelin PDA i¢in de gecerli olabilecegi tezini giindeme
getirmigstir (29). Ancak yalnizca bazi premalign lezyonlarin
invaziv lezyona doniigmeleri, hangi lezyonlarin kansere
doniisecegini belirlemede bagka mekanizmalarin da etkili
oldugunu duastindiirmektedir. Bir¢ok onkojenik sinyal
yolunun merkezindeki p21 ile aktive olan kinazlarin (PAK)
ozellikle hiicre proliferasyonu, apopitozun regiilasyonu
(7,13) ve anormal mitoz (1) gelisimindeki rollerinin
saptanmast ve beyin (3), meme (1, 16), kolon (17), mesane
(3), over (18), tiimorlerinde (3) ve T-hiicreli lenfomalarda
(19) gibi malignitelerde PAK ekspresyonunda degisiklikler
izlenmesi (3); bu molekiillerin PDA gelisimde de rol
oynuyor olabilecekleri kuskusunu dogurmustur.

Bildigimiz kadariyla literatirde PAK-1 molekiiliiniin
PDAlardaki ekspresyonu f{izerine yapilmis bir ¢alisma
yoktur. Bu agidan bir ilk olan ¢aligjmamizda, PAK-1
immiinohistokimyasal boyanmas: ile timor derecesi
arasinda anlamli bir ters korelasyon oldugu (p=0,04) ve
PAK-1 boyanma oraninin tiimor derecesi arttikga azaldigi
gorilmustiir. Ayrica gilicli PAK-1 boyanmast izlenen
olgulardakisagkalimsiiresinin (medyan: 24 ay),ortadereceli
ve minimal PAK-1 boyanmasi gosteren olgularinkinden
(medyan: 7 ay) anlamli derecede daha iyi oldugunu
saptanmugtir (p=0,001). Yani PAK-1 ekspresyonu -meme ve
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kolon kanserlerindekinin aksine- PDA i¢in iyi prognostik
faktor olarak goriinmektedir. PAK-1 ekspresyonunun
sagkalim tizerindeki etkisinin ¢oklu “multivariate” analizde
de bagimsiz bir degisken olarak 6ne ¢ikmasi (p=0,0001),
PAK-T’in tiimor biyolojisini dogrudan ilgilendiren 6nemli
bir faktor oldugunu ve hatta prognostik bir marker olarak
da potansiyeli bulundugunu ortaya koymaktadir.

Sonuglarimizin, diger organ timor c¢aligmalarindaki
sonuglara gore farklilik gostermesi PAK ailesi iiyelerinin
dokuya spesifik ekspresyon gostermeleri ve degisik
dokularda farkl: etkilerinin olmasindan (30) kaynaklaniyor
olabilir. Ozellikle de PAK-1 ekspresyonu ile DPC4
ekspresyonu arasinda saptadigimiz korelasyon (p=0,035),
PAK-I’in pankreas dokusunda, diger dokulardakinden
farkli olarak TGF-P yolu (31) tizerinde etkili olabilecegini
diisindiirmektedir. Yukarida da belirtildigi tizere DPC4/
SMADH#tin hiicre siklusunun G1 fazinda durmasina neden
olarak hiicrenin bilyiimesini inhibe eden TGF-{ sinyal
yolunda 6nemli bir diizenleyici oldugu bilinmektedir (24,
27). Ancak PAK-1’in PDA’ daki roliiniin ve PAK-1 ile TGF-
B sinyal yolu arasindaki iliskinin tam olarak anlagilabilmesi
i¢in bagka ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ek olarak ¢alismamizda, benign duktuslarda yalnizca
minimal boyanma goériilmesi PAK-1’in ozellikle igne
biyopsilerinde benign lezyonlarla kanserlerin ayriminda
kullanilabilecek bir molekiil olabilecegi olasiligini akla
getirmistir. Normal duktuslardaki minimal boyanma
caligmamizda degerlendirilen normal duktuslarin tiimérlere
komsu alanlardaki duktuslar olmasi ile ag¢iklanabilir.
Timorsiiz insan pankreas dokularindan (normal ya da
kronik pankreatitli) hazirlanacak doku mikroarraylerle
yapilacak ¢aligmalarda PAK-1'in kronik pankreatiti
boyamadigin: gosterilebilirse, PAK-1 - tipki DPC4 gibi -
kanser/kanser degil ya da kronik pankreatit/iyi diferansiye
kanser ayriminda kullanilabilir.
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