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OZET

YUKSEK LISANS TEZIi

FGFR INHIBITORU AZD4547°NIN BAS VE BOYUN KANSERI
HUCRELERINDE GELISEN TAKSOL DIRENCINE KARSI POTANSIYEL
KULLANIMININ IN VITRO TESTLERLE ARASTIRILMASI

Abdulmelik AYTATLI

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Omer Faruk KARATAS

Bas ve boyun kanserleri diinya ¢apinda en yaygin goriilen kanserler arasindadir. Taksol bas ve boyun dahil
birgok kanser tiiriinde tedavide yaygin olarak kullanilir. Ancak taksole karst gelisen direng tedavi siirecini
olumsuz etkilemektedir. Bas ve boyun kanserinde taksole kars gelisen diren¢ mekanizmasinin FGFR2’nin
aktiflestirdigi PI3K/AKT yolag: araciligiyla gergeklestigine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez
caligmasi kapsaminda AZD4547’in tek basina ve taksol ile birlikte kullaniminin kanserle iliskili hiicresel
fenotipler iizerindeki etkilerinin aragtirilmasi ve hiicrelerde geligen taksol direncine karsi AZD4547
kullaniminin bu direnci agmakta kullanilma potansiyelinin incelenmesi amaglanmigtir. Bu dogrultuda
oncelikle AZD4547°nin FGFR2’yi inhibe etme potansiyeli ve tiimér/normal doku ¢iftlerinde FGFR2 ve
asag1 akis sinyal yolu hedeflerinin ifadeleri western blot ile analiz edildi. AZD4547 ve taksoliin bas boyun
kanseri hiicrelerinde ve AZD4547’nin taksol direngli Hep-2 hiicrelerinde hiicre canliligi, hiicre gogii ve
koloni olusturma potansiyelleri lizerindeki etkileri incelendi. Sonuglar FGFR2 ve asag1 akis sinyal yolu
hedeflerinin tiimér dokularmda normal dokulara gore daha fazla ifade edildigini ve AZD4547in FGFR2
ve hedeflerini etkili bir sekilde inhibe ettigini gosterdi. Ayrica AZD4547nin hiicre canliligy, hiicre gogii ve
koloni olugturma potansiyelini azalttigin1 ve taksol ile birlikte uygulanmasinin taksoliin etkinligini artirdig1
ortaya konuldu. AZD4547°nin taksole karsi direng gelistirilen Hep-2 hiicrelerinde asir1 ifade olunan
FGFR2/AKT/SOX2 aksisini inhibe ettigi ve kanser ile iligkili hiicresel fenotipleri etkili bir sekilde
baskiladig1 gosterildi. Sonuglar, AZD4547’in bas boyun kanserinde taksoliin tedavi siirecindeki etkilerini
artirabilecegine dair 6n veriler ortaya koymus ve taksole karsi gelisen direncin iistesinden gelmek igin
AZDA4547 nin terapdtik bir yaklasim olabilecegine isaret edilmistir.

2021, 79 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bas ve boyun kanseri, AZD4547, Taksol, FGFR2, PI3K/AKT, SOX2, Kemoterapi



ABSTRACT

MS. Thesis

INVESTIGATION OF POTENTIAL USE OF FGFR INHIBITOR AZD4547
AGAINST TAXOL RESISTANCE IN HEAD AND NECK CANCER CELLS
USING IN VITRO TESTS

Abdulmelik AYTATLI

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Omer Faruk KARATAS

Head and neck cancers are among the most frequent cancers worldwide. Although taxol is widely used for
the treatment of many cancer types, including head and neck cancers, resistance to taxol negatively affects
the treatment processes. To the best of our knowledge, there is no study reporting any resistance mechanism
developed against taxol in head and neck cancers occurring through the activation of FGFR2/AKT/SOX2
axis. In this thesis study, we aimed at investigating the effects of AZD4547 alone or in combination with
taxol on cancer associated phenotypes and to examine the potential of AZD4547 to overcome resistance
developed against taxol in head and neck cancer cells. Initially, the potential of AZD4547 to inhibit FGFR2
and its downstream targets in head and neck cancer cells and the status of FGFR2/AKT/SOX2 axis in
tumor/normal tissue pairs were analyzed by western blot. Then, the effects of AZD4547 and taxol in head
and neck cancer cells and AZD4547 in taxol resistant Hep-2 cells on the cell viability, cell migration and
colony forming potential were investigated. We showed that FGFR2 and its downstream targets were highly
expressed in tumor tissues than corresponding normal tissues, and AZD4547 effectively inhibited FGFR2
and its downstream targets. In addition, we demonstrated that AZD4547 reduces cell viability, cell
migration and colony formation potential, and its co-treatment with taxol increases the impact of taxol on
cancer cells. We also found that AZD4547 inhibits the overexpressed FGFR2/ AKT/SOX2 axis and
effectively suppresses cancer-related cellular phenotypes in Hep-2 cells that are resistant to taxol. Our
results revealed preliminary data that AZD4547 could increase the effects of taxol in the treatment process
in head and neck cancer, and we suggest AZD4547 as a therapeutic alternative to overcome the resistance
to taxol.

2021, 79 pages

Keywords: Head and neck cancers, Taxol, AZD4547, FGFR2, PI3K/AKT, SOX2, Chemotherapy
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Kanser ve Kisa Tarihi

Kanser, genetik ve c¢evresel kosullarin etkisiyle beraber hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde boliinlip ¢ogalmasi sonucu ortaya c¢ikan ve meydana geldigi dokularin
fonksiyonlarini bozan karmasik bir hastaliktir.(Baykara 2016; Barlak 2018) Diinya
Saghk Orgiitii ise kanseri anormal hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiyiimesi sonucu
viicudun neredeyse her organ veya dokusunda baglayabilen ve diger organlara yayilip

oralari istila eden bir hastalik olarak tanimlamaktadir.(Anonim 2021a).

Kanser genetik ve epigenetik degisimler, hiicresel degisimler ve cevresel
etmenlerin de rol aldig1 ¢ok asamali bir siireg¢ sonucu ortaya ¢ikar (Tiffon 2018; Shimada
and Tanaka 2019). Genomun kararliligin1 etkileyen, onkogenleri aktive eden ve timor
baskilayic1 genleri susturan genetik ve epigenetik diizeydeki bozulmalarin kanser
olusumu ve ilerlemesinde merkezi rol oynadig1 gosterilmistir(Feinberg 2004). Beslenme,
alkol tiiketimi ve sigara gibi aligkanliklarin genetik ve epigenetik diizeyde bozulmalara
sebep oldugu ve ¢ogu kanser tiirlerinin gelisiminde rol aldig1 séylenebilir(Larsson et al.
2006; Yokoyama et al. 2006; Tiffon 2018).

Kanserin tarihgesi incelendiginde, paleopatolojik bulgularin kanserin diinyada
insanlardan 6nce hayvanlarda var oldugunu gosterdigi bilinmektedir. Yazili kayitlara
bakildiginda ise M.O yaklasik 3000’1 yillarda Edwin Smith papiriisiindeki bilgilerde
meme kanserinin anlatildig1 ve bu kanserin tedavisi olmayan ciddi bir hastalik oldugunun
ifade edildigi goriilmektedir(JH 1930). M.O 1500°li yillara gelindiginde ise Ebers
papiriisiinde yumusak doku tiimorleri olarak nitelenen ve kanser olma ihtimali tizerinde
durulan olast mide, cilt, rahim ve bagirsak kanserlerine ait ilk kayitlara
rastlanmaktadir(Hajdu 2011). Kanser terimi ise ilk kez Hipokrat (M.O 460-377)
tarafindan organizmada tedavisi olmayan yapilanmalar i¢in kullanilmistir. Hipokrat viicut
ylizeyinde bulunan ve digerlerinden farkli karakterde olan kirmizi agrili sislikler icin
“karkinos” ya da “karkinoma” terimlerini kullanmistir(Sigerist 1932). Tiirk Tip tarihinde

kanser, Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenziisihhatiil Ebdaniye” adl1 eserinde findik



1. GIRIS

ya da kii¢iik yumru biiyiikliigiinde olan agrili, etrafi damarl bir olusum olarak belirtilmis

ve bu olusum “seretan” olarak isimlendirilmistir (Atic1 2007).

Kanser gelir seviyesine bakilmaksizin diinyadaki her iilke i¢in en biiyiik halk sagligi
problemlerinden biridir(Torre et al., 2015; Torre et al., 2016; Zugazagoitia et al., 2016).
Kiiresel niifus oOzellikleri de goz oOniline alindiginda Onlimiizdeki yillarda kanser
vakalarinda bir artis beklenmekte ve 2025 yilinda tahmini kanserli hasta sayisinin 20
milyonun iizerine ¢ikmasi ongoriillmektedir(Ferlay et al., 2015). Bagimsiz bir kurulus
olan Saglik Olgiimleri Degerlendirme Enstitiisii (IHME) tarafindan 2017 yilinda
hazirlanan kiiresel hastaliklar raporuna gore kanser kalp hastaliklardan sonra en fazla
Olim oranina sahip hastaliktir (Sekil 1.1)(Ritchie, 2018). Kanser vakalarinda ve
tekrarlanma sayilarindaki artig beraberinde biiyiik zorluklar getirmesine ragmen, kanserin
tani, tedavi ve sag kalim siirecinde biiylik basarilar kaydedilmis ancak kanser hastaligi
hastalar1 fiziksel, ruhsal ve finansal olarak cok fazla etkilemeye devam etmektedir

(Casarett et al., 2008).

Karyovascle Hstaidor I 1779 ilon
Canseres N °5 ion
Solunum Hastaliklar: [N 3,91 milyon

Alt solunum Enfeksiyonlan 2, 56 milyon
Bunama [N 2,51 milyon
Sindirim Hastaliklar I 2,38 milyon

Yenidogan Hastaliklan | ‘1, 78 milyon
ishal iligkili Hastaliklar SR 1, 57 milyon

seker Hastalify 11,37 milyon
Akciger Hastaliklan 1,32 milyon

Sekil 1.1 2017 yilinda kiiresel 6liim sayilart ve sebepleri (ilk 10 hastalik.)(Ritchie,
2018)’den degistirilerek alinmistir.

Kanser tedavi yaklagimlari incelendiginde, eski Misirlilarin kanserleri tedavi etmek
icin daglama ydntemini, bigaklari, tuzlar1 ve ek olarak 19. yiizyila kadar adina “Misir
Merhemi” dedikleri arsenigi kullandiklar1 goriilmektedir (Hajdu 2004). Stmerler,
Cinliler, Hintliler ve Persler geleneksel olarak tedavide bazi bitkisel yaklasimlari
denemisler, ancak ilerleyen agamadaki vakalarda tedavi olarak demir, bakir, kiikiirt ve
civa gibi agir metalik tuzlarin ¢ozeltisini kullanmiglardir (Hajdu 2011). Giiniimiizde ise,
kanserin tiirline ve geldigi asamaya gore degiskenlik gosteren bircok kanser tedavisi
yontemi vardir. Tedavi segenekleri arasinda ise kemoterapi (KT), radyoterapi (RT),

cerrahi yontemler, hormon tedavileri ve kat edilen yeniliklerle beraber kisiye 6zgii tedavi
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stratejileri, bagisiklik tedavisi ve gen tedavileri olmakla birlikte, en iyi etki gosteren

tedavi segeneginin kombine tedaviler oldugu belirtilmektedir (Wang et al. 2018a).

1.2. Bas ve Boyun Kanserleri

Bas ve Boyun Skuaméz Hiicreli Karsinoma (BBSHK), temel olarak agiz ici
kanserleri, larenks ve hipofarenks bolgelerinde gelisen ve ilerleyen, tiim bas boyun
kanserlerinin yaklasik %90°1n1 olusturan kiiresel ¢apta en yaygin 6. kanserdir (Kawakita
and Matsuo 2017; Elbehi et al. 2020). Diinya ¢apinda her y1l yaklasik tahmini 600.000
yeni BBSHK vakas1 goriiliir ve hastaligin stirekli niiksetmesi, kullanilan kemoterapi
ilaglarina direng gelisimi hastaligin tedavisini biiyiik 6l¢iide zora sokmaktadir(Santuray
et al. 2018; Nazari et al. 2020). Ek olarak tedaviden sonra hayatta kalan hastalar akut
toksisite, disfaji ve siddetli mukozit gibi komplikasyonlar gelistirebilmekte ve bu durum
hastalarda ¢igneme, yutma ve konugsma gibi hayati Ooneme sahip fonksiyonlarin

bozulmasina sebep olmaktadir (Jethwa and Khariwala 2017; Han et al. 2020).

BBSHK’l1 hastalarin tedavisinde siklikla cerrahi yontemler, RT ve KT
yaklasimlar1 uygulanmaktadir(Schneider et al. 2016). Bu tedavi yontemlerindeki
gelismelere ragmen, son 25 yilda hastalarda prognozun kotii seyrettigi, sagkalimin
nispeten azaldig1 ve hastaligin niikksetme oraninin arttig1 goriilmiistiir (Pulte and Brenner,
2010; Sim et al. 2019). Tedavide kullanilan cerrahi yontemlerin hastalarda estetik
goriiniimli bozdugu ve bazi organlarda islevsel kayiplara sebep oldugu ve bu nedenle
cerrahi yontemler yerine tedavide KT ve RT ya da kombine tedavi yaklagimlarinin biiyiik

ilgi gordiigii ve daha iyi sonuglar verdigi bilinmektedir (Pulte and Brenner 2010).

1.2.1. Larenks Kanseri

Larenks kanserleri (LKa) en yaygin goriilen bas boyun kanserlerinden biridir ve
genel olarak supraglotik, subglotik bolge ve nefes borusu girisi olarak isimlendirilen 3
anatomik kisimdan tlireyen malinitelerden meydana gelirler ve larenks kanserlerinin
yaklasik 3’te 1’ini supraglotik kanserler(Sykes et al. 2000; NC 2016), 3’te 2’sini nefes

borusu girisi olarak isimlendirilen bolgedeki kanserler(Stoeckli et al. 2003) ve ¢ok az bir
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kismini ise subglotik kanserler olusturmaktadir(Salvador-Coloma and Cohen 2016;
Nocini et al. 2020). LKa diinya ¢apinda en yaygin goriilen kanserlerden biri olup, diinyada
meydana gelen yeni kanser vakalart ve 6liimlerinin yaklasik %1’ini olusturmaktadir(Bray

etal. 2018; Adeel et al. 2019).

LKa’nin insidansi ve 6liim oranlarinin erkeklerde kadinlara gére daha fazla oldugu
gosterilmistir ve tilkemizdeki veriler de bu veriyi destekler nitelikte olup GLOBOCAN
2018 verilerine bakildig1 zaman tiim yas gruplarinda erkeklerde en fazla insidans ve
prevelans oranlarina sahip ilk 10 kanser tiirii igerisinde gosterilmektedir (Anonim 2018;
Deng et al. 2020).

insidans
B Prevalans

30k

20k
) I I

0.0 o . .
Akciger Prostat Mesane Mide K. Bagirsak Goden Pankreas Larenks Ldsemi Beyin ve

Bagirsagi Merkezi
Sinir
Sistemi

=

Sekil 1.2 Tiirkiye’de tiim yas gruplarindaki erkeklerin GLOBOCAN 2018 verilerine gore
goriilen kanserlerin insidans ve prevelans’larina gore dagilimlari(Anonim
2018)’ den degistirilerek alinmistir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Kanser Enstitiisi Sagkalim
Epidemiyolojisi ve Sonuclar1 (SEER) veritabanindan elde edilen sonuclara bakilacak
olursa 2013-2017 yillar1 arasinda LKa 6liimlerinin ¢gogunlugunun 55-84 yaslar1 arasinda
oldugu goriilmekte ve en sik dliimlerin goriildiigli yas araliginin ise %31,1 ile 65-74 yas
aralig1 oldugu goriilmektedir(Howlader N and Tatalovich Z 2017) Yeni tan1 konulan
vakalarin da bu yas araliginda pik yaptig1 baz alinacak olursa, LKa’da erken tani ve
basarili tedavi alternatiflerinin var olmasinin hayat kurtarmada ¢ok Onemli oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 1.3 Yas gruplarina gore LKa 6liim oranlar1 2013-2017(Howlader N and Tatalovich
Z 2017)’den degistirilerek alinmigtir.

1.2.2. Larenks Kanseri Tedavi Yaklasimlari

LKa tedavisinde hastanin kotlii beslenme, sigara ve alkol tiiketimi gibi
aliskanliklarinin tedaviye yanit verme oranini biiylik oranda diisiirdiigii gosterilmistir,
dolayistyla bu aligkanliklarin belirlenmesi tedavinin seyri ve sonuglari agisindan oldukca
onemlidir(Goodwin and Byers 1993; Capuano et al. 2010). Ek olarak yas, cinsiyet,
tiimoriin  bliyiikliigi, tedavinin seyri ve hemoglobin seviyesi gibi bir¢cok faktoriin
hastaligin prognozunu ciddi oranda etkiledigi gosterilmistir (Adeel et al. 2019). Tedavide
genel bakis acisi, erken evredeki tiimoriin radyoterapi ya da organin yapist bozulmadan
cerrahi rezeksiyon ile belirli bir kisminin ¢ikarilmasidir ancak, ileri evredeki tiimorlerde
ise genellikle ameliyat sonrast RT/KT uygulamasi veya kombine tedaviler gibi ¢ok
yontemli secenekler tercih edilmektedir(McMullen and Smith 2015). Tedavide birincil
amag¢, organin yutma, ¢igneme ve konusma gibi hayati islevlere sahip olan
fonksiyonlarin1 ve organin kendisini korumaya yoneliktir (Adeel et al. 2019). LKa
tedavisinde standart olarak kabul edilen yontemler arasinda radyoterapi, cerrahi
yontemler ve kemoterapi yer alir, ve tedavide kullanilacak yontemin segilmesi ise
timoriin evresi, timoriin lokasyonu, tiimoriin hangi evrede olduguna bagli olarak

degiskenlik gosterebilir (Gamez et al. 2020).
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RT ve cerrahi yontemler erken evre LKa’da kullanilan ve ilk olarak bagvurulacak
yontemler olarak goéze carpan temel yontemlerdir ve hastalarda iyilesme oranlari
yiiksektir(McMullen and Smith 2015; Adeel et al. 2019) ayni1 zamanda, lokal olarak
ilerleyen LKa’nin tedavisi i¢in yapilan bir c¢alismada, ameliyat sonrasi hastanin
kemoterapi ile duyarli hale getirildikten sonra belirli bir dozda radyasyon tedavisinin
uygulanmasi, lokal olarak ilerleyen kanserlerin kontrolii, genel sagkalim ve hastaliksiz
sagkalim oranlarinda iyilesme sagladigi gosterilmistir(Bernier et al. 2005). LKa’l
hastalarin ~ tedavisinde  cerrahi  rezeksiyon sonrasi radyasyon terapisinin
kombinasyonunun, yalnizca cerrahi yontemlerle tedavi edilen hastalara gore sag kalimda
daha iyi sonuglar verdigi gosterilmistir(Fletcher and Jessee 1977). Diger taraftan, RT
yontemlerinde dnemli dlciide gelismeler yasanmasina ragmen, RT uygulandiktan sonra
hastalarda doku nekrozu, kserostomi, girtlak 6demi gibi komplikasyonlara sebep
oldugundan, tedaviden sonra diisiikk yasam kalitesine sebep olmaktadir (Karatzanis et al.
2014).

Total larenjektomi hastaligin birgok evresinde yaygin olarak kullanilir, lokal
olarak ilerlemis LKa’da organin karmagik yapisindan ve total larenjektomi’nin ameliyat
sonrasi hastalarda, ses kaybina, yutma problemlerine yol agmasindan dolay1, hastaligin
tedavisinde ¢oklu tedavi yaklagimlarinin gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir (McNeil et al.
1981; Harwood and Rawlinson 1983).

Ileri evre LKa hastalar1 icin kemoterapi segenedi baslangicta yatistirict olarak
diisiiniilse de daha sonra tedavide dnemli bir secenek haline gelmistir. KT LKa hastalar
icin potansiyel olarak kanser hiicrelerinin radyasyona duyarli hale getirilmesini
saglamaktadir (Haigentz et al. 2010). Ayrica, ileri evre LKa’da hayati fonksiyonlara
sahip organin muhafazasi oldukca 6nemli oldugu i¢in cerrahi yontemler yerine genellikle
KT ya da kombine tedaviler tavsiye edilmektedir (Pfister et al. 2006; Gourin et al. 2009;
Neslisah 2018). LKa’li hastalarda yapilan ¢alismalarda ameliyat sonrast RT grubu ile
KT/RT kombine tedavi grubu olarak ayrilan hastalar tedavi sonrasinda organ korunmasi
durumuna gore karsilastirildiginda KT grubundaki hastalarin  9%64’tinde organin
korunmus oldugu gosterilmis ancak, ameliyat sonras1t RT grubu ile karsilastirildigi zaman
sag kalimda iki grup arasinda ciddi bir fark olmadigi gézlemlenmistir (Wolf et al. 1991).

Dahasi, organ korumaya yonelik kemoradyoterapi yaklasimlar yiiksek morbiditeyle



1. GIRIS

sonuglanmaktadir ve radyoterapiye ek olarak yogun kemoterapi tedavisi hastalarin

yiiksek mukozit gelistirmelerine sebep olmaktadir (Divi et al. 2010).

Bu yaklasimlar LKa tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmasina ragmen, cerrahi
yontemlerin organin islevselligini bozmasi, radyoterapi yaklasimlarinin olusturdugu yan
etkiler, kemoterapi yaklagimlarinda kanserli hiicrelerin direngli hale gelmesi ve toksisite
problemleri tedavide biiyiik engel olusturmaktadir (Guadagnolo et al. 2005; Yuan et al.
2018).

1.2.3. Farenks Kanserleri

Farenks Kanserleri (FK), orofarenks, nazofarenks ve hipofarenks kanserlerini
iceren farenks dokularinda olusan kanserlerdir. Farenks kanserlerinin ¢ogu skuamoz

hiicreli karsinomlardan olusmaktadir (Anonim 2021b).

FK’da erkeklerin kadinlara gdre daha fazla risk tasidigi gosterilmistir, ayni
zamanda yeni tanis1 konan hastalar ile 6len hastalarin yas araliginin paralellik gosterdigi
veriler arasindadir. SEER verilerine gore, FK ve agiz i¢i boslugu kanserleri yeni kanser

vakalarinin %2.9’unu olusturmaktadir (Howlader N and Tatalovich Z 2017)

SEER verilerine gore 2008-2017 yillar1 arasinda yeni FK tanist konan hastalarin
sayist her yil %0,8 oraninda artmis 6liim oranlar1 ise her yil %0,5 oraninda artmistir.

(Sekil 1.4) (Howlader N and Tatalovich Z 2017)
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Sekil 1.4 1975’ten giiniimiize Farenks kanserleri yeni vaka ve 6liim oranlart (Howlader
N and Tatalovich Z 2017)’dan degistirerek alinmistir.

FK nedeniyle 6liim oranlarinin en fazla oldugu yas araligi 55-85 yas araligidir ve

en fazla 6lim 65-74 yas araliginda gerceklesmistir ve medyan 6liim yas1 ise 68’dir (Sekil

1.5) (Howlader N and Tatalovich Z 2017)
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Sekil 1.5 Yas gruplarina gére FK 6liim oranlari.(Howlader N and Tatalovich Z 2017)’dan
degistirilerek alinmistir.

Yaygin olarak girtlak ya da bademcik kanseri olarak bilinen orofarenks kanserleri

(OFK) farenksin orta kismindaki kanserleri ifade etmektedir ve dilin bir kismi,
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bademcikler ve faringeal duvarlari igerirler. OFK’nin %90°1 skuamoz hiicreli karsinomlar
olup tiitiin ve alkol tiiketimi baslica etken olarak gosterilmektedir (Jamal and Anjum
2020).

Nazofarenks kanserleri (NFK) de genellikle skuamoz kanserleridir ve burnu
orofarenkse baglayan yumusak damar tlizerinde bulunup kiiciik tiibiiler yapidadir, ayrica
diger bas ve boyun kanserlerine gore farkli davranis gosterirler. NFK agresif davranig
sergiledigi bilinen kanserler olmasina ragmen, son 10 yilda tedavideki gelismeler ve

erken tan1 sayesinde 6liim oranlarinda iyilesmeler gériilmiistiir (Sinha and Gajra 2020).

Hipofarenks kanserleri (HFK), icinden hava, su ve yiyeceklerin gectigi 6zofagusa
baglanan boslugu saglayan ve konugsma fonksiyonlarinda ¢ok énemli rolleri olan farenks
dokusunun en 6nemi kismidir. HFK kanserlerinin yaklasik %95°1 skuamoz hiicreli
karsinomlar olusturur (Bruss and Sajjad 2020). Tiim BBSHK kanserlerinin %3-5ini
olusturan HFK oldukga agresif bir kanserdir ve kotii prognoz gostermektedir (Hall et al.
2008). Ayrica tiim bas boyun kanserleri arasinda en kotii 5 yillik sag kalim oranina
sahiptir ve HFK’nin viicuttaki konumundan dolay1 teshisi zordur ve hastalarin %70’inden
fazlasinda 3. veya 4. evrede lenf bezlerine metastaz yapmasiyla teshis edilebildiginden
erken tan1 koymak zordur(Takes et al. 2012; Braakhuis et al. 2014; Marur and Forastiere
2016).

1.2.4. Farenks Kanserleri Tedavi Yontemleri

Tiim FK’larda genel olarak, Insan Papilloma Viriis enfeksiyonu, tiimoriin yeri ve
nodal gevre, yas, itk ve cinsiyet, genel olarak prognostik faktorlerdir ve genel sagkalim
icin belirleyici olarak gosterilebilirler(Shin et al. 2017). NFK’lar KT ve RT’ye duyarh
olmalarina ragmen, tiikiiriik bezleri, isitsel yapilar, optik yollar, beyin ve beyin sap1 gibi
birgok islevsel organla bitisik yapida bulunduklari i¢in cerrahi rezeksiyon teknik olarak
zor goriilmiistiir ve morbidite riskini barindirmaktadir. Bu nedenle erken evre NFK i¢in
radyoterapi yontemleri onerilmis ve yalnizca radyoterapi ile tedavi edilen hastalarda 5
yillik sag kalim oranlarinda iyilesme goriilmiistiir. Ileri evredeki kanserler igin ise
radyoterapiye ek olarak kemoterapi yaklasimlari dnerilmistir (Zackrisson et al. 2003; Lee
et al. 2005; Holliday and Frank 2016).
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KT, NFK’lar icin hem tedavi edici olarak hem de hafifletici bir se¢enek olarak
vazgecilmez yontemlerden birisidir. Ancak NFK’da siklikla meydana gelen bolgesel ya
da uzak metastazlar tedavide kullanilan kemoradyoterapi yontemlerinin en optimum
diizeye getirilmesindeki gerekliligi ortaya c¢ikarmistir. NFK’da yeni terapdtiklerin
kullanim1 ve immiinoterapi gibi yaklasimlar ileri evredeki kanserlerde hafifletici etki
gostermelerine ragmen, yapilan randomize ¢alismalarin sadece sag kalim oranlarindaki
iyilestirmeyi degil ayn1 zamanda hastalarda kemoterapoétiklere karsi gelisen toksisiteyi
azaltmaya yonelik yeni stratejilerin belirlenmesi de olduk¢a elzem goziikmektedir

(Chitapanarux et al. 2007; Su etal. 2012; Tan et al. 2016).

OFK’da temel olarak cerrahi, RT, KT ya da bu yaklagimlarin kombinasyonu
uygulanmaktadir. Tedavi i¢in hangi yontemin uygulanacagi tiimoriin boyutu, konumu ve
hangi evrede oldugunun bilinmesinin yami sira, hastanin beslenme durumuna,
uygulanacak tedaviyi kaldirabilme yetenegine ve istegine bagh degiskenlik
gosterebilmektedir(Takes etal. 2010). OFK tedavisinde, iyi bilinen ve erisilebilir bolgede
olan solid tiimoérler icin cerrahi yontemler tercih edilir, ancak erisilmesi zor bir bolgede
olan ve lenf tutulumu veya metastaz yapan tlimorler i¢in cerrahi yontemlerin uygulanmasi
oldukca sinirhidir. Erisilmesi zor bdlgedeki kotli huylu tiimorler i¢in cerrahi yontemler
yerine RT veya KT yaklagimlart cerrahi yontemlere gore iyi birer alternatif olarak

kullanilir (Licitra et al. 2003; Hanna et al. 2013).

OFK hastalar1 cerrahi rezeksiyon sonrast sekil bozuklugu, disfaji ve konusma
bozuklugu gibi komplikasyonlar gelistirebilirler. RT yaklasimlar1 bazen hastalarda 151
alman bolgelere 6zgii kalict hasara neden olabilmektedir. LKa hastalarinda organ
muhafazasina yonelik tedavi yaklagimlarinin basarisindan dolayr OFK hastalarinda
cerrahi yontemlere basvurmadan LKa verileri kullanilarak bazi randomize c¢aligsmalar
yapilmis ve sonug olarak konusma ve yutma fonksiyonlarinda kayiplar azalmistir (Sonis
and Fey 2002; Chen et al. 2007; Motz et al. 2017). Ancak yine de, OFK tedavisindeki
gelismelere ve yeni tedavi yaklagimlarina ragmen, hastaliga ileri evrelerde tan1 konmasi
sagkalim oranlarin1 azaltmakta, dolayisiyla, hastaligin erken evrelerde tanisinin
konmasma yonelik yaklagimlarin sagkalim ve insidansi diisiirmede etkili oldugu

diistintilmektedir(Huber and Tantiwongkosi 2014).

10
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HFK tedavisi, ozellikle klinisyenlerin tedavi kararlarinda yonlendirecek ¢ok az
kanit bulunmasi nedeniyle yapilan randomize ¢alismalarin yetersizligi ve hastanin nefes
alma, ses ve yutma gibi islevleri {izerinde potansiyel etkilere sahip olmasi nedeniyle
oldukga zordur. Mevcut veriler daha yaygin bas ve boyun kanserlerinden olan larenks ve
orofarenks kanserli hastalardan elde edilen verilerdir ve tedavide kullanimlar1 sonucunda
benzer sonuclar gosterecegi diisiiniilmiistiir. Ancak tedavi kararinin, hastalarin fiziksel
durumlari, ameliyat edilebilme durumlari, hastaligin morbiditesi ve hastalarin tercihlerine

gore kisisellestirilmesi  gerekir. Bu veriler tedavi secimi i¢in kolaylik

saglayabilmektedir.(de Bree 2019)

Erken evredeki HFK i¢in RT ve agik cerrahi islemler ile tedavi saglanmasina
ragmen, ileri evredeki HFK eger islev kaybina dair bir kanit gostermiyorsa cerrahi
olmayan yontemler ile RT/KT kombinasyonlariyla tedavi edilebilmektedir. Ancak genel
olarak organ muhafazasi icin cerrahi yontemler yerine KT ve RT tedavi yaklagimlari

kullanilmaktadir (Forastiere et al. 2003; Gourin et al. 2009).

Cerrahi ve kemo-radyoterapideki son gelismelere ragmen hem larenks hem de
hipofarenks kanserli hastalarin ortalama sag kalim oranlarinda bir degisme
olmamistir(Baek et al. 2010; Shah et al. 2012; Cho et al. 2017). Ciinkii, bu iki kanser
tiiri de uzak bolgelere metastaz yapabilen ve hastaligin ilk evrelerinde kuvvetli
belirtegleri olmayan daha ¢ok ileri evrelerde tanisi konulabilen bas ve boyun kanseri
tiirleridir. Dolayisiyla, metastazi onlemek ve hastalarin yagam siirelerini iyilestirmek i¢in
yeni stratejiler ve etkili metotlar gelistirmek gerekmektedir. Yeni tedavi yontemlerinin
gelisimini ilerletmek i¢in de onemli biyobelirtegleri kesfetmek bir zorunluluk haline

gelmistir.

1.2.5. Dil Kanserleri

Agiz i¢i kanserleri, melanomlar disindaki deri kanserleri disinda bas boyun
bolgesinde en yaygin goriilen agiz neoplazmalar arasindadir. Dil, dudak ve agiz
bolgesinin tabaniyla beraber agiz boslugu icinde en sik tutulan bolgeleri temsil
etmektedir. Dil’in yaklasik 2\3’ii agiz boslugunun i¢inde kabul edilirken 1\3’lik kismui ise
orofarenksin bir alt bolgesi olarak kabul edilmektedir(Gonzalez and Riera 2020). Dil

11
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Skuamoz Hiicreli Karsinom (DSHK)’lar yiliksek metastaz ve proliferasyon kabiliyetine
sahip en yaygin goriilen oral malinitelerden birisidir(Lao et al. 2016; Qiu et al. 2016;
Tsushima et al. 2016; Zhang et al. 2016) ve genellikle konusma, ¢igneme ve yutma
fonksiyonlarinda bozukluklara yol agar(Gao et al. 2016; Han et al. 2016; Shegefti et al.
2016). DSHK genellikle ilerleyen yaslardaki erkeklerde tiitiin ve alkol kullaniminin
kiimilatif etkisiyle ortaya cikan bir hastalik olarak kabul gérmesine ragmen, son
zamanlardaki veriler ilging bir sekilde herhangi bir etkene maruz kalmayan geng yastaki

erkeklerde de hastaligin insidansinin arttigini1 gostermistir(Nasser and St John 2020).

DSHK’l1 hastalarda kanserin erken teshisi 5 yillik sag kalimda artig saglamasina
ragmen DSHK her gecen yil artan insidansa sahiptir ve kotii prognoz gostermektedir
(Bello et al. 2010; Patel et al. 2011; Sahingur and Yeudall 2015). SEER veritabanindan
alinan bilgilere gére 2013-2017 yillar1 arasinda her y1l ortalama %2,1 oraninda yeni vaka
sayisinda artis meydana gelmis ve 2014-2018 yillar1 arasindaki 6liim oranlar arasinda

anlaml1 derecede bir fark goriilmemistir (Sekil 1.6)(Howlader N and Tatalovich Z 2017)
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Sekil 1.6 Dil kanseri yeni vaka ve Oliim oranlari.(Howlader N and Tatalovich Z,
2017)’dan degistirerek alinmistir.

SEER wverilerine gore son 30 yilda DSHK insidansi artig goOstermis, Oliim
oranlarindaki azalma ise anlamli derecede azalma gostermemistir. Son 30 yillik verilerde

5 yillik sagkalim artis trendi gostermesine ragmen son yillarda ortalama %67,1
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seviyelerindedir ve anlamli bir gelisim gostermemistir (Sekil 1.7) (Howlader N and
Tatalovich Z 2017)
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Sekil 1.7 1975’ten giiniimiize DSHK 5 yillik sagkalim oranlari.(Howlader N and
Tatalovich Z, 2017)’dan degistirerek alinmustir.

1.2.6. Dil Kanseri Tedavi Yaklasimlari

DSHK’lar oldukga agresif timdrlerdir ve tiimoriin hangi evrede oldugu, lezyonun
boyutu, teshis sirasinda metastazlarin varligi ve anatomik olarak tiimoriin bulundugu yer
gibi bir¢ok faktorle tiimoriin agresifligi iligkilendirilmistir. Cerrahi miidahale, RT ve
KT’yi igeren DSHK tedavisi biiylik Olclide tiimoriin konumuna, hastanin fizyolojik
durumuna, klinik olarak hangi asamada olduguna baghdir(Brandizzi et al. 2008;
Honorato J 2009). Tedavide hastalarin iyilesmesini saglamak igin erken teshis ve erken
tedavi DSHK tedavisinde basarmin saglanmasinda anahtar rol iistlenen iki onemli

etmendir(Zhu et al. 2019).

Klinik o6zellikleri bakimindan degerlendirildiginde DSHK diger BBSHK’lara
benzer 6zellikler gostermektedir ve dil kanserleri i¢in birincil tedavi yaklasimi genellikle
cerrahi yontemlerdir. Bununla birlikte bolgesel olarak ilerlemis evredeki kanserlerde geg
tan1 konmasindan dolay1 hastanin yasam kalitesini arttirmak i¢in cerrahi yontemler tedavi
secenegi olarak tercih edilmemektedir. RT ve KT genellikle adjuvan olarak

uygulanmaktadir ve bu yontemler tek secenekli olarak tedavide nadiren kullanilirlar. RT
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ve KT tedavisinde ciddi toksik etkilerin oldugu kanitlanmistir (Al-Sarraf et al. 1987;
Adelstein et al. 2003; Abu-Ghanem et al. 2016; Tsushima et al. 2016).

Cerrahi, RT, KT ve hedefe yonelik tedavi stratejilerinde gelismelere ragmen
hastaligin ileri evrede tanisinin konmasi DSHK’larda 5 yillik sagkalimda iyilesme
saglayamamistir. DSHK’larda hem sagkalim hem de tedavi siirecinin hastalar i¢in rahat
gecirilmesi agisindan erken tan1 6nem arzetmektedir, dolayisiyla, DSHK’da yeni tan1 ve
tedavi stratejilerini kesfetmek kanserin olusum siirecinin molekiiler mekanizmalarini

tanimlamak birincil derecede 6nemlidir(Zhang et al. 2017; Nobrega et al. 2018).

1.3. Taksol (Paklitaksel)

1960 ve 1981 yillar1 arasinda Ulusal Kanser Enstitiisii ve A.B.D Tarim bakanligi
tarafindan antikanser aktiviteye sahip dogal bilesikleri test etmek ve tanimlamak i¢in bitki
tarama lizerine bir is birligi yapilmistir. Bu taramalar sonucunda, Taxus Brevifolia’dan
elde edilen Orneklerin kabuk 6ziitlerinin sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Daha sonra izole edilen bu 6ziitlerin aktif bilesenleri tanimlanmis ve igerisinde hidroksil
gruplar barmdirdig1 ortaya cikarildigindan taksol ismini almistir (Weaver 2014). ilk
yapilan c¢aligmalarda taksoliin G2/M fazinda hiicre dongiisli durdurulmus olan hiicrelerle
calisgildiginda replikasyonu ve hiicre gociinii durdurdugu gosterilmistir. Taksol hiicre
boliinmesi i¢in elzem olan i ipliklerinin olusumunu saglayan mikrotiibiil ile tiibiilin
proteinleri arasindaki dengeyi bozdugu ve mikrotiibiiliin olusturulmasi i¢in gerekli olan
kritik seviyedeki tiibiilin konsantrasyonunu azaltarak hiicre dongiisiinii durdurmay1
sagladig ortaya ¢ikarilmistir(Schiff and Horwitz 1980; Schiff and Horwitz 1981). Taksol
mitotik durdurma islevini mitozdaki kontrol noktasindan saglar, mitoz boliinmede,
metafaz evresinde ekvatoral diizlemde dizilen kromozomlar anafaz evresinin
baslamastyla birbirinden ayrilir ve ig iplikleri araciligiyla zit kutuplara dogru ¢ekilirler,
bu asamada kromatitlerin iki hiicreye esit olarak dagilabilmesi i¢in her kromatit,
kinetokor bolgesinden mikrotiibiillere (ig ipliklerine) baglanmis olmasi gerekir. Kontrol
noktas1 kinetokor bolgelerine ig ipliklerinin baglanip baglanmadigini kontrol eder ve siki
sekilde baglanmamis olan ig ipliklerini tanir anafaz uyarict kompleks olarak bilinen
siklozom kompleksini inhibe ederek mitoz bdliinmeyi geciktiren bir sinyal yolagini aktive

eder ve boylece hiicre siklusu mitozda durdurulur. Taksol ile yapilan tedavide
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kinetokorlara sikica baglanmamais ig iplikleri sayesinde mitozdaki hiicrelerin béliinmeleri

durdurulur (Waters et al. 1998; Kops et al. 2005; Lara-Gonzalez et al. 2012).

Taksol, bir¢ok farkli mekanizma ile hiicreleri apoptoza gotiiren bir kemoterapotik
anti-mitotik ajandir ve yumurtalik, meme, akciger kanserleri ve bas boyun kanserleri
basta olmak {izere bir¢ok farkli kanserin tedavisinde kullanilmaktadir(Rowinsky et al.
1992; Sarosy et al. 1992; Rowinsky and Donehower 1995; Xu et al. 2013; Xie et al. 2015).
Taksan grubu kemoterapdtiklerin neoadjuvan terapi olarak bas boyun kanserli hastalarin
tedavisinde kullanilmasi ile iligkili yapilan bir ¢alismada, larenksin yapisinin korunmasi
ve tedaviye yanit verme oranlarinda iyilesme saglamasindan dolay:1 taksan grubunun
neoadjuvan terapi yaklagimi ile tedavilere dahil edilmesi ve bas boyun kanserlerinin
tedavisi icin standart tedavi yaklasimi olarak kullanma potansiyelini ortaya
cikarmistir(Salvador-Coloma and Cohen 2016). Ancak, Taksanlar BBSHK tedavisi igin
yaygin sekilde kullanilmasina ragmen, bu kanser tiirlerinde kullanimi i¢in kesin bir
prosediir bulunmamaktadir. Bununla beraber tedavide en biiyiik engellerden biri yaygin
olarak goriilen OFK ve NFK kanser hiicrelerinin ilaca diren¢ kazanmasidir ve bunun
sonucunda ise tiimdriin ilerlemesi ve uzak bdlgelere metastaz yapmasi gibi istenmeyen
sonuglar ortaya cikabilmektedir(Mody et al. 2016; Woo et al. 2017; Gao et al. 2018;
Zhang et al. 2019).

1.3.1. Taksol Diren¢c Mekanizmalari

Kemoterapiye direng, kanser kok hiicrelerin varligi, ilacin hiicredeki
metabolizmasindaki degisiklikler, alternatif sinyal yolaklar1 ve tiimor heterojenligi gibi
bircok farkli unsur araciligiyla gerceklesir ve tedavi siirecinde biliylik sorunlar

olusturur(Ramos and Bentires-Alj 2015; Pan et al. 2016).

Taksol diren¢ mekanizmalarindan en bilineni ABC tasiyict protein ailesine ait
olan P-gp araciligiyla olmaktadir. Bazi kanser hiicreleri bu proteini yiiksek seviyede ifade
eder ve bunun sonucunda bir attm pompas1 araciligiyla Taksol hiicreden disar1 atilarak
hiicre i¢i konsantrasyonu azaltilir (Gottesman and Pastan 1993; Bradley and Ling 1994).
Taksol metabolizmas1 dahil birgok kemoterapi ilacinin metabolize ya da aktive

edilmesinde gorevli olan Sitokrom P450(CYP) proteinleri vardir, bu proteinler hiicre
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icine giren ilaclarin metabolize edilmesinden sorumludur. CYP proteinleri hem normal
dokuda hem de kanserli dokuda bulunabilir. CYP proteinlerinin kanserli dokuda ifade
edilmesi metabolizma etkinligini sinirlandirip hiicre i¢inde taksol konsantrasyonlarini
diisiirebilir, bu durumda hiicrede taksol miktar1 azaldigindan tedavide etkinliginin
diismesi kanserli hiicrelerin taksol’e direng gelistirmesi ile iliskilendirilmistir (Jibodh et

al. 2013; van Eijk et al. 2019).

Taksol ig ipliklerinin olugmasinda gorevli olan tiibiilin proteinleri ve
mikrotiibiiller arasindaki dengeyi bozarak hiicreyi mitoz boliinme asamasinda durdurur
ve anti-mitotik olarak davranir. Hiicrede tiibiilin proteinlerinin bir¢ok izotipi mevcuttur
ve her farkli tiibiilin formunun taksol’e baglanma afinitelerinin de farkli oldugu
gosterilmigtir. Hiicredeki tiibiilin proteini izotiplerinden herhangi birinde mutasyon
meydana gelmesi sonucu asirt ifade edilmesi taksol’e baglanma afinitesini arttirip
kanserli hiicrede Taksol’iin anti-mitotik yamitim azaltabilir. Ozellikle Tiibiilin BIII
izoformunun asir1  ifadesi birgcok kanser tiirinde Taksol’e diren¢ ile
iliskilendirilmistir(Schiff and Horwitz 1980; Kampan et al. 2015; Parker et al. 2017).
Hipoksi durumunda hiicrede bir¢ok degisiklik meydana gelmektedir. Olumsuz oksijen
kosullarinda hayatta kalmak i¢in, tliimor hiicreleri Bcl-2 ailesinin iiyeleriyle HIF1-a
etkilesimi sonucu pro-apoptotik mekanizmalarin azalmasina sebep olur ve dolayisiyla bu
durum taksol araciligiyla gergeklesen apoptozun azalmasini da saglayacaktir. Ayrica
HIF1-o’nin asir1 ifade edilmesi epitel-mezenkimal gecis(EMT) ve kok hiicre ile iliskili
proteinlerin ifadesini uyarmaktadir, bu durum Taksol etkinligini azaltir ve Taksol ile
uyarilan apoptoza karsi direnci artirmaktadir (Sermeus et al. 2012; Karakashev and
Reginato 2015).

1.4. FGFR

Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR)’ler ligandlari fibroblast biiyiime
faktorleriyle etkilesime gecerek birgok hiicre i¢i sinyal yolagini aktif hale getiren reseptor
tirozin kinaz ailesinin lyeleri olup, hiicre biiylimesi, doku tamiri, anjiyogenez ve
embriyonik gelisim de dahil olmak iizere hiicredeki bir¢ok siirecte gérevleri olan hiicre
zarma bagl proteinlerdir(Haugsten et al. 2010; Turner and Grose 2010; Huang et al.
2014).
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Fibroblast Growth Factor (FGF) ligandlarinin 4 adet reseptorti vardir (FGFR1-4)
ve ligandin reseptore baglanmasi sonucu hiicre zarma bagli olan FGFR’ler monomer
halde iken dimer hale gelip aktiflesirler ve kinaz aktivitelerinden dolay1 otofosforilasyon
meydana gelir. PI3K/AKT, MAPK ve dolayli olarak Wnt sinyal yolaklarini aktiflestirerek
biiyiime, ¢ogalma farklilasma ve gé¢ gibi bir¢ok siiregte gorev alirlar(Jang et al. 2001;
Itoh and Ornitz 2011; Katoh and Nakagama 2014; Qian et al. 2014). Reseptoriin asiri
seviyede ifade edilmesi, transkripsiyonel diizenlemelerin bozulmast ve gen
amplifikasyonlari, FGFR sinyalinde diizensizliklere neden olur ve gastrik kanser basta
olmak tizere bir¢ok kanser tiiriinde gosterilmistir (Turner and Grose 2010; Jemal et al.
2011). Ayrica bu sinyal yolundaki diizensizlikler, mesane kanseri ve sarkomalar dahil
olmak lizere bir¢ok kanser tiiriinde iligkilendirilmis olup, reseptoriin asir1 ifade edilmesi
sonucu epitelyal mezenkimal gecise, metastaza, hastaligin ilerlemesine ve yayilmasina da
katki saglayip onkogenik kosullar olusturabilir (van Rhijn et al. 2002; Taylor et al. 2009;
Haugsten et al. 2010). Benzer sekilde, FGFR1 geninin agsir1 ifade edilmesi erkeklerde
prostat kanseri ve kadinlarda meme kanseri ile iliskilendirilmistir (Giri et al. 1999; Chin
etal. 2006; Haugsten et al. 2010).

FGF/FGFR reseptorii sinyal yolunun meme, multipl myeloma, mesane ve prostat
kanserleri de dahil olmak iizere diger birgok kanser tiirlinde aktiflestigi
goriilmiistiir(Gavine et al. 2012), Ancak literatiirii taradigimizda Larenks ve Hipofarenks
dahil Bas ve Boyun kanserlerinde FGFR2 ile iliskili AKT yolaginin aktiflesmesi ile

alakal1 yeterince bilgi olmadig1 agiktir.

1.5. AZD4547

AZDA4547 FGFR’lerde yiiksek oranda korunmus olan kinaz domainindeki ATP
baglayict yarig1 geri doniigiimlii bir sekilde isgal ederek kinaz aktivitelerini engelleyen
bir inhibitordiir. Bu FGFR inhibitorleri FGFR’leri ve FGFR’lerin dogrudan etkiledigi
hedeflerin fosforilasyonunu azaltir (Norman et al. 2012; Klein etal. 2014; Katoh 2016).

AZDA4547, meme kanseri fare modellerinde yapilan in vivo ¢alismalarda memeli
epitelyal hiicre ¢ogalmasini baskiladigi ve 6zellikle de kendiliginden gelisen tlimor

hiicrelerinde meydana gelen kanser kok hiicresi benzeri 6zellikleri bozdugu ortaya
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cikarilmistir, Ustelik meme dokularinda RTK, mTOR ve Wnt/ B-katenin sinyal yollarini
baskiladig1 gosterilmistir, dolayisiyla AZD4547 meme kanserinde tedavi edici etkileri
ortaya ¢ikarilmis olup bu veriler 6n klinik kanitlar saglamaktadir (Zhao et al. 2017).
Ozofagus kanseri hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada AZD4547 nin
epitelyal-mezenkimal gegisi uyararak kanser kok hiicresi benzeri hiicreleri ¢ok etkili bir
sekilde azalttig1 gosterilmistir(Maehara et al. 2017). AZD4547 ile muamele sonrasinda
FGFR?2 ifadesinin artmis oldugu ilaca duyarl olan bir¢ok kanserli hiicre hattinda yapilan
gen ifade profilleme analizlerine gore FGFR sinyalinin inhibe edilmesinde etkili olan
yolaklar belirlenmis ve bu yolaklarin RAS/MAPK ve PI3K/AKT sinyal yolaklar ile
iligkili oldugu ortaya ¢ikarilmistir(Delpuech et al., 2016). AZD4547, reseptor tirozin
kinaz ailesine ait olan FGFR’leri ve bunlarin hedeflerinin fosforilasyonunu azaltarak
RAS-ERK, PI3K-AKT sinyal yolaklarindaki birgok hedefi inaktif hale getirir (Katoh
2016).

AZDA4547 yapilan birgok calismada etkinligi gosterilmistir. AZD4547, lenfomalar,
gliomalar, akciger kanserleri ve meme kanserlerinin tedavisinde kullanilmasi i¢in klinik
calismalar devam etmekte olup faz calismalarinda bu kanserlerde 2. ve 3. asamalara
gelinmistir. Ancak bas ve boyun kanserleri i¢in yapilan herhangi bir klinik c¢alisma

mevcut degildir (Anonim 2013; Anonim 2016a; Anonim 2016b).

Bu dogrultuda tez calismamizda, BBSHK hiicre hatlarinda FGFR ve FGFR’nin
aktiflestirdigi sinyal yolaklarindan olan hedef PI3K/AKT yolaginin protein diizeyinde
arastirilmasi ve taksol direncindeki roliinii, gelisen direng mekanizmasinin nasil oldugunu
ve taksol ve AZD4547'den olusan kombine tedavinin BBSHK hiicre hatlarindaki bu

diren¢ mekanizmasinin listesinden gelmeye olan etkilerini arastirdik.
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Koole et al. 2016 AZD4547, FGFR1’in asir1 ifade edildigi bas ve boyun kanseri
hiicre hatlarinda timor hiicre ¢ogalmasini azalttigi gosterilmistir. Ayrica AZD4547’ye
direncli olan bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda AZD4547 ve Gefitinib ilaglarinin

kombine uygulamasinin etkili oldugu ve hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir.

Feng et al. 2017 AZD4547 prostat kanseri hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada,
AKT kinaz inhibitori AZD5363 ile kombine edilerek kullanildiginda FGFR’nin
aktiflestirdigi bir¢ok sinyal yolaginin basarili bir sekilde inhibe ettigi gosterilerek, malin

fenotipe sahip ilerlemis prostat kanser tedavisinde etkili olabildigi 6ne siirtilmiistir.

Luo et al. 2018 Ozofagus kanseri hiicre hatt1 TE10 ve EC9706 hiicrelerinde
gefitinib ve AZD4547 nin etkilerini gorebilmek i¢in yapilan hiicre canlilik, western
Blotlama ve akis sitometrisi benzeri deneylerin sonucunda gefitinibin tek basina
uygulamasina kiyasla AZD4547 kombine uygulamasinin hiicre canliligini ve koloni
olusturma potansiyelini daha etkili bir sekilde inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi biiyiik
oranda ortaya konulmus, ayrica AZD4547 ile yapilan kombine uygulamada p-AKT ve
ERK1/2’nin fosforilasyonunun basarili bir sekilde inhibe edildigi ortaya ¢ikarilmistir.

Liu et al. 2019 Transgelin-2’nin meme kanserinde asir1 ifade edilmesi hiicre
gociinil ve metastazi arttirip taksole duyarliligr azaltmistir ve bu durum taksol direnci ile
iligkilendirilmistir. Transgelin-2’nin dogrudan PTEN ile etkileserek PI3K/AKT yolagini
aktiflestirmesi sonucunda Taksol direncinin gelismesine katki sagladigi ve hiicreleri

metastaza tesvik ettigi gosterilmistir.

Kim et al. 2018 Urotelyal kanserlerde FGFR1’in epitelyal mezenkimal gegisi
uyardigr ve bu durumun, Taksol direnciyle iliskili oldugu disiiniilmiistiir. Yapilan
deneylerde taksol ve FGFRI1 inhibitori BGJ398’in es zamanli uygulanmasinin epitel
mezenkimal gecis ile ilgili faktorlerin diizenlenmesi vasitasiyla UC hiicre gogiinii ve
koloni olusumunu sinerjistik olarak baskiladigi goriilmiistiir. EK olarak, FGFR1 geninin

susturulmasi, taksoliin etkinliginin artmasini saglamistir. Bu bulgular, FGFR1 sinyal
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yolunun inhibe edilmesi sonucu iirotelyal kanserlerde taksol direncinin iistesinden

gelmek i¢in temel bir strateji olabilecegini gostermistir.

Quan et al. 2020 Pankreas kanserinde FGF/FGFR sinyal yolunun inhibe
edilmesinin in vitro sartlarda hiicrelerin kiire olusturma yeteneklerini azalttig
gosterilmistir. Ayn1 zamanda FGFR1 ve FGFR2 genlerinin susturulmasi sonucu in vivo
sartlarda timor olusturma yeteneklerinin azaldigi gosterilmistir. FGFR sinyalindeki
azalma AKT ve SOX2 genlerinin ifade diizeyinde azalmaya sebep olmustur ve hiicrelerin
kiire olusturma yeteneklerinde azalma meydana geldigi goriilmiistir. Bu sonuglar
degerlendirildigi zaman FGFR/AKT/SOX2 aksisinin pankreas kanserinde kemoterapiye
direnc¢ gelisiminde biiylik rol oynayan kanser kok hiicre olusumlarini diizenlemede etkili
oldugu goriilmiistiir ve agresif pankreas kanserinde 6nemli bir terapotik hedef olabilecegi

gosterilmistir.
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Bu tez c¢alismasmin her basamagi, Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek

Teknoloji ve Arastirma Merkezi (YUTAM) laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.1. Materyal

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, kullanilan kitler, kimyasal maddeler

ve sarf malzemeler ise Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan cihazlarin listesi.

Materyal Marka Kullanim amaci

-20’de saklanmasi gereken
Derin Dondurucu (-20°C) Templow kimyasallarin depolanmasi
icin kullanildi.

+4°C’de saklanmas1
Buzdolabi (4°C) Edesa gereken kimyasallar,
besiyerleri i¢in kullanildi.

Dondurulan hiicrelerin,
Derin Dondurucu (-80°C) ESCO Lexicon® kullanilan ilaglarin
stoklanmasi i¢in kullanildi.

Hiicre canlilik testlerinde
formazan kristallerinin
Epoch Spektrofotometre BioTek EPOCH olusturdugu boyanin
absorbans 6l¢timiinde
kullanildi.

Tiim hiicre kiiltiirt
Laminar alr-fIOV\_/ (Class Il ESCO NordicSafe™ gallsmala{1nda sterl‘l blr
Safety Cabinet) ortam saglanmasi igin
kullanildi.

Kiiltiire alinan hicrelerin
inkiibasyon siireleri

ESCO Celculture CO2 . <
boyunca insan viicut

CO» inkiibator

Incubator ortamini taklit etmek
amaciyla kullanildi.
™ Hiicrelerin sayilmast igin
TC20™ Automated Cell BioRad kullanildi
Counter
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Mikropipet

Mini Santrifiyj

Sogutmali Santrifiij

Vorteks

Otoklav

Invert Mikroskop

Su Banyosu

Saf Su Cihazi

Isitici-sogutucu Kuru Blok

Jel Gortintileme Cihazi

Blotlama Cihazi

Masaiistii pH Metre

Axypet

WiseSpin

Hettich Zentrifugen

Wisd Wisemix VM-10

Tomy SX-500E

Leica

Wisd WiseBath

Millipore Direct- Q-3 UV

Bioer, ch 202

Bio-Rad ChemiDoc

Bio-Rad Trans-Blot®
Turbo™

Adwa, AD1000
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Tim deneylerde
kullanilacak sivi
malzemelerin miktarlarini
hacimsel olarak dogru
sekilde elde etmek
amaciyla kullanildu.

Hiicrelerin kaldirildiktan
sonra ¢oktiiriilmesinde
kullanildi.

Protein izolasyonunun son
asamasinda proteinleri
diger hiicre bilesenlerinden
ayirmak icin kullanildi.

Kati-S1v1 karisimlari
homojenize etmek i¢in
kullanildi. (Siit Tozu, BSA
vb.)

Kullanilan tim materyali
sterilize etme isleminde
kullanildi.

Hiicrelerin
goriintiilenmesinde ve klon
goriintiilerinin
¢ekilmesinde kullanildi.
Hiicre kiiltiiriinde
kullanilacak materyallerin

viicut 1s1s1na getirilmesinde
kullanildi.

Hazirlanan birgok
kimyasalin ¢oziiciisii
olarak kullanilda.

Proteinlerin
kaynatilmasinda kullanilda.

Western Blot
goriintiilerinin alinmasinda
kullanildi.

Western blot deneyinde
proteinlerin jelden
membrana transferi i¢in
kullanildi.

Hazirlanan soliisyonlarin
pH’sinin ayarlanmasinda
kullanildi.
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Analitik Terazi (0,0001)

Shimadzu ATX 224

[laglarm ve diger
kimyasallarin hassas bir
sekilde tartimin1 saglamak
icin kullanildz.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan kitler, sarf malzemeler ve kimyasallarin listesi.

Materyal

Allman Firma

Kullanim Amaci

96 kuyucuklu plate

6 kuyucuklu plate

RPMI 1640 besi yeri

DMEM F12 besi yeri

Tripsin

Fetal Bovine Serum (FBS)

Penisilin-Streptomisin

L-Glutamin

Phosphate Buffered Saline
(PBS) 1x

Corning® Costar®

Corning® Costar®

Gibco®

Gibco®

Gibco®

Gibco®

Gibco®

Sigma-Aldrich®

EcoTech Biotechnology
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Hiicre canlilik testlerinde

hiicrelerin ekilmesi i¢in
kullanildi.

Protein izolasyonu, yara
kapatma testi ve koloni
olusturma testinde
hiicrelerin ekilmesi i¢in
kullanildi.

Hep-2, FaDu, Detroit-562
hiicreleri i¢in besiyeri
olarak kullanildi.

SCC-9 hiicreleri i¢in
besiyeri olarak kullanildi.

Hiicrelerin pasajlama
agsamasinda tutunduklari
ylizeyle baglantisini
kesmek i¢in kullanildi.

Hiicrelerin biiylimesi ve
¢ogalmasi icin gerekli
faktorleri igeren serum

olarak kullanildi.

Antibiyotik Bileseni olarak
besiyerini kontaminasyona
kars1 korumak ig¢in
kullanildi.

Kiiltiirde hiicrelerin
biiylimesini destekleyici
olarak kullanildu.

Izotonik tampon ¢ozelti
olarak hiicre kiiltliriinde,
protein izolasyonunda,
Western Blot ve koloni
olusturma testinde yikama
ve FBS kalintilarini
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Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich®

Izopropanol Sigma-Aldrich®

Metanol Sigma-Aldrich®

Nitroseliilloz Membran Sigma-Aldrich®

Whatman Kagidi Sigma-Aldrich®

RIPA Lizis Buffer EcoTech Biotechnology ®

(Turkey)

Laemmli Sample Buffer  EcoTech Biotechnology ®

10x (Turkey)
Siit Tozu EcoTech Biotechnology ®
(Turkey)
BSA BioShop
PMSF Roche

Proteaz Inhibitér Kokteyl Thermo Scientific®

Crystal Violet Sigma-Aldrich®

Cell Viability Detection
Kit-8

EcoTech Biotechnology ®
(Turkey)
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uzaklastirmak amaciyla
kullanildi.

Kullanilan ilaglarin
¢Oziiciisii olarak ve
hiicrelerin stoklanmasinda
kullanildi.

SDS jelinin
hazirlanmasinda kullanildi.
Hiicreleri ylizeye

sabitlemek(fiksasyon) i¢in
kullanildi.

Proteinlerin jelden transferi
i¢in kullanildi.

Western Blot transfer
asamasinda sandvi¢ modeli
olusturmak ve tamponun
akisin1 saglamak i¢in
kullanildi.

Protein izolasyonunda
hiicreleri parcalamak i¢in
kullanildi.

Protein 6rneklerinin
hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Membrani bloklamak i¢in
kullanildi.

Membrani bloklamak ve
primer antikoru hazirlamak
icin kullanildi.

Protein izolasyonu
asamasinda hiicre i¢inde
proteinlerin serin proteazlar
tarafindan pargalanmasini
engellemek icin kullanildi.

Protein izolasyonunda
Proteinleri parcalayan
proteazlari inhibe etmek
i¢in kullanildi.

Koloni testinde hiicreleri
boyamak icin kullanildi.

Hiicre canliliginmi
belirlemek i¢in kullanildi.
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ClearBand ECL Western
Blot Substrat

B-aktin Antikor

p-AKT Antikor

p-Gsk38 Antikor

SOX2 Antikor

P-FGFR Antikor

EcoTech Biotechnology ®
(Turkey)

Santa Cruz
Biotechnology®

Santa Cruz
Biotechnology®

Santa Cruz
Biotechnology®

Santa Cruz
Biotechnology®

Cell Signaling Technology
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Peroksidaz enziminin
substrati olarak antijen-
antikor iligkisinin ve
miktarinin belirlenmesinde
ve goriintiilenmesinde
yardimce1 olmasi amaciyla
kullanildi.

Membrandaki biiyiik bir
protein havuzundan
aragtirmaya konu olan
proteini saptamak ve
6l¢mek amaciyla belirli bir
proteine spesifik olarak
baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildi.

Membrandaki biiytiik bir
protein havuzundan
aragtirmaya konu olan
proteini saptamak ve
6lgmek amaciyla belirli bir
proteine spesifik olarak
baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildi.

Membrandaki biiyiik bir
protein havuzundan
arastirmaya konu olan
proteini saptamak ve
6l¢mek amaciyla belirli bir
proteine spesifik olarak
baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildi.

Membrandaki biiyiik bir
protein havuzundan
arastirmaya konu olan
proteini saptamak ve
6l¢mek amaciyla belirli bir
proteine spesifik olarak
baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildi.

Membrandaki biiyiik bir
protein havuzundan
arastirmaya konu olan
proteini saptamak ve
6l¢mek amaciyla belirli bir
proteine spesifik olarak
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Anti-Mouse Sekonder
Antikor

Anti-Rabbit Sekonder
Antikor

Ponceau S

Trizma Base

Akrilamit

Bis-akrilamit

N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamine (TEMED)

Santa Cruz
Biotechnology®

Santa Cruz
Biotechnology®

EcoTech Biotechnology ®
(Turkey)

Sigma-Aldrich®
(Germany)

BioShop

Sigma-Aldrich®
(Germany)

Sigma-Aldrich®
(Germany)

baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildu.

Membrandaki biiyiik bir
protein havuzundan
arastirmaya konu olan
proteini saptamak ve
Olgmek amaciyla belirli bir
proteine spesifik olarak
baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildu.

Membrandaki biiytiik bir
protein havuzundan
aragtirmaya konu olan
proteini saptamak ve
6l¢mek amaciyla belirli bir
proteine spesifik olarak
baglanmay1 saglamasi
amaciyla kullanildi.

Transfer asamasindan sonra
membrandaki proteinleri
goriiniir hale getirmek i¢in
kullanildi.
SDS-jelinin
hazirlanmasinda kullanildi.
Jelin polimerlesmesi i¢in
kullanildi.

Jelin polimerlesmesi i¢in
kullanildi.
Akrilamidin
polimerizasyonunu

katalizlemek amaciyla
kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Taksol Direncli Hiicrelerin Gelistirilmesi

Tez kapsaminda kullanilan Hep-2 hiicreleri Sap  Enstitlisii  kiltiir
koleksiyonundan, FK hiicre hatti Detroit-562 Adana Alparslan Tiirkes Universitesi
Biyomiihendislik Boliimii’nden Dr. Ogr. Uyesi Sibel Oztas’tan ve HFK hiicre hatt1 FaDu
ile DSHK hiicre hatti SCC-9 ATCC® hiicre kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
Hep-2, FaDu ve Detroit-562 hiicre hatlar1 %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-
Glutamin eklenerek hazirlanan RPMI-1640 besiyeri icerisinde ve 37°C’de %5°lik CO
ortaminda  kiiltiir edilerek ¢ogaltildi. SCC-9 Hiicre hattt %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin ve 400 ng/ml konsantrasyonda hidrokortizon
eklenerek hazirlanan DMEM F12 besiyeri igerisinde ve 37°C %5’lik CO, ortaminda
kiiltiir edilerek c¢ogaltildi. Tiim hiicreler her 2-3 giinde bir, hiicre yogunluguna ve

yapilacak deneylerin amacina gore pasajlandi.

Hep-2 hiicrelerine direng kazandirmak i¢in ilk olarak hiicreler pasajlandiktan
sonra yiizeye tutunan hiicrelerin ortalama %30-40 oraninda yogunluga sahip olmasi
muamele edilecek ilact metabolize etmeleri agisindan olduk¢a 6nemlidir. 1 giin sonra
tutunan hiicrelere diigiik konsantrasyondan baglanarak taksol verildi. Hep-2 hiicreleri i¢in
direng gelistirmeye 3nM taksol konsantrasyonu ile baglandi. Taksol ile 24 saat muamele
edilen hiicreler mikroskop altinda, cogalma hizlar1 ve morfolojileri baz alinarak
gbzlemlendi. Verilen taksol konsantrasyonlar: hiicreleri ¢ok fazla etkileyip oldiirdiigii
zaman hiicreler toparlanincaya kadar normal besiyeri ile muamele edildiler. Taksol,
hiicrelerin morfolojik yapisini ve ¢gogalma hizini etkilemedigi gbzlemlendigi zaman 48
saat taksol iceren besiyeri ile muamele edildikten sonra tekrar hiicreler toparlanincaya
kadar normal besiyeri ile muamele edildiler. Hiicreler pasajlanarak direngli hale gelen
hiicrelerin  secilimi saglandi ve c¢ogalan yeni hiicre neslinin verilen taksol
konsantrasyonuna direngli oldugunu teyit etmek icin hi¢ taksol verilmemis hiicreyle ayni
taksol konsantrasyonunda muamele edildi ve 1 giin sonra mikroskop altinda gézlemlenen
hiicrelerde hi¢ Taksol verilmemis hiicrelerin yaklasik %350’sinin 6ldiigii goriiliirken
direncli olarak diisiindligiimiiz hiicrelerin Taksol iceren besiyerinde 6lmedikleri ve

cogaldiklar1 gozlemlendi. Bu konsantrasyona diren¢ kazanildigi teyit edildikten sonra bir
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sonraki asamada 2 kat1 konsantrasyona direngli hiicreler elde etmek icin yapilan islemler
tekrarlandi. Hiicrelere ICsp dozlarina kadar diren¢ kazandirildi. Hiicrelere direng
kazandirmaya baslanildiginda verilen ilk doza direncin sonraki dozlardan daha uzun
stirdiigli gozlemlenmistir. Hiicrelerin ortalama bir doza diren¢ kazanma siirelerinin

yaklasik olarak 1 ay siirdiigii gozlemlendi.

3.2.2. Hiicre Sayimi

T25 Flasklarda kiiltiire edilen hiicrelerin %75-85 oraninda konfluensiye ulagsmasi
sonrasinda hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve daha sonra santrifiij ile ¢oktiiriildii. 3 ml taze
besiyerinde hiicreler ¢oziildii ve pipetaj yapilarak iyice homojen hale gelmesi saglandi.
Hiicre sayimi i¢in BioRad TC20™ Automated Cell Counter cihazi kullanildi. Hiicre
sayim cihazinin slaytlarma 10 pl hiicre ile 10 pl tripan mavisi karisimindan 10 pl yiiklendi

ve cihazda sayim gerceklestirildi.

3.2.3. Hiicrelerin 6-Kuyucuklu ve 96-Kuyucuklu Plate’lere Ekilmesi

Hiicre sayimindan sonra 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyucuguna 2 ml besiyeri
igerisinde 1,2x105- 1,5x105 sayida hiicre ekimi yapilmistir. 96 kuyucuklu platenin her
bir kuyucuguna 100 pl besiyeri igerisinde 3.000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi
yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra hiicreler deneylerde kullanilincaya kadar 37°C’de

%35°lik COz2 igeren inkiibator igerisinde biiytitiilmiistiir.

3.2.4. AZD4547 ve Taksol ilaclarimin Stok Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan AZD4547 {ireticinin talimatlarina uyularak hazirlandi. 5
mg AZD4547 tartildiktan sonra 1,0786 ml DMSO igerisinde ¢oziilerek 10 mM ana stok
olusturuldu. Kullanilirken daha diisiik konsantrasyonlarda ara stoklar hazirlanarak

kullanima hazir hale getirildi ve tiim stoklar -80°C’de saklandi.

Ticari olarak satin alinan taksol {ireticinin talimatina uyularak hazirlandi. 10 mM

ana stok hazirlamak i¢in 5 mg tartilip 585 ul DMSO igerisinde ¢oziildii. 10 mM ana stok
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cOzeltisinden baslangicta 100 uM hazirlamak i¢in 100 kat seyreltildi. Daha sonra
deneylerde kullanmak i¢in 100 uM ara stok ilagtan 10 uM stoklar hazirlanarak deneyler
icin kullanildi. Tiim stoklar -80°C’de saklandh.

3.2.5. AZDA4547 ve Taksoliin Hiicrelere Uygulanmasi

Tim hiicre hatlarima uygulanan AZD4547 ve taksol konsantrasyonlar1 Cizelge
3.3’te gosterilmistir. Calismada kullanilan taksol ila¢ konsantrasyonlar1 literatiir
aragtirmast yapilarak belirlenen ICsp dozlaridir. AZD4547 ilacinin ICso dozunu
belirlemek i¢in tiim hiicre hatlarina farkli dozlarda ilag verildi ve ICso dozunun
belirlenmesi i¢in Probit Analizi dosyas1 kullanildi. Daha sonra yapilan tiim deneylerde
belirlenen bu IC50 dozlar1 kullanildi. Tim hiicre hatlarinda AZD4547 ICso dozunu
belirlemek i¢in 0,25 uM, 0,50 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM ve 8 uM konsantrasyonlari segildi.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan hiicre hatlarinda AZD4547 igin IC50 hesaplamak igin
uygulanan AZD4547 dozlan ile bu hiicreler i¢in literatlirde taksol icin
bildirilmis IC50 degerleri.

AZDA4547 (uM) Taksol (nM)
Hep-2 0.25,0,50,1,2,4,8 12 (Mikel'saar et al., 1990)
FaDu 0.25,0,50,1,2,4,8 32 (Xu et al., 2013)
Detroit-562 0.25,0,50,1,2,4,8 18 (Roulstone et al., 2013)
SCC-9 0.25,0,50,1,2,4,8 2 (Raitanen et al., 2004)

3.2.6. AZD4547 ve Taksoliin Bas Boyun Kanseri Hiicre Hatlarinda Hiicrelerin

Proliferasyonu Uzerine Etkileri

Hep-2 ve FaDu hiicreleri kuyucuk basina 3000 hiicre, SCC-9 hiicreleri 2500 hiicre
ve Detroit-562 hiicreleri 8000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu platenin her bir
kuyusuna 3’er tekrarli olarak ekildi. Hiicreler yukarida belirtilen konsantrasyonlarda
AZDA4547 ve taksol ile muamele edildi. AZD4547 ve taksoliin hiicrelerin canlilig1 tizerine
etkileri 24 ve 48 saat sonra ilag¢ verilmemis kontrol grubu ile kiyaslanarak degerlendirildi.

Hiicre canliigi Cell Viability Detection Kit-8 (CVDK-8, EcoTech Biotechnology)
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kullanilarak iireticinin ydnergelerine uyularak yapildi. Ozetle, kuyucuklardaki besiyerleri
uzaklagtirildiktan sonra %10 oraninda CVDK-8 soliisyonu igeren taze besiyerinden her
bir kuyuya 100’er ul eklendi ve hiicreler 37°C°de inkiibatdrde karanlikta 3 saat inkiibe
edildi. Hiicre canlilifi Epoch 2 Microplate Spectrophotometer cihazi kullanarak 490

nm’de abzorbans 6l¢iimii alinarak analiz edildi.

Yapilan deneyde AZD4547, Taksol ve AZD4547 ile beraber taksoliin sinerjistik
etkilerini incelemek igin hiicreler yukarida hesaplanan ICso dozlarda AZD4547 ve
yukaridaki tabloda verilen ICso degerlerinde taksol ile muamele edildi. Hiicre canlilig1 24

ve 48 saat sonuglaria gore kontrol grubu ile kiyaslanarak yapildu.

3.2.7. AZD4547 ve Taksoliin Bas Boyun Kanseri Hiicre Hatlarinda Hiicre Gocii

Uzerindeki Etkilerinin Yara Kapatma Testi ile Arastirilmasi

AZDA4547 ve taksoliin ayr1 ay1 olarak ve birlikte hiicrelerin gocii lizerine etkileri
yara testi ile karsilastirildi. Ik olarak Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicreleri 6 kuyucuklu
platelerin her bir kuyucuguna 500.000 hiicre gelecek sekilde 3’er tekrarl olarak ekildi.
Daha sonra kuyucuklara ekilen hiicrelerin %100 yogunluga ulasmasi beklendi. %100
yogunluga ulasan tek tabaka halindeki hiicrelerde 200 uL’lik pipet ucu ile tek bir ¢izik ile
yaralar acild1 ve daha sonra AZD4547, Taksol ve ikisi birlikte belirlenen ICso dozlarinda
muamele edildikten 24 saat sonra hiicrelerin go¢ etme potansiyelleri ve yara kapama
oranlar1 karsilastirilarak analiz edildi. Hiicrelerde agilan yaralarin fotograflar: ilk yaralar
acildiktan sonra ve ilaclar ile muamele edildikten 24 saat sonra invert mikroskop ile

¢ekildi ve karsilastirilarak analiz edildi.

3.2.8. AZD4547 ve Taksoliin Bas Boyun Kanseri Hiicre Hatlarinda Koloni

Olusturma Potansiyellerinin Arastirilmasi

AZDA4547 ve taksoliin hiicreler iizerinde koloni olusturma potansiyellerini
belirlemek icin, 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna Hep-2, FaDu ve SCC-9
hiicrelerinden 3’er tekrarli olacak sekilde 3.000 hiicre ekildi. Daha sonra hiicreler

AZDA4547, Taksol ve Taksol+AZD4547 ile belirlenen 1Cso konsantrasyonlariyla
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muamele edildi. Kontrol ve AZD4547 grubunun 5 giinde bir besiyeri degistirildi. Taksol
grubu ile muamele edilen hiicreler 1 giin Taksol igeren besiyeri icerisinde 4 giin ise
normal besiyeri igerisinde inkiibasyona 37°C’de birakildi. Taksol+AZD4547 grubunda
hiicreler 1 giin Taksol+AZD4547 igeren besiyeri i¢erisinde 4 giin sadece AZD4547 iceren
besiyeri igerisinde 37°C’de inkiibasyona birakildilar. Hiicrelerin koloni olusturmasi giin

giin mikroskop ile takip edildi.

Ortalama 8-12 giin igerisinde yeterince biiyiikliige ulasan koloniler 12 giin
sonunda kuyulardaki besiyeri uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Daha sonra metanol ile
fikse edildi. Fikse edilen koloniler %0,1 Crystal Violet ile 20 dakika boyunca boyanmasi
icin bekletildi ve daha sonra koloniler invert mikroskop kullanilarak goriintiilendi,

koloniler sayildi ve klon gesitlerine gore siniflandirildi.

3.2.9. FGFR ve SOX2 ifadelerinin in siliko araclarla arastirilmasi

Gene Expression Omnibus (GEO) veritabanina yiiklenmis GSE28784 ve
GSE86099 veri setlert GEO2R programi kullanilarak analiz edildi ve FGFR2 ve SOX2
ifadelerinin 1s1 haritasi gosterimi Matrix2png arayiizii kullanilarak olusturuldu (Pavlidis
and Noble, 2003). Bas ve boyun kanseri doku 6rneklerinde FGFR2 ve SOX2 ifadeleri ve
bu genlerin bulundugu genomik bolgelerdeki genetik degisiklikler cBioPortal veritaban
araciligiyla the Cancer Genome Atlas Program (TCGA) veritabanina yiiklenmis veriler
analiz edilerek degerlendirildi (Cerami et al., 2012). FGFR2 ve SOX2 ifadelerinin
korelasyonu Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) veritabani

kullanilarak analiz edildi (Tang et al., 2017).

3.2.10. Doku Orneklerinin Temin Edilmesi

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda rutin
patolojik inceleme i¢in alinan 6rneklerden biyopsi sonucu skuamdz hiicreli karsinom
olduklar1 dogrulanan hastalar ¢alismaya dahil edildi ve bu hastalar arasindan parsiyel ya

da total larenjektomi yapilan her bir hastadan ameliyat sonrasinda normal ve tlimorlii
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larenks dokusu alinarak, sivi nitrojen igerisinde hizlica dondurularak protein izolasyonu

yapilana kadar -80°C’de saklandi.

3.2.11. Western Blot

Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicreleri 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna 1,5x10°
hiicre, Detroit-562 hiicreleri 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna 2,5x10° hiicre olacak
sekilde edildi. Daha sonra hiicreler belirlenen ICso konsantrasyonlarinda AZD4547 ve
taksol ile muamele edildi. Tiim hiicre hatlarinda AZD4547 ve kontrol grubunda 48 saat
muamele sonrast besiyeri uzaklastirilarak protein izolasyonu yapilirken, taksol ve
taksol+AZD4547 gruplarinda 12-18 saat muamele sonrasi besiyerleri uzaklastirilip
protein izolasyonu yapildi. Daha sonra kuyular soguk PBS ile yikandi. RIPA Lysis Buffer
icerisine PMSF ve fosfataz inhibitér eklendi ve her kuyuya protein izolasyonu igin 150-
200 pl RIPA Lysis Buffer eklendi. Kaziyict yardimiyla kuyularin yiizeyi kazinarak
kokteyl-hiicre karigimi elde edildi. Hiicrelerin iyice parcalanmasini saglamak igin 3 kez
stv1 azot igerisinde dondur-¢6z islemi uygulandi. 3. dondurma isleminden sonra karigim
5 dakika buz iizerinde bekletildi ve daha sonra 13.000 rpm’de +4°C’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant yeni bir eppendorf tiipiine alinarak iizerine 10x Laemmli
Sample Buffer’dan 1/10 oraninda eklendi ve hazirlanan proteinler 100°C’de 5 dakika
boyunca kaynatild1 ve deneylerde kullanilincaya kadar -80°C’de sakland.

Hiicrelerden izole edilen proteinleri molekiiler agirliklarina gore ayirmak igin
elektroforez islemi kullanildi. SDS-PAGE icin iki farkli konsantrasyonda jeller
hazirlandi. Jelin hazirlanmasi i¢in gerekli olan malzemeler Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5°te

gosterildi.
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Cizelge 3.4 %4 liik yiiritme jelinin igerigi.

Yiiriitme jeli malzemeleri (%4) Hacim
Akrilamid+bis-akrilamid (%29+%1) 397,5 ul
Saf su 2,175 ml
Tris-HCI (pH:6.8) 375 wl
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 30 ul
Amonyum perstilfat (%10) 30 ul
TEMED 7,5 ul

Cizelge 3.5 %10’luk ayirma jelinin icerigi.

Ayirma jeli malzemeleri (%10) Hacim
Akrilamid+bis-akrilamid (%29+%1) 1,65 ml
Saf su 1,4 ml
Tris-HCI (pH:8.8) 1,875 mi
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 50 pul
Amonyum persiilfat (%10) 50 pul
TEMED 2 ul

Tablolarda gosterildigi gibi hazirlanan ayirma jeli iki cam plaka arasina dokiildii
ve lizerine saf izopropanol eklendi ve daha sonra 30-40 dakika boyunca jelin polimerize
olmasi1 beklendi. Polimerize olan jel {izerindeki izopropanol uzaklastirildi. Ayirma jelinin
hazirlandig1 ayni cam plaka iizerine tabloda gosterildigi gibi yiiriitme jeli hazirland1 ve
cam plakalar arasina dokiildii. Polimerize olmadan 6nce 6rneklerin yiiklenecegi kuyular
icine tarak yerlestirildi ve jelin polimerize olmasi igin +4°C’de 30-45 dakika boyunca
bekletildi. Polimerize olan jelden tarak ¢ikarildi ve daha sonra 1x yiirlitme tamponu igeren

tankin icerisine yerlestirildi. Jelin kuyucuklarina protein drnekleri yiiklendi. Yiikleme
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jelinin gegme seviyesine gelinceye kadar 80V’luk elektriksel alanda yiiriitiildiikten sonra
voltaj 110V’a ¢ikarilarak ytriitiilmeye devam edildi. Bu sekilde proteinlerin molekiiler

agirliklarina gore ayrimi saglandi.

Molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler daha sonra transfer iglemi i¢in
hazirlandi. Transfer tamponuyla islatilmis iki Whatman kagidi transfer cihazinin alt
kismina yerlestirildi. Uzerine transfer tamponuyla 1slatilmis nitroselilloz membran jelin
tizerine yerlestirildi ve jel cam plakadan ayrilarak transfer cihazinin zeminine daha dnce
konulmus olan Whatman kagidinin iizerine baloncuk olusturmayacak sekilde
yerlestirildi. Uzerine iki adet tamponla 1slatilan Whatman kagidi konuldu ve sandvig
modeli olusturuldu. Transfer cihazinin tepsisinde hazirlanan bu islem sonrasi tepsinin
kapag1 sikica kapatildiktan sonra cihazin igerisine yerlestirildi ve 7’ser dakikadan 25V
1.3A’ya ayarlanan cihazda 2 kez transfer islemi gerceklestirildi. Transfer islemi sonrasi
membrana aktarilan proteinlerin goriiniirliiglinii saglamak i¢in Ponceau S (EcoTech
Biotechnology Turkey) ile 5 dk calkalayicida galkalanarak boyandi. Daha sonra
membranlar 3 kez PBST ile yikandi ve kullanilan antikorun bloklama ajani olarak ne
kullaniliyorsa siit tozu ya da BSA ile 1 saat yatay calkalayicida ¢alkalanarak bloklama
islemi yapildi. Bloklama sonrasi membranlar 3 kez PBST ile yikandi. Arastirilacak
proteinin uygun antikoru ile +4°C’de bir gece yatay calkalayici iizerinde galkalanmaya
birakild1. Inkiibasyon sonrasinda baglanmayan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in 3 kez PBST
ile yikama yapildi. HRP bagli sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda muamele edilen
membranlar tekrar 3 kez PBST ile yikandi. Bantlar1 goriintiilemek i¢in ClearBand ECL
Western Blot Substrat kullanild1 ve sinyal tespiti ve 131ma miktarini goriintiileme islemi

ChemiDoc MP cihaziyla gerceklestirildi.

3.2.12. istatiksel Analiz

Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmis ve degerler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. Veriler istatiksel olarak Student’s t test araciligiyla analiz edilmis ve p<0,05

degerler anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Taksol Direncli Hiicrelerde Artmis FGFR2 ve SOX2 ifadeleri Paralellik

Gosterir

Embriyonik kok hiicrelerin kendini yenilemesinde, indiiklenmis pluripotent kok
hiicrelerin olusumunda ve apoptozda kritik rolleri olan SOX2’nin asir1 ifade edilmesi
bir¢ok kanser tiiriiyle iligkilendirilmistir. Ek olarak, gastrik ve kolorektal kanserlerde
bulunan kanser kok hiicre benzeri hiicrelerde SOX2 ifadesindeki artis, kemoterapiye
direng ile iliskilendirilmistir(Bass et al. 2009; Gangemi et al. 2009; Tian etal. 2012; Rao
etal. 2013; Li et al. 2014). ileri evredeki iirotelyal kanserlerde FGFR1 geninin epitel-
mezenkimal gegisi uyardigi ve taksole direng mekanizmasinin gelismesinde katki

sagladig ileri siiriilmektedir (Kim et al. 2018).

Bas ve boyun kanserinde taksole karsi gelisen diren¢ mekanizmalarinin
arastiritlmasi1 amaciyla 6ncelikle literatiirde mevcut olan mikroarray verileri incelendi. Bag
ve boyun kanseri hiicrelerinde mikroarray ve RNASeq verisi olmadigindan taksol direng
mekanizmalariin aydinlatilmasina katki yapmak adina 6n veri elde etmek i¢in 6zofagus
kanseri hiicre hatlar1 ve meme kanseri hiicre hatlarina ait verilerin bulundugu GSE28784
ve GSE86099 mikroarray verisetleri GEO2R programi kullanilarak analiz edildi. Bu
hiicre hatlarinda parental ve taksol direngli gruplarin karsilastirilmasi sonucu FGFR2 ve
SOX2 genlerinin ifade diizeyleri incelendi ve her iki hiicre hattinda yapilan analize gore
parental ile kiyaslandig1 zaman direngli hiicre hatlarinda FGFR2 ve SOX2 gen ifade
diizeyinin arttig1 goriildi (Sekil 4.1).

GEO veritabanindan elde edilen 6n verilere ek olarak, genomik ve transkriptomik
degisimler ve mutasyonlarin TCGA veritabanindan elde edilen 6rneklerin cBioportal
veritabani aracilifiyla analiz edilmesi sonucunda bas ve boyun kanserli doku 6rneklerinde
FGFR2 ve SOX2 genlerinde mutasyon frekansinin yiiksek oldugu, bu iki genin de kanser
orneklerinde artmig ifadeye sahip oldugu ve bu iki genin ifadesinin anlamli bir sekilde

pozitif korelasyon gosterdigi ortaya konulmustur (Sekil 4.2).
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GSE86099
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Sekil 4.1 Taksol direngli ve parental hiicre hatlarinda GEO veritabanindan elde edilen
mikroarray verilerinin karsilastirilmasi

R=0.74
p<0.0001

FGFR2 |
SOXx2 [

I Amplifikasyon  Yiksek mANA ifadesi Degisim yok

SOX2

FGFR2 Ifadesi

4 6 8

2
SOX2 ifadesi

Sekil 4.2 TCGA veritabanindan elde edilen bas ve boyun kanserli hasta 6rneklerinde
FGFR2 ve SOX2 genindeki ifade degisimleri ve iki gen ifadesi arasindaki
korelasyon.

4.2. Bas ve Boyun Kanserli Normal ve Tiimor Doku Orneklerinde pFGFR2, p-AKT,
p-Gsk3p ve SOX2 ifadeleri Artmistir

In silico analiz ile elde edilen bulgular1 dogrulamak i¢in bas ve boyun kanserli
hastalardan ameliyat sonrasinda elde edilen 9 ¢ift normal ve tiiméorlii doku 6rneklerinde
pPFGFR2, p-AKT, p-Gsk3pB ve SOX2 ifadeleri incelendi. Elde edilen bulgular normal
orneklere gore kiyaslandiginda timor 6rneklerinde p-FGFR2, p-AKT, p-Gsk38 ve SOX2
ifade seviyelerinin arttig1 ortaya koydu (Sekil 4.3). Yapilan kantitatif analiz p-FGFR2, p-
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AKT, p-Gsk3B ve SOX2 ifade seviyelerinin normal 6rneklere gore kiyaslandigr zaman
timorlii doku oOrneklerinde anlamli olarak arttigin1 gosterdi (Sekil 4.4 p<0,05). Bu
bulgular, bas ve boyun kanserinde aktiflesen FGFR ve asag1 akis yoniindeki sinyal yolu
bilesenlerinin karsinogenez siirecinde ve kanser iligkili fenotiplerin olusmasinda katkisi

olabilecegine dair 6nemli kanitlar sunmaktadir.
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Sekil 4.3 Bas ve boyun kanserli hastalardan elde edilen normal ve tiimorlii larenks
dokularinda FGFR2 ve asagi akis yoniindeki sinyal yolu bilesenlerinin
aktiviteleri ve ifade seviyeleri.
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Sekil 4.4 Larenks doku orneklerinde FGFR2 ve asagi akis yoniindeki sinyal yolu
bilesenlerinin rolatif ifade seviyeleri.
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4.3. Bas ve Boyun Kanserli Hiicre Hatlarinda rFGF2 Muamelesi Sonras1 FGFR ve
Hedefledigi Sinyal Yolunun Fosforilasyonu Artar

Fibroblast Growth Faktor (FGF) ailesi, 18 farkli polipeptid ligand: igeren ve 4
farkli FGFR reseptoriine baglanmasi sonucu hiicre zarima bagli monomer haldeki
reseptorlerin dimer hale gelip aktiflesmesini saglayan ligand ailesidir. Aktiflesen FGFR
reseptorleri, PI3K/AKT, MAPK ve dolayli olarak Wnt sinyal yolagini aktiflestirerek
hiicrede biiytime, ¢cogalma, farklilasma gibi bir¢ok siiregte gorev alirlar(Jang et al. 2001,
Itoh and Ornitz 2011; Feng et al. 2017).

Bas ve boyun kanseri hiicrelerinde FGFR2 reseptoriiniin aktiflesmesinin
PI3K/Akt sinyal yolu araciligiyla SOX2 ifadesini kontrol ettigini gostermek i¢in FGFR2
reseptorii. tFGF2 kullanilarak aktiflestirildi ve asagi akis yoniindeki sinyal yolu
bilesenlerinin aktiviteleri western blot ile incelendi. Bu dogrultuda, hiicrelere 1, 10, 100
ng/uL dozlarinda rFGF2 1 saat muamele edilmis ve bu hiicrelerden protein izole edilerek

western blot analizi yapildi.

Hep-2, SCC-9, Detroit 562 ve FaDu hiicrelerinde rFGF2 muamelesi sonrasinda
FGFR2 reseptoriiniin doza bagl olarak aktiflestigi ve asag1 akis yoniindeki sinyal yolu
bilesenlerinin aktivitelerinin de yine doza bagli olarak arttig1 protein diizeyinde gosterildi
(Sekil 4.5). rFFGF2 muamelesi sonrasinda elde edilen bulgular aktiflesen FGFR2’nin bas
ve boyun kanseri hiicre hatlarinda alt sinyal yolaklar1 hedeflerinden biri olan PI3K/AKT
yolag1 araciligiyla SOX2 ifadesini kontrol ettigine dair isaretler sunmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda rFGF muamelesi sonras1t FGFR2 ve asag1
akis yoniindeki sinyal yolu bilesenlerinin aktiviteleri ve ifade seviyeleri.

4.4. FGFR2 inhibitorii AZD4547 Bas ve Boyun Kanserli Hiicre Hatlarinda Canhhig

Doza ve Zamana Bagh Olarak Azaltir

FGFR reseptoriin asir1 diizeyde ifadesi, sinyal yolunda diizensizliklere sebep olur
ve gastrik kanser basta olmak tizere bir¢ok kanser tiiriiyle iliskilendirilmistir(Turner and
Grose 2010; Jemal etal. 2011). AZD4547 FGFR’lerin kinaz domainine baglanarak kinaz
aktivitesini engelleyen bir inhibitordiir ve FGFR’ler dahil FGFR’lerin etkiledigi alt hedef
sinyal yolaklarinin da fosforilasyonunu azaltmaktadir (Norman et al. 2012; Klein et al.
2014; Katoh 2016). Yapilan bir calismada AZD4547 nin meme kanseri hiicre hatlarinda
hiicre canliligimi disiiriip apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir (Liu et al. 2014), Ayrica,
bas ve boyun kanserlerinde FGFR ailesinden olan FGFR1 geninin asir1 ifadesi gosterilmis
ve FGFR1’in artmis oldugu hiicrelerde AZD4547 ile muamele sonrasinda hiicre

proliferasyonu ve FGFR1 ifadesinin baskilandig1 goriilmiistiir (Koole et al. 2016).

AZDA4547’nin bag ve boyun kanseri hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 iizerindeki

etkileri CVDK-8 testi kullanilarak analiz edildi. 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM ve
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8 uM konsantrasyonlarda AZD4547 igeren besiyeri ile muamele edilen hiicrelerde

canliligin zamana ve doza bagl olarak azaldig1 gézlemlendi (Sekil 4.6).

24 saatlik AZD4547 ile muamele sonrasinda Hep-2 hiicrelerinde 6zellikle 2 uM
ve lizerindeki konsantrasyonlarda hiicre canliliginin anlamli derecede azaldig1 gosterildi.
Kontrol ile karsilastirildigi zaman canliligin 24 saat ve 48 saatlik muamele sonrasinda 2
uM, 4 uM ve 8 uM dozlarda doza bagl bir sekilde azaldigi, 24 saatlik muamele sonrasi
8 uM dozda canliligin %51 e kadar diistiigii gézlemlendi. 48 saatlik muamele sonrasinda

ise 8 uM dozda canliligin %43’e kadar diisttigii belirlendi (Sekil 4.6, p<0,01).

24 saatlik AZD4547 ile muamele sonrasinda SCC-9 hiicrelerinde 2 uM dozdan
itibaren hiicre canliliginda kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede azalma
goriildii. 8 uM dozda hiicre canliliginin %54’¢ kadar diistiigii belirlendi. 48 saatlik
AZDA4547 ile muamele sonrasinda canliligin 0,5 uM dozdan itibaren anlamli derecede
azaldig1 belirlendi. En yiiksek doz olan 8 pM konsantrasyonda canliligin %31°e kadar
ortaya konuldu (Sekil 4.6, p<0,001).

Detroit-562 hiicrelerinde 24 saat AZD4547 muamele sonrasinda kontrol grubu ile
kiyaslandig1 zaman 0,5 uM, 1 pM, 4 pM ve 8 uM dozlarda hiicre canliliginda anlaml1 bir
azalma oldugu goriildii. 48 saatlik muamele sonrasinda 1 uM konsantrasyondan itibaren
doza bagli olarak hiicre canliliginda anlamli bir azalma goriildi. 8 uM konsantrasyonda

hiicre canliliginin %56’ya kadar azaldigi tespit edildi (Sekil 4.6, p<0,001).

FaDu hiicrelerinde canliligin 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonrasinda 0,5 uM
AZDA4547 konsantrasyonundan itibaren doza bagli olarak anlamli derecede azaldig:
goriildii. Ozellikle 4 pM ve 8 uM dozlarda verilen AZD4547 nin hiicre canliligini 24.
saatte %25’e, 48. saat Olclimlerinde ise %13’e kadar diislirdiigii gortildii (Sekil 4.6,
p<0,001).

Yapilan hiicre canlilik testleri sonucunda AZD547 i¢in tiim hiicre hatlarinda IC50
dozlar1 probit analizi ile belirlendi. IC50 dozlar1 Hep-2, FaDu, SCC-9 ve Detroit-562
hiicre hatlar1 i¢in sirasiyla 4,7 uM, 1,8 uM, 3,6 uM ve 10 uM olarak belirlendi.
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Calismanin sonraki adimlarinda gerceklestirilen in vitro deneylerde hesaplanan bu IC50

dozlar1 kullanildi.
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Sekil 4.6 AZD4547’nin bas ve boyun kanserli hiicre hatlarindaki canlilik oranlar
iizerindeki doza ve zamana bagh etkileri.
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Cizelge 4.1 Yapilan Analiz Sonucunda Bas ve Boyun Kanseri Hiicre Hatlar1 igin
Belirlenen AZD4547 ICso Dozlari

Hiicre Hatti 1Cso0
Hep-2 4.7 uyM
FaDu 1.8 uM
SCC-9 3.6 uM

Detroit-562 10 uM

4.5. Bas ve Boyun Kanserli Hiicre Hatlarinda Aktiflesen FGFR2/AKT/SOX2 yolag:

AZD4547 muamelesi sonrasinda inhibe olur

PI3K/AKT yolaginin bas boyun kanserleri de dahil olmak iizere birgok farkli
kanser tiirtinde aktiflestigi, bu sinyal yolagindaki proteinlerin ifadelerinin arttig1
gosterilmis ve tiimor hiicre ¢ogalmasina, gogiine ve kotii sag kalima katki yaptigi
gosterilmistir.(Molinolo etal. 2007; Yuand Cui 2016; Wee and Wang 2017) Yaptigimiz
deneylerde bas ve boyun kanseri hiicre hatlar1 ve doku 6rneklerinde PI3K/AKT yolagi ve
SOX2’nin FGFR2 araciligiyla aktiflestigi protein diizeyinde gosterildi. Benzer sekilde
FGFR2 inhibitorii AZD4547°nin FGFR2 ve FGFR2’nin dogrudan etkiledigi alt sinyal
yolundaki hedeflerinin fosforilasyonunu azalttig1 literatiirde gosterilmistir.(Norman et al.
2012; Klein et al. 2014; Katoh, 2016)

SOX2’nin hiicrede biiyiime, cogalma ve sagkalimda anahtar rolleri olan
PI3BK/AKT sinyal yolu wvasitasiyla Ozofagus kanserinde biiylimeyi diizenledigi
gosterilmistir (Gen et al. 2013). Ek olarak FGFR1 geninin asir1 ifade edildigi akciger
kanseri hiicre hatlarinda ERK1/2 araciligiyla SOX2’nin aktiflestigi gosterilmis ve
bulgular sonucunda akciger kanserli hiicre hatlarinda FGFRI/ERK/SOX2 aksisi
araciligiyla hiicre biiylimesi ve metastazin yani sira, kanser kok hiicrelerin varligi ve ilag
direncinin gelisimi gibi siireglerde dnemli iglevleri olan epitel mezenkimal gegisi tesvik

ettigi gosterilmistir (Wang et al. 2018b).. insan kanser hiicreleri ve fare modelleri ile
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yapilan c¢alismalarda SOX2 protein lokalizasyonu ve stabilitesinin  AKT kinaz
aktivitesine bagli oldugu gosterilmis bunun sonucunda SOX2’nin PI3K/AKT yolagi ile
bir korelasyonu oldugu ortaya konulmustur (Schaefer and Lengerke 2020).

Bas ve boyun kanserli hiicrelerde aktiflesen FGFR ve dogrudan etkiledigi sinyal
yolaklarinin AZD4547 muamelesi sonrasinda inhibe oldugunun protein diizeyinde
gosterilmesi i¢in western blot analizi yapildi. AZD4547 ile muamele sonrasinda bas ve
boyun kanserli hiicre hatlarinda FGFR2 ve SOX2 dahil asag1 akis yoniindeki sinyal yolu
bilesenlerinin aktivitelerinin kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman azaldigi gosterildi
(Sekil 4.7). Bu sonuglar AZD4547°nin bas ve boyun kanseri hiicrelerinde aktiflesen
FGFR2/AKT/SOX2 aksisinin inhibe edilmesi araciligiyla hiicreleri 6liime gotiirdiigiini
ortaya koymaktadir.

Hep-2 SCC-9 Detroit 562 FaDu
NK AZD NK AZD NK AZD NK AZD
e - O P 0T
e Rk Py (NI oy IR
POSKIf [ = rOKR[EEE]  rOSCN N PO
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Sekil 4.7 Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda AZD4547 ile muamele sonrasi FGFR ve
dogrudan iliskili oldugu alt hedef sinyal yolu proteinlerinin ifade diizeyleri.

4.6. FGFR Inhibitérii AZD4547 Bas ve Boyun Kanserli Hiicre Hatlarinda Yara

Kapama ve Koloni Olusturma Potansiyellerini Azaltir

AZD4547’nin go¢ etme ve koloni olusturma gibi kanser ile iligkili hiicresel

fenotipler lizerindeki etkilerini test etmek i¢in yara testi ve koloni olusturma testi yapildi.

Hiicre gogiiniin kantitatif olarak degerlendirilmesi i¢in hiicrelerde olusturulan
yaralarin kapanma ylizdeleri hesaplandi ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Yara

kapama testi AZD4547 ile muamele edilen bas ve boyun kanserli hiicre hatlarinda hiicre
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gbcll potansiyelinin kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda anlamli derecede azaldigim

gosterdi.

Hep-2 hiicrelerinde AZD4547 ile muamele sonrasi olusturulan yaranin yaklagik
%35 oraninda kapatildigi, kontrol grubunda ise bu oranin %70 seviyelerinde oldugu
gosterildi (Sekil 4.8, p<0,001). SCC-9 hiicrelerinde ise AZD4547 ile muamele edilen
hiicrelerde yaranin yaklasik %30 oraninda kapandig1 gosterilirken kontrol grubunda bu
oran %40 civarinda kaldi (Sekil 4.8, p<0,05). FaDu hiicrelerinde kontrol grubu ile
kiyaslandig1 zaman AZD4547 ile muamele edilen grupta yara kapanma orani yaklagik
%25 oraninda olurken kontrol grubunda bu oranin %50 civarinda oldugu gosterildi (Sekil

4.8, p<0,001).

Yapilan analizler sonucu AZDA4547°nin hiicre goc¢ii potansiyelini anlaml
derecede diisiirdiigii konuldu. Bu sonuglar tiimdriin metastaz yapabilmesi i¢in baslangig
asamasinda invazyon ve migrasyon yeteneklerini sergilemeleri gerekli oldugu
diistintildiiglinde AZD4547°nin etkili sekilde hiicre gogii yeteneklerini azalttigi ve
dolayistyla bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda dolayli olarak metastaz i¢in gerekli olan

migrasyon kabiliyetini azalttig1 gosterildi.
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Sekil 4.8 AZD4547°nin bas ve boyun kanserli hiicre hatlarinda hiicre go¢ii iizerindeki
etkileri.

Daha sonra AZD4547’nin bas ve boyun kanserli hiicrelerinin koloni olusturma
potansiyeli lizerindeki etkileri degerlendirildi. Yapilan deney sonucunda Hep-2, SCC-9
ve FaDu hiicrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman AZD4547 ile muamele

sonrasinda sirastyla rolatif koloni sayilarinin Hep-2 hiicrelerinde %44,25’e, SCC-9
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hiicrelerinde %42,54’e ve FaDu hiicrelerinde %56,17’ye diistiigii gosterildi (Sekil 4.9,
p<0,01).
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Sekil 4.9 Bas ve boyun kanserli hiicre hatlarinda AZD4547’nin koloni olusturma
potansiyeli lizerine etkileri.

Daha sonra olusan koloniler morfolojik olarak 3 kategoriye siniflandirilarak
gruplar arasinda anlamli bir farklilik olup olmadigi degerlendirildi. Tiim hiicre hatlar1 i¢in
holoklonlar sikica paketlenmis nispeten kiiglik veya biiylik boyuttaki hiicre gruplarindan,
paraklonlar sekilleri diizensiz ve sikica paketlenmemis hiicre gruplarindan, meroklonlar
ise holoklon ile paraklon arasinda orta diizeyde paketlenmis hiicre gruplar1 olarak
tanimlandi. Holoklonlar, asir1 cogalma ve kendilerini yenileme kapasitesine sahip ve kok
hiicre benzeri hiicreleri barindiran klonlar olarak bilinmektedir. Meroklonlar ise sinirli bir
cogalma kapasitesine sahip olan kendilerini yenileme 6zellikleri barindirmayan gegis
hiicreleri olarak isimlendirilen 6ncii hiicreleri barindiran klonlar olarak bilinmektedir.
Paraklonlar ise ¢ogalma kapasiteleri olduk¢a simirli farklilasmis hiicrelerden olusan

klonlardir (Barrandon and Green 1987; Beaver et al. 2014).

Holoklon sayilarinda kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman AZD4547 grubunda
tiim hiicre hatlarinda anlamli olarak azalma oldugu gdosterildi. Meroklon sayilarindaki
fark istatiksel olarak anlamli olmamasina ragmen paraklon sayilarindaki artis kontrol
grubu ile kiyaslandiginda AZD4547 grubu i¢in istatiksel olarak anlamli oldugu gosterildi
(Sekil 4.10, p<0,05).
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Sekil 4.10 Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda AZD4547°nin koloni ¢esitlerinin
dagilimina olan etkisi.

AZD4547°nin meme kanseri fare modelleri lizerinde yapilan bir ¢alismada
memeli epitelyal hiicre ¢ogalmasina baskiladigi ve tiimor hiicrelerinde meydana gelen
kanser kok hiicre benzeri yapilari bozdugu ortaya ¢ikarilmigtir (Zhao et al. 2017). Ayrica,
Ozofagus kanseri hiicre hatlarinda epitel-mezenkimal gecisi baskilayarak kanser kok
hiicresi benzeri hiicreleri ¢ok etkili bir sekilde azalttigi gosterilmistir (Maehara et al.
2017). Tiim bu veriler degerlendirildigi zaman AZD4547 nin bas boyun kanserli hiicre
hatlarinda koloni olusumunu baskiladigi ve kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman
holoklon sayilarinda azalma ve paraklon sayilarinda artisa sebep oldugu gosterilmistir.
Dolayisiyla AZD4547°nin bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda birgok caligmada
kemoterapiye direng ile iligkilendirilen kanser kok hiicre benzeri hiicrelerin azaltilmasi
ile gelisen kemoterapi direncinin listesinden gelmek icin adjuvan bir terapi yaklagimi

olabilecegi diisliniilmektedir.

4.7. Taksol Muamelesi Sonrasinda Aktiflesen FGFR2/AKT/SOX2 yolagi FGFR2

inhibitorii AZD4547 muamelesi sonrasinda inhibe olur

Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda Taksol ve Taksol+AZD4547 nin
FGFR2/AKT/SOX2 yolagi iizerine etkilerini aragtirmak i¢in western blot analizi yapildu.
Yalnizca Taksol ile muamele edilen Hep-2 hiicrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
FGFR2 ve asag1 akis yoniindeki sinyal yolu bilesenlerinin aktivite ve ifade seviyelerinde

azalma goriilmekle birlikte Taksol ile beraber verilen AZD4547°nin FGFR2/AKT/SOX2
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yolagini sadece taksol ile muamele edilen Hep-2 hiicrelerine gore nispeten daha fazla

inhibe ettigi gdzlendi (Sekil 4.11).

SCC-9 hiicre hattinda kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman taksol muamelesi
sonrast FGFR2 ve asagi akis yoniindeki sinyal yolu bilesenlerinin aktivite ve ifade
seviyelerinde artis goriildii. Taksol+AZD4547 grubunda ise taksol muamelesi sonrasinda

aktiflesen bu yolagin inhibe oldugu gosterildi (Sekil 4.11).

Detroit-562 hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Taksol
muamelesinin FGFR2 ve asag1 akis yoniindeki sinyal yolu bilesenlerinin aktivite ve
ifadelerini azalttig1 gosterildi. Taksol+AZD4547 muamelesi sonrasinda FGFR2 ve asagi
akig yoniindeki sinyal yolu bilesenlerinin ifadelerinde bazi varyasyonlar olmakla birlikte

Taksol grubuna benzer sekilde kontrol grubuna gore azalma tespit edildi (Sekil 4.11).

FaDu hiicre hattinda taksol muamelesi sonrasinda FGFR2/AKT/SOX2 yolaginin
aktiflestigi ve taksole ek olarak AZD4547 muamelesinin bu yolagin inhibisyonuna sebep
oldugu ortaya konuldu (Sekil 4.11).

Hep-2 SCC-9 Detroit 562 FaDu
Taksol+ Taksol+ Taksol+ Taksol+
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Sekil 4.11 Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda Taksol ve Taksol+AZD4547 nin
sinerjistik etkilerinin p-FGFR2 ve dogrudan iligkili oldugu alt sinyal yolu
hedef proteinlerinin ifade seviyeleri tizerindeki etkileri.

Bu bulgular degerlendirildigi zaman taksole ek olarak AZD4547 uygulamasinin

hiicreler arasinda bir kisim varyasyonlar goriilmesine ragmen, taksol muamelesi
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sonrasinda aktiflesen FGFR2/AKT/SOX2 yolaginin inhibe edilmesine yol agigini ortaya
koymaktadir.

4.8. FGFR2 Inhibitorii AZD4547 Bas ve Boyun Kanserli Hiicre Hatlarinda Taksol

uygulamasinin etkinligini artirir

AZD4547°nin taksol tarafindan aktiflestirilen FGFR2/AKT/SOX2 yolagin1 inhibe
ettiginin gosterilmesinden sonra AZD4547 nin hiicre canlilig1, gocii ve koloni olusturma

gibi kanser iliskili fenotipler iizerindeki etkileri taksol ile beraber uygulanarak arastirildi.

Bas ve boyun kanseri hiicre hatlar1 taksol ve taksol+AZD4547 nin IC50 dozlar
ile 24 ve 48 saat muamele edildi. Sonrasinda hiicre canliligit CVDK-8 kiti kullanilarak
incelendi. Hep-2 hiicrelerinde 24 saat sonuglarinda taksol uygulamasinin kontrol grubu
ile kiyaslandig1 zaman canlilig1 %50’ye kadar diisiirdiigii ve Taksol+AZD4547 grubunda
ise canliligin %40 seviyesine kadar diistiigii goriildi (Sekil 4.12, p<0,01). 48 saatlik
sonuglarda ise taksol muamelesinin canlilig1 %32’ye kadar diisiirdiigii, taksol ile beraber
AZDA4547 uygulandiginda ise canliligin %13’e kadar azaldig1 gosterildi (Sekil 4.12,
p<0,001).

SCC-9 hiicre hatlarinda 24 ve 48 saat taksol ve taksol+AZD4547 muamelesi
sonrasi hiicre canliligit CVDK-8 testi yapilarak istatiksel olarak analiz edildi. SCC-9 hiicre
hattinda 24 saatlik taksol uygulamasi sonrasi hiicre canliliginin %78’e kadar diistiigii ve
taksol+AZD4547 ile muamele sonrasinda hiicre canliliginin %67’ye distigi gorildi
(Sekil 4.12 p<0,05). 48 saatlik taksol ile muamele sonrasinda hiicre canliliginin %73’e,
taksol ile AZD4547 muamelesi sonrasinda ise %54’e kadar diistiigii belirlendi (Sekil
4.12, p<0,001).

Detroit-562 hiicre hattinda 24 saatlik taksol uygulamasmin hiicre canliligin
%46’ya kadar diisiirdiigli Taksol+AZD4547 muamelesinin canlilig1r %37’ ye disiirdiigi
goriildi (Sekil 4.12 p<0,001). 48 saatlik taksol ile muamele sonrasinda canliligin %30’a
kadar diistiigii ve Taksol+AZD4547 ile muamele sonrasinda canliligin %16 seviyelerine
kadar diistiigii belirlendi (Sekil 4.12 p<0,001).
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FaDu hiicrelerinde 24 saatlik taksol uygulamasi sonrasi hiicre canliliginin %50
seviyelerine kadar geriledigi goriildii. Taksol+AZD4547 ile muamele sonrasinda ise
hiicre canliliginin %40’a kadar diistiigli belirlendi. 48 saatlik Taksol uygulamasi sonrasi

hiicre canliliginda %350 civarinda bir azalma meydana geldi. Taksol+AZD4547 grubunda

ise bu azalmanin %70 civarinda oldugu gorildii (Sekil 4.12 p<0,05).
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Sekil 4.12 Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda 24 ve 48 saatlik Taksol ve Taksol ile
AZDA4547°nin es zamanli muamelesinin hiicre canlilig iizerine etkileri.

Elde edilen bulgular neticesinde bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda taksol ve
AZD4547’nin es zamanli uygulanmasi sonrast canliligi taksol grubuna goére anlamli
derecede azaldig1 gosterildi. Bu sonuglar ile bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda taksole

ek olarak AZD4547 nin kombine uygulamasinin taksoliin etkinligini artirdig1 gosterildi.

Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda taksol ve taksol ile AZD4547 nin es
zamanl olarak uygulanmasi sonrasinda hiicre gocii potansiyelleri yara testi ile arastirildi.
Hep-2 hiicrelerine taksol ve taksol+AZD4547 uygulanmasi sonrasinda Hep-2
hiicrelerinin hiicre gocili potansiyellerinin kontrol gruplarina goére azaldigi gosterildi.
Hiicre gogii azalmasinin kantitatif olarak degerlendirilmesi i¢in hiicrelerde agilan
yaralarin kapatilma ytiizdeleri hesaplandi ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Yapilan
analiz sonucu kontrol grubu, Taksol grubu ve Taksol+AZD4547 grubunun yara kapatma
oranlar1 sirasiyla kontrol grubunda %55, Taksol grubunda %27 ve Taksol+AZD4547
grubunda ise %19,5 olarak o6lgiildii. Ayn1 sekilde SCC-9 ve FaDu hiicreleri taksol ve

taksol+AZD4547 uygulamasi sonrasinda yapilan analiz sonucu SCC-9 hiicreleri i¢in yara

kapatma oranlarinin kontrol grubu, Taksol ve Taksol+AZD4547 grubunda sirasiyla %40,
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%25 ve %10 oldugu goriildi. FaDu hiicrelerinde ise sirasiyla kontrol grubunda %29,
Taksol grubunda %17 ve Taksol+AZD4547 grubunda ise %9 olarak ol¢iildi (Sekil 4.13,
p<0,001).
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Sekil 4.13 Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda taksol ve taksol ile AZD4547 nin es
zamanlh muamelesinin hiicre gocii lizerine etkileri.

Elde edilen bulgular neticesinde bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda taksoliin
hiicre gociinii inhibe ettigi gosterildi. Ek olarak Taksol ve AZD4547’nin es zamanl
uygulanmasi sonrasinda hiicre go¢tinii Taksol grubuna gore kiyaslandigir zaman anlaml
derecede inhibe ettigi gosterildi. Bu sonuglar Taksol uygulanan bas ve boyun kanserli
hiicre hatlarinda AZD4547’nin es zamanli olarak uygulanmasmin etkinligi anlaml
derecede arttirip metastaz yapabilme potansiyeli icin gerekli olan migrasyon kabiliyetini

baskiladigin1 gosterdi.

Daha sonra deneylere koloni olusturma testi ile devam edildi. Oncelikle bas ve
boyun kanseri hiicre hatlarinda taksol ve taksol ile beraber AZD4547 nin es zamanlh
uygulanmasi sonucu olusan koloni sayilarindaki degisim degerlendirildi. Daha sonra
koloniler 3 farkli morfolojiye sahip koloni tiirlerine gore siniflandirildi ve istatistiksel

olarak analiz edildi.

Hep-2 hiicrelerinde Taksol grubunda kontrol grubuna gore rolatif koloni sayisinin
%45’e, Taksol+AZD4547 grubunda ise %23’e diistiigii gosterildi (p<0,01). SCC-9 hiicre
hattinda ise Taksol grubunda rolatif koloni sayisinin %32’ye, Taksol+AZD4547
grubunda ise bu oranin %18’e kadar diistiigii gosterildi (p<0,01). FaDu hiicrelerinde
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rolatif koloni sayisinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda Taksol grubunda %45’e,

Taksol+AZD4547 grubunda ise %17 ye kadar diistiigii gézlendi (Sekil 4.14, p<0,01).
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Sekil 4.14 Bag ve boyun kanseri hiicre hatlarinda Taksol ve Taksol ile AZD4547 nin es
zamanli muamelesinin koloni sayilar1 lizerine etkileri.

Daha sonra taksol ve taksol ile AZD4547 nin es zamanli olarak verildigi bas ve
boyun kanseri hiicre hatlarinda koloni c¢esitlerindeki degisim istatistiksel olarak
degerlendirildi. Hep-2 hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandigi zaman Taksol grubunda
holoklon ve meroklon sayilarinda azalma ve paraklon sayilarindaki artis anlamli olarak
gosterildi (p<0,01). Taksol+AZD4547 grubunda ise kontrol grubuna goére holoklon
sayisinda azalma ve paraklon sayisinda artiy olmasina ragmen Taksol grubuna gore

kiyaslandig1 zaman degisim anlamli degildi (Sekil 4.15).

SCC-9 hiicrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman Taksol grubunda
holoklon sayisindaki azalma ve paraklon sayisindaki artigin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gosterildi (p<0,05). Taksol+AZD4547 grubu, taksol grubu ile kiyaslandig1 zaman
holoklon sayilarinda azalma ve paraklon sayilarinda artis gdsterse de sonuglar istatistiksel

olarak anlaml degildi. (Sekil 4.15)

FaDu hiicre hattinda kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman Taksol grubunda

holoklon sayisinda azalma ve paraklon sayisinda ise artisin anlamli oldugu gosterildi
(p<0,05).
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FaDu ve SCC-9 hiicre hatlarinda meroklon sayilar1 kontrol, Taksol ve
Taksol+AZD4547 gruplarinda anlamli bir degisiklik gostermemistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda taksol ve taksol ile AZD4547 nin es
zamanli muamelesinin koloni sayilar1 tizerine etkileri.

Tiim bulgular géz 6niine alindigi zaman AZD4547’nin taksoliin etkinligini
artirarak olusan koloni sayisini taksoliin tek basina uygulamasia gore anlamli olarak
azalttig1 gosterildi. Ayrica Koloni ¢esitlerine gore yapilan siniflandirmada taksoliin bas
ve boyun kanseri hiicre hatlarinda kok hiicre karakteristigi 6zelliklerini barindiran
holoklon sayisinda azalmaya ve farklilagsmis hiicrelerden olusan hiicre topluluklar1 olarak
nitelendirilen paraklon sayisinda artisa yol a¢tig1 gosterildi. Bu sonuglar taksol ile birlikte
AZ4547 uygulanmasinin bas ve boyun kanserlerinde, kanserin agresifligine yol acan ve

terapi direnci ile iliskilendirilen kanser kok hiicre benzeri hiicreleri azaltti1 gosterilmistir.

4.9. Taksol direngli hiicrelerde AZD4547 kanser iliskili fenotipleri etkin bir sekilde

inhibe eder

Taksol, birgok farkli mekanizma ile hiicreleri apoptoza gotiiren anti-mitotik bir
ajandir ve yumurtalik, meme, akciger kanserleri ve bas boyun kanserleri basta olmak
tizere bir¢ok farkli kanserin tedavisinde kullanilmaktadir (Rowinsky et al. 1992; Sarosy
et al. 1992; Rowinsky and Donehower 1995; Xu et al. 2013; Xie et al. 2015). Ancak
bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomlarin tedavisi i¢in yaygin sekilde kullanilmalarina
ragmen, bu kanser tiirlerinde taksol i¢in net bir tedavi prosediiriiniin olmamasi ve tedavide

gelisen kemoterapi direnci hastaligin tedavisinin 6niindeki en biiylik engellerden biridir.
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Ayrica, 0zellikle NFK ve OFK gibi bag ve boyun kanserlerinde kemoterapiye direng
gelisimine sik rastlanmakta ve bu durum tiimdriin ilerlemesine ve metastaz yapmasina
sebep olmaktadir (Mody et al. 2016; Woo et al. 2017; Gao et al. 2018; Zhang et al.
2019).

Kemoterapi direncinin temel mekanizmalar1 genel olarak kanser hiicresinin
metabolizmasindaki degisimler, tiimoriin heterojenligi, kanser kok hiicrelerin varligi ve
alternatif sinyal yolaklarinin aktive edilmesini igerir (Ramos and Bentires-Alj 2015; Pan
et al. 2016). Kanser hiicreleri tarafindan alternatif sinyal yolaklarinin tercih edilmesinin
kemoterapiye diren¢ gelismesinde biiyiik rol oynadigi bilinmektedir. PI3K/AKT yolagi
bas ve boyun kanserlerinin yaklasik %90’ninda asir1 ifade edildigi gosterilmistir.
PI3K/AKT yolaginin asir1 ifadesi birgok kanserde RT ve KT direnci, hiicre proliferasyonu
ve metastaz ile iliskilendirilmistir (Molinolo et al. 2007; Freudlsperger et al. 2015; Yu
and Cui 2016)

Prostat kanseri hiicre hattt PC-3 hiicrelerinde SOX2 geninin asir1 ifadesi taksole
direng ile iligkilendirilmistir. Taksoliin apoptoz mekanizmalarini devreye sokan uyarici
etkisi SOX2’yi asir1 diizeyde ifade eden PC-3 hiicrelerinde SOX2 tarafindan PI3K/AKT
yolagi araciligiyla baskilanmis ve SOX2’yi asir1 diizeyde ifade eden PC-3 hiicrelerin anti-
apoptotik bir fenotip sergiledigi gosterilmistir (Li et al. 2014). Ayrica, meme kanserinde
Trasngelin-2’nin PTEN ile dogrudan etkilesime girerek PI3K/AKT/Gsk38 yolagini

aktiflestirerek taksol direncine ve metastaza sebep oldugu gosterilmistir (Liu etal. 2019).

Literatiirden elde edilen ve tez kapsaminda elde ettigimiz bulgular neticesinde
PI3K/AKT yolagimin bas ve boyun kanserlerinde aktiflestiginin gosterilmesi ve direng
mekanizmalarinin bir¢ok kanser tiirtinde bu yolak araciligiyla ger¢ceklesmesi baz alinarak
bas ve boyun kanseri hiicre hatt1 olan Hep-2 hiicrelerine belirlemis oldugumuz IC50
dozuna direngli hiicre hatt1 gelistirildi ve taksole direngli hiicre hattinda AZD4547 nin
hiicre canliligi, hiicre gogii, koloni olusturma potansiyeli gibi kanser iligkili fenotipler

tizerindeki etkisi arastirildi.

Oncelikle taksole direngli Hep-2 hiicre hatti olusturuldu. Taksol direncini

dogrulamak igin parental ve Taksol diren¢li Hep-2 hiicre hatlar1 4 nM, 8§ nM, 12 nM, 18
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nM ve 24 nM taksol ile muamele edilerek hiicre canliligi degerlendirildi. Parental
hiicrelerde doz artigina bagli canlilik azalirken taksol direngli hiicrelerde 12 nM’mn
tizerindeki dozlarda canliligin azaldigi gosterildi (Sekil 4.16). Sonuglar Hep-2 hiicre
hattinin IC50 dozunda (12 nM) taksole direncli hale geldigini gdsterdi.
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Sekil 4.16 Taksole direngli Hep-2 hiicre hatt1 ve parental Hep-2 hiicre hattinin doza bagl
hiicre canlilig1 tizerine etkileri.

Daha sonra taksole direngli hiicreler 24 ve 48 saat AZD4547 muamele edilerek
AZD4547’nin taksole direngli hiicrelerin canlilig1 tizerindeki etkileri arastirildi. 24 saat
AZDA4547 muamelesi sonrasinda hiicre canliliginin kontrol grubu ile kiyaslandig1 zaman
%60’a kadar diistligli, 48 saatlik AZD4547 muamelesi sonrasinda ise hiicre canliliginin
%50 seviyelerine kadar geriledigi gosterildi (Sekil 4.17, p<0,01). Sonuglar taksole
direngli hiicre hattinda AZD4547’nin hiicre canliligint etkili bir sekilde azalttigini

gosterdi.
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Sekil 4.17 Taksole direngli hiicre hattinda AZD4547 nin 24 ve 48 saatlik muamelesi
sonrast hiicre canlilig1 sirastyla %60 ve %50 seviyelerine diismiistiir.

Taksol direnc¢li Hep-2 hiicrelerinde diren¢ mekanizmasinin agiga ¢ikarilmasi igin
parental hiicrelerde, taksol direngli hiicrelerde ve direngli hiicrelere AZD4547 muamele
sonrasinda western blot analizi yapildi. Parental hiicrelere gore kiyaslandig1 zaman taksol
direngli hiicrelerde p-FGFR2 ve asagi akis yoniindeki sinyal yolu bilesenlerinin
aktiviteleri ve ifade seviyelerinin artmig oldugu tespit edildi. Direngli hiicrelere AZD4547
muamelesi sonrasinda ise p-FGFR2 ve asag1 akis yoniindeki sinyal yolu bilesenlerinin

aktiviteleri ve ifade seviyelerinin azaldig1 gosterildi (Sekil 4.18).

Sonuglar degerlendirildigi zaman taksol direncli hiicrelerin PI3K/AKT yolagini
aktiflestirerek diren¢ mekanizmasini gelistirdigi soylenebilir. Taksol direncli hiicrelere
AZD4547 muamelesinin PI3K/AKT yolagmi inhibe ederek diren¢ mekanizmasinin
istesinden gelmek icin alternatif bir terapotik bir yaklasim olabilecegi

degerlendirilmektedir.
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Sekil 4.18 Parental, Taksol direncli ve Taksol direngli hiicre hattina AZD4547 muamelesi
sonrast p-FGFR2 ve alt sinyal yolu hedeflerinin ifade diizeyleri.

Taksol direncgli hiicrelerde AZD4547°nin hiicre gogii lizerindeki etkilerinin
belirlenmesi i¢in yara testi yapildi. Hiicre goc¢li azalmasinin kantitatif olarak
degerlendirilmesi i¢in hiicrelerde agilan yaralarin kapatilma ytizdeleri hesaplandi ve
istatistiksel olarak degerlendirildi. Direncli hiicrelere yara kapanmasi oraninin yaklasik
%25 civarinda oldugu gosterildi. AZD4547 ile muamele sonrasi yara kapanma oraninin
%35 oldugu gosterildi (Sekil 4.19, p<0,01). Sonuglar taksol direngli hiicrelerde

AZDA4547’nin hiicre go¢iinii inhibe ettigi ve hiicre hareketini kisitladigini gostermistir.
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Sekil 4.19 Taksole direncli hiicre hattinda AZD4547 nin hiicre gogii iizerindeki etkileri.
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Taksole direngli hiicrelerde AZD4547 muamelesi sonrasi hiicrelerin koloni
olusturma potansiyelleri degerlendirildi. Daha sonra olugan koloniler 3 koloni tiiriine gore
siiflandirildi. Taksol direngli hiicrelerde AZD4547 nin rolatif koloni sayisint %5°e kadar
disiirdiigii gosterildi (Sekil 4.20, p<0,001).
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Sekil 4.20 Taksol direngli hiicrelerde AZD4547 nin koloni sayilar1 {izerindeki etkisi.
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Daha sonra koloniler 3 koloni tipine gore siniflandirildi. Taksol direngli hiicrelere
AZD4547 muamelesi sonrasi holoklon gézlemlenmedi. Meroklon sayilarinda azalma ve
paraklon sayilarinda anlamli bir artis oldugu gosterildi (Sekil 4.21, p<0,001). Ayrica
ilging bir seklide taksole direngli hiicrelerde kolonilerin yaklasik %72’sinin kanser kok
hiicre 6zelligi barindiran holoklonlardan olustugu gosterilmistir. Direngli hiicrelere
AZDA4547’nin muamelesi sonrasinda koloni sayilarinda ciddi bir diisiis oldugu
gosterilmis ve kanser kok hiicre 6zelligi barindiran holoklonlarin olusumunun tamamen

engellendigi ortaya konulmustur.

Sonuglar direng gelisimine katki sagladigi bilinen kanser kok hiicrelerin
AZDA4547 tarafindan baskilandigini ve gelisen direng mekanizmasinin iistesinden gelmek

i¢in alternatif tedavi edici bir yaklasim olabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.21 Taksol direncli hiicre hattinda AZD4547 nin olusan kolonilerin klon ¢esitleri
iizerine etkileri.
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Yapilan tez ¢alismasinda 4 farkli bas ve boyun kanseri hiicre hattinda AZD4547
ve taksolin kanserle iligkili hiicresel fenotipler ilizerindeki etkilerinin arastirilmasi,
taksole karsi gelisen direncin hangi mekanizma {izerinden meydana geldiginin
incelenmesi ve bu direncin tistesinden gelmek i¢in direngli hiicrelerde AZD4547 nin anti-
kanser etkilerinin in vitro testlerle arastinlmasini amaclanmistir. Cesitli online
veritabanlarinda yapilan incelemeler sonucunda taksol direngli hiicrelerde FGFR2 ve
SOX2 genlerinin ifadelerinin arttiginin tespit edilmesi ve bas ve boyun kanseri
orneklerinde bu iki genin ifadelerinin yiiksek korelasyon gdosterdiklerinin ortaya
konulmasi yaptigimiz ¢alismada 6n bulgular olarak tez ¢alismasinin temel ¢ikis noktalari

olmustur.

Tiimdr ve normal doku 6rnekleri ile yaptigimiz deneylerde p-FGFR2, p-AKT, p-
Gsk38 ve SOX2 ifade seviyelerinin normal orneklere gore kiyaslandigi zaman timorlii
doku orneklerinde anlamli olarak arttigi gosterildi. rFGF muamelesi sonrasinda, doku
orneklerine benzer sekilde FGFR2 ve asagi akis sinyal yolu hedeflerinin aktivite ve ifade
diizeylerinin artmasi da bu verileri destekleyerek FGFR2/AKT/SOX2 aksisinin bas ve
boyun karsinogenez siirecinde ve kanser iligkili fenotiplerin olusmasinda katkisi
olabilecegine dair 6nemli kanitlar sunmaktadir. Ayn1 zamanda bulgularimiz aktiflesen
FGFR2’nin bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda asagi akis sinyal yolu hedeflerinden
biri olan PI3K/AKT yolag: araciligiyla SOX2 ifadesini kontrol ettigine dair isaretler

sunmustur.

Bulgularimiz ayrica AZD4547 nin bas ve boyun kanseri hiicrelerinde aktiflesen
FGFR2/AKT/SOX2 aksisinin inhibe ederek kanserle iligkili fenotipler olan canlilik,
hiicre gocli ve koloni olusturma gibi oOzellikleri etkili sekilde baskiladigini
gostermektedir. Hiicre gogiinii aragtirmak i¢in yapilan deneylerde AZD4547 nin tiimdriin
metastaz yapabilmesi i¢in gerekli olan migrasyon kabiliyetini etkili sekilde azalttig
gosterilmistir. AZD4547 nin, bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda, koloni olusturma
testlerinin sonucunda bir¢ok ¢alismada kemoterapiye direng ile iligkilendirilen kanser kok

hiicre benzeri hiicreleri azalttigi gosterilmistir. Dolayisiyla bas ve boyun kanserinde
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gelisen kemoterapi direncinin iistesinden gelmek i¢in adjuvan bir terapi yaklasimi

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Elde edilen bulgular neticesinde bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda taksol ve
AZD4547’nin es zamanli uygulanmasinin, hiicre canliligi, hiicre goc¢ii ve koloni
olusturma potansiyelini taksol grubuna gore anlamli derecede azalttigi gosterilmistir.
Ayrica koloni gesitlerine gore yapilan smiflandirmada taksoliin bas ve boyun kanseri
hiicre hatlarinda kok hiicre karakteristigi ozelliklerini barindiran holoklon sayisinda
azalmaya ve farklilasmis hiicrelerden olusan hiicre topluluklari olarak nitelendirilen
paraklon sayisinda artisa yol agtig1 gosterildi. Taksol ile birlikte AZ4547 uygulanmasinin
bas ve boyun kanserlerinde, kanserin agresifligine yol acan ve terapi direnci ile

iligkilendirilen kanser kok hiicre benzeri hiicreleri azalttig1 gosterilmistir.

Bas ve boyun kanseri hiicrelerinde taksole direng mekanizmalarini ortaya koymak
ve AZD4547’nin direngli hiicrelerin kanserle iligkili hiicresel fenotipleri tizerindeki
etkilerini gérmek igin yapilan in vitro testler sonucunda, taksole direngli hiicrelerde,
AZDA4547 nin hiicre canliligini etkili bir sekilde azalttig1 gosterildi. FGFR2/AKT/SOX2
aksisinin aktiflestigi taksol direngli hiicrelerinde AZD4547 muamelesinin bu yolagi
inhibe ederek taksole karsi gelisen direng mekanizmasinin iistesinden gelinebilecegi
ortaya konulmustur. ilging bir seklide taksole direncli hiicrelerde kolonilerin yaklagik
%72’sinin kanser kok hiicre 6zelligi barindiran holoklonlardan olustugu gosterilmis,
direngli hiicrelere AZD4547’nin muamelesi sonrasinda koloni sayilarinda ciddi bir diisiis
olmakla birlikte kanser kok hiicre 6zelligi barindiran holoklonlarin olusumunun tamamen
engellendigi ortaya konulmustur. Sonuglar direng gelisimine katki sagladigi bilinen
kanser kok hiicrelerin AZD4547 tarafindan baskilandigint ve gelisen direng
mekanizmasinin listesinden gelmek i¢in alternatif tedavi edici bir yaklasim olabilecegini
gostermistir. Ne var ki, verilerimizin in vitro testler sonucunda elde edilen veriler oldugu
goz ardi edilmemelidir. Bu veriler daha net bir kanit olusturmasi agisindan in vivo

deneyler ile desteklenmelidir.
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