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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

FGFR İNHİBİTÖRÜ AZD4547’NİN BAŞ VE BOYUN KANSERİ 

HÜCRELERİNDE GELİŞEN TAKSOL DİRENCİNE KARŞI POTANSİYEL 

KULLANIMININ İN VİTRO TESTLERLE ARAŞTIRILMASI 

Abdulmelik AYTATLI 

Erzurum Teknik Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Ömer Faruk KARATAŞ 

 

Baş ve boyun kanserleri dünya çapında en yaygın görülen kanserler arasındadır. Taksol baş ve boyun dahil 

birçok kanser türünde tedavide yaygın olarak kullanılır. Ancak taksole karşı gelişen direnç tedavi sürecini 

olumsuz etkilemektedir. Baş ve boyun kanserinde taksole karşı gelişen direnç mekanizmasının FGFR2’nin 

aktifleştirdiği PI3K/AKT yolağı aracılığıyla gerçekleştiğine dair bir çalışma bulunmamaktadır. Bu tez 

çalışması kapsamında AZD4547’in tek başına ve taksol ile birlikte kullanımının kanserle ilişkili hücresel 

fenotipler üzerindeki etkilerinin araştırılması ve hücrelerde gelişen taksol direncine karşı AZD4547 

kullanımının bu direnci aşmakta kullanılma potansiyelinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu doğrultuda 

öncelikle AZD4547’nin FGFR2’yi inhibe etme potansiyeli ve tümör/normal doku çiftlerinde FGFR2 ve 

aşağı akış sinyal yolu hedeflerinin ifadeleri western blot ile analiz edildi. AZD4547 ve taksolün baş boyun 

kanseri hücrelerinde ve AZD4547’nin taksol dirençli Hep-2 hücrelerinde hücre canlılığı, hücre göçü ve 

koloni oluşturma potansiyelleri üzerindeki etkileri incelendi. Sonuçlar FGFR2 ve aşağı akış sinyal yolu 

hedeflerinin tümör dokularında normal dokulara göre daha fazla ifade edildiğini ve AZD4547’in FGFR2 

ve hedeflerini etkili bir şekilde inhibe ettiğini gösterdi. Ayrıca AZD4547’nin hücre canlılığı, hücre göçü ve 

koloni oluşturma potansiyelini azalttığını ve taksol ile birlikte uygulanmasının taksolün etkinliğini artırdığı 

ortaya konuldu. AZD4547’nin taksole karşı direnç geliştirilen Hep-2 hücrelerinde aşırı ifade olunan 

FGFR2/AKT/SOX2 aksisini inhibe ettiği ve kanser ile ilişkili hücresel fenotipleri etkili bir şekilde 

baskıladığı gösterildi. Sonuçlar, AZD4547’in baş boyun kanserinde taksolün tedavi sürecindeki etkilerini 

artırabileceğine dair ön veriler ortaya koymuş ve taksole karşı gelişen direncin üstesinden gelmek için 

AZD4547’nin terapötik bir yaklaşım olabileceğine işaret edilmiştir. 

2021, 79 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Baş ve boyun kanseri, AZD4547, Taksol, FGFR2, PI3K/AKT, SOX2, Kemoterapi 
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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. Ömer Faruk KARATAŞ 

 

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. Inıtially, 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. GİRİŞ         

1 

1. GİRİŞ 

1.1. Kanser ve Kısa Tarihi 

Kanser, genetik ve çevresel koşulların etkisiyle beraber hücrelerin kontrolsüz bir 

şekilde bölünüp çoğalması sonucu ortaya çıkan ve meydana geldiği dokuların 

fonksiyonlarını bozan karmaşık bir hastalıktır.(Baykara 2016; Barlak 2018)  Dünya 

Sağlık Örgütü ise kanseri anormal hücrelerin kontrolsüz olarak büyümesi sonucu 

vücudun neredeyse her organ veya dokusunda başlayabilen ve diğer organlara yayılıp 

oraları istila eden bir hastalık olarak tanımlamaktadır.(Anonim 2021a). 

Kanser genetik ve epigenetik değişimler, hücresel değişimler ve çevresel 

etmenlerin de rol aldığı çok aşamalı bir süreç sonucu ortaya çıkar (Tiffon 2018; Shimada 

and Tanaka 2019). Genomun kararlılığını etkileyen, onkogenleri aktive eden ve tümör 

baskılayıcı genleri susturan genetik ve epigenetik düzeydeki bozulmaların kanser 

oluşumu ve ilerlemesinde merkezi rol oynadığı gösterilmiştir(Feinberg 2004). Beslenme, 

alkol tüketimi ve sigara gibi alışkanlıkların genetik ve epigenetik düzeyde bozulmalara 

sebep olduğu ve çoğu kanser türlerinin gelişiminde rol aldığı söylenebilir(Larsson et al. 

2006; Yokoyama et al. 2006; Tiffon 2018). 

Kanserin tarihçesi incelendiğinde, paleopatolojik bulguların kanserin dünyada 

insanlardan önce hayvanlarda var olduğunu gösterdiği bilinmektedir. Yazılı kayıtlara 

bakıldığında ise M.Ö yaklaşık 3000’li yıllarda Edwin Smith papirüsündeki bilgilerde 

meme kanserinin anlatıldığı ve bu kanserin tedavisi olmayan ciddi bir hastalık olduğunun 

ifade edildiği görülmektedir(JH 1930). M.Ö 1500’lü yıllara gelindiğinde ise Ebers 

papirüsünde yumuşak doku tümörleri olarak nitelenen ve kanser olma ihtimali üzerinde 

durulan olası mide, cilt, rahim ve bağırsak kanserlerine ait ilk kayıtlara 

rastlanmaktadır(Hajdu 2011). Kanser terimi ise ilk kez Hipokrat (M.Ö 460-377) 

tarafından organizmada tedavisi olmayan yapılanmalar için kullanılmıştır. Hipokrat vücut 

yüzeyinde bulunan ve diğerlerinden farklı karakterde olan kırmızı ağrılı şişlikler için 

“karkinos” ya da “karkinoma” terimlerini kullanmıştır(Sigerist 1932). Türk Tıp tarihinde 

kanser, Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenzüsıhhatül Ebdaniye” adlı eserinde fındık 
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ya da küçük yumru büyüklüğünde olan ağrılı, etrafı damarlı bir oluşum olarak belirtilmiş 

ve bu oluşum “seretan” olarak isimlendirilmiştir (Atıcı 2007). 

Kanser gelir seviyesine bakılmaksızın dünyadaki her ülke için en büyük halk sağlığı 

problemlerinden biridir(Torre et al., 2015; Torre et al., 2016; Zugazagoitia et al., 2016). 

Küresel nüfus özellikleri de göz önüne alındığında önümüzdeki yıllarda kanser 

vakalarında bir artış beklenmekte ve 2025 yılında tahmini kanserli hasta sayısının 20 

milyonun üzerine çıkması öngörülmektedir(Ferlay et al., 2015). Bağımsız bir kuruluş 

olan Sağlık Ölçümleri Değerlendirme Enstitüsü (IHME) tarafından 2017 yılında 

hazırlanan küresel hastalıklar raporuna göre kanser kalp hastalıklardan sonra en fazla 

ölüm oranına sahip hastalıktır (Şekil 1.1)(Ritchie, 2018). Kanser vakalarında ve 

tekrarlanma sayılarındaki artış beraberinde büyük zorluklar getirmesine rağmen, kanserin 

tanı, tedavi ve sağ kalım sürecinde büyük başarılar kaydedilmiş ancak kanser hastalığı 

hastaları fiziksel, ruhsal ve finansal olarak çok fazla etkilemeye devam etmektedir 

(Casarett et al., 2008).  

 

Şekil 1.1 2017 yılında küresel ölüm sayıları ve sebepleri (ilk 10 hastalık.)(Ritchie, 

2018)’den değiştirilerek alınmıştır. 

Kanser tedavi yaklaşımları incelendiğinde, eski Mısırlıların kanserleri tedavi etmek 

için dağlama yöntemini, bıçakları, tuzları ve ek olarak 19. yüzyıla kadar adına “Mısır 

Merhemi” dedikleri arseniği kullandıkları görülmektedir (Hajdu 2004). Sümerler, 

Çinliler, Hintliler ve Persler geleneksel olarak tedavide bazı bitkisel yaklaşımları 

denemişler, ancak ilerleyen aşamadaki vakalarda tedavi olarak demir, bakır, kükürt ve 

cıva gibi ağır metalik tuzların çözeltisini kullanmışlardır (Hajdu 2011). Günümüzde ise, 

kanserin türüne ve geldiği aşamaya göre değişkenlik gösteren birçok kanser tedavisi 

yöntemi vardır. Tedavi seçenekleri arasında ise kemoterapi (KT), radyoterapi (RT), 

cerrahi yöntemler, hormon tedavileri ve kat edilen yeniliklerle beraber kişiye özgü tedavi 
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stratejileri, bağışıklık tedavisi ve gen tedavileri olmakla birlikte, en iyi etki gösteren 

tedavi seçeneğinin kombine tedaviler olduğu belirtilmektedir (Wang et al. 2018a). 

1.2. Baş ve Boyun Kanserleri 

Baş ve Boyun Skuamöz Hücreli Karsinoma (BBSHK), temel olarak ağız içi 

kanserleri, larenks ve hipofarenks bölgelerinde gelişen ve ilerleyen, tüm baş boyun 

kanserlerinin yaklaşık %90’ını oluşturan küresel çapta en yaygın 6. kanserdir (Kawakita 

and Matsuo 2017; Elbehi et al. 2020). Dünya çapında her yıl yaklaşık tahmini 600.000 

yeni BBSHK vakası görülür ve hastalığın sürekli nüksetmesi, kullanılan kemoterapi 

ilaçlarına direnç gelişimi hastalığın tedavisini büyük ölçüde zora sokmaktadır(Santuray 

et al. 2018; Nazari et al. 2020). Ek olarak tedaviden sonra hayatta kalan hastalar akut 

toksisite, disfaji ve şiddetli mukozit gibi komplikasyonlar geliştirebilmekte ve bu durum 

hastalarda çiğneme, yutma ve konuşma gibi hayati öneme sahip fonksiyonların 

bozulmasına sebep olmaktadır (Jethwa and Khariwala 2017; Han et al. 2020). 

 BBSHK’lı hastaların tedavisinde sıklıkla cerrahi yöntemler, RT ve KT 

yaklaşımları uygulanmaktadır(Schneider et al. 2016). Bu tedavi yöntemlerindeki 

gelişmelere rağmen, son 25 yılda hastalarda prognozun kötü seyrettiği, sağkalımın 

nispeten azaldığı ve hastalığın nüksetme oranının arttığı görülmüştür (Pulte and Brenner, 

2010; Sim et al. 2019). Tedavide kullanılan cerrahi yöntemlerin hastalarda estetik 

görünümü bozduğu ve bazı organlarda işlevsel kayıplara sebep olduğu ve bu nedenle 

cerrahi yöntemler yerine tedavide KT ve RT ya da kombine tedavi yaklaşımlarının büyük 

ilgi gördüğü ve daha iyi sonuçlar verdiği bilinmektedir (Pulte and Brenner  2010). 

1.2.1. Larenks Kanseri 

Larenks kanserleri (LKa) en yaygın görülen baş boyun kanserlerinden biridir ve  

genel olarak supraglotik, subglotik bölge ve nefes borusu girişi olarak isimlendirilen 3 

anatomik kısımdan türeyen malinitelerden meydana gelirler ve larenks kanserlerinin 

yaklaşık 3’te 1’ini supraglotik kanserler(Sykes et al. 2000; NC  2016), 3’te 2’sini nefes 

borusu girişi olarak isimlendirilen bölgedeki kanserler(Stoeckli et al.  2003) ve çok az bir 



1. GİRİŞ         

4 

kısmını ise subglotik kanserler oluşturmaktadır(Salvador-Coloma and Cohen 2016; 

Nocini et al. 2020). LKa dünya çapında en yaygın görülen kanserlerden biri olup, dünyada 

meydana gelen yeni kanser vakaları ve ölümlerinin yaklaşık %1’ini oluşturmaktadır(Bray 

et al.  2018; Adeel et al. 2019). 

LKa’nın insidansı ve ölüm oranlarının erkeklerde kadınlara göre daha fazla olduğu 

gösterilmiştir ve ülkemizdeki veriler de bu veriyi destekler nitelikte olup GLOBOCAN 

2018 verilerine bakıldığı zaman tüm yaş gruplarında erkeklerde en fazla insidans ve 

prevelans oranlarına sahip ilk 10 kanser türü içerisinde gösterilmektedir (Anonim 2018; 

Deng et al. 2020). 

 

Şekil 1.2 Türkiye’de tüm yaş gruplarındaki erkeklerin GLOBOCAN 2018 verilerine göre 

görülen kanserlerin insidans ve prevelans’larına göre dağılımları(Anonim 

2018)’ den değiştirilerek alınmıştır. 

Amerika Birleşik Devletleri (ABD) Ulusal Kanser Enstitüsü Sağkalım 

Epidemiyolojisi ve Sonuçları (SEER) veritabanından elde edilen sonuçlara bakılacak 

olursa 2013-2017 yılları arasında LKa ölümlerinin çoğunluğunun 55-84 yaşları arasında 

olduğu görülmekte ve en sık ölümlerin görüldüğü yaş aralığının ise %31,1 ile 65-74 yaş 

aralığı olduğu görülmektedir(Howlader N and Tatalovich Z 2017) Yeni tanı konulan 

vakaların da bu yaş aralığında pik yaptığı baz alınacak olursa, LKa’da erken tanı ve 

başarılı tedavi alternatiflerinin var olmasının hayat kurtarmada çok önemli olduğu 

söylenebilir. 
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Şekil 1.3 Yaş gruplarına göre LKa ölüm oranları 2013-2017(Howlader N and Tatalovich 

Z 2017)’den değiştirilerek alınmıştır. 

1.2.2. Larenks Kanseri Tedavi Yaklaşımları 

LKa tedavisinde hastanın kötü beslenme, sigara ve alkol tüketimi gibi 

alışkanlıklarının tedaviye yanıt verme oranını büyük oranda düşürdüğü gösterilmiştir, 

dolayısıyla bu alışkanlıkların belirlenmesi tedavinin seyri ve sonuçları açısından oldukça 

önemlidir(Goodwin and Byers 1993; Capuano et al. 2010). Ek olarak yaş, cinsiyet, 

tümörün büyüklüğü, tedavinin seyri ve hemoglobin seviyesi gibi birçok faktörün 

hastalığın prognozunu ciddi oranda etkilediği gösterilmiştir (Adeel et al.  2019). Tedavide 

genel bakış açısı, erken evredeki tümörün radyoterapi ya da organın yapısı bozulmadan 

cerrahi rezeksiyon ile belirli bir kısmının çıkarılmasıdır ancak, ileri evredeki tümörlerde 

ise genellikle ameliyat sonrası RT/KT uygulaması veya kombine tedaviler gibi çok 

yöntemli seçenekler tercih edilmektedir(McMullen and Smith 2015). Tedavide birincil 

amaç, organın yutma, çiğneme ve konuşma gibi hayati işlevlere sahip olan 

fonksiyonlarını ve organın kendisini korumaya yöneliktir (Adeel et al. 2019). LKa 

tedavisinde standart olarak kabul edilen yöntemler arasında radyoterapi, cerrahi 

yöntemler ve kemoterapi yer alır, ve tedavide kullanılacak yöntemin seçilmesi ise 

tümörün evresi, tümörün lokasyonu, tümörün hangi evrede olduğuna bağlı olarak 

değişkenlik gösterebilir (Gamez et al. 2020). 
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  RT ve cerrahi yöntemler erken evre LKa’da kullanılan ve ilk olarak başvurulacak 

yöntemler olarak göze çarpan temel yöntemlerdir ve hastalarda iyileşme oranları 

yüksektir(McMullen and Smith 2015; Adeel et al. 2019) aynı zamanda,  lokal olarak 

ilerleyen LKa’nın tedavisi için yapılan bir çalışmada, ameliyat sonrası hastanın 

kemoterapi ile duyarlı hale getirildikten sonra belirli bir dozda radyasyon tedavisinin 

uygulanması, lokal olarak ilerleyen kanserlerin kontrolü, genel sağkalım ve hastalıksız 

sağkalım oranlarında iyileşme sağladığı gösterilmiştir(Bernier et al. 2005). LKa’lı 

hastaların tedavisinde cerrahi rezeksiyon sonrası radyasyon terapisinin 

kombinasyonunun, yalnızca cerrahi yöntemlerle tedavi edilen hastalara göre sağ kalımda 

daha iyi sonuçlar verdiği gösterilmiştir(Fletcher and Jessee 1977). Diğer taraftan, RT 

yöntemlerinde önemli ölçüde gelişmeler yaşanmasına rağmen, RT uygulandıktan sonra 

hastalarda doku nekrozu, kserostomi, gırtlak ödemi gibi komplikasyonlara sebep 

olduğundan, tedaviden sonra düşük yaşam kalitesine sebep olmaktadır (Karatzanis et al. 

2014). 

Total larenjektomi hastalığın birçok evresinde yaygın olarak kullanılır, lokal 

olarak ilerlemiş LKa’da organın karmaşık yapısından ve total larenjektomi’nin ameliyat 

sonrası hastalarda, ses kaybına, yutma problemlerine yol açmasından dolayı, hastalığın 

tedavisinde çoklu tedavi yaklaşımlarının gerekliliğini ortaya çıkarmaktadır (McNeil et al. 

1981; Harwood and Rawlinson 1983). 

İleri evre LKa hastaları için kemoterapi seçeneği başlangıçta yatıştırıcı olarak 

düşünülse de daha sonra tedavide önemli bir seçenek haline gelmiştir. KT LKa hastaları 

için potansiyel olarak kanser hücrelerinin radyasyona duyarlı hale getirilmesini 

sağlamaktadır (Haigentz et al.  2010). Ayrıca, ileri evre LKa’da hayati fonksiyonlara 

sahip organın muhafazası oldukça önemli olduğu için cerrahi yöntemler yerine genellikle 

KT ya da kombine tedaviler tavsiye edilmektedir (Pfister et al.  2006; Gourin et al.  2009; 

Neslisah 2018). LKa’lı hastalarda yapılan çalışmalarda ameliyat sonrası RT grubu ile 

KT/RT kombine tedavi grubu olarak ayrılan hastalar tedavi sonrasında organ korunması 

durumuna göre karşılaştırıldığında KT grubundaki hastaların %64’ünde organın 

korunmuş olduğu gösterilmiş ancak, ameliyat sonrası RT grubu ile karşılaştırıldığı zaman 

sağ kalımda iki grup arasında ciddi bir fark olmadığı gözlemlenmiştir (Wolf et al. 1991). 

Dahası, organ korumaya yönelik kemoradyoterapi yaklaşımları yüksek morbiditeyle 
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sonuçlanmaktadır ve radyoterapiye ek olarak yoğun kemoterapi tedavisi hastaların 

yüksek mukozit geliştirmelerine sebep olmaktadır (Divi et al.  2010). 

Bu yaklaşımlar LKa tedavisi için yaygın olarak kullanılmasına rağmen, cerrahi 

yöntemlerin organın işlevselliğini bozması, radyoterapi yaklaşımlarının oluşturduğu yan 

etkiler, kemoterapi yaklaşımlarında kanserli hücrelerin dirençli hale gelmesi ve toksisite 

problemleri tedavide büyük engel oluşturmaktadır (Guadagnolo et al.  2005; Yuan et al. 

2018). 

1.2.3. Farenks Kanserleri 

Farenks Kanserleri (FK), orofarenks, nazofarenks ve hipofarenks kanserlerini 

içeren farenks dokularında oluşan kanserlerdir. Farenks kanserlerinin çoğu skuamöz 

hücreli karsinomlardan oluşmaktadır (Anonim 2021b). 

FK’da erkeklerin kadınlara göre daha fazla risk taşıdığı gösterilmiştir, aynı 

zamanda yeni tanısı konan hastalar ile ölen hastaların yaş aralığının paralellik gösterdiği 

veriler arasındadır. SEER verilerine göre,  FK ve ağız içi boşluğu kanserleri yeni kanser 

vakalarının %2.9’unu oluşturmaktadır (Howlader N and Tatalovich Z  2017) 

SEER verilerine göre 2008-2017 yılları arasında yeni FK tanısı konan hastaların 

sayısı her yıl %0,8 oranında artmış ölüm oranları ise her yıl %0,5 oranında artmıştır. 

(Şekil 1.4) (Howlader N and Tatalovich Z  2017) 
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Şekil 1.4 1975’ten günümüze Farenks kanserleri yeni vaka ve ölüm oranları (Howlader 

N and Tatalovich Z  2017)’dan değiştirerek alınmıştır. 

FK nedeniyle ölüm oranlarının en fazla olduğu yaş aralığı 55-85 yaş aralığıdır ve 

en fazla ölüm 65-74 yaş aralığında gerçekleşmiştir ve medyan ölüm yaşı ise 68’dir (Şekil 

1.5) (Howlader N and Tatalovich Z  2017) 

 

Şekil 1.5 Yaş gruplarına göre FK ölüm oranları.(Howlader N and Tatalovich Z  2017)’dan 

değiştirilerek alınmıştır. 

Yaygın olarak gırtlak ya da bademcik kanseri olarak bilinen orofarenks kanserleri 

(OFK) farenksin orta kısmındaki kanserleri ifade etmektedir ve dilin bir kısmı, 
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bademcikler ve faringeal duvarları içerirler. OFK’nın %90’i skuamöz hücreli karsinomlar 

olup tütün ve alkol tüketimi başlıca etken olarak gösterilmektedir (Jamal and Anjum  

2020). 

Nazofarenks kanserleri (NFK) de genellikle skuamöz kanserleridir ve burnu 

orofarenkse bağlayan yumuşak damar üzerinde bulunup küçük tübüler yapıdadır, ayrıca 

diğer baş ve boyun kanserlerine göre farklı davranış gösterirler. NFK agresif davranış 

sergilediği bilinen kanserler olmasına rağmen, son 10 yılda tedavideki gelişmeler ve 

erken tanı sayesinde ölüm oranlarında iyileşmeler görülmüştür (Sinha and Gajra  2020). 

Hipofarenks kanserleri (HFK), içinden hava, su ve yiyeceklerin geçtiği özofagusa 

bağlanan boşluğu sağlayan ve konuşma fonksiyonlarında çok önemli rolleri olan farenks 

dokusunun en önemi kısmıdır. HFK kanserlerinin yaklaşık %95’i skuamöz hücreli 

karsinomlar oluşturur (Bruss and Sajjad  2020). Tüm BBSHK kanserlerinin %3-5’ini 

oluşturan HFK oldukça agresif bir kanserdir ve kötü prognoz göstermektedir (Hall et al. 

2008). Ayrıca tüm baş boyun kanserleri arasında en kötü 5 yıllık sağ kalım oranına 

sahiptir ve HFK’nın vücuttaki konumundan dolayı teşhisi zordur ve hastaların %70’inden 

fazlasında 3. veya 4. evrede lenf bezlerine metastaz yapmasıyla teşhis edilebildiğinden 

erken tanı koymak zordur(Takes et al.  2012; Braakhuis et al.  2014; Marur and Forastiere  

2016). 

1.2.4. Farenks Kanserleri Tedavi Yöntemleri 

Tüm FK’larda genel olarak, İnsan Papilloma Virüs enfeksiyonu, tümörün yeri ve 

nodal çevre, yaş, ırk ve cinsiyet, genel olarak prognostik faktörlerdir ve genel sağkalım 

için belirleyici olarak gösterilebilirler(Shin et al.  2017). NFK’lar KT ve RT’ye duyarlı 

olmalarına rağmen, tükürük bezleri, işitsel yapılar, optik yollar, beyin ve beyin sapı gibi 

birçok işlevsel organla bitişik yapıda bulundukları için cerrahi rezeksiyon teknik olarak 

zor görülmüştür ve morbidite riskini barındırmaktadır. Bu nedenle erken evre NFK için 

radyoterapi yöntemleri önerilmiş ve yalnızca radyoterapi ile tedavi edilen hastalarda 5 

yıllık sağ kalım oranlarında iyileşme görülmüştür. İleri evredeki kanserler için ise 

radyoterapiye ek olarak kemoterapi yaklaşımları önerilmiştir (Zackrisson et al.  2003; Lee 

et al.  2005; Holliday and Frank  2016). 
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 KT, NFK’lar için hem tedavi edici olarak hem de hafifletici bir seçenek olarak 

vazgeçilmez yöntemlerden birisidir. Ancak NFK’da sıklıkla meydana gelen bölgesel ya 

da uzak metastazlar tedavide kullanılan kemoradyoterapi yöntemlerinin en optimum 

düzeye getirilmesindeki gerekliliği ortaya çıkarmıştır. NFK’da yeni terapötiklerin 

kullanımı ve immünoterapi gibi yaklaşımlar ileri evredeki kanserlerde hafifletici etki 

göstermelerine rağmen, yapılan randomize çalışmaların sadece sağ kalım oranlarındaki 

iyileştirmeyi değil aynı zamanda hastalarda kemoterapötiklere karşı gelişen toksisiteyi 

azaltmaya yönelik yeni stratejilerin belirlenmesi de oldukça elzem gözükmektedir 

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

 OFK’da temel olarak cerrahi, RT, KT ya da bu yaklaşımların kombinasyonu 

uygulanmaktadır. Tedavi için hangi yöntemin uygulanacağı tümörün boyutu, konumu ve 

hangi evrede olduğunun bilinmesinin yanı sıra, hastanın beslenme durumuna, 

uygulanacak tedaviyi kaldırabilme yeteneğine ve isteğine bağlı değişkenlik 

gösterebilmektedir(Takes et al.  2010). OFK tedavisinde, iyi bilinen ve erişilebilir bölgede 

olan solid tümörler için cerrahi yöntemler tercih edilir, ancak erişilmesi zor bir bölgede 

olan ve lenf tutulumu veya metastaz yapan tümörler için cerrahi yöntemlerin uygulanması 

oldukça sınırlıdır. Erişilmesi zor bölgedeki kötü huylu tümörler için cerrahi yöntemler 

yerine RT veya KT yaklaşımları cerrahi yöntemlere göre iyi birer alternatif olarak 

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

 OFK hastaları cerrahi rezeksiyon sonrası şekil bozukluğu, disfaji ve konuşma 

bozukluğu gibi komplikasyonlar geliştirebilirler. RT yaklaşımları bazen hastalarda ışın 

alınan bölgelere özgü kalıcı hasara neden olabilmektedir. LKa hastalarında organ 

muhafazasına yönelik tedavi yaklaşımlarının başarısından dolayı OFK hastalarında 

cerrahi yöntemlere başvurmadan LKa verileri kullanılarak bazı randomize çalışmalar 

yapılmış ve sonuç olarak konuşma ve yutma fonksiyonlarında kayıplar azalmıştır (Sonis 

and Fey  2002; Chen et al.  2007; Motz et al.  2017). Ancak yine de, OFK tedavisindeki 

gelişmelere ve yeni tedavi yaklaşımlarına rağmen, hastalığa ileri evrelerde tanı konması 

sağkalım oranlarını azaltmakta, dolayısıyla, hastalığın erken evrelerde tanısının 

konmasına yönelik yaklaşımların sağkalım ve insidansı düşürmede etkili olduğu 

düşünülmektedir(Huber and Tantiwongkosi  2014). 
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 HFK tedavisi, özellikle klinisyenlerin tedavi kararlarında yönlendirecek çok az 

kanıt bulunması nedeniyle yapılan randomize çalışmaların yetersizliği ve hastanın nefes 

alma, ses ve yutma gibi işlevleri üzerinde potansiyel etkilere sahip olması nedeniyle 

oldukça zordur. Mevcut veriler daha yaygın baş ve boyun kanserlerinden olan larenks ve 

orofarenks kanserli hastalardan elde edilen verilerdir ve tedavide kullanımları sonucunda 

benzer sonuçlar göstereceği düşünülmüştür. Ancak tedavi kararının, hastaların fiziksel 

durumları, ameliyat edilebilme durumları, hastalığın morbiditesi ve hastaların tercihlerine 

göre kişiselleştirilmesi gerekir. Bu veriler tedavi seçimi için kolaylık 

sağlayabilmektedir.(de Bree  2019) 

Erken evredeki HFK için RT ve açık cerrahi işlemler ile tedavi sağlanmasına 

rağmen, ileri evredeki HFK eğer işlev kaybına dair bir kanıt göstermiyorsa cerrahi 

olmayan yöntemler ile RT/KT kombinasyonlarıyla tedavi edilebilmektedir. Ancak genel 

olarak organ muhafazası için cerrahi yöntemler yerine KT ve RT tedavi yaklaşımları 

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

Cerrahi ve kemo-radyoterapideki son gelişmelere rağmen hem larenks hem de 

hipofarenks kanserli hastaların ortalama sağ kalım oranlarında bir değişme 

olmamıştır(Baek et al.  2010; Shah et al.  2012; Cho et al.  2017). Çünkü, bu iki kanser 

türü de uzak bölgelere metastaz yapabilen ve hastalığın ilk evrelerinde kuvvetli 

belirteçleri olmayan daha çok ileri evrelerde tanısı konulabilen baş ve boyun kanseri 

türleridir. Dolayısıyla, metastazı önlemek ve hastaların yaşam sürelerini iyileştirmek için 

yeni stratejiler ve etkili metotlar geliştirmek gerekmektedir. Yeni tedavi yöntemlerinin 

gelişimini ilerletmek için de önemli biyobelirteçleri keşfetmek bir zorunluluk haline 

gelmiştir. 

1.2.5. Dil Kanserleri 

Ağız içi kanserleri, melanomlar dışındaki deri kanserleri dışında baş boyun 

bölgesinde en yaygın görülen ağız neoplazmalar arasındadır. Dil, dudak ve ağız 

bölgesinin tabanıyla beraber ağız boşluğu içinde en sık tutulan bölgeleri temsil 

etmektedir. Dil’in yaklaşık 2\3’ü ağız boşluğunun içinde kabul edilirken 1\3’lik kısmı ise 

orofarenksin bir alt bölgesi olarak kabul edilmektedir(Gonzalez and Riera  2020). Dil 
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Skuamöz Hücreli Karsinom (DSHK)’lar yüksek metastaz ve proliferasyon kabiliyetine 

sahip en yaygın görülen oral malinitelerden birisidir(Lao et al.  2016; Qiu et al.  2016; 

Tsushima et al.  2016; Zhang et al.  2016) ve genellikle konuşma, çiğneme ve yutma 

fonksiyonlarında bozukluklara yol açar(Gao et al.  2016; Han et al.  2016; Shegefti et al.  

2016). DSHK genellikle ilerleyen yaşlardaki erkeklerde tütün ve alkol kullanımının 

kümülatif etkisiyle ortaya çıkan bir hastalık olarak kabul görmesine rağmen, son 

zamanlardaki veriler ilginç bir şekilde herhangi bir etkene maruz kalmayan genç yaştaki 

erkeklerde de hastalığın insidansının arttığını göstermiştir(Nasser and St John  2020). 

DSHK’lı hastalarda kanserin erken teşhisi 5 yıllık sağ kalımda artış sağlamasına 

rağmen DSHK her geçen yıl artan insidansa sahiptir ve kötü prognoz göstermektedir 

(Bello et al.  2010; Patel et al.  2011; Sahingur and Yeudall  2015). SEER veritabanından 

alınan bilgilere göre 2013-2017 yılları arasında her yıl ortalama %2,1 oranında yeni vaka 

sayısında artış meydana gelmiş ve 2014-2018 yılları arasındaki ölüm oranları arasında 

anlamlı derecede bir fark görülmemiştir (Şekil 1.6)(Howlader N and Tatalovich Z  2017) 

 

Şekil 1.6 Dil kanseri yeni vaka ve ölüm oranları.(Howlader N and Tatalovich Z, 

2017)’dan değiştirerek alınmıştır. 

SEER verilerine göre son 30 yılda DSHK insidansı artış göstermiş, ölüm 

oranlarındaki azalma ise anlamlı derecede azalma göstermemiştir. Son 30 yıllık verilerde 

5 yıllık sağkalım artış trendi göstermesine rağmen son yıllarda ortalama %67,1 
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seviyelerindedir ve anlamlı bir gelişim göstermemiştir (Şekil 1.7) (Howlader N and 

Tatalovich Z  2017) 

 

Şekil 1.7 1975’ten günümüze DSHK 5 yıllık sağkalım oranları.(Howlader N and 

Tatalovich Z, 2017)’dan değiştirerek alınmıştır. 

1.2.6. Dil Kanseri Tedavi Yaklaşımları 

DSHK’lar oldukça agresif tümörlerdir ve tümörün hangi evrede olduğu, lezyonun 

boyutu, teşhis sırasında metastazların varlığı ve anatomik olarak tümörün bulunduğu yer 

gibi birçok faktörle tümörün agresifliği ilişkilendirilmiştir. Cerrahi müdahale, RT ve 

KT’yi içeren DSHK tedavisi büyük ölçüde tümörün konumuna, hastanın fizyolojik 

durumuna, klinik olarak hangi aşamada olduğuna bağlıdır(Brandizzi et al.  2008; 

Honorato J  2009). Tedavide hastaların iyileşmesini sağlamak için erken teşhis ve erken 

tedavi DSHK tedavisinde başarının sağlanmasında anahtar rol üstlenen iki önemli 

etmendir(Zhu et al.  2019). 

Klinik özellikleri bakımından değerlendirildiğinde DSHK diğer BBSHK’lara 

benzer özellikler göstermektedir ve dil kanserleri için birincil tedavi yaklaşımı genellikle 

cerrahi yöntemlerdir. Bununla birlikte bölgesel olarak ilerlemiş evredeki kanserlerde geç 

tanı konmasından dolayı hastanın yaşam kalitesini arttırmak için cerrahi yöntemler tedavi 

seçeneği olarak tercih edilmemektedir. RT ve KT genellikle adjuvan olarak 

uygulanmaktadır ve bu yöntemler tek seçenekli olarak tedavide nadiren kullanılırlar. RT 
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ve KT tedavisinde ciddi toksik etkilerin olduğu kanıtlanmıştır (Al-Sarraf et al.  1987; 

Adelstein et al.  2003; Abu-Ghanem et al.  2016; Tsushima et al.  2016). 

Cerrahi, RT, KT ve hedefe yönelik tedavi stratejilerinde gelişmelere rağmen 

hastalığın ileri evrede tanısının konması DSHK’larda 5 yıllık sağkalımda iyileşme 

sağlayamamıştır. DSHK’larda hem sağkalım hem de tedavi sürecinin hastalar için rahat 

geçirilmesi açısından erken tanı önem arzetmektedir, dolayısıyla, DSHK’da yeni tanı ve 

tedavi stratejilerini keşfetmek kanserin oluşum sürecinin moleküler mekanizmalarını 

tanımlamak birincil derecede önemlidir(Zhang et al.  2017; Nóbrega et al.  2018). 

1.3. Taksol (Paklitaksel) 

1960 ve 1981 yılları arasında Ulusal Kanser Enstitüsü ve A.B.D Tarım bakanlığı 

tarafından antikanser aktiviteye sahip doğal bileşikleri test etmek ve tanımlamak için bitki 

tarama üzerine bir iş birliği yapılmıştır. Bu taramalar sonucunda, Taxus Brevifolia’dan 

elde edilen örneklerin kabuk özütlerinin sitotoksik etkiye sahip olduğu bulunmuştur. 

Daha sonra izole edilen bu özütlerin aktif bileşenleri tanımlanmış ve içerisinde hidroksil 

gruplar barındırdığı ortaya çıkarıldığından taksol ismini almıştır (Weaver 2014). İlk 

yapılan çalışmalarda taksolün G2/M fazında hücre döngüsü durdurulmuş olan hücrelerle 

çalışıldığında replikasyonu ve hücre göçünü durdurduğu gösterilmiştir. Taksol hücre 

bölünmesi için elzem olan iğ ipliklerinin oluşumunu sağlayan mikrotübül ile tübülin 

proteinleri arasındaki dengeyi bozduğu ve mikrotübülün oluşturulması için gerekli olan 

kritik seviyedeki tübülin konsantrasyonunu azaltarak hücre döngüsünü durdurmayı 

sağladığı ortaya çıkarılmıştır(Schiff and Horwitz  1980; Schiff and Horwitz 1981). Taksol 

mitotik durdurma işlevini mitozdaki kontrol noktasından sağlar, mitoz bölünmede, 

metafaz evresinde ekvatoral düzlemde dizilen kromozomlar anafaz evresinin 

başlamasıyla birbirinden ayrılır ve iğ iplikleri aracılığıyla zıt kutuplara doğru çekilirler, 

bu aşamada kromatitlerin iki hücreye eşit olarak dağılabilmesi için her kromatit, 

kinetokor bölgesinden mikrotübüllere (iğ ipliklerine) bağlanmış olması gerekir. Kontrol 

noktası kinetokor bölgelerine iğ ipliklerinin bağlanıp bağlanmadığını kontrol eder ve sıkı 

şekilde bağlanmamış olan iğ ipliklerini tanır anafaz uyarıcı kompleks olarak bilinen 

siklozom kompleksini inhibe ederek mitoz bölünmeyi geciktiren bir sinyal yolağını aktive 

eder ve böylece hücre siklusu mitozda durdurulur. Taksol ile yapılan tedavide 
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kinetokorlara sıkıca bağlanmamış iğ iplikleri sayesinde mitozdaki hücrelerin bölünmeleri 

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

Taksol, birçok farklı mekanizma ile hücreleri apoptoza götüren bir kemoterapötik 

anti-mitotik ajandır ve yumurtalık, meme, akciğer kanserleri ve baş boyun kanserleri 

başta olmak üzere birçok farklı kanserin tedavisinde kullanılmaktadır(Rowinsky et al. 

1992; Sarosy et al. 1992; Rowinsky and Donehower 1995; Xu et al. 2013; Xie et al. 2015). 

Taksan grubu kemoterapötiklerin neoadjuvan terapi olarak baş boyun kanserli hastaların 

tedavisinde kullanılması ile ilişkili yapılan bir çalışmada, larenksin yapısının korunması 

ve tedaviye yanıt verme oranlarında iyileşme sağlamasından dolayı taksan grubunun 

neoadjuvan terapi yaklaşımı ile tedavilere dahil edilmesi ve baş boyun kanserlerinin 

tedavisi için standart tedavi yaklaşımı olarak kullanma potansiyelini ortaya 

çıkarmıştır(Salvador-Coloma and Cohen 2016). Ancak, Taksanlar BBSHK tedavisi için 

yaygın şekilde kullanılmasına rağmen, bu kanser türlerinde kullanımı için kesin bir 

prosedür bulunmamaktadır. Bununla beraber tedavide en büyük engellerden biri yaygın 

olarak görülen OFK ve NFK kanser hücrelerinin ilaca direnç kazanmasıdır ve bunun 

sonucunda ise tümörün ilerlemesi ve uzak bölgelere metastaz yapması gibi istenmeyen 

sonuçlar ortaya çıkabilmektedir(Mody et al. 2016; Woo et al. 2017; Gao et al. 2018; 

Zhang et al. 2019). 

1.3.1. Taksol Direnç Mekanizmaları 

Kemoterapiye direnç, kanser kök hücrelerin varlığı, ilacın hücredeki 

metabolizmasındaki değişiklikler, alternatif sinyal yolakları ve tümör heterojenliği gibi 

birçok farklı unsur aracılığıyla gerçekleşir ve tedavi sürecinde büyük sorunlar 

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

 Taksol direnç mekanizmalarından en bilineni ABC taşıyıcı protein ailesine ait 

olan P-gp aracılığıyla olmaktadır. Bazı kanser hücreleri bu proteini yüksek seviyede ifade 

eder ve bunun sonucunda bir atım pompası aracılığıyla Taksol hücreden dışarı atılarak 

hücre içi konsantrasyonu azaltılır (Gottesman and Pastan 1993; Bradley and Ling 1994). 

Taksol metabolizması dahil birçok kemoterapi ilacının metabolize ya da aktive 

edilmesinde görevli olan Sitokrom P450(CYP) proteinleri vardır, bu proteinler hücre 
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içine giren ilaçların metabolize edilmesinden sorumludur. CYP proteinleri hem normal 

dokuda hem de kanserli dokuda bulunabilir. CYP proteinlerinin kanserli dokuda ifade 

edilmesi metabolizma etkinliğini sınırlandırıp hücre içinde taksol konsantrasyonlarını 

düşürebilir, bu durumda hücrede taksol miktarı azaldığından tedavide etkinliğinin 

düşmesi kanserli hücrelerin taksol’e direnç geliştirmesi ile ilişkilendirilmiştir (Jibodh et 

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

Taksol iğ ipliklerinin oluşmasında görevli olan tübülin proteinleri ve 

mikrotübüller arasındaki dengeyi bozarak hücreyi mitoz bölünme aşamasında durdurur 

ve anti-mitotik olarak davranır. Hücrede tübülin proteinlerinin birçok izotipi mevcuttur 

ve her farklı tübülin formunun taksol’e bağlanma afinitelerinin de farklı olduğu 

gösterilmiştir. Hücredeki tübülin proteini izotiplerinden herhangi birinde mutasyon 

meydana gelmesi sonucu aşırı ifade edilmesi taksol’e bağlanma afinitesini arttırıp 

kanserli hücrede Taksol’ün anti-mitotik yanıtını azaltabilir. Özellikle Tübülin βIII 

izoformunun aşırı ifadesi birçok kanser türünde Taksol’e direnç ile 

ilişkilendirilmiştir(Schiff and Horwitz 1980; Kampan et al. 2015; Parker et al. 2017). 

Hipoksi durumunda hücrede birçok değişiklik meydana gelmektedir. Olumsuz oksijen 

koşullarında hayatta kalmak için, tümör hücreleri Bcl-2 ailesinin üyeleriyle HIF1-α 

etkileşimi sonucu pro-apoptotik mekanizmaların azalmasına sebep olur ve dolayısıyla bu 

durum taksol aracılığıyla gerçekleşen apoptozun azalmasını da sağlayacaktır.  Ayrıca 

HIF1-α’nın aşırı ifade edilmesi epitel-mezenkimal geçiş(EMT) ve kök hücre ile ilişkili 

proteinlerin ifadesini uyarmaktadır, bu durum Taksol etkinliğini azaltır ve Taksol ile 

uyarılan apoptoza karşı direnci artırmaktadır (Sermeus et al. 2012; Karakashev and 

Reginato 2015). 

1.4. FGFR 

Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR)’ler ligandları fibroblast büyüme 

faktörleriyle etkileşime geçerek birçok hücre içi sinyal yolağını aktif hale getiren reseptör 

tirozin kinaz ailesinin üyeleri olup, hücre büyümesi, doku tamiri, anjiyogenez ve 

embriyonik gelişim de dahil olmak üzere hücredeki birçok süreçte görevleri olan hücre 

zarına bağlı proteinlerdir(Haugsten et al. 2010; Turner and Grose 2010; Huang et al. 

2014). 
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Fibroblast Growth Factor (FGF) ligandlarının 4 adet reseptörü vardır (FGFR1-4) 

ve ligandın reseptöre bağlanması sonucu hücre zarına bağlı olan FGFR’ler monomer 

halde iken dimer hale gelip aktifleşirler ve kinaz aktivitelerinden dolayı otofosforilasyon 

meydana gelir. PI3K/AKT, MAPK ve dolaylı olarak Wnt sinyal yolaklarını aktifleştirerek 

büyüme, çoğalma farklılaşma ve göç gibi birçok süreçte görev alırlar(Jang et al. 2001; 

Itoh and Ornitz 2011; Katoh and Nakagama 2014; Qian et al. 2014). Reseptörün aşırı 

seviyede ifade edilmesi, transkripsiyonel düzenlemelerin bozulması ve gen 

amplifikasyonları, FGFR sinyalinde düzensizliklere neden olur ve gastrik kanser başta 

olmak üzere birçok kanser türünde gösterilmiştir (Turner and Grose 2010; Jemal et al. 

2011). Ayrıca bu sinyal yolundaki düzensizlikler, mesane kanseri ve sarkomalar dahil 

olmak üzere birçok kanser türünde ilişkilendirilmiş olup, reseptörün aşırı ifade edilmesi 

sonucu epitelyal mezenkimal geçişe, metastaza, hastalığın ilerlemesine ve yayılmasına da 

katkı sağlayıp onkogenik koşullar oluşturabilir (van Rhijn et al.  2002; Taylor et al.  2009; 

Haugsten et al.  2010). Benzer şekilde, FGFR1 geninin aşırı ifade edilmesi erkeklerde 

prostat kanseri ve kadınlarda meme kanseri ile ilişkilendirilmiştir (Giri et al.  1999; Chin 

et al.  2006; Haugsten et al.  2010). 

FGF/FGFR reseptörü sinyal yolunun meme, multipl myeloma, mesane ve prostat 

kanserleri de dahil olmak üzere diğer birçok kanser türünde aktifleştiği 

görülmüştür(Gavine et al.  2012), Ancak literatürü taradığımızda Larenks ve Hipofarenks 

dahil Baş ve Boyun kanserlerinde FGFR2 ile ilişkili AKT yolağının aktifleşmesi ile 

alakalı yeterince bilgi olmadığı açıktır. 

1.5. AZD4547 

AZD4547 FGFR’lerde yüksek oranda korunmuş olan kinaz domainindeki ATP 

bağlayıcı yarığı geri dönüşümlü bir şekilde işgal ederek kinaz aktivitelerini engelleyen 

bir inhibitördür. Bu FGFR inhibitörleri FGFR’leri ve FGFR’lerin doğrudan etkilediği 

hedeflerin fosforilasyonunu azaltır (Norman et al.  2012; Klein et al.  2014; Katoh  2016). 

AZD4547, meme kanseri fare modellerinde yapılan in vivo çalışmalarda memeli 

epitelyal hücre çoğalmasını baskıladığı ve özellikle de kendiliğinden gelişen tümör 

hücrelerinde meydana gelen kanser kök hücresi benzeri özellikleri bozduğu ortaya 
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çıkarılmıştır,  Üstelik meme dokularında RTK, mTOR ve Wnt/ β-katenin sinyal yollarını 

baskıladığı gösterilmiştir, dolayısıyla AZD4547 meme kanserinde tedavi edici etkileri 

ortaya çıkarılmış olup bu veriler ön klinik kanıtlar sağlamaktadır (Zhao et al.  2017). 

Özofagus kanseri hücre hatları kullanılarak yapılan bir çalışmada AZD4547’nin 

epitelyal-mezenkimal geçişi uyararak kanser kök hücresi benzeri hücreleri çok etkili bir 

şekilde azalttığı gösterilmiştir(Maehara et al.  2017). AZD4547 ile muamele sonrasında 

FGFR2 ifadesinin artmış olduğu ilaca duyarlı olan birçok kanserli hücre hattında yapılan 

gen ifade profilleme analizlerine göre FGFR sinyalinin inhibe edilmesinde etkili olan 

yolaklar belirlenmiş ve bu yolakların RAS/MAPK ve PI3K/AKT sinyal yolakları ile 

ilişkili olduğu ortaya çıkarılmıştır(Delpuech et al., 2016). AZD4547, reseptör tirozin 

kinaz ailesine ait olan FGFR’leri ve bunların hedeflerinin fosforilasyonunu azaltarak 

RAS-ERK, PI3K-AKT sinyal yolaklarındaki birçok hedefi inaktif hale getirir (Katoh  

2016). 

AZD4547 yapılan birçok çalışmada etkinliği gösterilmiştir. AZD4547, lenfomalar, 

gliomalar, akciğer kanserleri ve meme kanserlerinin tedavisinde kullanılması için klinik 

çalışmalar devam etmekte olup faz çalışmalarında bu kanserlerde 2. ve 3. aşamalara 

gelinmiştir. Ancak baş ve boyun kanserleri için yapılan herhangi bir klinik çalışma 

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

Bu doğrultuda tez çalışmamızda, BBSHK hücre hatlarında FGFR ve FGFR’nin 

aktifleştirdiği sinyal yolaklarından olan hedef PI3K/AKT yolağının protein düzeyinde 

araştırılması ve taksol direncindeki rolünü, gelişen direnç mekanizmasının nasıl olduğunu 

ve taksol ve AZD4547'den oluşan kombine tedavinin BBSHK hücre hatlarındaki bu 

direnç mekanizmasının üstesinden gelmeye olan etkilerini araştırdık. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Koole et al.  2016  AZD4547, FGFR1’in aşırı ifade edildiği baş ve boyun kanseri 

hücre hatlarında tümör hücre çoğalmasını azalttığı gösterilmiştir. Ayrıca AZD4547’ye 

dirençli olan baş ve boyun kanseri hücre hatlarında AZD4547 ve Gefitinib ilaçlarının 

kombine uygulamasının etkili olduğu ve hücre çoğalmasını inhibe ettiği gösterilmiştir. 

Feng et al.  2017 AZD4547 prostat kanseri hücrelerinde yapılan bir çalışmada, 

AKT kinaz inhibitörü AZD5363 ile kombine edilerek kullanıldığında FGFR’nin 

aktifleştirdiği birçok sinyal yolağının başarılı bir şekilde inhibe ettiği gösterilerek, malin 

fenotipe sahip ilerlemiş prostat kanser tedavisinde etkili olabildiği öne sürülmüştür. 

Luo et al.  2018 Özofagus kanseri hücre hattı TE10 ve EC9706 hücrelerinde 

gefitinib ve AZD4547’nin etkilerini görebilmek için yapılan hücre canlılık, western 

Blotlama ve akış sitometrisi benzeri deneylerin sonucunda gefitinibin tek başına 

uygulamasına kıyasla AZD4547 kombine uygulamasının hücre canlılığını ve koloni 

oluşturma potansiyelini daha etkili bir şekilde inhibe ettiği ve apoptozu indüklediği büyük 

oranda ortaya konulmuş, ayrıca AZD4547 ile yapılan kombine uygulamada p-AKT ve 

ERK1/2’nin fosforilasyonunun başarılı bir şekilde inhibe edildiği ortaya çıkarılmıştır.  

Liu et al.  2019 Transgelin-2’nin meme kanserinde aşırı ifade edilmesi hücre 

göçünü ve metastazı arttırıp taksole duyarlılığı azaltmıştır ve bu durum taksol direnci ile 

ilişkilendirilmiştir. Transgelin-2’nin doğrudan PTEN ile etkileşerek PI3K/AKT yolağını 

aktifleştirmesi sonucunda Taksol direncinin gelişmesine katkı sağladığı ve hücreleri 

metastaza teşvik ettiği gösterilmiştir. 

Kim et al.  2018 Ürotelyal kanserlerde FGFR1’in epitelyal mezenkimal geçişi 

uyardığı ve bu durumun, Taksol direnciyle ilişkili olduğu düşünülmüştür. Yapılan 

deneylerde taksol ve FGFR1 inhibitörü BGJ398’in eş zamanlı uygulanmasının epitel 

mezenkimal geçiş ile ilgili faktörlerin düzenlenmesi vasıtasıyla UC hücre göçünü ve 

koloni oluşumunu sinerjistik olarak baskıladığı görülmüştür. Ek olarak, FGFR1 geninin 

susturulması, taksolün etkinliğinin artmasını sağlamıştır. Bu bulgular, FGFR1 sinyal 
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yolunun inhibe edilmesi sonucu ürotelyal kanserlerde taksol direncinin üstesinden 

gelmek için temel bir strateji olabileceğini göstermiştir. 

Quan et al. 2020 Pankreas kanserinde FGF/FGFR sinyal yolunun inhibe 

edilmesinin in vitro şartlarda hücrelerin küre oluşturma yeteneklerini azalttığı 

gösterilmiştir. Aynı zamanda FGFR1 ve FGFR2 genlerinin susturulması sonucu in vivo 

şartlarda tümör oluşturma yeteneklerinin azaldığı gösterilmiştir. FGFR sinyalindeki 

azalma AKT ve SOX2 genlerinin ifade düzeyinde azalmaya sebep olmuştur ve hücrelerin 

küre oluşturma yeteneklerinde azalma meydana geldiği görülmüştür. Bu sonuçlar 

değerlendirildiği zaman FGFR/AKT/SOX2 aksisinin pankreas kanserinde kemoterapiye 

direnç gelişiminde büyük rol oynayan kanser kök hücre oluşumlarını düzenlemede etkili 

olduğu görülmüştür ve agresif pankreas kanserinde önemli bir terapötik hedef olabileceği 

gösterilmiştir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

Bu tez çalışmasının her basamağı, Erzurum Teknik Üniversitesi, Yüksek 

Teknoloji ve Araştırma Merkezi (YÜTAM) laboratuvarlarında yapılmıştır. 

3.1.  Materyal 

Çalışmada kullanılan cihazlar Çizelge 3.1’de, kullanılan kitler, kimyasal maddeler 

ve sarf malzemeler ise Çizelge 3.2’de gösterilmiştir. 

Çizelge 3.1 Çalışmada kullanılan cihazların listesi. 

Materyal Marka Kullanım amacı 

Derin Dondurucu (-20ºC) Templow 

-20’de saklanması gereken 

kimyasalların depolanması 

için kullanıldı. 

Buzdolabı (4ºC) Edesa 

+40C’de saklanması 

gereken kimyasallar, 

besiyerleri için kullanıldı. 

Derin Dondurucu (-80ºC) ESCO Lexicon® 

Dondurulan hücrelerin, 

kullanılan ilaçların 

stoklanması için kullanıldı. 

Epoch Spektrofotometre BioTek EPOCH 

Hücre canlılık testlerinde 

formazan kristallerinin 

oluşturduğu boyanın 

absorbans ölçümünde 

kullanıldı. 

Laminar air-flow (Class II 

Safety Cabinet) 
ESCO NordicSafeTM 

Tüm hücre kültürü 

çalışmalarında steril bir 

ortam sağlanması için 

kullanıldı. 

CO2 İnkübatör 
ESCO Celculture CO2 

Incubator 

Kültüre alınan hücrelerin 

inkübasyon süreleri 

boyunca insan vücut 

ortamını taklit etmek 

amacıyla kullanıldı. 

TC20™ Automated Cell 

Counter 
BioRad 

Hücrelerin sayılması için 

kullanıldı 
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Mikropipet Axypet 

Tüm deneylerde 

kullanılacak sıvı 

malzemelerin miktarlarını 

hacimsel olarak doğru 

şekilde elde etmek 

amacıyla kullanıldı. 

Mini Santrifüj WiseSpin 

Hücrelerin kaldırıldıktan 

sonra çöktürülmesinde 

kullanıldı. 

Soğutmalı Santrifüj Hettich Zentrifugen 

Protein izolasyonunun son 

aşamasında proteinleri 

diğer hücre bileşenlerinden 

ayırmak için kullanıldı. 

Vorteks Wisd Wisemix VM-10 

Katı-Sıvı karışımları 

homojenize etmek için 

kullanıldı. (Süt Tozu, BSA 

vb.) 

Otoklav Tomy SX-500E 

Kullanılan tüm materyali 

sterilize etme işleminde 

kullanıldı. 

İnvert Mikroskop Leica 

Hücrelerin 

görüntülenmesinde ve klon 

görüntülerinin 

çekilmesinde kullanıldı. 

Su Banyosu Wisd WiseBath 

Hücre kültüründe 

kullanılacak materyallerin 

vücut ısısına getirilmesinde 

kullanıldı. 

Saf Su Cihazı Millipore Direct- Q-3 UV 

Hazırlanan birçok 

kimyasalın çözücüsü 

olarak kullanıldı. 

Isıtıcı-soğutucu Kuru Blok Bioer, ch 202 
Proteinlerin 

kaynatılmasında kullanıldı. 

Jel Görüntüleme Cihazı Bio-Rad ChemiDoc 

Western Blot 

görüntülerinin alınmasında 

kullanıldı. 

Blotlama Cihazı 
Bio-Rad Trans-Blot® 

Turbo™ 

Western blot deneyinde 

proteinlerin jelden 

membrana transferi için 

kullanıldı. 

Masaüstü pH Metre Adwa, AD1000 

Hazırlanan solüsyonların 

pH’sının ayarlanmasında 

kullanıldı. 
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Analitik Terazi (0,0001) Shimadzu ATX 224 İlaçların ve diğer 

kimyasalların hassas bir 

şekilde tartımını sağlamak 

için kullanıldı. 

 

 

Çizelge 3.2 Çalışmada kullanılan kitler, sarf malzemeler ve kimyasalların listesi. 

Materyal Alınan Firma Kullanım Amacı 

96 kuyucuklu plate Corning® Costar® Hücre canlılık testlerinde 

hücrelerin ekilmesi için 

kullanıldı. 

6 kuyucuklu plate Corning® Costar® Protein izolasyonu, yara 

kapatma testi ve koloni 

oluşturma testinde 

hücrelerin ekilmesi için 

kullanıldı. 

RPMI 1640 besi yeri Gibco® Hep-2, FaDu, Detroit-562 

hücreleri için besiyeri 

olarak kullanıldı. 

DMEM F12 besi yeri Gibco® SCC-9 hücreleri için 

besiyeri olarak kullanıldı. 

Tripsin Gibco® Hücrelerin pasajlama 

aşamasında tutundukları 

yüzeyle bağlantısını 

kesmek için kullanıldı. 

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco® Hücrelerin büyümesi ve 

çoğalması için gerekli 

faktörleri içeren serum 

olarak kullanıldı. 

Penisilin-Streptomisin Gibco® Antibiyotik Bileşeni olarak 

besiyerini kontaminasyona 

karşı korumak için 

kullanıldı. 

L-Glutamin Sigma-Aldrich® Kültürde hücrelerin 

büyümesini destekleyici 

olarak kullanıldı. 

Phosphate Buffered Saline 

(PBS) 1x 

EcoTech Biotechnology İzotonik tampon çözelti 

olarak hücre kültüründe, 

protein izolasyonunda, 

Western Blot ve koloni 

oluşturma testinde yıkama 

ve FBS kalıntılarını 
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uzaklaştırmak amacıyla 

kullanıldı. 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich® Kullanılan ilaçların 

çözücüsü olarak ve 

hücrelerin stoklanmasında 

kullanıldı. 

İzopropanol Sigma-Aldrich® SDS jelinin 

hazırlanmasında kullanıldı. 

Metanol Sigma-Aldrich® Hücreleri yüzeye 

sabitlemek(fiksasyon) için 

kullanıldı. 

Nitroselüloz Membran Sigma-Aldrich® Proteinlerin jelden transferi 

için kullanıldı. 

Whatman Kâğıdı Sigma-Aldrich® Western Blot transfer 

aşamasında sandviç modeli 

oluşturmak ve tamponun 

akışını sağlamak için 

kullanıldı. 

RIPA Lizis Buffer EcoTech Biotechnology ® 

(Turkey) 

Protein izolasyonunda 

hücreleri parçalamak için 

kullanıldı. 

Laemmli Sample Buffer 

10x 

EcoTech Biotechnology ® 

(Turkey) 

Protein örneklerinin 

hazırlanması için kullanıldı. 

Süt Tozu EcoTech Biotechnology ® 

(Turkey) 

Membranı bloklamak için 

kullanıldı. 

BSA BioShop Membranı bloklamak ve 

primer antikoru hazırlamak 

için kullanıldı. 

PMSF Roche Protein izolasyonu 

aşamasında hücre içinde 

proteinlerin serin proteazlar 

tarafından parçalanmasını 

engellemek için kullanıldı. 

Proteaz İnhibitör Kokteyl Thermo Scientific® Protein izolasyonunda 

Proteinleri parçalayan 

proteazları inhibe etmek 

için kullanıldı. 

Crystal Violet Sigma-Aldrich® Koloni testinde hücreleri 

boyamak için kullanıldı. 

Cell Viability Detection 

Kit-8 

EcoTech Biotechnology ® 

(Turkey) 

Hücre canlılığını 

belirlemek için kullanıldı. 
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ClearBand ECL Western 

Blot Substrat 

EcoTech Biotechnology ® 

(Turkey) 

Peroksidaz enziminin 

substratı olarak antijen-

antikor ilişkisinin ve 

miktarının belirlenmesinde 

ve görüntülenmesinde 

yardımcı olması amacıyla 

kullanıldı.  

β-aktin Antikor 
Santa Cruz 

Biotechnology® 

Membrandaki büyük bir 

protein havuzundan 

araştırmaya konu olan 

proteini saptamak ve 

ölçmek amacıyla belirli bir 

proteine spesifik olarak 

bağlanmayı sağlaması 

amacıyla kullanıldı. 

p-AKT Antikor 
Santa Cruz 

Biotechnology® 

Membrandaki büyük bir 

protein havuzundan 

araştırmaya konu olan 

proteini saptamak ve 

ölçmek amacıyla belirli bir 

proteine spesifik olarak 

bağlanmayı sağlaması 

amacıyla kullanıldı. 

p-Gsk3ß Antikor 
Santa Cruz 

Biotechnology® 

Membrandaki büyük bir 

protein havuzundan 

araştırmaya konu olan 

proteini saptamak ve 

ölçmek amacıyla belirli bir 

proteine spesifik olarak 

bağlanmayı sağlaması 

amacıyla kullanıldı. 

SOX2 Antikor 
Santa Cruz 

Biotechnology® 

Membrandaki büyük bir 

protein havuzundan 

araştırmaya konu olan 

proteini saptamak ve 

ölçmek amacıyla belirli bir 

proteine spesifik olarak 

bağlanmayı sağlaması 

amacıyla kullanıldı. 

P-FGFR Antikor Cell Signaling Technology 

Membrandaki büyük bir 

protein havuzundan 

araştırmaya konu olan 

proteini saptamak ve 

ölçmek amacıyla belirli bir 

proteine spesifik olarak 
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bağlanmayı sağlaması 

amacıyla kullanıldı. 

Anti-Mouse Sekonder 

Antikor 

 

Santa Cruz 

Biotechnology® 

Membrandaki büyük bir 

protein havuzundan 

araştırmaya konu olan 

proteini saptamak ve 

ölçmek amacıyla belirli bir 

proteine spesifik olarak 

bağlanmayı sağlaması 

amacıyla kullanıldı. 

Anti-Rabbit Sekonder 

Antikor 

Santa Cruz 

Biotechnology® 

Membrandaki büyük bir 

protein havuzundan 

araştırmaya konu olan 

proteini saptamak ve 

ölçmek amacıyla belirli bir 

proteine spesifik olarak 

bağlanmayı sağlaması 

amacıyla kullanıldı. 

Ponceau S 
EcoTech Biotechnology ® 

(Turkey) 

Transfer aşamasından sonra 

membrandaki proteinleri 

görünür hale getirmek için 

kullanıldı. 

Trizma Base 
Sigma-Aldrich® 

(Germany) 

SDS-jelinin 

hazırlanmasında kullanıldı. 

Akrilamit BioShop 
Jelin polimerleşmesi için 

kullanıldı. 

Bis-akrilamit 
Sigma-Aldrich® 

(Germany) 

Jelin polimerleşmesi için 

kullanıldı. 

N,N,N’,N’-Tetramethyl-

ethylendiamine (TEMED) 

Sigma-Aldrich® 

(Germany) 

Akrilamidin 

polimerizasyonunu 

katalizlemek amacıyla 

kullanıldı. 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre Kültürü ve Taksol Dirençli Hücrelerin Geliştirilmesi 

Tez kapsamında kullanılan Hep-2 hücreleri Şap Enstitüsü kültür 

koleksiyonundan, FK hücre hattı Detroit-562 Adana Alparslan Türkeş Üniversitesi 

Biyomühendislik Bölümü’nden Dr. Öğr. Üyesi Sibel Öztaş’tan ve HFK hücre hattı FaDu 

ile DSHK hücre hattı SCC-9 ATCC® hücre kültür koleksiyonundan temin edilmiştir. 

Hep-2, FaDu ve Detroit-562 hücre hatları %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-

Glutamin eklenerek hazırlanan RPMI-1640 besiyeri içerisinde ve 370C’de %5’lik CO2 

ortamında kültür edilerek çoğaltıldı. SCC-9 Hücre hattı %10 FBS, %1 

penisilin/streptomisin, %1 L-Glutamin ve 400 ng/ml konsantrasyonda hidrokortizon 

eklenerek hazırlanan DMEM F12 besiyeri içerisinde ve 370C %5’lik CO2 ortamında 

kültür edilerek çoğaltıldı. Tüm hücreler her 2-3 günde bir, hücre yoğunluğuna ve 

yapılacak deneylerin amacına göre pasajlandı. 

 Hep-2 hücrelerine direnç kazandırmak için ilk olarak hücreler pasajlandıktan 

sonra yüzeye tutunan hücrelerin ortalama %30-40 oranında yoğunluğa sahip olması 

muamele edilecek ilacı metabolize etmeleri açısından oldukça önemlidir. 1 gün sonra 

tutunan hücrelere düşük konsantrasyondan başlanarak taksol verildi. Hep-2 hücreleri için 

direnç geliştirmeye 3nM taksol konsantrasyonu ile başlandı. Taksol ile 24 saat muamele 

edilen hücreler mikroskop altında, çoğalma hızları ve morfolojileri baz alınarak 

gözlemlendi. Verilen taksol konsantrasyonları hücreleri çok fazla etkileyip öldürdüğü 

zaman hücreler toparlanıncaya kadar normal besiyeri ile muamele edildiler. Taksol, 

hücrelerin morfolojik yapısını ve çoğalma hızını etkilemediği gözlemlendiği zaman 48 

saat taksol içeren besiyeri ile muamele edildikten sonra tekrar hücreler toparlanıncaya 

kadar normal besiyeri ile muamele edildiler. Hücreler pasajlanarak dirençli hale gelen 

hücrelerin seçilimi sağlandı ve çoğalan yeni hücre neslinin verilen taksol 

konsantrasyonuna dirençli olduğunu teyit etmek için hiç taksol verilmemiş hücreyle aynı 

taksol konsantrasyonunda muamele edildi ve 1 gün sonra mikroskop altında gözlemlenen 

hücrelerde hiç Taksol verilmemiş hücrelerin yaklaşık %50’sinin öldüğü görülürken 

dirençli olarak düşündüğümüz hücrelerin Taksol içeren besiyerinde ölmedikleri ve 

çoğaldıkları gözlemlendi. Bu konsantrasyona direnç kazanıldığı teyit edildikten sonra bir 
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sonraki aşamada 2 katı konsantrasyona dirençli hücreler elde etmek için yapılan işlemler 

tekrarlandı. Hücrelere IC50 dozlarına kadar direnç kazandırıldı. Hücrelere direnç 

kazandırmaya başlanıldığında verilen ilk doza direncin sonraki dozlardan daha uzun 

sürdüğü gözlemlenmiştir. Hücrelerin ortalama bir doza direnç kazanma sürelerinin 

yaklaşık olarak 1 ay sürdüğü gözlemlendi. 

3.2.2. Hücre Sayımı 

T25 Flasklarda kültüre edilen hücrelerin %75-85 oranında konfluensiye ulaşması 

sonrasında hücreler tripsin ile kaldırıldı ve daha sonra santrifüj ile çöktürüldü. 3 ml taze 

besiyerinde hücreler çözüldü ve pipetaj yapılarak iyice homojen hale gelmesi sağlandı. 

Hücre sayımı için BioRad TC20™ Automated Cell Counter cihazı kullanıldı. Hücre 

sayım cihazının slaytlarına 10 μl hücre ile 10 μl tripan mavisi karışımından 10 μl yüklendi 

ve cihazda sayım gerçekleştirildi. 

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

Hücre sayımından sonra 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyucuğuna 2 ml besiyeri 

içerisinde 1,2x105- 1,5x105 sayıda hücre ekimi yapılmıştır. 96 kuyucuklu platenin her 

bir kuyucuğuna 100 μl besiyeri içerisinde 3.000 hücre olacak şekilde hücre ekimi 

yapılmıştır. Ekim yapıldıktan sonra hücreler deneylerde kullanılıncaya kadar 370C’de 

%5’lik CO2 içeren inkübatör içerisinde büyütülmüştür. 

3.2.4. AZD4547 ve Taksol İlaçlarının Stok Çözeltilerinin Hazırlanması 

Ticari olarak satın alınan AZD4547 üreticinin talimatlarına uyularak hazırlandı. 5 

mg AZD4547 tartıldıktan sonra 1,0786 ml DMSO içerisinde çözülerek 10 mM ana stok 

oluşturuldu. Kullanılırken daha düşük konsantrasyonlarda ara stoklar hazırlanarak 

kullanıma hazır hale getirildi ve tüm stoklar -800C’de saklandı. 

 Ticari olarak satın alınan taksol üreticinin talimatına uyularak hazırlandı. 10 mM 

ana stok hazırlamak için 5 mg tartılıp 585 μl DMSO içerisinde çözüldü. 10 mM ana stok 
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çözeltisinden başlangıçta 100 μM hazırlamak için 100 kat seyreltildi. Daha sonra 

deneylerde kullanmak için 100 μM ara stok ilaçtan 10 μM stoklar hazırlanarak deneyler 

için kullanıldı. Tüm stoklar -800C’de saklandı. 

3.2.5.  AZD4547 ve Taksolün Hücrelere Uygulanması 

Tüm hücre hatlarına uygulanan AZD4547 ve taksol konsantrasyonları Çizelge 

3.3’te gösterilmiştir. Çalışmada kullanılan taksol ilaç konsantrasyonları literatür 

araştırması yapılarak belirlenen IC50 dozlarıdır. AZD4547 ilacının IC50 dozunu 

belirlemek için tüm hücre hatlarına farklı dozlarda ilaç verildi ve IC50 dozunun 

belirlenmesi için Probit Analizi dosyası kullanıldı. Daha sonra yapılan tüm deneylerde 

belirlenen bu IC50 dozları kullanıldı. Tüm hücre hatlarında AZD4547 IC50 dozunu 

belirlemek için 0,25 µM, 0,50 µM, 1 µM, 2 µM, 4 µM ve 8 µM konsantrasyonları seçildi. 

Çizelge 3.3 Çalışmada kullanılan hücre hatlarında AZD4547 için IC50 hesaplamak için 

uygulanan AZD4547 dozları ile bu hücreler için literatürde taksol için 

bildirilmiş IC50 değerleri. 

 AZD4547 (µM) 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 Taksolün Baş Boyun Kanseri Hücre Hatlarında Hücrelerin   

Proliferasyonu Üzerine Etkileri 

Hep-2 ve FaDu hücreleri kuyucuk başına 3000 hücre, SCC-9 hücreleri 2500 hücre 

ve Detroit-562 hücreleri 8000 hücre olacak şekilde 96 kuyucuklu platenin her bir 

kuyusuna 3’er tekrarlı olarak ekildi. Hücreler yukarıda belirtilen konsantrasyonlarda 

AZD4547 ve taksol ile muamele edildi. AZD4547 ve taksolün hücrelerin canlılığı üzerine 

etkileri 24 ve 48 saat sonra ilaç verilmemiş kontrol grubu ile kıyaslanarak değerlendirildi. 

Hücre canlılığı Cell Viability Detection Kit-8 (CVDK-8, EcoTech Biotechnology) 
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kullanılarak üreticinin yönergelerine uyularak yapıldı. Özetle, kuyucuklardaki besiyerleri 

uzaklaştırıldıktan sonra %10 oranında CVDK-8 solüsyonu içeren taze besiyerinden her 

bir kuyuya 100’er µl eklendi ve hücreler 370C’de inkübatörde karanlıkta 3 saat inkübe 

edildi. Hücre canlılığı Epoch 2 Microplate Spectrophotometer cihazı kullanarak 490 

nm’de abzorbans ölçümü alınarak analiz edildi.  

 Yapılan deneyde AZD4547, Taksol ve AZD4547 ile beraber taksolün sinerjistik 

etkilerini incelemek için hücreler yukarıda hesaplanan IC50 dozlarda AZD4547 ve 

yukarıdaki tabloda verilen IC50 değerlerinde taksol ile muamele edildi. Hücre canlılığı 24 

ve 48 saat sonuçlarına göre kontrol grubu ile kıyaslanarak yapıldı. 

3.2.7.  AZD4547 ve Taksolün Baş Boyun Kanseri Hücre Hatlarında Hücre Göçü     

Üzerindeki Etkilerinin Yara Kapatma Testi ile Araştırılması 

AZD4547 ve taksolün ayrı ayı olarak ve birlikte hücrelerin göçü üzerine etkileri 

yara testi ile karşılaştırıldı. İlk olarak Hep-2, FaDu ve SCC-9 hücreleri 6 kuyucuklu 

platelerin her bir kuyucuğuna 500.000 hücre gelecek şekilde 3’er tekrarlı olarak ekildi. 

Daha sonra kuyucuklara ekilen hücrelerin %100 yoğunluğa ulaşması beklendi. %100 

yoğunluğa ulaşan tek tabaka halindeki hücrelerde 200 µL’lik pipet ucu ile tek bir çizik ile 

yaralar açıldı ve daha sonra AZD4547, Taksol ve ikisi birlikte belirlenen IC50 dozlarında 

muamele edildikten 24 saat sonra hücrelerin göç etme potansiyelleri ve yara kapama 

oranları karşılaştırılarak analiz edildi. Hücrelerde açılan yaraların fotoğrafları ilk yaralar 

açıldıktan sonra ve ilaçlar ile muamele edildikten 24 saat sonra invert mikroskop ile 

çekildi ve karşılaştırılarak analiz edildi. 

3.2.8. AZD4547 ve Taksolün Baş Boyun Kanseri Hücre Hatlarında Koloni     

Oluşturma Potansiyellerinin Araştırılması 

AZD4547 ve taksolün hücreler üzerinde koloni oluşturma potansiyellerini 

belirlemek için, 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna Hep-2, FaDu ve SCC-9 

hücrelerinden 3’er tekrarlı olacak şekilde 3.000 hücre ekildi. Daha sonra hücreler 

AZD4547, Taksol ve Taksol+AZD4547 ile belirlenen IC50 konsantrasyonlarıyla 
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muamele edildi. Kontrol ve AZD4547 grubunun 5 günde bir besiyeri değiştirildi. Taksol 

grubu ile muamele edilen hücreler 1 gün Taksol içeren besiyeri içerisinde 4 gün ise 

normal besiyeri içerisinde inkübasyona 370C’de bırakıldı. Taksol+AZD4547 grubunda 

hücreler 1 gün Taksol+AZD4547 içeren besiyeri içerisinde 4 gün sadece AZD4547 içeren 

besiyeri içerisinde 370C’de inkübasyona bırakıldılar. Hücrelerin koloni oluşturması gün 

gün mikroskop ile takip edildi.  

Ortalama 8-12 gün içerisinde yeterince büyüklüğe ulaşan koloniler 12 gün 

sonunda kuyulardaki besiyeri uzaklaştırıldı ve PBS ile yıkandı. Daha sonra metanol ile 

fikse edildi. Fikse edilen koloniler %0,1 Crystal Violet ile 20 dakika boyunca boyanması 

için bekletildi ve daha sonra koloniler invert mikroskop kullanılarak görüntülendi, 

koloniler sayıldı ve klon çeşitlerine göre sınıflandırıldı. 

3.2.9. FGFR ve SOX2 ifadelerinin in siliko araçlarla araştırılması 

Gene Expression Omnibus (GEO) veritabanına yüklenmiş GSE28784 ve 

GSE86099 veri setleri GEO2R programı kullanılarak analiz edildi ve FGFR2 ve SOX2 

ifadelerinin ısı haritası gösterimi Matrix2png arayüzü kullanılarak oluşturuldu (Pavlidis 

and Noble, 2003). Baş ve boyun kanseri doku örneklerinde FGFR2 ve SOX2 ifadeleri ve 

bu genlerin bulunduğu genomik bölgelerdeki genetik değişiklikler cBioPortal veritabanı 

aracılığıyla the Cancer Genome Atlas Program (TCGA) veritabanına yüklenmiş veriler 

analiz edilerek değerlendirildi (Cerami et al., 2012). FGFR2 ve SOX2 ifadelerinin 

korelasyonu Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) veritabanı 

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

3.2.10. Doku Örneklerinin Temin Edilmesi 

Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Kulak Burun Boğaz Anabilim Dalı’nda rutin 

patolojik inceleme için alınan örneklerden biyopsi sonucu skuamöz hücreli karsinom 

oldukları doğrulanan hastalar çalışmaya dahil edildi ve bu hastalar arasından parsiyel ya 

da total larenjektomi yapılan her bir hastadan ameliyat sonrasında normal ve tümörlü 
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larenks dokusu alınarak, sıvı nitrojen içerisinde hızlıca dondurularak protein izolasyonu 

yapılana kadar -800C’de saklandı.  

3.2.11. Western Blot 

Hep-2, FaDu ve SCC-9 hücreleri 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna 1,5x105 

hücre, Detroit-562 hücreleri 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna 2,5x105 hücre olacak 

şekilde edildi. Daha sonra hücreler belirlenen IC50 konsantrasyonlarında AZD4547 ve 

taksol ile muamele edildi. Tüm hücre hatlarında AZD4547 ve kontrol grubunda 48 saat 

muamele sonrası besiyeri uzaklaştırılarak protein izolasyonu yapılırken, taksol ve 

taksol+AZD4547 gruplarında 12-18 saat muamele sonrası besiyerleri uzaklaştırılıp 

protein izolasyonu yapıldı. Daha sonra kuyular soğuk PBS ile yıkandı. RIPA Lysis Buffer 

içerisine PMSF ve fosfataz inhibitör eklendi ve her kuyuya protein izolasyonu için 150-

200 µl RIPA Lysis Buffer eklendi. Kazıyıcı yardımıyla kuyuların yüzeyi kazınarak 

kokteyl-hücre karışımı elde edildi. Hücrelerin iyice parçalanmasını sağlamak için 3 kez 

sıvı azot içerisinde dondur-çöz işlemi uygulandı. 3. dondurma işleminden sonra karışım 

5 dakika buz üzerinde bekletildi ve daha sonra 13.000 rpm’de +40C’de santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası süpernatant yeni bir eppendorf tüpüne alınarak üzerine 10x Laemmli 

Sample Buffer’dan 1/10 oranında eklendi ve hazırlanan proteinler 1000C’de 5 dakika 

boyunca kaynatıldı ve deneylerde kullanılıncaya kadar -800C’de saklandı. 

 Hücrelerden izole edilen proteinleri moleküler ağırlıklarına göre ayırmak için 

elektroforez işlemi kullanıldı. SDS-PAGE için iki farklı konsantrasyonda jeller 

hazırlandı. Jelin hazırlanması için gerekli olan malzemeler Çizelge 3.4 ve Çizelge 3.5’te 

gösterildi. 
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Çizelge 3.4 %4’lük yürütme jelinin içeriği. 

Yürütme jeli malzemeleri (%4) Hacim 

Akrilamid+bis-akrilamid (%29+%1) 397,5 µl 

Saf su 2,175 ml 

Tris-HCl (pH:6.8) 375 µl 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) 30 µl 

Amonyum persülfat (%10) 30 µl 

TEMED 7,5 µl 

 

Çizelge 3.5 %10’luk ayırma jelinin içeriği. 

Ayırma jeli malzemeleri (%10) Hacim 

Akrilamid+bis-akrilamid (%29+%1) 1,65 ml 

Saf su 1,4 ml 

Tris-HCl (pH:8.8) 1,875 ml 

Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) 50 µl 

Amonyum persülfat (%10) 50 µl 

TEMED 2 µl 

 

Tablolarda gösterildiği gibi hazırlanan ayırma jeli iki cam plaka arasına döküldü 

ve üzerine saf izopropanol eklendi ve daha sonra 30-40 dakika boyunca jelin polimerize 

olması beklendi. Polimerize olan jel üzerindeki izopropanol uzaklaştırıldı. Ayırma jelinin 

hazırlandığı aynı cam plaka üzerine tabloda gösterildiği gibi yürütme jeli hazırlandı ve 

cam plakalar arasına döküldü. Polimerize olmadan önce örneklerin yükleneceği kuyular 

içine tarak yerleştirildi ve jelin polimerize olması için +40C’de 30-45 dakika boyunca 

bekletildi. Polimerize olan jelden tarak çıkarıldı ve daha sonra 1x yürütme tamponu içeren 

tankın içerisine yerleştirildi. Jelin kuyucuklarına protein örnekleri yüklendi. Yükleme 
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jelinin geçme seviyesine gelinceye kadar 80V’luk elektriksel alanda yürütüldükten sonra 

voltaj 110V’a çıkarılarak yürütülmeye devam edildi. Bu şekilde proteinlerin moleküler 

ağırlıklarına göre ayrımı sağlandı.  

 Moleküler ağırlıklarına göre ayrılan proteinler daha sonra transfer işlemi için 

hazırlandı. Transfer tamponuyla ıslatılmış iki Whatman kağıdı transfer cihazının alt 

kısmına yerleştirildi. Üzerine transfer tamponuyla ıslatılmış nitroselüloz membran jelin 

üzerine yerleştirildi ve jel cam plakadan ayrılarak transfer cihazının zeminine daha önce 

konulmuş olan Whatman kağıdının üzerine baloncuk oluşturmayacak şekilde 

yerleştirildi. Üzerine iki adet tamponla ıslatılan Whatman kağıdı konuldu ve sandviç 

modeli oluşturuldu. Transfer cihazının tepsisinde hazırlanan bu işlem sonrası tepsinin 

kapağı sıkıca kapatıldıktan sonra cihazın içerisine yerleştirildi ve 7’şer dakikadan 25V 

1.3A’ya ayarlanan cihazda 2 kez transfer işlemi gerçekleştirildi. Transfer işlemi sonrası 

membrana aktarılan proteinlerin görünürlüğünü sağlamak için Ponceau S (EcoTech 

Biotechnology Turkey) ile 5 dk çalkalayıcıda çalkalanarak boyandı. Daha sonra 

membranlar 3 kez PBST ile yıkandı ve kullanılan antikorun bloklama ajanı olarak ne 

kullanılıyorsa süt tozu ya da BSA ile 1 saat yatay çalkalayıcıda çalkalanarak bloklama 

işlemi yapıldı. Bloklama sonrası membranlar 3 kez PBST ile yıkandı. Araştırılacak 

proteinin uygun antikoru ile +40C’de bir gece yatay çalkalayıcı üzerinde çalkalanmaya 

bırakıldı. İnkübasyon sonrasında bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için 3 kez PBST 

ile yıkama yapıldı. HRP bağlı sekonder antikor ile 1 saat oda sıcaklığında muamele edilen 

membranlar tekrar 3 kez PBST ile yıkandı. Bantları görüntülemek için ClearBand ECL 

Western Blot Substrat kullanıldı ve sinyal tespiti ve ışıma miktarını görüntüleme işlemi 

ChemiDoc MP cihazıyla gerçekleştirildi. 

3.2.12.  İstatiksel Analiz 

Deneyler 3 tekrarlı olarak yapılmış ve değerler ortalama ± standart hata olarak 

verilmiştir. Veriler istatiksel olarak Student’s t test aracılığıyla analiz edilmiş ve p<0,05 

değerler anlamlı olarak kabul edilmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

4.1. Taksol Dirençli Hücrelerde Artmış FGFR2 ve SOX2 İfadeleri Paralellik 

Gösterir 

  Embriyonik kök hücrelerin kendini yenilemesinde, indüklenmiş pluripotent kök 

hücrelerin oluşumunda ve apoptozda kritik rolleri olan SOX2’nin aşırı ifade edilmesi 

birçok kanser türüyle ilişkilendirilmiştir. Ek olarak, gastrik ve kolorektal kanserlerde 

bulunan kanser kök hücre benzeri hücrelerde SOX2 ifadesindeki artış, kemoterapiye 

direnç ile ilişkilendirilmiştir(Bass et al. 2009; Gangemi et al.  2009; Tian et al.  2012; Rao 

et al.  2013; Li et al.  2014). İleri evredeki ürotelyal kanserlerde FGFR1 geninin epitel-

mezenkimal geçişi uyardığı ve taksole direnç mekanizmasının gelişmesinde katkı 

sağladığı ileri sürülmektedir (Kim et al.  2018). 

Baş ve boyun kanserinde taksole karşı gelişen direnç mekanizmalarının 

araştırılması amacıyla öncelikle literatürde mevcut olan mikroarray verileri incelendi. Baş 

ve boyun kanseri hücrelerinde mikroarray ve RNASeq verisi olmadığından taksol direnç 

mekanizmalarının aydınlatılmasına katkı yapmak adına ön veri elde etmek için özofagus 

kanseri hücre hatları ve meme kanseri hücre hatlarına ait verilerin bulunduğu GSE28784 

ve GSE86099 mikroarray verisetleri GEO2R programı kullanılarak analiz edildi. Bu 

hücre hatlarında parental ve taksol dirençli grupların karşılaştırılması sonucu FGFR2 ve 

SOX2 genlerinin ifade düzeyleri incelendi ve her iki hücre hattında yapılan analize göre 

parental ile kıyaslandığı zaman dirençli hücre hatlarında FGFR2 ve SOX2 gen ifade 

düzeyinin arttığı görüldü (Şekil 4.1).  

GEO veritabanından elde edilen ön verilere ek olarak, genomik ve transkriptomik 

değişimler ve mutasyonların TCGA veritabanından elde edilen örneklerin cBioportal 

veritabanı aracılığıyla analiz edilmesi sonucunda baş ve boyun kanserli doku örneklerinde 

FGFR2 ve SOX2 genlerinde mutasyon frekansının yüksek olduğu, bu iki genin de kanser 

örneklerinde artmış ifadeye sahip olduğu ve bu iki genin ifadesinin anlamlı bir şekilde 

pozitif korelasyon gösterdiği ortaya konulmuştur (Şekil 4.2). 
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Şekil 4.1 Taksol dirençli ve parental hücre hatlarında GEO veritabanından elde edilen 

mikroarray verilerinin karşılaştırılması 

 

Şekil 4.2 TCGA veritabanından elde edilen baş ve boyun kanserli hasta örneklerinde 

FGFR2 ve SOX2 genindeki ifade değişimleri ve iki gen ifadesi arasındaki 

korelasyon. 

4.2. Baş ve Boyun Kanserli Normal ve Tümör Doku Örneklerinde pFGFR2, p-AKT, 

p-Gsk3β ve SOX2 İfadeleri Artmıştır 

In silico analiz ile elde edilen bulguları doğrulamak için baş ve boyun kanserli 

hastalardan ameliyat sonrasında elde edilen 9 çift normal ve tümörlü doku örneklerinde 

pFGFR2, p-AKT, p-Gsk3β ve SOX2 ifadeleri incelendi. Elde edilen bulgular normal 

örneklere göre kıyaslandığında tümör örneklerinde p-FGFR2, p-AKT, p-Gsk3ß ve SOX2 

ifade seviyelerinin arttığı ortaya koydu (Şekil 4.3). Yapılan kantitatif analiz p-FGFR2, p-
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AKT, p-Gsk3ß ve SOX2 ifade seviyelerinin normal örneklere göre kıyaslandığı zaman 

tümörlü doku örneklerinde anlamlı olarak arttığını gösterdi (Şekil 4.4 p<0,05). Bu 

bulgular, baş ve boyun kanserinde aktifleşen FGFR ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu 

bileşenlerinin karsinogenez sürecinde ve kanser ilişkili fenotiplerin oluşmasında katkısı 

olabileceğine dair önemli kanıtlar sunmaktadır. 

 

Şekil 4.3 Baş ve boyun kanserli hastalardan elde edilen normal ve tümörlü larenks 

dokularında FGFR2 ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu bileşenlerinin 

aktiviteleri ve ifade seviyeleri. 

 

 

Şekil 4.4 Larenks doku örneklerinde FGFR2 ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu 

bileşenlerinin rölatif ifade seviyeleri. 
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4.3. Baş ve Boyun Kanserli Hücre Hatlarında rFGF2 Muamelesi Sonrası FGFR ve 

Hedeflediği Sinyal Yolunun Fosforilasyonu Artar 

Fibroblast Growth Faktör (FGF) ailesi, 18 farklı polipeptid ligandı içeren ve 4 

farklı FGFR reseptörüne bağlanması sonucu hücre zarına bağlı monomer haldeki 

reseptörlerin dimer hale gelip aktifleşmesini sağlayan ligand ailesidir. Aktifleşen FGFR 

reseptörleri, PI3K/AKT, MAPK ve dolaylı olarak Wnt sinyal yolağını aktifleştirerek 

hücrede büyüme, çoğalma, farklılaşma gibi birçok süreçte görev alırlar(Jang et al.  2001; 

Itoh and Ornitz  2011; Feng et al.  2017). 

 Baş ve boyun kanseri hücrelerinde FGFR2 reseptörünün aktifleşmesinin 

PI3K/Akt sinyal yolu aracılığıyla SOX2 ifadesini kontrol ettiğini göstermek için FGFR2 

reseptörü rFGF2 kullanılarak aktifleştirildi ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu 

bileşenlerinin aktiviteleri western blot ile incelendi. Bu doğrultuda, hücrelere 1, 10, 100 

ng/µL dozlarında rFGF2 1 saat muamele edilmiş ve bu hücrelerden protein izole edilerek 

western blot analizi yapıldı.  

Hep-2, SCC-9, Detroit 562 ve FaDu hücrelerinde rFGF2 muamelesi sonrasında 

FGFR2 reseptörünün doza bağlı olarak aktifleştiği ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu 

bileşenlerinin aktivitelerinin de yine doza bağlı olarak arttığı protein düzeyinde gösterildi 

(Şekil 4.5). rFGF2 muamelesi sonrasında elde edilen bulgular aktifleşen FGFR2’nin baş 

ve boyun kanseri hücre hatlarında alt sinyal yolakları hedeflerinden biri olan PI3K/AKT 

yolağı aracılığıyla SOX2 ifadesini kontrol ettiğine dair işaretler sunmuştur  (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5 Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında rFGF muamelesi sonrası FGFR2 ve aşağı 

akış yönündeki sinyal yolu bileşenlerinin aktiviteleri ve ifade seviyeleri. 

4.4. FGFR2 İnhibitörü AZD4547 Baş ve Boyun Kanserli Hücre Hatlarında Canlılığı 

Doza ve Zamana Bağlı Olarak Azaltır 

FGFR reseptörün aşırı düzeyde ifadesi, sinyal yolunda düzensizliklere sebep olur 

ve gastrik kanser başta olmak üzere birçok kanser türüyle ilişkilendirilmiştir(Turner and 

Grose  2010; Jemal et al.  2011). AZD4547 FGFR’lerin kinaz domainine bağlanarak kinaz 

aktivitesini engelleyen bir inhibitördür ve FGFR’ler dahil FGFR’lerin etkilediği alt hedef 

sinyal yolaklarının da fosforilasyonunu azaltmaktadır (Norman et al.  2012; Klein et al.  

2014; Katoh  2016). Yapılan bir çalışmada AZD4547’nin meme kanseri hücre hatlarında 

hücre canlılığını düşürüp apoptozu teşvik ettiği gösterilmiştir (Liu et al.  2014), Ayrıca, 

baş ve boyun kanserlerinde FGFR ailesinden olan FGFR1 geninin aşırı ifadesi gösterilmiş 

ve FGFR1’in artmış olduğu hücrelerde AZD4547 ile muamele sonrasında hücre 

proliferasyonu ve FGFR1 ifadesinin baskılandığı görülmüştür (Koole et al.  2016). 

AZD4547’nin baş ve boyun kanseri hücre hatlarında hücre canlılığı üzerindeki 

etkileri CVDK-8 testi kullanılarak analiz edildi. 0,25 µM, 0,5 µM, 1 µM, 2 µM, 4 µM ve 
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8 µM konsantrasyonlarda AZD4547 içeren besiyeri ile muamele edilen hücrelerde 

canlılığın zamana ve doza bağlı olarak azaldığı gözlemlendi (Şekil 4.6). 

 24 saatlik AZD4547 ile muamele sonrasında Hep-2 hücrelerinde özellikle 2 µM 

ve üzerindeki konsantrasyonlarda hücre canlılığının anlamlı derecede azaldığı gösterildi. 

Kontrol ile karşılaştırıldığı zaman canlılığın 24 saat ve 48 saatlik muamele sonrasında 2 

µM, 4 µM ve 8 µM dozlarda doza bağlı bir şekilde azaldığı, 24 saatlik muamele sonrası 

8 µM dozda canlılığın %51’e kadar düştüğü gözlemlendi. 48 saatlik muamele sonrasında 

ise 8 µM dozda canlılığın %43’e kadar düştüğü belirlendi (Şekil 4.6, p<0,01). 

24 saatlik AZD4547 ile muamele sonrasında SCC-9 hücrelerinde 2 µM dozdan 

itibaren hücre canlılığında kontrol grubu ile kıyaslandığında anlamlı derecede azalma 

görüldü. 8 µM dozda hücre canlılığının %54’e kadar düştüğü belirlendi. 48 saatlik 

AZD4547 ile muamele sonrasında canlılığın 0,5 µM dozdan itibaren anlamlı derecede 

azaldığı belirlendi. En yüksek doz olan 8 µM konsantrasyonda canlılığın %31’e kadar 

ortaya konuldu (Şekil 4.6, p<0,001). 

 Detroit-562 hücrelerinde 24 saat AZD4547 muamele sonrasında kontrol grubu ile 

kıyaslandığı zaman 0,5 µM, 1 µM, 4 µM ve 8 µM dozlarda hücre canlılığında anlamlı bir 

azalma olduğu görüldü. 48 saatlik muamele sonrasında 1 µM konsantrasyondan itibaren 

doza bağlı olarak hücre canlılığında anlamlı bir azalma görüldü. 8 µM konsantrasyonda 

hücre canlılığının %56’ya kadar azaldığı tespit edildi (Şekil 4.6, p<0,001). 

 FaDu hücrelerinde canlılığın 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonrasında 0,5 µM 

AZD4547 konsantrasyonundan itibaren doza bağlı olarak anlamlı derecede azaldığı 

görüldü. Özellikle 4 µM ve 8 µM dozlarda verilen AZD4547’nin hücre canlılığını 24. 

saatte %25’e, 48. saat ölçümlerinde ise %13’e kadar düşürdüğü görüldü (Şekil 4.6, 

p<0,001). 

 Yapılan hücre canlılık testleri sonucunda AZD547 için tüm hücre hatlarında IC50 

dozları probit analizi ile belirlendi. IC50 dozları Hep-2, FaDu, SCC-9 ve Detroit-562 

hücre hatları için sırasıyla 4,7 µM, 1,8 µM, 3,6 µM ve 10 µM olarak belirlendi. 
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Çalışmanın sonraki adımlarında gerçekleştirilen in vitro deneylerde hesaplanan bu IC50 

dozları kullanıldı. 

 

Şekil 4.6 AZD4547’nin baş ve boyun kanserli hücre hatlarındaki canlılık oranları                            

üzerindeki doza ve zamana bağlı etkileri. 
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Çizelge 4.1 Yapılan Analiz Sonucunda Baş ve Boyun Kanseri Hücre Hatları İçin 

Belirlenen AZD4547 IC50 Dozları 

Hücre Hattı IC50 

Hep-2 4.7 µM 

FaDu 1.8 µM 

SCC-9 3.6 µM 

Detroit-562 10 µM 

 

4.5. Baş ve Boyun Kanserli Hücre Hatlarında Aktifleşen FGFR2/AKT/SOX2 yolağı 

AZD4547 muamelesi sonrasında inhibe olur 

PI3K/AKT yolağının baş boyun kanserleri de dahil olmak üzere birçok farklı 

kanser türünde aktifleştiği, bu sinyal yolağındaki proteinlerin ifadelerinin arttığı 

gösterilmiş ve tümör hücre çoğalmasına, göçüne ve kötü sağ kalıma katkı yaptığı 

gösterilmiştir.(Molinolo et al.  2007; Yu and Cui  2016; Wee and Wang  2017) Yaptığımız 

deneylerde baş ve boyun kanseri hücre hatları ve doku örneklerinde PI3K/AKT yolağı ve 

SOX2’nin FGFR2 aracılığıyla aktifleştiği protein düzeyinde gösterildi. Benzer şekilde 

FGFR2 inhibitörü AZD4547’nin FGFR2 ve FGFR2’nin doğrudan etkilediği alt sinyal 

yolundaki hedeflerinin fosforilasyonunu azalttığı literatürde gösterilmiştir.(Norman et al.  

2012; Klein et al.  2014; Katoh, 2016)  

SOX2’nin hücrede büyüme, çoğalma ve sağkalımda anahtar rolleri olan 

PI3K/AKT sinyal yolu vasıtasıyla özofagus kanserinde büyümeyi düzenlediği 

gösterilmiştir (Gen et al.  2013). Ek olarak FGFR1 geninin aşırı ifade edildiği akciğer 

kanseri hücre hatlarında ERK1/2 aracılığıyla SOX2’nin aktifleştiği gösterilmiş ve 

bulgular sonucunda akciğer kanserli hücre hatlarında FGFR1/ERK/SOX2 aksisi 

aracılığıyla hücre büyümesi ve metastazın yanı sıra, kanser kök hücrelerin varlığı ve ilaç 

direncinin gelişimi gibi süreçlerde önemli işlevleri olan epitel mezenkimal geçişi teşvik 

ettiği gösterilmiştir (Wang et al.  2018b).. İnsan kanser hücreleri ve fare modelleri ile 
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yapılan çalışmalarda SOX2 protein lokalizasyonu ve stabilitesinin AKT kinaz 

aktivitesine bağlı olduğu gösterilmiş bunun sonucunda SOX2’nin PI3K/AKT yolağı ile 

bir korelasyonu olduğu ortaya konulmuştur (Schaefer and Lengerke  2020). 

Baş ve boyun kanserli hücrelerde aktifleşen FGFR ve doğrudan etkilediği sinyal 

yolaklarının AZD4547 muamelesi sonrasında inhibe olduğunun protein düzeyinde 

gösterilmesi için western blot analizi yapıldı. AZD4547 ile muamele sonrasında baş ve 

boyun kanserli hücre hatlarında FGFR2 ve SOX2 dahil aşağı akış yönündeki sinyal yolu 

bileşenlerinin aktivitelerinin kontrol grubu ile kıyaslandığı zaman azaldığı gösterildi 

(Şekil 4.7). Bu sonuçlar AZD4547’nin baş ve boyun kanseri hücrelerinde aktifleşen 

FGFR2/AKT/SOX2 aksisinin inhibe edilmesi aracılığıyla hücreleri ölüme götürdüğünü 

ortaya koymaktadır. 

 

Şekil 4.7 Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında AZD4547 ile muamele sonrası FGFR ve 

doğrudan ilişkili olduğu alt hedef sinyal yolu proteinlerinin ifade düzeyleri. 

4.6. FGFR İnhibitörü AZD4547 Baş ve Boyun Kanserli Hücre Hatlarında Yara 

Kapama ve Koloni Oluşturma Potansiyellerini Azaltır 

AZD4547’nin göç etme ve koloni oluşturma gibi kanser ile ilişkili hücresel 

fenotipler üzerindeki etkilerini test etmek için yara testi ve koloni oluşturma testi yapıldı. 

 Hücre göçünün kantitatif olarak değerlendirilmesi için hücrelerde oluşturulan 

yaraların kapanma yüzdeleri hesaplandı ve istatistiksel olarak değerlendirildi. Yara 

kapama testi AZD4547 ile muamele edilen baş ve boyun kanserli hücre hatlarında hücre 



4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA  

44 

göçü potansiyelinin kontrol hücreleri ile kıyaslandığında anlamlı derecede azaldığını 

gösterdi. 

Hep-2 hücrelerinde AZD4547 ile muamele sonrası oluşturulan yaranın yaklaşık 

%35 oranında kapatıldığı, kontrol grubunda ise bu oranın %70 seviyelerinde olduğu 

gösterildi (Şekil 4.8, p<0,001). SCC-9 hücrelerinde ise AZD4547 ile muamele edilen 

hücrelerde yaranın yaklaşık %30 oranında kapandığı gösterilirken kontrol grubunda bu 

oran %40 civarında kaldı (Şekil 4.8, p<0,05). FaDu hücrelerinde kontrol grubu ile 

kıyaslandığı zaman AZD4547 ile muamele edilen grupta yara kapanma oranı yaklaşık 

%25 oranında olurken kontrol grubunda bu oranın %50 civarında olduğu gösterildi (Şekil 

4.8, p<0,001). 

Yapılan analizler sonucu AZD4547’nin hücre göçü potansiyelini anlamlı 

derecede düşürdüğü konuldu. Bu sonuçlar tümörün metastaz yapabilmesi için başlangıç 

aşamasında invazyon ve migrasyon yeteneklerini sergilemeleri gerekli olduğu 

düşünüldüğünde AZD4547’nin etkili şekilde hücre göçü yeteneklerini azalttığı ve 

dolayısıyla baş ve boyun kanseri hücre hatlarında dolaylı olarak metastaz için gerekli olan 

migrasyon kabiliyetini azalttığı gösterildi. 

 

Şekil 4.8 AZD4547’nin baş ve boyun kanserli hücre hatlarında hücre göçü üzerindeki 

etkileri. 

Daha sonra AZD4547’nin baş ve boyun kanserli hücrelerinin koloni oluşturma 

potansiyeli üzerindeki etkileri değerlendirildi. Yapılan deney sonucunda Hep-2, SCC-9 

ve FaDu hücrelerinde kontrol grubu ile kıyaslandığı zaman AZD4547 ile muamele 

sonrasında sırasıyla rölatif koloni sayılarının Hep-2 hücrelerinde %44,25’e, SCC-9 
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hücrelerinde %42,54’e ve FaDu hücrelerinde %56,17’ye düştüğü gösterildi (Şekil 4.9, 

p<0,01). 

 

Şekil 4.9 Baş ve boyun kanserli hücre hatlarında AZD4547’nin koloni oluşturma 

potansiyeli üzerine etkileri. 

Daha sonra oluşan koloniler morfolojik olarak 3 kategoriye sınıflandırılarak 

gruplar arasında anlamlı bir farklılık olup olmadığı değerlendirildi. Tüm hücre hatları için 

holoklonlar sıkıca paketlenmiş nispeten küçük veya büyük boyuttaki hücre gruplarından, 

paraklonlar şekilleri düzensiz ve sıkıca paketlenmemiş hücre gruplarından, meroklonlar 

ise holoklon ile paraklon arasında orta düzeyde paketlenmiş hücre grupları olarak 

tanımlandı. Holoklonlar, aşırı çoğalma ve kendilerini yenileme kapasitesine sahip ve kök 

hücre benzeri hücreleri barındıran klonlar olarak bilinmektedir. Meroklonlar ise sınırlı bir 

çoğalma kapasitesine sahip olan kendilerini yenileme özellikleri barındırmayan geçiş 

hücreleri olarak isimlendirilen öncü hücreleri barındıran klonlar olarak bilinmektedir. 

Paraklonlar ise çoğalma kapasiteleri oldukça sınırlı farklılaşmış hücrelerden oluşan 

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

Holoklon sayılarında kontrol grubu ile kıyaslandığı zaman AZD4547 grubunda 

tüm hücre hatlarında anlamlı olarak azalma olduğu gösterildi. Meroklon sayılarındaki 

fark istatiksel olarak anlamlı olmamasına rağmen paraklon sayılarındaki artış kontrol 

grubu ile kıyaslandığında AZD4547 grubu için istatiksel olarak anlamlı olduğu gösterildi 

(Şekil 4.10, p<0,05). 
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Şekil 4.10 Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında AZD4547’nin koloni çeşitlerinin 

dağılımına olan etkisi. 

AZD4547’nin meme kanseri fare modelleri üzerinde yapılan bir çalışmada 

memeli epitelyal hücre çoğalmasına baskıladığı ve tümör hücrelerinde meydana gelen 

kanser kök hücre benzeri yapıları bozduğu ortaya çıkarılmıştır (Zhao et al.  2017). Ayrıca, 

özofagus kanseri hücre hatlarında epitel-mezenkimal geçişi baskılayarak kanser kök 

hücresi benzeri hücreleri çok etkili bir şekilde azalttığı gösterilmiştir (Maehara et al.  

2017). Tüm bu veriler değerlendirildiği zaman AZD4547’nin baş boyun kanserli hücre 

hatlarında koloni oluşumunu baskıladığı ve kontrol grubu ile kıyaslandığı zaman 

holoklon sayılarında azalma ve paraklon sayılarında artışa sebep olduğu gösterilmiştir. 

Dolayısıyla AZD4547’nin baş ve boyun kanseri hücre hatlarında birçok çalışmada 

kemoterapiye direnç ile ilişkilendirilen kanser kök hücre benzeri hücrelerin azaltılması 

ile gelişen kemoterapi direncinin üstesinden gelmek için adjuvan bir terapi yaklaşımı 

olabileceği düşünülmektedir. 

4.7. Taksol Muamelesi Sonrasında Aktifleşen FGFR2/AKT/SOX2 yolağı FGFR2 

inhibitörü AZD4547 muamelesi sonrasında inhibe olur 

Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında Taksol ve Taksol+AZD4547’nin 

FGFR2/AKT/SOX2 yolağı üzerine etkilerini araştırmak için western blot analizi yapıldı. 

Yalnızca Taksol ile muamele edilen Hep-2 hücrelerinde kontrol grubu ile kıyaslandığında 

FGFR2 ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu bileşenlerinin aktivite ve ifade seviyelerinde 

azalma görülmekle birlikte Taksol ile beraber verilen AZD4547’nin FGFR2/AKT/SOX2 
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yolağını sadece taksol ile muamele edilen Hep-2 hücrelerine göre nispeten daha fazla 

inhibe ettiği gözlendi (Şekil 4.11). 

 SCC-9 hücre hattında kontrol grubu ile kıyaslandığı zaman taksol muamelesi 

sonrası FGFR2 ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu bileşenlerinin aktivite ve ifade 

seviyelerinde artış görüldü. Taksol+AZD4547 grubunda ise taksol muamelesi sonrasında 

aktifleşen bu yolağın inhibe olduğu gösterildi (Şekil 4.11). 

 Detroit-562 hücrelerinde kontrol grubu ile karşılaştırıldığı zaman Taksol 

muamelesinin FGFR2 ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu bileşenlerinin aktivite ve 

ifadelerini azalttığı gösterildi. Taksol+AZD4547 muamelesi sonrasında FGFR2 ve aşağı 

akış yönündeki sinyal yolu bileşenlerinin ifadelerinde bazı varyasyonlar olmakla birlikte 

Taksol grubuna benzer şekilde kontrol grubuna göre azalma tespit edildi (Şekil 4.11). 

 FaDu hücre hattında taksol muamelesi sonrasında FGFR2/AKT/SOX2 yolağının 

aktifleştiği ve taksole ek olarak AZD4547 muamelesinin bu yolağın inhibisyonuna sebep 

olduğu ortaya konuldu (Şekil 4.11). 

 

Şekil 4.11 Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında Taksol ve Taksol+AZD4547’nin     

sinerjistik etkilerinin p-FGFR2 ve doğrudan ilişkili olduğu alt sinyal yolu 

hedef proteinlerinin ifade seviyeleri üzerindeki etkileri. 

Bu bulgular değerlendirildiği zaman taksole ek olarak AZD4547 uygulamasının 

hücreler arasında bir kısım varyasyonlar görülmesine rağmen, taksol muamelesi 
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sonrasında aktifleşen FGFR2/AKT/SOX2 yolağının inhibe edilmesine yol açığını ortaya 

koymaktadır. 

4.8. FGFR2 İnhibitörü AZD4547 Baş ve Boyun Kanserli Hücre Hatlarında Taksol 

uygulamasının etkinliğini artırır 

AZD4547’nin taksol tarafından aktifleştirilen FGFR2/AKT/SOX2 yolağını inhibe 

ettiğinin gösterilmesinden sonra AZD4547’nin hücre canlılığı, göçü ve koloni oluşturma 

gibi kanser ilişkili fenotipler üzerindeki etkileri taksol ile beraber uygulanarak araştırıldı. 

Baş ve boyun kanseri hücre hatları taksol ve taksol+AZD4547’nin IC50 dozları 

ile 24 ve 48 saat muamele edildi. Sonrasında hücre canlılığı CVDK-8 kiti kullanılarak 

incelendi. Hep-2 hücrelerinde 24 saat sonuçlarında taksol uygulamasının kontrol grubu 

ile kıyaslandığı zaman canlılığı %50’ye kadar düşürdüğü ve Taksol+AZD4547 grubunda 

ise canlılığın %40 seviyesine kadar düştüğü görüldü (Şekil 4.12, p<0,01). 48 saatlik 

sonuçlarda ise taksol muamelesinin canlılığı %32’ye kadar düşürdüğü, taksol ile beraber 

AZD4547 uygulandığında ise canlılığın %13’e kadar azaldığı gösterildi (Şekil 4.12, 

p<0,001). 

 SCC-9 hücre hatlarında 24 ve 48 saat taksol ve taksol+AZD4547 muamelesi 

sonrası hücre canlılığı CVDK-8 testi yapılarak istatiksel olarak analiz edildi. SCC-9 hücre 

hattında 24 saatlik taksol uygulaması sonrası hücre canlılığının %78’e kadar düştüğü ve 

taksol+AZD4547 ile muamele sonrasında hücre canlılığının %67’ye düştüğü görüldü 

(Şekil 4.12 p<0,05). 48 saatlik taksol ile muamele sonrasında hücre canlılığının %73’e, 

taksol ile AZD4547 muamelesi sonrasında ise %54’e kadar düştüğü belirlendi (Şekil 

4.12, p<0,001). 

 Detroit-562 hücre hattında 24 saatlik taksol uygulamasının hücre canlılığını 

%46’ya kadar düşürdüğü Taksol+AZD4547 muamelesinin canlılığı %37’ye düşürdüğü 

görüldü (Şekil 4.12 p<0,001). 48 saatlik taksol ile muamele sonrasında canlılığın %30’a 

kadar düştüğü ve Taksol+AZD4547 ile muamele sonrasında canlılığın %16 seviyelerine 

kadar düştüğü belirlendi (Şekil 4.12 p<0,001). 
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FaDu hücrelerinde 24 saatlik taksol uygulaması sonrası hücre canlılığının %50 

seviyelerine kadar gerilediği görüldü. Taksol+AZD4547 ile muamele sonrasında ise 

hücre canlılığının %40’a kadar düştüğü belirlendi. 48 saatlik Taksol uygulaması sonrası 

hücre canlılığında %50 civarında bir azalma meydana geldi. Taksol+AZD4547 grubunda 

ise bu azalmanın %70 civarında olduğu görüldü (Şekil 4.12 p<0,05). 

 

Şekil 4.12 Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında 24 ve 48 saatlik Taksol ve Taksol ile 

AZD4547’nin eş zamanlı muamelesinin hücre canlılığı üzerine etkileri. 

Elde edilen bulgular neticesinde baş ve boyun kanseri hücre hatlarında taksol ve 

AZD4547’nin eş zamanlı uygulanması sonrası canlılığı taksol grubuna göre anlamlı 

derecede azaldığı gösterildi. Bu sonuçlar ile baş ve boyun kanseri hücre hatlarında taksole 

ek olarak AZD4547’nin kombine uygulamasının taksolün etkinliğini artırdığı gösterildi. 

Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında taksol ve taksol ile AZD4547’nin eş 

zamanlı olarak uygulanması sonrasında hücre göçü potansiyelleri yara testi ile araştırıldı. 

Hep-2 hücrelerine taksol ve taksol+AZD4547 uygulanması sonrasında Hep-2 

hücrelerinin hücre göçü potansiyellerinin kontrol gruplarına göre azaldığı gösterildi. 

Hücre göçü azalmasının kantitatif olarak değerlendirilmesi için hücrelerde açılan 

yaraların kapatılma yüzdeleri hesaplandı ve istatistiksel olarak değerlendirildi. Yapılan 

analiz sonucu kontrol grubu, Taksol grubu ve Taksol+AZD4547 grubunun yara kapatma 

oranları sırasıyla kontrol grubunda %55, Taksol grubunda %27 ve Taksol+AZD4547 

grubunda ise %19,5 olarak ölçüldü. Aynı şekilde SCC-9 ve FaDu hücreleri taksol ve 

taksol+AZD4547 uygulaması sonrasında yapılan analiz sonucu SCC-9 hücreleri için yara 

kapatma oranlarının kontrol grubu, Taksol ve Taksol+AZD4547 grubunda sırasıyla %40, 
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%25 ve %10 olduğu görüldü. FaDu hücrelerinde ise sırasıyla kontrol grubunda %29, 

Taksol grubunda %17 ve Taksol+AZD4547 grubunda ise %9 olarak ölçüldü (Şekil 4.13, 

p<0,001). 

 

Şekil 4.13 Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında taksol ve taksol ile AZD4547’nin eş 

zamanlı muamelesinin hücre göçü üzerine etkileri. 

Elde edilen bulgular neticesinde baş ve boyun kanseri hücre hatlarında taksolün 

hücre göçünü inhibe ettiği gösterildi. Ek olarak Taksol ve AZD4547’nin eş zamanlı 

uygulanması sonrasında hücre göçünü Taksol grubuna göre kıyaslandığı zaman anlamlı 

derecede inhibe ettiği gösterildi. Bu sonuçlar Taksol uygulanan baş ve boyun kanserli 

hücre hatlarında AZD4547’nin eş zamanlı olarak uygulanmasının etkinliği anlamlı 

derecede arttırıp metastaz yapabilme potansiyeli için gerekli olan migrasyon kabiliyetini 

baskıladığını gösterdi. 

 Daha sonra deneylere koloni oluşturma testi ile devam edildi. Öncelikle baş ve 

boyun kanseri hücre hatlarında taksol ve taksol ile beraber AZD4547’nin eş zamanlı 

uygulanması sonucu oluşan koloni sayılarındaki değişim değerlendirildi. Daha sonra 

koloniler 3 farklı morfolojiye sahip koloni türlerine göre sınıflandırıldı ve istatistiksel 

olarak analiz edildi. 

 Hep-2 hücrelerinde Taksol grubunda kontrol grubuna göre rölatif koloni sayısının 

%45’e, Taksol+AZD4547 grubunda ise %23’e düştüğü gösterildi (p<0,01). SCC-9 hücre 

hattında ise Taksol grubunda rölatif koloni sayısının %32’ye, Taksol+AZD4547 

grubunda ise bu oranın %18’e kadar düştüğü gösterildi (p<0,01). FaDu hücrelerinde 
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rölatif koloni sayısının kontrol grubu ile kıyaslandığında Taksol grubunda %45’e, 

Taksol+AZD4547 grubunda ise %17’ye kadar düştüğü gözlendi (Şekil 4.14, p<0,01). 

 

Şekil 4.14 Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında Taksol ve Taksol ile AZD4547’nin eş 

zamanlı muamelesinin koloni sayıları üzerine etkileri. 

Daha sonra taksol ve taksol ile AZD4547’nin eş zamanlı olarak verildiği baş ve 

boyun kanseri hücre hatlarında koloni çeşitlerindeki değişim istatistiksel olarak 

değerlendirildi. Hep-2 hücrelerinde kontrol ile kıyaslandığı zaman Taksol grubunda 

holoklon ve meroklon sayılarında azalma ve paraklon sayılarındaki artış anlamlı olarak 

gösterildi (p<0,01). Taksol+AZD4547 grubunda ise kontrol grubuna göre holoklon 

sayısında azalma ve paraklon sayısında artış olmasına rağmen Taksol grubuna göre 

kıyaslandığı zaman değişim anlamlı değildi (Şekil 4.15). 

SCC-9 hücrelerinde kontrol grubu ile kıyaslandığı zaman Taksol grubunda 

holoklon sayısındaki azalma ve paraklon sayısındaki artışın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu gösterildi (p<0,05). Taksol+AZD4547 grubu, taksol grubu ile kıyaslandığı zaman 

holoklon sayılarında azalma ve paraklon sayılarında artış gösterse de sonuçlar istatistiksel 

olarak anlamlı değildi. (Şekil 4.15) 

FaDu hücre hattında kontrol grubu ile kıyaslandığı zaman Taksol grubunda 

holoklon sayısında azalma ve paraklon sayısında ise artışın anlamlı olduğu gösterildi 

(p<0,05). 
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FaDu ve SCC-9 hücre hatlarında meroklon sayıları kontrol, Taksol ve 

Taksol+AZD4547 gruplarında anlamlı bir değişiklik göstermemiştir (Şekil 4.15). 

 

Şekil 4.15 Baş ve boyun kanseri hücre hatlarında taksol ve taksol ile AZD4547’nin eş 

zamanlı muamelesinin koloni sayıları üzerine etkileri. 

Tüm bulgular göz önüne alındığı zaman AZD4547’nin taksolün etkinliğini 

artırarak oluşan koloni sayısını taksolün tek başına uygulamasına göre anlamlı olarak 

azalttığı gösterildi. Ayrıca Koloni çeşitlerine göre yapılan sınıflandırmada taksolün baş 

ve boyun kanseri hücre hatlarında kök hücre karakteristiği özelliklerini barındıran 

holoklon sayısında azalmaya ve farklılaşmış hücrelerden oluşan hücre toplulukları olarak 

nitelendirilen paraklon sayısında artışa yol açtığı gösterildi. Bu sonuçlar taksol ile birlikte 

AZ4547 uygulanmasının baş ve boyun kanserlerinde, kanserin agresifliğine yol açan ve 

terapi direnci ile ilişkilendirilen kanser kök hücre benzeri hücreleri azalttığı gösterilmiştir. 

4.9. Taksol dirençli hücrelerde AZD4547 kanser ilişkili fenotipleri etkin bir şekilde 

inhibe eder 

Taksol, birçok farklı mekanizma ile hücreleri apoptoza götüren anti-mitotik bir 

ajandır ve yumurtalık, meme, akciğer kanserleri ve baş boyun kanserleri başta olmak 

üzere birçok farklı kanserin tedavisinde kullanılmaktadır (Rowinsky et al.  1992; Sarosy 

et al.  1992; Rowinsky and Donehower  1995; Xu et al.  2013; Xie et al.  2015). Ancak 

baş ve boyun skuamöz hücreli karsinomların tedavisi için yaygın şekilde kullanılmalarına 

rağmen, bu kanser türlerinde taksol için net bir tedavi prosedürünün olmaması ve tedavide 

gelişen kemoterapi direnci hastalığın tedavisinin önündeki en büyük engellerden biridir. 
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Ayrıca, özellikle NFK ve OFK gibi baş ve boyun kanserlerinde kemoterapiye direnç 

gelişimine sık rastlanmakta ve bu durum tümörün ilerlemesine ve metastaz yapmasına 

sebep olmaktadır (Mody et al.  2016; Woo et al.  2017; Gao et al.  2018; Zhang et al.  

2019). 

 Kemoterapi direncinin temel mekanizmaları genel olarak kanser hücresinin 

metabolizmasındaki değişimler, tümörün heterojenliği, kanser kök hücrelerin varlığı ve 

alternatif sinyal yolaklarının aktive edilmesini içerir (Ramos and Bentires-Alj  2015; Pan 

et al.  2016). Kanser hücreleri tarafından alternatif sinyal yolaklarının tercih edilmesinin 

kemoterapiye direnç gelişmesinde büyük rol oynadığı bilinmektedir. PI3K/AKT yolağı 

baş ve boyun kanserlerinin yaklaşık %90’nında aşırı ifade edildiği gösterilmiştir. 

PI3K/AKT yolağının aşırı ifadesi birçok kanserde RT ve KT direnci, hücre proliferasyonu 

ve metastaz ile ilişkilendirilmiştir (Molinolo et al.  2007; Freudlsperger et al.  2015; Yu 

and Cui  2016) 

 Prostat kanseri hücre hattı PC-3 hücrelerinde SOX2 geninin aşırı ifadesi taksole 

direnç ile ilişkilendirilmiştir. Taksolün apoptoz mekanizmalarını devreye sokan uyarıcı 

etkisi SOX2’yi aşırı düzeyde ifade eden PC-3 hücrelerinde SOX2 tarafından PI3K/AKT 

yolağı aracılığıyla baskılanmış ve SOX2’yi aşırı düzeyde ifade eden PC-3 hücrelerin anti-

apoptotik bir fenotip sergilediği gösterilmiştir (Li et al.  2014). Ayrıca, meme kanserinde 

Trasngelin-2’nin PTEN ile doğrudan etkileşime girerek PI3K/AKT/Gsk3ß yolağını 

aktifleştirerek taksol direncine ve metastaza sebep olduğu gösterilmiştir (Liu et al.  2019).  

Literatürden elde edilen ve tez kapsamında elde ettiğimiz bulgular neticesinde 

PI3K/AKT yolağının baş ve boyun kanserlerinde aktifleştiğinin gösterilmesi ve direnç 

mekanizmalarının  birçok kanser türünde bu yolak aracılığıyla gerçekleşmesi baz alınarak  

baş ve boyun kanseri hücre hattı olan Hep-2 hücrelerine belirlemiş olduğumuz IC50 

dozuna dirençli hücre hattı geliştirildi ve taksole dirençli hücre hattında AZD4547’nin 

hücre canlılığı, hücre göçü, koloni oluşturma potansiyeli gibi kanser ilişkili fenotipler 

üzerindeki etkisi araştırıldı. 

 Öncelikle taksole dirençli Hep-2 hücre hattı oluşturuldu. Taksol direncini 

doğrulamak için parental ve Taksol dirençli Hep-2 hücre hatları 4 nM, 8 nM, 12 nM, 18 
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nM ve 24 nM taksol ile muamele edilerek hücre canlılığı değerlendirildi. Parental 

hücrelerde doz artışına bağlı canlılık azalırken taksol dirençli hücrelerde 12 nM’ın 

üzerindeki dozlarda canlılığın azaldığı gösterildi (Şekil 4.16). Sonuçlar Hep-2 hücre 

hattının IC50 dozunda (12 nM) taksole dirençli hale geldiğini gösterdi. 

 

Şekil 4.16 Taksole dirençli Hep-2 hücre hattı ve parental Hep-2 hücre hattının doza bağlı 

hücre canlılığı üzerine etkileri. 

Daha sonra taksole dirençli hücreler 24 ve 48 saat AZD4547 muamele edilerek 

AZD4547’nin taksole dirençli hücrelerin canlılığı üzerindeki etkileri araştırıldı. 24 saat 

AZD4547 muamelesi sonrasında hücre canlılığının kontrol grubu ile kıyaslandığı zaman 

%60’a kadar düştüğü, 48 saatlik AZD4547 muamelesi sonrasında ise hücre canlılığının 

%50 seviyelerine kadar gerilediği gösterildi (Şekil 4.17, p<0,01). Sonuçlar taksole 

dirençli hücre hattında AZD4547’nin hücre canlılığını etkili bir şekilde azalttığını 

gösterdi. 
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Şekil 4.17 Taksole dirençli hücre hattında AZD4547’nin 24 ve 48 saatlik muamelesi 

sonrası hücre canlılığı sırasıyla %60 ve %50 seviyelerine düşmüştür. 

Taksol dirençli Hep-2 hücrelerinde direnç mekanizmasının açığa çıkarılması için 

parental hücrelerde, taksol dirençli hücrelerde ve dirençli hücrelere AZD4547 muamele 

sonrasında western blot analizi yapıldı. Parental hücrelere göre kıyaslandığı zaman taksol 

dirençli hücrelerde p-FGFR2 ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu bileşenlerinin 

aktiviteleri ve ifade seviyelerinin artmış olduğu tespit edildi. Dirençli hücrelere AZD4547 

muamelesi sonrasında ise p-FGFR2 ve aşağı akış yönündeki sinyal yolu bileşenlerinin 

aktiviteleri ve ifade seviyelerinin azaldığı gösterildi (Şekil 4.18).  

 Sonuçlar değerlendirildiği zaman taksol dirençli hücrelerin PI3K/AKT yolağını 

aktifleştirerek direnç mekanizmasını geliştirdiği söylenebilir. Taksol dirençli hücrelere 

AZD4547 muamelesinin PI3K/AKT yolağını inhibe ederek direnç mekanizmasının 

üstesinden gelmek için alternatif bir terapötik bir yaklaşım olabileceği 

değerlendirilmektedir. 
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Şekil 4.18 Parental, Taksol dirençli ve Taksol dirençli hücre hattına AZD4547 muamelesi 

sonrası p-FGFR2 ve alt sinyal yolu hedeflerinin ifade düzeyleri. 

Taksol dirençli hücrelerde AZD4547’nin hücre göçü üzerindeki etkilerinin 

belirlenmesi için yara testi yapıldı. Hücre göçü azalmasının kantitatif olarak 

değerlendirilmesi için hücrelerde açılan yaraların kapatılma yüzdeleri hesaplandı ve 

istatistiksel olarak değerlendirildi. Dirençli hücrelere yara kapanması oranının yaklaşık 

%25 civarında olduğu gösterildi. AZD4547 ile muamele sonrası yara kapanma oranının 

%5 olduğu gösterildi (Şekil 4.19, p<0,01). Sonuçlar taksol dirençli hücrelerde 

AZD4547’nin hücre göçünü inhibe ettiği ve hücre hareketini kısıtladığını göstermiştir. 
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Şekil 4.19 Taksole dirençli hücre hattında AZD4547’nin hücre göçü üzerindeki etkileri. 

Taksole dirençli hücrelerde AZD4547 muamelesi sonrası hücrelerin koloni 

oluşturma potansiyelleri değerlendirildi. Daha sonra oluşan koloniler 3 koloni türüne göre 

sınıflandırıldı. Taksol dirençli hücrelerde AZD4547’nin rölatif koloni sayısını %5’e kadar 

düşürdüğü gösterildi (Şekil 4.20, p<0,001). 

 

Şekil 4.20 Taksol dirençli hücrelerde AZD4547’nin koloni sayıları üzerindeki etkisi. 
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Daha sonra koloniler 3 koloni tipine göre sınıflandırıldı. Taksol dirençli hücrelere 

AZD4547 muamelesi sonrası holoklon gözlemlenmedi. Meroklon sayılarında azalma ve 

paraklon sayılarında anlamlı bir artış olduğu gösterildi (Şekil 4.21, p<0,001). Ayrıca 

ilginç bir şeklide taksole dirençli hücrelerde kolonilerin yaklaşık %72’sinin kanser kök 

hücre özelliği barındıran holoklonlardan oluştuğu gösterilmiştir. Dirençli hücrelere 

AZD4547’nin muamelesi sonrasında koloni sayılarında ciddi bir düşüş olduğu 

gösterilmiş ve kanser kök hücre özelliği barındıran holoklonların oluşumunun tamamen 

engellendiği ortaya konulmuştur.  

Sonuçlar direnç gelişimine katkı sağladığı bilinen kanser kök hücrelerin 

AZD4547 tarafından baskılandığını ve gelişen direnç mekanizmasının üstesinden gelmek 

için alternatif tedavi edici bir yaklaşım olabileceğini göstermiştir. 

 

Şekil 4.21 Taksol dirençli hücre hattında AZD4547’nin oluşan kolonilerin klon çeşitleri 

üzerine etkileri. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Yapılan tez çalışmasında 4 farklı baş ve boyun kanseri hücre hattında AZD4547 

ve taksolün kanserle ilişkili hücresel fenotipler üzerindeki etkilerinin araştırılması, 

taksole karşı gelişen direncin hangi mekanizma üzerinden meydana geldiğinin 

incelenmesi ve bu direncin üstesinden gelmek için dirençli hücrelerde AZD4547’nin anti-

kanser etkilerinin in vitro testlerle araştırılmasını amaçlanmıştır. Çeşitli online 

veritabanlarında yapılan incelemeler sonucunda taksol dirençli hücrelerde FGFR2 ve 

SOX2 genlerinin ifadelerinin arttığının tespit edilmesi ve baş ve boyun kanseri 

örneklerinde bu iki genin ifadelerinin yüksek korelasyon gösterdiklerinin ortaya 

konulması yaptığımız çalışmada ön bulgular olarak tez çalışmasının temel çıkış noktaları 

olmuştur.  

Tümör ve normal doku örnekleri ile yaptığımız deneylerde p-FGFR2, p-AKT, p-

Gsk3ß ve SOX2 ifade seviyelerinin normal örneklere göre kıyaslandığı zaman tümörlü 

doku örneklerinde anlamlı olarak arttığı gösterildi. rFGF muamelesi sonrasında, doku 

örneklerine benzer şekilde FGFR2 ve aşağı akış sinyal yolu hedeflerinin aktivite ve ifade 

düzeylerinin artması da bu verileri destekleyerek FGFR2/AKT/SOX2 aksisinin baş ve 

boyun karsinogenez sürecinde ve kanser ilişkili fenotiplerin oluşmasında katkısı 

olabileceğine dair önemli kanıtlar sunmaktadır. Aynı zamanda bulgularımız aktifleşen 

FGFR2’nin baş ve boyun kanseri hücre hatlarında aşağı akış sinyal yolu hedeflerinden 

biri olan PI3K/AKT yolağı aracılığıyla SOX2 ifadesini kontrol ettiğine dair işaretler 

sunmuştur.  

Bulgularımız ayrıca AZD4547’nin baş ve boyun kanseri hücrelerinde aktifleşen 

FGFR2/AKT/SOX2 aksisinin inhibe ederek kanserle ilişkili fenotipler olan canlılık, 

hücre göçü ve koloni oluşturma gibi özellikleri etkili şekilde baskıladığını 

göstermektedir. Hücre göçünü araştırmak için yapılan deneylerde AZD4547’nin tümörün 

metastaz yapabilmesi için gerekli olan migrasyon kabiliyetini etkili şekilde azalttığı 

gösterilmiştir. AZD4547’nin, baş ve boyun kanseri hücre hatlarında, koloni oluşturma 

testlerinin sonucunda birçok çalışmada kemoterapiye direnç ile ilişkilendirilen kanser kök 

hücre benzeri hücreleri azalttığı gösterilmiştir. Dolayısıyla baş ve boyun kanserinde 
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gelişen kemoterapi direncinin üstesinden gelmek için adjuvan bir terapi yaklaşımı 

olabileceği düşünülmektedir.  

Elde edilen bulgular neticesinde baş ve boyun kanseri hücre hatlarında taksol ve 

AZD4547’nin eş zamanlı uygulanmasının, hücre canlılığı, hücre göçü ve koloni 

oluşturma potansiyelini taksol grubuna göre anlamlı derecede azalttığı gösterilmiştir. 

Ayrıca koloni çeşitlerine göre yapılan sınıflandırmada taksolün baş ve boyun kanseri 

hücre hatlarında kök hücre karakteristiği özelliklerini barındıran holoklon sayısında 

azalmaya ve farklılaşmış hücrelerden oluşan hücre toplulukları olarak nitelendirilen 

paraklon sayısında artışa yol açtığı gösterildi. Taksol ile birlikte AZ4547 uygulanmasının 

baş ve boyun kanserlerinde, kanserin agresifliğine yol açan ve terapi direnci ile 

ilişkilendirilen kanser kök hücre benzeri hücreleri azalttığı gösterilmiştir.  

Baş ve boyun kanseri hücrelerinde taksole direnç mekanizmalarını ortaya koymak 

ve AZD4547’nin dirençli hücrelerin kanserle ilişkili hücresel fenotipleri üzerindeki 

etkilerini görmek için yapılan in vitro testler sonucunda, taksole dirençli hücrelerde, 

AZD4547’nin hücre canlılığını etkili bir şekilde azalttığı gösterildi. FGFR2/AKT/SOX2 

aksisinin aktifleştiği taksol dirençli hücrelerinde AZD4547 muamelesinin bu yolağı 

inhibe ederek taksole karşı gelişen direnç mekanizmasının üstesinden gelinebileceği 

ortaya konulmuştur. İlginç bir şeklide taksole dirençli hücrelerde kolonilerin yaklaşık 

%72’sinin kanser kök hücre özelliği barındıran holoklonlardan oluştuğu gösterilmiş, 

dirençli hücrelere AZD4547’nin muamelesi sonrasında koloni sayılarında ciddi bir düşüş 

olmakla birlikte kanser kök hücre özelliği barındıran holoklonların oluşumunun tamamen 

engellendiği ortaya konulmuştur. Sonuçlar direnç gelişimine katkı sağladığı bilinen 

kanser kök hücrelerin AZD4547 tarafından baskılandığını ve gelişen direnç 

mekanizmasının üstesinden gelmek için alternatif tedavi edici bir yaklaşım olabileceğini 

göstermiştir. Ne var ki, verilerimizin in vitro testler sonucunda elde edilen veriler olduğu 

göz ardı edilmemelidir. Bu veriler daha net bir kanıt oluşturması açısından in vivo 

deneyler ile desteklenmelidir. 
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