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OZET

Demiral, U. Oral Kanser Hiicre Soyunda 5- Fluorurasil ve Sisplatin Kemoterapotik
Ajanlarmin  Doksisiklin  Antibiyotigi ile Etkilesiminin Arastirilmas1. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisti, Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi ABD. Doktora
Tezi. Istanbul. 2021.

Oral kanserler, oral kavite ve dudaklar1 kapsayan anatomik alanda gorilen lokal
destriiksiyon ve metastaz yapma kapasitesinde olan malign neoplazmlardir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére oral kanser insidans1 4/100.000 olarak tahmin
edilmektedir. Hastalarin yasam kalitesi tizerindeki etkileri, tedavi basar1 oranlarinin
diistikligii ve tedavilerin ciddi yan etkilere sahip olmasi, oral kanserlerin her zaman
Oonemli bir arastirma konusu olmasina neden olmustur. Geleneksel tedavilerin meydana
getirdigi yan etkileri azaltmak i¢in son yillarda birgok farkli tedavi denenmeye
baslanmis, 6zellikle son yillarda bitkisel kaynakli preperatlarin yani sira antibiyotiklerin
de antineoplastik dzellikleri daha ¢ok arastirilmaya baglanmistir. Doksisiklin genellikle
Ust solunum yolu enfeksiyonlari, pndmoni, bronsit, cinsel yolla bulasan hastaliklar,
gastrointestinal hastaliklar, periodontal hastaliklar ve stafilokok enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir. Bu ¢alismada doksisiklin, olas1 antineoplastik
Ozelliginin arastirilmasi1 amaciyla 5- Fluorurasil (5-FU) ve sisplatin kemoterapotik
ajanlar ile birlikte skuamdz hucreli oral kanser hattina (OSC-19) farkli doz ve farkli
zamanlarda bireysel ve kombine olarak ayri ayr1 uygulanmistir. Kontrol grubu olarak
saglikli akciger fibroblast hiicre hatti (MRCS5) kullanilmistir. Calismada sitotoksisite
testi icin WST-1, apoptoz/nekroz tayini i¢in Annexin V yontemi kullanilmistir. En 6ne
¢ikan bulgumuz 25 puM konsantrasyonda uygulanan doksisiklinin, 25 pM sisplatin ile
kombinasyonunun erken doénem apoptozu istatistiksel olarak anlamli olmasa da
artirdigi, 25 uM 5-FU ile kombinasyonunun ise erken dénem apoptozu istatistiksel
olarak anlamli bi¢gimde artirdigini gostermistir (p<0.05). Bu g¢alismanin sonuglarina
gore, doksisiklin ve kemoterap6tik ajan kombinasyonlarinin ek parametrelerle daha ileri
caligmalara o6nciilik etme potansiyeline sahip oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: oral kanser, doksisiklin, 5- fluorurasil, sisplatin, ila¢ yeniden
konumlandirma

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 34437
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ABSTRACT

Demiral U. Investigation of the Interaction of 5-Fluoruracil and Cisplatin
Chemotherapeutic Agents with Doxycycline Antibiotic in Oral Cancer Cell Line.
Istanbul University, Graduate School of Health Science, Department of Oral and
Maxillofacial Surgery. PhD Thesis. Istanbul. 2021.

Oral cancers are malignant neoplasms with local destruction and metastasis capacity
seen in the anatomical area including the oral cavity and lips. According to the World
Health Organization (WHO) data, the incidence of oral cancer is estimated to be 4 cases
per 100,000 people. Oral cancers have always been an important research topic due to
their effects on the quality of life of patients, low treatment success rates and serious
side effects of treatments. In order to reduce the side effects of traditional treatments,
many different methodologies have been tried in recent years, and especially in recent
years, the anticancer properties of antibiotics as well as herbal and animal-derived
preparations have been started to be investigated. Doxycycline is an antibiotic generally
used in the treatment of upper respiratory tract infections, pneumonia, bronchitis,
sexually transmitted diseases, gastrointestinal diseases, periodontal diseases and
staphylococcal infections. In this study, in order to investigate its possible anticancer
properties, doxycycline, together with 5- Fluoruracil (5-FU) and cisplatin
chemotherapeutic agents, was applied to the squamous tongue cancer cell line (OSC-19)
individually and in combination at different doses and at different times. A healthy lung
fibroblast cell line (MRC5) was used as a control group. WST-1 method was used for
cytotoxicity test and Annexin V method was used for apoptosis/necrosis determination
in the study. The results showed that the combination of doxycycline administered at 25
uM concentration with 25 pM cisplatin increased early apoptosis although not
significantly, while its combination with 25 uM 5-FU significantly increased early
apoptosis (p<0.05). According to the results of this study, it was observed that the
combination of doxycycline and chemotherapeutic agent has the potential to lead to
further studies with additional parameters.

Key Words: oral cancer, doxycycline, 5-fluoruracil, cisplatin, drug repositioning

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 34437



1. GIRIS VE AMAC

Agiz sagligi, genel saglik, refah ve yasam kalitesinin énemli gostergelerinden
birisidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) agiz sagligimni, ¢igneme, konusma, giliimseme
fonksiyonlarini eksiksiz bigimde yerine getirme, kronik agiz ve yiiz agrisindan, oral ve
farenks kanserlerinden, oral bdlge enfeksiyonu ve yaralarindan, periodontal
hastaliklardan, dis c¢iirigiinden ve dis kaybindan uzak olma durumu olarak tanimlar
(DSO, 2020).

Oral kanserler, oral kavite ve dudaklar1 kapsayan anatomik alanda goriilen lokal
destrilksiyon ve metastaz yapma kapasitesinde olan malign neoplazmlardir. DSO
verilerine gore oral kanser insidansi tiim dinyada 4/100.000 olarak tahmin edilmektedir.
Bunun yani sira diinya ¢apinda tiim yas gruplarinda 5 yillik prevalansin 12,3/100.000
oldugu raporlanmistir (GLOBOCAN 2020). Oral kanserler erkeklerde ve yaslilarda
daha sik gorulir; sosyoekonomik durum da oldukga 6nemli bir etkendir (Ferlay ve ark.,
2018).

Sagkalimm oldukca diisiik olmasi, hastalarin yasam kalitesi lizerindeki negatif
etkileri, hastalar1 psikolojik olarak etkileyen 6zguven sorunlar: yaratmasi, tedavi basari
oranlarmin diisiikliigii ve tadavilerinin ciddi yan etkilere sahip olmasi oral kanserlerin

her zaman arastirma konusu olmasina neden olmustur.

Lezyonlar erken evrede tespit edilirse yalnizca cerrahi ya da radyoterapi ile
tedavi yeterli olabilmektedir. Ancak lezyon ileri evrede ise, primer lezyonun lokasyonu
ve biyikligi ideal bir cerrahiye imkan vermezse kombine tedavilere ihtiyag
duyulmaktadir. Radyoterapi ve kemoterapi ile kombine tedavilerde basar1 oranlari

yikselmesine ragmen yan etkiler de artmaktadir (Hartner, 2018).

Sitotoksik  kemoterapinin  doza bagli yan etkileri  nefrotoksisite,
miyelosupresyon, norotoksisite, anafilaksi, 16kopeni, nétropeni, trombositopeni, anemi,
hepatotoksisite, ototoksisite, kardiyotoksisite, bulanti ve kusma, diyare, mukozit,
stomatit, agri, alopesi, anoreksi, kaseksi ve asteni olarak siralanabilir (Oun ve ark.,
2018). Geleneksel tedavilerin meydana getirdigi yan etkileri azaltmak igin son yillarda
bircok farkli tedavi denenmeye baslanmis, bu c¢alismalarda antibiyotikler de yer

almistir. Mevcut kemoterap0étik ajanlarin yan etkilerinin fazla olmasi, antibiyotikler gibi



saglikli hiicrelerde toksik etki yaratmayan ve etkinligi daha 6nce kanitlanmis ajanlarin

kullanimina ve arastirilmasina olan ilgiyi artirmigtir (Peiris-Pages ve ark, 2015).

Oral kanserlerin tedavisi icin farkli antibiyotikler ve kemoterap6tik ajanlarin
birbirleriyle olan kombinasyonlari ile ilgili 6n ¢alismalar henliz sinirli sayida olsa da
umut vadetmektedir. Bu c¢alismada doksisiklin, olast antineoplastik etkinliginin
arastirilmast amaciyla skuamoz hicreli oral kanser hattina hem bireysel olarak hem de
sisplatin ve 5- Fluorurasil kemoterapé6tik ajanlariyla ayrt ayri kombine edilerek

uygulanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Oral Kavite

Oral kavite, dudaklar, dil, bukkal mukoza, maksilla, mandibula, disler, dis etleri,
agiz tabani, yumusak ve sert damagi iceren kompleks bir yapidir. Oral kavite ¢igneme,
yutma, konusma gibi hayati fonksiyonlarinin yani sira ikincil solunum yolu ve ayrica
kemosensor bir organ olarak da islev gormektedir (Omura, 2014). Oral kavitedeki
kicuk bir yaralanma ya da hastalik bile bireyin beslenme yetersizligi yasamasina ve
iletisiminde aksaklik meydana gelmesine neden olabilir (Norton 2017).

2.2. Oral Kavite Kanserlerinde Simiflama

Oral kanserlerin siniflandirilmasi1 bilimsel gelismelere paralel olarak belirli
araliklarla guncellenmektedir. DSO’niin timarlerin histopatolojisini ve kanserlerin
biyolojik davranigini tanimlamak igin olusturdugu, en son 2017°de gulncellenen oral

kavite malignitelerinin siniflamasi Tablo 2-1’de gosterilmistir(Seethala, 2017).



Tablo 2-1: DSO Oral Kavite Malignitelerinin Simiflandirilmasi, 2017

Epitelyal tiimérler ve lezyonlar

Papillomlar

Oral mukozal melanom

Hematolenfoid tiimérler

Histogenezi kesin olmayan tiimérler

Yumusak doku ve néral doku kaynakli tiimérler

Tiikiiriik bezi tiimorleri

Skuamaz hiicreli karsinom

Duslk dereceli oral epitelyal displazi
Yiksek dereceli oral epitelyal displazi
Proliferatif verriik6z I6koplaki
Skuamdz hiicreli karsinom
Kondiloma akuminatum

Verruka vulgaris

Multifokal epitelyal hiperplazi

CD30+ T hiicreli lenfoproliferatif hastaliklar
Plazmablastik lenfoma

Langerhans hiicreli histiyositoz
Ektramediller Myeloid Sarkom
Konjenital grandler hiicreli epulis
Ektomezenkimal kondromiksoid timor
Graniler hiicreli timor

Rabdomiyom

Lenfanjiyom

Hemanjiyom

Schwannom

Norofibrom

Kaposi Sarkomu

Miyofibroblastik sarkom
Mukoepidermoid karsinom

Pleomorfik adenom



2.3. Oral Skuamdz Hucreli Karsinom (OSHK)

Solid tiimdrler, doku icindeki bir hicre grubundan kaynaklanan, dokunun
yapisini ve organizasyonunu bozan anormal Kitlelerdir. Kéken aldigi dokuya gore solid
timorler sarkomlar ve karsinomlar olarak siniflandirilir. Sarkomlar, kemikte veya
yumusak dokudaki mezenkimal hiicrelerin (kikirdak, kaslar, vaskiler doku veya bag
dokusu gibi) diferansiyasyonundan kaynaklanir. Karsinomlar ise cilt, akcigerler,
sindirim sistemi ve agiz boslugu gibi ¢esitli organlarin duvarmi Orten epitel
hicrelerinden kaynaklanir. En sik gorilen karsinom tirleri bazal hiicreli karsinom ve
skuamoz hucreli karsinomdur. Bazal hiicreli karsinom cildin en sik gorilen kanseri
iken, skuamoz hicreli karsinom bas- boyun boélgesinde en sik goriilen kanserdir ve

olgularin yaklasik %90'm1 olusturur (Porcheri ve ark, 2017).

2.3.1. Epidemiyoloji

Guncel kanser verilerine gore, diinyada dudak ve oral kavite kanseri olgularinin
sayist yillik 377.713 olarak tahmin edilmektedir ve yasa gore standartize edilmis
insidans orani, erkekler i¢cin 6/100.000, kadmlar i¢in 2,3/100.000 olarak
ongorulmektedir. Beklenen yillik mortalite insidans: erkeklerde 2,8/100.000, kadinlarda
1/100.000 olarak raporlanmistir. Dudak ve oral kavite kanserleri, diisik / orta gelirli
ulkelerde 10,2/100.000 oraniyla erkeklerde goriilen en yaygin sekizinci malignite olarak
bildirilmistir (Sung ve ark, 2021).

En yuksek oral kanser oranlari Giuney ve Gineydogu Asya'da ve Pasifik
Adalar’nda gorilmustiir. Papua Yeni Gine, her iki cinsiyette de diinya ¢apinda en
yuksek insidansa sahiptir (Sung ve ark, 2021). Hindistan ve Sri Lanka'da, erkeklerde
kanser kaynakli 6limlerin 6nde gelen nedenlerinden biri oral kanserlerdir (Pollaers ve
ark., 2017; Cheong ve ark., 2017). Oral kanserlerin sik goriildiigii diger tilkeler arasinda
Fransa, Macaristan, Brezilya, Kiuba ve Porto Riko bulunmakta, ayrica goriilme sikligi
bircok Dogu Avrupa iilkesinde de artmaktadir. Oral kanserler igin bes yillik sagkalim
oranlar1t ABD ve Avrupa'daki birkag blylk kanser tedavi merkezinden bildirilen artiglar

disinda diger merkezlerde son iki- li¢ dekatta sabit kalmigtir (Hussein ve ark, 2017).

Turkiye’de kanser, 1982 yilinda bildirilmesi zorunlu hastaliklar arasina alinmus,
bir yil sonra da Kanserle Savas Daire Baskanligi kurulmustur. Daha Onceleri pasif
sistemle vyapilan kanser kayit sisteminde yeterli sayida ve kalitede verinin

toplanamamasi nedeniyle 1992 yilinda aktif sistem ile kayit tutulmaya baslanmistir.



2013 yil1 itibariyle 81 ilde aktif kanser kayit sistemi kurulmustur, 2012 yilina kadar
orneklemde olan niifus oran1 %23,4 iken 2016 yili raporu kapsaminda 6rneklemdeki
nifus oran1 %50,2ye ulagmistir. Aktif kanser kayit merkezlerinin bulundugu sehirlerde
nifus tabanli kanser kayd: yapilmaktadir ve bu kayitlar tim kamu, Universite ve 6zel
hastanelerden, 6lim belgelerinden, hastalarin  bulunabilecegi  huzurevi gibi

merkezlerden toplanmaktadir (Turkiye Kanser Istatistikleri, 2016).

2016 yilinda Ulkemizde yayinlanan son kanser istatistiklerine goére dudak, dil,
oral kavite, tikurlk bezi ve tonsilleri iceren oral kanserlerin goriilme oranlar1 erkeklerde
3,2/100.000, kadinlarda ise 1,9/100.000 olarak hesaplanmistir. Son 5 yilda toplam 5224
oral kanser olgusu tespit edilmistir ve oral kanserlerin tim kanserlere orani1 11/1000°dir
(Turkiye Kanser Istatistikleri, 2016).

OSHK erkeklerde daha fazla gortlur ve genellikle 5. dekattan sonra ortaya ¢ikar.
Olgularin en sik gortldigii Asya ulkelerinde ortalama tani yas1 5. ve 6. dekatta iken,
Kuzey Amerika ulkelerinde 7. ve 8. dekattadir. Bununla birlikte oral kanserlerin %4-
6'smin artik 40 yasindan kii¢iik yaslarda ortaya ¢iktigi ve diinyanin birgok yerinde 20-23
yas arasi geng¢ poplilasyonda oral kanser insidansinda endise verici bir artis oldugu
bildirilmistir. Bilinen risk faktorlerinin yoklugunda, hem gen¢ hem de yasl hastalarda
skuamoz hcreli karsinom olgularinin ortaya ¢iktigi ve hastaligin 6zellikle yaslilarda

agresif bir seyir izleyebilecegi de rapor edilmistir (Johnson ve Amarasinghe, 2019).

OSHK gelisimi icin en yiksek riskli bolgeler agiz tabani ve dil (6zellikle dilin
lateral sinir1) olarak bildirilmistir. Bunun nedeni, suda ¢6zinebilen karsinojenlerin agiz
tabani i¢inde ¢Ozunerek birikmesi ve bu havuzda lokalize olan dilin bu maddelerle uzun
sireli temasi olarak agiklanmaktadir. Ayrica bu bolgelerin daha ince ve Keratinize
olmayan epiteli nedeniyle doku penetrasyonu daha yiksektir. Alkol kullanan bireylerde
dehidratasyon ve membranlarin secici gecirgen 0Ozelliklerinin azalmasindan dolayi,
karsinojenlerin doku icine gecisi kolaylasir; boylelikle alkol ile sigara, kanser
gelisiminde sinerjist etki goOstermis olur. Dis etleri, dil sirti, damak ve tiikiiriik

bezlerinde oral kanser gérilme siklig1 daha diistiktiir (Johnson ve ark., 2019).



2.3.2. Risk Faktorleri

2.3.2.1. Tutun ve Alkol

Tutdn, tatun mamdlleri ve alkolliin farkli kanser tirleri tzerine etkileri uzun
yillardir bilinmektedir. Ttun formlarindan en sik tiikketilen sigaranin 1930°1u yillarda
kanserle iliskisi ongoriilmiis, epidemiyolojik ¢alismalar sonunda Doll ve Hill sigaranin
akciger kanseriyle kesin iliskisini duyurmuslardir (Doll ve Hill, 1954). Sigara,
nitrozaminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nitroz dietanol, nitrozoprolin ve
polonyum gibi altmistan fazla karsinojen madde icermektedir (IARC Working Group
on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 2007). Primer kanser gelistirme
riskine ek olarak, tekrarlayan oral kanser riski, kanser tedavisinden sonra sigara icimine
devam edilmesiyle iliskili bulunmustur. Bir y1l boyunca gozlenen bireylerin %18'inde
kanser niiks etmis veya ikincil olarak oral kanser gelismistir. Sigara igmenin kanser
riski Uzerindeki etkisi, biraktiktan sonraki 5 ile 10 yil arasindaki siirecte azalmaya
baslamaktadir (Warnakulasuriya, 2009; Mehrtash ve ark., 2013).

2.3.2.2. Betel (Areca) Nut

Seylan kasusunun (Areca catechu) meyvesinin tohumu olan betel nut, 6zellikle
Hindistan, Tayvan ve Cin’in bazi1 bolgelerinde yaygin olarak kullanilan keyif verici bir
maddedir. Dogal ya da islenmis ince betel nut dilimleri, kire¢ kaymaginda kakule,
hindistan cevizi ve safran gibi besinlerle karisitirthip tuketilmektedir. Tatln Grdnleri ile
karistirilldiginda veya betel biberinin yapragina sarildiginda daha da zararli hale gelir.
Tutlin eklense de eklenmese de betel nut ¢igneme aliskanligi olan kisilerde oral kanser
gelisme riski oldukca ylksektir ve lezyonlar siklikla bukkal mukozada goralir (Liu ve
ark., 2017).

Betel nut’in yas grubu ve sosyoekonomik durum ayirt edilmeksizin, dinya
capinda 200-400 milyon kisi tarafindan kullanildigi tahmin edilmektedir. Yizyillardir
kullanilan bu madde, birgok sosyokultiirel aktivite ve dini aktiviteye de derinlemesine

yerlesmistir (Singh ve ark., 2020).

2.3.2.3. Human Papilloma Virus (HPV)

HPV'ler deri ve mukozal yiizeylerdeki bazal epitelyal tabaka hicrelerini enfekte
eden DNA virisleridir ve 120'den fazla HPV alt tiri vardir. HPV-16 ve HPV-18,
malign tumorlerle olan iliskileri nedeniyle yuksek riskli alt tipler olarak kabul edilir.



Tek basina HPV-16, HPV pozitif orofarengeal kanserlerin yaklasik %85- 95'i ile
iligkilidir. Virlis konak¢i hiicreye nifuz eder ve cogalabilecegi konakgr hiicrenin
genomuna entegre olur. Malign donistim, E6 ve E7 viral onkojenlerinin ekspresyonu
yoluyla gerceklesir. HPV, esas olarak vajinal, anal ve oral seks yoluyla dogrudan
temas ile bulasir. HPV pozitif bir bireyde orofarengeal kanser gelisme riski, yasam boyu
cinsel partnerlerin sayisinin artmasi, ilk cinsel aktivitedeki geng yas ve ayni cinsiyetten
partnere sahip olma 6ykisu ile artmaktadir (Walline ve ark., 2013; Mirghani ve ark.,
2014).

Amerika Birlesik Devletleri'nde 1984-2004 yillar1 arasinda yapilan biyopsi ve
operasyonlardan elde edilen dokularin HPV yoniinden incelenmesi sonucu, 1984
yilindan itibaren orofarengeal kanserlerin insidansinda meydana gelen artisin HPV
enfeksiyonundan kaynaklandigini gostermistir (Zhang ve ark., 2004). Son yillarda
yapilan epidemiyolojik ¢alismalar ve meta-analizler de 6zellikle HPV-16 ve HPV-18 alt
tiplerinin OSHK ile iliskisini desteklemektedir (Condotto ve ark.,2017; Jiang ve Dong,
2017).

2.3.2.4. Beslenme

Icerdigi antioksidan C vitamini, E vitamini ve flavonoidlerden dolayr meyve ve
sebze tlketiminin oral kanser riskini diigtirdiigiini vurgulayan calismalar mevcuttur
(Garavello ve ark., 2009; Bravi ve ark., 2013). A vitamini eksikliginin OSHK ile
iligkisinin incelendigi bir calismada karsinogenezin arttigi gorilmistiir, ancak son
yillarda yapilan ¢aligmalar ve meta-analizler A vitamini ve OSHK arasinda anlamli bir
iliski bulunmadigini raporlamistir (Tateya ve ark, 2008; Lodi ve ark.,2016; Pandey ve
Mehrotra, 2020). Uzun sureli C vitamini alim1 ve Kalsiyum takviyesi ile bas- boyun
kanseri riskinde azalma g0zlenmistir; ancak bu c¢alismada doz-yanit egilimleri
g6zlenmemistir (Li ve ark., 2012). D vitamini eksikliginin oral kanserlerle olan iliskisi
arastirilmakta olup, son yillarda ¢ok sayida patoloji ile de iliskilendirilmistir (Grober ve
ark, 2013; Fathi ve ark., 2019).

2.3.2.5. Lokal Travma ve Oral Hijyen

Oral kanserlerin gelisiminde lokal travmanin roli tartismalidir. Kronik
travmanin, diger risk faktorleri ve kanserojenlerin varliginda epitel hicrelerinin
transformasyonunu indiikledigi raporlanmigtir. Ek faktorlerin bulunmadigi travma

olgularinda yapilan Klinik degerlendirmelerde, patolojik inceleme sonucu skuamoz



hlcreli karsinom saptanan olgular mevcuttur (Bektas- Kayhan ve ark., 2014; Piemonte
ve ark., 2018).

Oral mikrobiyomun popilasyonu titin, alkol, betel nut gibi keyif verici
maddelerin kullanimi ile degisebilmektedir. Insan Oral Mikrobiyom Veri Tabani’nin
verilerine gore oral kavitede 700’den fazla bakteri tiiri bulunmaktadir
(http://www.homd.org). Hem patojenik hem de kommensal bakteriler homeostazi
korumak icin birliktedirler; ancak oral mikrobiyom cevresel faktorler ile degistiginde
OSHK olusumunda rol oynayabilmektedirler. Ozellikle Capnocytophaga gingivalis,
Prevetolla melaninogenica ve Streptococcus mitis varligit OSHK gelisimi ile
iliskilendirilmistir. Bu bakterilerin olusturdugu metabolitler, epitel hicrelerinde kalici
genetik degisiklikleri indikleyebilir. Patojenik biyofilmlerin olusmasin1 engellemek ya
da dncesinde oral kavitede yerlesik olarak bulunan biyofilmleri uzaklastirmak igin farkl

tedavi stratejileri gerekmektedir (Chattopadhyay ve ark.,2019).

Agiz Qargaralarinda yuksek alkol icerigi ge¢miste oral kanserle
iliskilendirilmistir. Daha yakin tarihli ¢alismalar, alkolli gargaralarin gunlik
kullaniminin artmasiyla kanser riskinde bir artis olmadigim1 ve anlamli bir iliski
saptanamadigini gostermistir. Ancak bu gargaralarin alkol igeriginin direkt bir etkisi
olmasa da, indirekt olarak oral mikrobiyom {iizerinde olusturdugu degisiklikler g6z
Ontine alinarak uzun sireli kullanimlarina karst dikkatli olunmahidir. (Gandini ve ark.,
2015).

2.3.2.6. Oral Potansiyel Malign Lezyonlar

2.3.2.6.1 Lokoplaki

Oral mukozanin kanser riski tagimayan diger beyaz lezyonlari ayirt edildiginde,
bagka bir diagnostik tanimlama yapilamayan beyaz plak seklindeki lezyonlara I6koplaki
denir. Dlnya genelinde prevalans1 %1-3 arasindadir ve daha ¢ok besinci ile yedinci
dekatta goruldigii raporlanmistir (Villa ve Woo, 2017).

Lokoplaki, klinik olarak homojen ve homojen olmayan olarak iki tipte
gorulebilir. Homojen I6koplaki, lezyonun tamaminda ayni gérlinime sahip, beyaz, iyi
smirlanmis bir plak ile karakterizedir. Yizey dokusu piriizsiz ince yilizeyden, kalin ve
purtakli bir yizeye sahip mukoza gorinimine kadar degisebilir. Homojen olmayan
oral 16koplakide ise lezyon yiizeyi oldukca diizensizdir, beyaz keratotik alanlar arasinda

kirmiz1 kadifemsi plaklar gorulebilir. Oral mukozanin tiim bolgelerinde hem homojen
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hem de homojen olmayan 16koplakilere rastlanilabilir (Carrard ve ark., 2013). Homojen
Iokoplakiler daha yaygin goralur ve genellikle benigndir. Homojen olmayan
Iokoplakilerin ise malign transformasyon riski daha fazladir. Bazi arastirmacilar
homojen olmayan lezyonlarin malign transformasyon riskini eritroplakilere benzer
olarak degerlendirmektedir (Villa ve Woo, 2017).

Lokoplakilerin bir alt tipi olan proliferatif verriikdz l6koplaki (PVL), lezyonlar
oral kavite i¢inde yaygin papillomlara benzer oldugundan bu adi almistir; malign
transformasyon potansiyeli ise l6koplakilerden cok daha fazladir. PVL, homojen bir
l6koplaki olarak baslayabilir, ancak zamanla ¢esitli derecelerde displazi iceren verriikdz
bir goriinim gelistirebilir. Genellikle kadinlarda ve ileri yasta gorulir ve baslangici en
sik alt cene dis etlerinde saptanmustir (Carrard ve ark., 2013). Ylzey sekli olarak oral
papillomlarla benzerlik gostermesi nedeniyle, proliferatif verriikoz I6koplakinin viral bir
etyolojiye sahip oldugu siiphesi olusmus, ancak bu iliski randomize kontrollii deneylerle
dogrulanmamistir (Mdller, 2017).

2.3.2.6.2 Eritroplaki

Eritroplakiler oral mukozal membranlarda meydana gelen, baska bir patoloji ile
aciklanamayan kirmizi kadifemsi yama seklindeki eritamat0z lezyonlardir. Eritroplaki,
I6koplaki kadar yaygin degildir; genel populasyondaki prevalansi ¢ok iyi bilinmemekle
birlikte %0,02 ile %0,2 arasinda oldugu bildirilmistir. Risk faktorleri, OSHK ile
neredeyse tamamen aymidir (Villa ve ark, 2011). Eritroplakinin malign transformasyon
oran1 tam olarak bilinmemektedir, ancak lokoplakiden cok daha yiiksek oldugu
distintilmektedir, ¢link eritroplakilerin %85 kadar1 biyopsi sirasinda karsinoma in situ
ve invaziv karsinom dahil olmak Uzere histolojik malignite belirtileri gosterir (Abati ve
ark., 2020). Bu nedenle baz1 arastirmacilar, beyaz bilesenleri olsa da olmasa da kirmizi
ve kadifemsi gorunen bir oral mukoza lezyonunun, aksi kanitlanana kadar en azindan
karsinoma in situ olarak kabul edilmesi gerektigini iddia etmektedir (Maymone ve ark.,
2018).

2.3.2.6.3 Oral Liken Planus
Oral liken planus (OLP) deri ve mukoza membranlarini etkileyen yaygin, kronik
bir enflamatuvar hastaliktir. OLP’nin  tahmini prevalanst %0,5-2 arasinda

raporlanmistir; genellikle 30-60 yas arasi hastalarda gortlur ve kadin/erkek orani
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2:1°dir. Etyolojisi tam olarak bilinmese de genetik yatkinlik, psikolojik faktorler ve
travmanin etyopatogenezde etkili oldugu distntlmektedir. OLP’nin ilk malign
transformasyon olgusu 1900’lerin basinda raporlandigindan beri bu konuda bircok
epidemiyolojik ¢alisma yapilmigtir. Calismalarin sonuglar1 degiskenlik gosterse de
ortalama malign transformasyon orani %0,2-4 arasinda raporlanmistir (Alrashdan ve
ark., 2016).

Klinik olarak OLP'nin retikiler, plak tipi, atrofik, eroziv/llseratif, papuler ve
bll16z olmak tizere alt1 adet alt tipi vardir. Retikiler, eroziv/ulseratif ve plak benzeri alt
tipler daha sik goriilmektedir. OLP'min en bilinen formu olan retikuler lezyonlar
genellikle asemptomatiktir ve siklikla bukkal mukozada Wickham cizgileri olarak
adlandirilan hafif kabarik, beyazimsi-gri, Oriimcek agi seklinde bir klinik gériniim verir.
Oral mukozal yuzeylerde Klasik retikiler cizgilerin yoklugunda, OLP'yi klinik olarak
teshis etmek zordur, bu nedenle taninin histolojik olarak dogrulanmasi gereklidir (Olson
ve ark., 2016).

OLP'nin eroziv formu, enflamasyon veya epitel incelmesinin neden oldugu
eritem ile ortaya ¢ikabilir ve lezyonun cevresi retikller keratotik cizgilerle gevriliyken
ulserasyon ya da psédomembran olusumu da gorilebilir. Atrofik ve eroziv/ulseratif
OLP lezyonlart nadiren spontan olarak remisyona girer ve benzer klinik ozellikleri
paylasan diger vezikiilo-bull6z hastaliklarla ayirici tanisinin  konulmasina ihtiyag
duyulmaktadir. OLP'nin plak formu, beyaz, homojen, hafif kabarik, ¢ok odakli,
purilizsiz bir lezyon olarak goriindiigii icin I6koplakiye benzer; genellikle dil ve bukkal
mukozay1 etkiler. Genel olarak oral mukozada bulloz ve papuler formlar daha nadir
g6zlemlenmektedir (Olson ve ark., 2016).

2.3.2.6.4 Oral Submukozal Fibrozis

Oral submukozal fibrozis (OSF), oral mukozanin kronik fibrotik bir lezyonudur.
OSF, etkiledigi dokularda fibroelastisite kaybi ile karakterizedir, bu durum da klinikte
dilin hareketliligini ve agiz agikligini etkileyebilen fibroz bantlar olarak seyir gosterir.
Bu durum en yaygin bukkal mukozay: ve dili etkiler, dudak, damak ve dis etlerinde
daha nadir gorulir (Maymone ve ark., 2018). Baslangicta idiyopatik oldugu diisiiniilen
OSF’in, betel nut, ¢cigneme ile demir, ¢inko ve vitamin eksiklerini igeren gok faktorli
bir etyolojiye sahip oldugu diisiiniilmektedir (Arakeri ve Brennan, 2013). Malign

transformasyon orani %9 olarak raporlanmistir (Maymone ve ark., 2018).
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2.3.2.6.5 Oral Mukozanin Diger Potansiyel Malign Lezyonlari
Oral mukozanin diger potansiyel premalign lezyonlar1 arasinda diskoid lupus
eritematozus, aktinik keratoz, konjenital diskeratoz, epidermolizis billoza ve kronik
kandida enfeksiyonlart bulunmaktadir (Abati ve ark., 2020).

2.3.2.7. Diger Risk Faktorleri

Ultraviyole 1smlart cilt kanseri igin bilinen bir risk faktoridir. Bu isinlarin
karsinogenez mekanizmasinda DNA hasari, mutagenez, immunsupresyon ve HPV gibi
viriislerle etkilesim dahil olmak Uzere bir ¢ok biyolojik mekanizma mevcuttur. Bu
isinlar oral kavite ve orofarenks kanserleri ile iliskilendirilmeseler de, dzellikle alt
dudak kanserlerinin etiyolojisinde risk faktorii olarak yer alirlar. Ozellikle ciftcilik,
ormancilik, balik¢ilik, posta dagitimi gibi dis mekanlarda ¢alismay1 gerektiren meslek
sahiplerinin dudak kanseri agisindan biyUk risk altinda oldugu tespit edilmistir.
Dudakta en sik etkilenen ve skuamdz hicreli karsinom gelisen bolge vermilyon hattidir
ve patolojik incelemelerde ultraviyole 1smlarinin bu bolgedeki kanserlerde etkili oldugu
saptanmistir (Johnson ve ark., 2019).

Hematopoetik kdk hiicre nakli geciren 6zellikle de I6semi ve lenfomaya sahip
hastalar oral kanser agisindan yiiksek risk altindadir. Bu hasta populasyonlarinin OSHK
riskinde 20 kat artig oldugu bildirilmistir (Socié ve ark., 2012). Ayrica bu hastalarda
allojenik hematopoetik kok htcre naklinden sonra gozlenen bir immunolojik fenomen
olan Graft-versus-host hastaligit (GVHH) gorilebilmektedir. GVHH kan Grinlerinin
transflizyonu, solid organ nakli veya otolog hematopoetik kdk hiicre naklinden sonra
gorilebilen nadir bir hastaliktir. Normal enflamasyonun siddetli ve istenmeyen bir
formu olarak gorulebilir. Donér lenfositler, enflamasyonu destekleyecek sekilde
yabanci antijenlerle etkilesime girer. Bu hastalikta olim oran1 %]15'e kadar
cikabilmektedir. Akut ve kronik klinik seyir ile ¢coklu organ tutulumu gosterebilen ve
farkli tedavi seceneklerine sahip olan komplike bir hastaliktir. En sik gorulen formu
kutan6z GVHH ‘tur. Oral bolgede de likenoid lezyonlar, hiperkeratotik plaklar ve
skleroza bagli olarak sekonder gelisen sinirh agiz agikligr ile seyredebilir. Bu lezyonlar

OSHK i¢in hazirlayict bir zemin olustururlar (Ferrara ve Chaudhry, 2018).
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OSHK, hematopoetik kok htcre nakli ile iligkili immuinosupresyonu olan
hastalarda daha agresif davranabilir. Bagisiklig1 baskilanmig hastalar da nakil gecirmis
hastalar gibi oral kanser icin artmis risk grubundadir (Burra ve Rodriguez-Castro,
2015).

Baz1 kalitsal sendromlara sahip hastalarin oral kansere yakalanma riski daha
fazladir. Fanconi anemisi, Cowden Sendromu, Bloom Sendromu, kseroderma
pigmentozum ve konjenital diskeratoz hastaliklarinin oral kanserler ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Bahsedilen bu genetik sendromlar, timor slpresér gen hasarina bagh

olarak kanser gelisimine neden olmaktadir (Wang ve ark., 2018).

2.4. Oral Kavite Kanserlerinde Evreleme

Kanserler, o6zellikle popiilasyon diizeyindeki silirveyansinin kontrolii, tedavi
protokollerinin arastiritlmasi ve yapilacak klinik uygulamalarda bir rehber olmasi
amaciyla olusturulmus anatomik temelli TNM (tumar, lenf diigimu, metastaz) evreleme
sistemi ile siniflandirilmistir. Fransa'da 1940'larda Pierre Denoix tarafindan gelistirilen
TNM siniflandirmasi, kanser evrelemesinin temeli olarak kabul edilmektedir. TNM
sistemi, Uluslararas1 Kanser Birligi ve Amerikan Kanser Birligi Komitesi tarafindan
1968’de 23 vicut bolgesine gore diizenlemistir. Uluslararast Kanser Birligi ve
Amerikan Kanser Birligi Komitesi son olarak 2018 yilinda 8. Baskida giincel TNM
evreleme sistemi yayilanmistir (AJCC, 2018; Tablo 2-2).

Tablo 2-2: Uluslararas1 Kanser Birligi ve Amerikan Kanser Birligi

Komitesi’nin TNM evreleme sistemi, 2018

PRIMER TUMOR(T)
Tx Primeri tespit edilemeyen tumor
To Primer timor bulgusu yok
Tis Karsinoma in situ
T, 2 cm veya daha kiiguk timor
T> TUmor ¢ap1 2 cm ile 4 cm arasinda
T3 4 cm’den daha blyuk timaorler
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Taa Dudak: Tumorun kortikal kemige, inferior alveolar sinire, agiz tabanina veya
yuz derisine invaze olmast
Oral kavite: Tumor sadece maksilla ve mandibulanin kortikal kemigi, dilin
(ekstrinsik kaslari, maksiller sinus, ylz derisi gibi komsu yapilara invaze
olmustur.
Tab Cok ileri lokal hastalik; Tumadr, mastikator bosluk, pterigoid plate, kafa
tabani ve/veya internal karotid artere invaze olmustur.
REJYONEL LENF NODLARI (N)
Nx Tespit edilemeyen rejyonel lenf nodu
No Rejyonel lenf nodu metastaz yok
Ny Ayni tarafta bir adet metastatik, 3 cm veya 3 cm’den daha kii¢uk lenf nodu
N2
N2a Tumorle ayni tarafta, capt 3 cm ile 6 cm aras: metastatik tek lenf nodu
Nap Tumorle ayni tarafta 6 cm’den kiiguk multiple metastatik lenf nodlar:
N2c Bilateral yada kontralateral 6 cm’den kii¢tik metastatik lenf nodu
N3 6 cm’den biiyiik metastatik lenf nodu
METASTAZ (M)
Mo Uzak metastaz yok
M; Uzak metastaz var
EVRELEME
EVRE 0 Tis No Mo
EVRE 1 T1 No Mo
EVRE 2 T> No Mo
EVRE 3 T3 No Mo
Tis N1 Mo
EVRE 4. Taa No Mo
Tsa N1 Mo
T1sa N> Mo
EVRE 4, Herhangi T N3 Mo
Tap Herhangi N Mo
EVRE 4. Herhangi T Herhangi N M;

(Uluslararas1 Kanser Birligi ve Amerikan Kanser Birligi Komitesi Siniflamasi,

2018.)
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2.5. Oral Skuamo6z Hucreli Karsinomlarda Tedavi Yéntemleri

OSHK’larda tedavinin secimi hiicre tipine ve farklilasma derecesine, primer
lezyonun lokalizasyonuna ve biiyiikliigiine, lenf nodu tutulumuna, lokal kemik
tutulumunun varligina, yeterli cerrahi smirlara ulagilma imkanina, metastazlarin
varligina ve hastanin medikal durumuna baghdir. Tedavi kararlar1 konusma, yutma ve
estetigi barindiran orofarengeal fonksiyonlari korumanin yani sira hastanin medikal ve
mental durumunu da etkiler. Ayrica tedavi boyunca hastaya saglanan destek, tedavilerin
potansiyel komplikasyonlarinin kapsamli olarak degerlendirmesi, onkoloji ekibinin
deneyimi, hastanin kisisel tercihleri ve is birligi operasyon kararlarini etkiler (Epstein ve
Elad, 2015).

Lezyonlar baslangic evresinde teshis edilemezse tedavi segenekleri sinirl
olabilir ve iyilesme olasiligi azalir. Oral kanserlerin tedavisinde temel olarak cerrahi ve
radyoterapiden yararlanilir. Sistemik kemoterapi ve hedefe yonelik kemoterapotik
tedavi, radyasyon ve cerrahinin temel terap6tik yaklagimlari ile birlikte uygulanir ve son
yillarda ileri evre kanserlerin tedavisinde kullanimi yaygmlasmistir. T1 ve T evre
lezyonlar1 igin cerrahi veya radyoterapi kullanilabilir; daha ileri durumlarda ise cerrahi
tedaviye ek olarak kombine radyoterapi ile kemoterapi uygulanabilir. Yogunluk ayarh
radyoterapi (YART), YART’in daha yeni formu olan goriintl kilavuzlu radyoterapi
(GKRT) ve proton terapisi gibi teknik gelismeler, tikurtk bezleri dahil birgok hayati
organa gelen yiksek doz 1iginlama alaninin boyutunu azaltir. Bas- boyun kanserlerinde,
Ozellikle hastaligin ileri evrelerindeki kotii prognoz nedeniyle, hiperfraksiyone
radyoterapi ve kombine kemoradyoterapi gibi daha yogun tedavilere de
bagvurulmaktadir (Pandit ve ark., 2020).

OSHK  siiphesi olan hastalarda kapsamli bir bag-boyun muayenesi yapilmalidir.
Ozellikle oral kavitede yumusak dokularmn detayli inspeksiyonu ve palpasyonu, olasi bir
malignitenin erken evrede farkedilmesini saglayabilir. Bunun yani sira oral kanser
hastalarinin %7°sinde Ust sindirim sisteminde ikincil bir lezyon oldugu bildirildiginden
endoskopik muayene de Onerilmektedir. Stipheli lezyonlarin tanisi i¢in altin standart
biyopsidir. Erisilebilen lezyonlara punch biyopsi ya da ince igne aspirasyon biyopsisi
uygulanabilir. Lezyonlarin yumusak dokularla iliskisi ve perindral yayilimlarini

gozlemlemek icin manyetik rezonans goriintiilemeden, komsu kemiklerle iligkisinin,
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kortikal tutulum ve ekstrakapsiler nodiler yayilimlarin degerlendirilmesi igin

bilgisayarli tomografiden yararlaniimaktadir (Montero ve Patel, 2015).

2.5.1. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavinin temel amaci, primer timor dokusunun uzaklastirilmasi,
sekonder olarak da gizli/belirgin lenf metastazlarinin boyun diseksiyonu ile eksize
edilmesidir. Cerrahi tedavinin yeterli saglam sinirlara ulasamadigi durumlar, lokal ve
bolgesel niiks riskinin artmasina ve uzun vadede sagkalim oranlarinin diismesine neden
olur (Kerawala ve ark., 2016). OSHK cerrahi tedavisinde rezeksiyon sinirlarinin artmasi
estetik ve fonksiyonel morbiditelerin artmasina da neden olabilir. Primer tumor
rezeksiyonunda, lezyona eslik eden displazik epiteli saptamak icin ek olarak iyot
soliisyonu ile vital boyama onerilir. Iyot soliisyonu ile etkilenmis displazik epitel
sinirlart kahverengi boyanir ve cerraha rehberlik eder. Primer tumaoriin rezeksiyonundan
sonra, oral fonksiyonu ve kozmetik goriiniimii eski haline getirmek i¢in ¢ogunlukla
rekonstriktif cerrahi gerekir. Rekonstriksiyon yontemleri genellikle deri greftinden
mikrovaskuler serbest flebe kadar uzanan rekonstriktif bir siireci kapsamaktadir (Wong
ve Wiesenfeld, 2018).

Bas- boyun bolgesi kanserli hastalarda cerrahi tedavi i¢in cesitli farkli servikal
lenf nodu diseksiyonlar1 kullanmaktadir. Boyun diseksiyonu tekniginde, skuamoz
hicreli karsinomdan kutandéz melanom ve papiller tiroid karsinoma kadar bircok
patolojide, bolgesel hastaligin yonetimi i¢in boyun diseksiyonunun roli hizla
gelismektedir (Kim ve Li, 2019).

Lokal ileri evre kanserlerde servikal lenf nodlarina metastatik yayilim yaygindir
ve tedavi rehberleri klinik olarak NO evrede dahi boyun diseksiyonu desteklenmektedir.
Temel olarak tercih edilen cerrahi tedaviler radikal ve selektif diseksiyonlari
kapsamaktadir. Radikal diseksiyonda tiim lenf nodlarin1 ve onlar1 ¢evreleyen yumusak
dokular da dahil olmak {iizere eksizyonu igerir, morbidite orami selektif lenf nodlarina
gore daha yuksektir. Selektif boyun diseksiyonunda ise yalnizca metastaz yapma
olasilig1 fazla olan lenf nodlart eksize edilmektedir. Oral kanserlerde selektif boyun
diseksiyonlar1 daha sik kullanilmaktadir (Kim ve Li, 2019).

Displazik ve malign lezyonlarin eksizyonu lazer cerrahisi ile de yapilabilir.
Lazer ile cerrahi tedavi avantaji genellikle iyi tolere edilmesi, hastanede yatis siiresinin

kisalmas1 iken dezavantaji histopatolojik dogrulama igin cerrahi Sinirlarin
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degerlendirilme imkanini ortadan kaldirmasidir. Son yillarda orofarengeal kanserler ve
dilin arka bolge kanserleri gibi erigilmesi zor alanlarda transoral robotik cerrahiden de
faydalanilmaya  baslanmistir, ancak  tim  avantaj ve  dezavantajlarinin
degerlendirilebilmesi i¢in kontrollii klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Park ve
ark., 2013; Weiss ve ark., 2019).

2.5.2. Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, tek basina bir yontem olarak uygulanabildigi gibi, kombine
olarak radyasyon cerrahisi ve / veya kemoterapi yaklasiminin bir parcasi olarak da
tedavi amaciyla veya palyasyon icin uygulanabilir (Epstein ve Elad, 2015). Palyatif
bakimda radyasyon, agri, kanama, Ulserasyon ve orofarengeal tikaniklik sikayetlerinin

semptomatik olarak rahatlamasini saglayabilir.

Radyasyonun uygulanmasindaki temel amag, hicrelerdeki su molekdlleri ile
etkilesip biyokimyasal sureclerle etkilesen yiiklii molekiilleri Uretip DNA'ya dogrudan
zarar vererek hucreleri 6ldirmektir. Etkilenen hicreler 6lmeseler bile bolinme
yeteneklerini kaybeder. Merkezdeki hipoksik timdor hicreleri radyoterapiye goreceli
olarak daha az duyarlidir, ancak periferik hiicreler radyasyondan etkilendiklerinden ve
dolayisiyla sonraki radyasyon fraksiyonlarina kars1 daha duyarli olduklarindan daha iyi
oksijenlenebilirler. OSHK’lar radyosensitif olarak kabul edilir ve genellikle timorin
diferansiyasyon derecesi arttikga, radyoterapiye verdigi yanit da buna paralel olarak
artmaktadir. Ekzofitik ve iyi oksijenlenmis tumorler daha radyosensitiftir, kiglk
blylime fraksiyonlarina sahip buyuk invaziv tumérler genellikle daha az duyarhidir
(Grégoire ve ark., 2018).

Radyasyon terapisindeki yeniliklerle, verilecek doz (¢ boyutlu olarak hedef
dokularin sekline uyumlanip cevredeki normal dokulara gelen dozu azaltir ve degisen
yogunluklarda radyasyon isinlari kullanabilir. YART ve diger gelismis 1sin tedavileri,
bu timorlerin beyin sap1, optik kiazma ve tukirik bezleri gibi kritik yapilara yakinlig
g0z Onlne alindiginda bas- boyun maligniteleri i¢in idealdir. YART’nin, hastalik
kontrolliinde standart radyoterapiyle kiyaslanabilir oldugu, akut ve ge¢ toksisiteyi ise
azalttig1 gosterilmistir. Isin verilen alanlarin ve dozlarin modifiye edilmesinin tzerine,
tedavi esnasindaki radyasyonu degistirme 0Ozelligi eklenmis ve gorinti kilavuzlu
radyoterapi (GKRT) tanitilmistir (Hsieh ve ark., 2016).
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Kombine tedaviler genellikle radyoterapi, cerrahi ve kemoterapiyi igerir.
Radyoterapi (degisen fraksiyonlama ve farkli radyasyon kaynaklari kullanma), cerrahi
ve kemoterapi (ajan secimi ve zamanlama) ile ilgili parametreler dikkate alinmalidir.
Radyasyon ameliyat dncesi, ameliyat sonras1 veya planli bir bélinmiis yol yaklasimiyla
kullanilabilir, ancak en iyi yaklasim konusunda tartismalar vardir. Ameliyat Oncesi
radyasyonun avantajlart periferik tumoér hicrelerinin tahrip edilmesi, subklinik
hastaligin potansiyel kontrolii ve ameliyat edilemeyen lezyonlarin ameliyat edilebilir
lezyonlara doniistiiriilme olasiligidir. Radyoterapinin, post-operatif dénemde yara
iyilesmelerinde  sorunlar,  kemikte  osteoradyonekroz,  o6zellikle bas-boyun
radyoterapisinde ¢igneme kaslarimi igerdiginde trismus, tiikiiriik bezlerini igerdiginde
kserestomi meydana getirmesi 6nemli dezavantajlarini olusturmaktadir. Radyoterapi ve
cerrahinin  kombinasyonununu takiben kemoterapinin eklenme amaci1 rezeksiyon
smirinda kalan hucreleri ortadan kaldirmak, potansiyel bolgesel ve sistemik yayilimi
engellemektir (Carneiro-Neto ve ark., 2017).

2.5.2.1. Brakiterapi

Brakiterapi, interstisyel ve intrakaviter implantlarin primer timor alanlarina
yakin bolgelere yerlestirilerek radyoaktif kaynaklarla tedavi edilmesi temeline dayanur.
Ozellikle agiz boslugunun on gte ikisinde lokalize timorlerde, belirli bolgelere
arttirilmis  radyasyon dozlarin1 uygulamak amaciyla ya da nlksi takiben tedavi
uygulanmaktadir. Tedavide sezyum, iridyum ve altin izotoplarindan faydalanilir
(Mazeron ve ark., 2009; Alva ve ark., 2020).

Radyasyon 1sinlarin1 iletmek igin dogrudan implante edilmis kaynaklar
kullanilabilir ya da 6nceden yerlestirilmis kateterler veya kilavuz tlpler kullanilabilir.
Meydana gelebilecek doku nekrozlarmin sikligi, tedavi edilen hacme, fraksiyon
boyutuna, toplam radyasyon tedavisi dozuna ve radyoaktif implantin kemige
yakinligina baglidir (Mazeron ve ark., 2009; Alva ve ark., 2020).

2.5.3. Kemoterapi

Kemoterapi, OSHK tedavisinde son donemlerde daha sik kullanilmaya baglanan
bir tedavi modalitesidir. OSHK tedavisinde, cerrahi veya radyoterapi Oncesinde
indiksiyon kemoterapisi, tedaviyle es zamanli olarak kemoradyoterapi ve lokal

tedaviden sonra adjuvan kemoterapi olarak uygulanabilir (Epstein ve Elad, 2015).
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indiiksiyon kemoterapisinin amaci, baslangigtaki tiimorin kugtltilmesi ve
mikrometastazlarin erken asamada tedavisini saglamaktir. indiiksiyon kemoterapisi
tedavi protokollerinde heniiz standart hale gelmemistir; oldukca basarili sonuglar elde
edildigini gosteren c¢alismalar olsa da sagkalim oranlar1 heniz net olarak

belirlenememistir (Blanchard ve ark., 2013; Gau ve ark., 2019).

Adjuvan kemoterapi bircok kanser turinde metastatik rekiirrens insidansini
azaltmak icin ameliyat sonrasi uygulanir ancak oral kanser cerrahileri sonrasinda
standart bir rejim olamamistir. Bas- boyun kanserli hastalarin tedavisinde kemoterapinin
rolinii inceleyen ve 17.346 hastayr igeren buylk bir meta-analizin en son
glincellemesinde anlamli bir etki goriilmedigi raporlanmistir (Pignon ve ark., 2009;
Hartner, 2018).

Tedaviyle es zamanlh olarak uygulanan kombine kemoradyoterapi protokolleri
ise artik iciincti, dorduncl evre timorlerde primer tedavi igin ya da cerrahi sonrasi
iyilesme gostermeyen tlmorler icin standart tedavi protokolinde yer almaktadir.
Kombine kemoradyoterapi uygulamasi yayginlastik¢a bu tedavilerle iligkili morbidite
oranlar1 da daha belirgin hale gelecektir (Blanchard ve ark., 2013; Hartner, 2018).

Bas- boyun kanserlerinde tek basina veya kombinasyon halinde uygulanan
baslica ajanlar platin turevleri (sisplatin ve karboplatin), 5-fluorourasil, taksan tirevleri,
ve hidroksilredir (Epstein ve Elad, 2015).

2.5.3.1. Sisplatin
Sisplatin 1844 yilinda Italyan kimyager Michele Peyrone tarafindan
sentezlenmistir ve kimyasal yapisi ilk olarak 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan

aciklanmustir (Dasari ve Tchounwou, 2014).

1965 yilinda biyofizik uzmani1 Barnett Rosenberg elektrik veya manyetik dipol
alanlarinin hticre boélinmesine dahil olup olmayacagini arastirmak icin bakteri ve
memeli hucrelerine elektromanyetik radyasyon uygulamaktaydi. Escherichia coli
bakterilerinin kullanildig: deneylerde yanlislikla, biiyiime odasina bir dizi platin elektrot
dahil edilmis, deneylerin sonunda bakterilerin ¢ogalamadiklari, hatta boyutlarinda 300
kat kiicilme oldugu gozlenmistir. Daha sonra detayli incelemeler yapilmis ve bu etkinin
elektrik alanindan degil, platin elektrotlarindan kaynaklanan elektroliz Grinlerinden

kaynaklandig: kesfedilmistir (Dasari ve Tchounwou, 2014).
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Bu kesif tzerine Rosenberg, hiicre bolinmesini engelleyen bir bilesigin timoral
yapilarda da kullanilabilecegini diisiinerek farelere timdor nakledip intraperitonal olarak
sisplatin uygulamis ve belirgin tumor gerilemesi oldugunu raporlamstir. Sisplatin, 1971
yilinda kanser tedavisi i¢in kullanmaya baslanmistir ve 1978 yilinda Amerikan Gida ve
flag Dairesi tarafindan onay almistir (Kelland, 2007). Giiniimiizde over, testis, bas-
boyun, prostat, meme ve akciger kanserlerinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Dhar ve ark., 2011).

Sisplatin temel olarak hiicre icine pasif diflizyon ile tasinir. Bunun yani sira
bakir tasiyict proteinler, orgnik anyon ve katyon tasiyicilari da sisplatinin hiicreye
girmesinde roli olan diger yolaklardir (Eljack ve ark., 2014). Sisplatin hiicreye
girdiginde aktive olur. Sisplatin (zerinde yer alan klorlr atomlari, su atomlari ile yer
degistirir. Meydana gelen bu hidrolize iriin, niikleik asitlerin tzerindeki nitrojen donor
atomlar1 ve proteinlerin tzerindeki stlfhidril gruplar1 dahil herhangi bir nikleofil ile
reaksiyona girebilen giclu bir elektrofildir. Sisplatin piirin kalintilar1 tizerindeki N7
reaktif merkezine baglanarak kanser hiicrelerinde deoksiriboniikleik asit (DNA) hasari
olusturur, hicre bolinmesini bloke eder ve apoptik hiicre 6luminl saglar (Dasari ve
Tchounwou, 2014).

Sisplatin, solid tumdrler igin dinyada en yaygin kullanima sahip kemoterapotik
ajan olsa da 40 kadar doza bagli yan etkisi bilinmektedir. Bu yan etkiler arasinda
bobrek  toksisitesi,  ototoksisite, gastrointestinal  toksisite,  kardiyotoksisite,
hepatotoksisite, periferal noropati, bulanti, kusma, kan hicreleri ve minerallerde
azalma, buna bagli olarak da enfeksiyon, anemi ve kanamaya yatkinlik, mukozit,

stomatit, tat ve istah kaybi, sa¢ dokulmeleri sayilabilir (Qi ve ark., 2019).

2.5.3.2. 5- Fluorourasil (5- FU)

5- FU, urasilin C-5 pozisyonundaki hidrojeninin yerine flor gelmesi ile olusan
bir antimetabolittir. DNA'daki timin replasmaninin neden oldugu timin-urasil / 5-FU
degisimi sonug olarak adenin-urasil / 5-FU baz ¢iftlerinin olusumuna yol agar (Vertessy
ve Toth, 2009). 5-FU, antineoplastik aktiviteye sahip oldugu bildirilen ilk
kemoterap6tik ilaglardandir. 5-FU, urasilin timorler tarafindan tutulumundan
faydalanmak amaciyla ilk olarak 1957 yilinda Heidelberger tarafindan sentezlenmistir.
5-FU ve derivasyonlar1 giiniimiizde mide, bas- boyun, kolorektal, akciger, meme ve

pankreas kanserlerinde kullanilmaktadir (Shirasaka, 2009; VVodenkova ve ark., 2020).
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5-FU, antitumor etkilerini esas olarak timidilat sentazin inhibisyonu yoluyla
gosterir ve DNA replikasyonu igin gerekli hicre igi deoksiniikleotid havuzlarmin
bozulmasina yol acar. Bunun yaninda ikincil bir etki olarak vicutta fluorouridilata
doniiserek ribonlkleik asit (RNA) yapisina katilir ve RNA fonksiyonlarini bozar,

protein sentezini inhibe eder (Vodenkova ve ark., 2020).

2.5.3.3. Hedefe Yonelik Kemoterapi

Son yiizyil itibar1 ile genomik, proteomik, metabolomik ve diger biyomedikal
bilimler oldukca hizla gelismistir. Buna bagli olarak buytime faktori reseptorleri, sinyal
transdiiksiyonu veya transkripsiyon aktivasyonunda yer alan anahtar molekuller, kanser
hlcrelerinin proliferasyonu, bolinmesi, invazyonu ve metastazi ile ilgili genler gibi
kansere 6zgu hedefe yonelik tedaviler, arastirmalarda oldukca onemli bir noktaya

ulagmistir ( Liu ve ark., 2019).

Hedefe yonelik terapilerde, geleneksel terapttik yontemlerden farkli olarak,
yuksek secicilik, diisiik toksisite ve yiksek terapotik indeks avantajlarina sahip spesifik
kanserojen bolgeleri etkileyen terapotik ilaglar uygulanir. Caligmalar, bu tir bir
tedavinin, timor hdcrelerinin farklilasmasini indiikleyerek veya cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi ve diger tedavi onlemleriyle birlestirerek timor hastalarinin 5 yillik
sagkalim oranini iyilestirebilecegini kanitlamistir (Ribeiro ve ark., 2014; Liu ve ark.,
2019). Son vyillarda hedefe yonelik terapotik ilaglar kanser tedavisinde oldukca iyi

sonuglar elde etmistir ve arastirmalarda ilgi odagi olmustur.
2.5.3.3.1 Epitelyal Biiyiime Faktor Reseptoriinii (EBFR) Hedefleyen ilaglar

Epitelyal buyume faktor reseptorii (EBFR), insan epidermal buyume faktori
tirozin kinaz reseptor ailesine ait bir sitoplazmik transmembran proteinidir. Epidermal
blyume faktorii (EBF), donustlrict blyime faktori-o, ndrogulin, betaselllin, heparin
baglayici epidermal biiyime faktorii (HB-EBF) ve epiregulin gibi endojen ligandlar,
homolog veya heterojen dimerler olusturmak i¢in EBFR'nin ekstraseliler alani ile bag
kurar. Bu dimerler hiicre ici protein tirozin kinazlarini aktive eder, sitoplazmik alandaki
anahtar tirozin kalintilarinin otofosforilasyonuna yol agar ve ardindan asagi akim sinyal
yolaklarini baslatir, bu yolak hiicrelerin proliferasyonunu, metastazini, anti apoptozisini

arttirir ve tumor hiicrelerinin anjiyogenezine yol agar (Mak ve William, 2014).
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Calismalar, bas ve boyundaki invaziv skuam0z hiicreli karsinomlarin % 80'inden
fazlasinin, siklikla timér invazyonu ve metastaz, radyoterapi ve kemoterapiye artan
direng, azalmis sagkalim orani ve kot prognoz ile iliskili olan EBFR ile asir1 eksprese
edildigini gostermistir (Dai ve ark., 2014; Riberio ve ark., 2014). Agra ve arkadaslari,
EBFR eksprese etmeyen tiimorlii hastalarin, EBFR eksprese eden tlimorliu hastalara
kiyasla ameliyat sonrasi daha iyi terapétik sonuclara sahip oldugunu gézlemlemis, 3

yillik sagkalim oranin %27.2 daha yiksek oldugunu raporlamistir (Agra ve ark., 2008).

EBFR’lere kars: klinikte iki tiir ila¢ uygulanmaktadir. Bir grup hicre dis1 ligand
baglanma alanimi taniyan ve reseptor aktivasyonuna midahale eden, setuksimab ve
nimotuzumab gibi monoklonal antikorlardir; diger grup ise sitoplazmik alana baglanan
ve asagi akis sinyal iletimini etkileyen gefinitib, erlonitib ve afatinib gibi tirozin kinaz
inhibitorleridir (Goerner ve ark., 2010; Liu ve ark., 2019).

2.5.3.3.2 Vaskuler Endotelyal Buyume Faktérint (VEBF) Hedefleyen
flaclar

Tumor anjiyogenezi, tumorlerin lokal biylmesi, invazyonu ve metastazinda
onemli bir rol oynar. Bu nedenle, anjiyogenezin inhibe edilmesinin bas- boyun
kanserlerinin tedavisinde etkili oldugu disiiniilmektedir (Okada ve ark., 2010). VEBF,
vaskiiler gegirgenligin artmasinda rol oynayan, endotelyal hilcreye 6zgi mitojen ve
anjiyogenik bir faktordir. Timor anjiyogenezinin ana molekullerinden biri olarak kabul
edilmistir ve bas- boyun kanserlerinde yliksek oranda eksprese edilir (Stinga ve ark.,
2011). VEBF sinyalleri, endotel hicre gecirgenligini, proliferasyonunu ve
farklilagmasin1 yOneten ana sinyal reseptorleri olduguna inanilan iki sinif endotel hiicre
reseptorine baglanarak iletir. EK olarak VEBF, dogrudan endotel biyime faktori
roliyle anjiyogenez ve matriks olusumunu tesvik etmektedir; bu da plazma protein
ekstravazasyonuna ve fibrin birikmesine yol agmaktadir. VEBF ve reseptorlerine karsi
bevacizumab gibi monoklonal antikorlar veya sorafenib ve vandetanib gibi ¢oklu kinaz
inhibitorleri kullanilir (Hsu ve ark., 2014; Fury ve ark., 2016).

2.5.3.4. Kemoterapide Kombine Protokoller

Sitotoksik kemoterapotikler ve hedefe yonelik tedavi kombinasyon halinde
kullanilabilir (Tablo 2-3). Kombinasyon halinde kullanilan ilaglarin sayisinin
artirtlmasi, kemoterapi uygulamalarinin artirilmasi, kemoterap6tiklerin modulatorlerinin

kullanilmasi, aralikli ve siirekli inflizyon gibi uygulamalarin modifiye edilmesine
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yonelik arastirmalar devam etmektedir. Timorin lokalizasyonu, diferansiyasyonu, HPV

varligi ve etiyolojideki farkliliklar, tedaviye yanit ve prognoz nedeniyle ele alinmasi

gereken temel durumlardir (Huang ve O’Sullivan, 2013; Epstein ve Elad, 2015).

Tablo 2-3:

protokoli

Primer sistemik
terapi igin
uygulanan
kemoradyoterapi

Postoperatif olarak
uygulanan
kemoradyoterapi
indiiksiyon
kemoterapisi
uygulamasi

Tleri evre oral kanserlerde mevcut kemoterapi uygulama

1., 22. Ve 43. Guinlerde 100 mg/m? intravendz sisplatin

6-7 hafta boyunca haftalik 40-50 mg/m? IV sisplatin

Radyasyon terapisi baslamadan 1 hafta 6nce 400 mg/m? IV cetuksimab
yikleme dozu, ardindan haftalik 250 mg/m?IV cetuksimab

Radyasyon terapisine baslamadan bir hafta énce 400 mg/m? IV
cetuksimab yiikleme dozu, ardindan haftalik 250 mg/m? IV cetuksimab
1.-4. Ve 22.-25. Gunlerde 20 mg/m? IV sisplatin ve 1000 mg/m? /g IV 5-
Fluorosil inflizyonu

Radyasyon terapisiyle birlikte 1.-5. Giinler arasi 800 mg/m? IV 5-FU’ya
ek olarak 1 gram PO g12h hidroksiiire

1.-4.,22.-25. Ve 43.-46. Giinlerde 70mg/m?/ g IV karboplatin ve 600
mg/m?/g IV 5-Fluorosil inflizyonu

Haftalik 45 mg/m? IV paklitaksel ve IV karboplatin AUC 1.5

1.,22. Ve 43. Guinlerde 100 mg/m? IV cisplastin ve 6-7 hafta boyunca,
haftalik olarak 40-50 mg/m? IV sisplatin

ilk 3 haftada (¢ siklus boyunca 75 mg/m? IV docetaksel, 100 mg/m? IV
sisplatine ek olarak 1.-4. Guinler 100 mg/m?/g IV 5-FU

3-8 hafta sonra radyasyon terapisiyle birlikte 7 hafta boyunca haftalik
IV karboplatin AUC 1.5, ardindan sartlar uygunsa cerrahi islem

ilk 3 haftada dért siklus kez 75 mg/m2 IV docetaksel, 75mg/m? IV
sisplatine ek olarak 1.-4. Glinler 750 mg/m?/g IV 5-FU, 4-7 hafta sonra
radyasyon terapisi

ilk 3 haftada, Ui¢ siklus boyunca ilk giin 175 mg/m2 IV paclitaksel, ikinci
glin 100 mg/m2 IV sisplatine ek olarak 2.-6. Ginler 500 mg/m2/g IV 5-
FU, ardindan radyoterapi ile birlikte 1., 22., ve 43. Giinler 100 mg/m? IV
sisplatin

2.5.4. Fotodinamik Terapi

Fotodinamik terapi, erken evre malignitelerin ortadan kaldirilmasi ve ge¢ evre

timorli  hastalarda semptomlarin  hafifletilmesi i¢in  kullanilan  bir  antitimor

uygulamasidir. Tedavi, 1s18a duyarlilastirici olarak bilinen ve belirli bir dalga boyunun
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15181 ile aktive edilene kadar deaktif olan foto-reaktif ilacin sistemik veya topikal
uygulamasini igerir. Fotosensitizerler genellikle mitokondri ve lizozomlar dahil olmak
uzere hucresel organellerde lokalizedir ve tumér hilcreleri igin baz1 segicilige sahiptir.
Fotosensitizorin hafif aktivasyonu, reaktif oksijen tdrlerinin Gretimine ve dogrudan
timor hucresi 6limdine yol acar. Bas-boyun kanserlerinde fotodinamik tedavinin cesaret
verici bazi 6n sonucglart olmasina ragmen, rutin tedavi olarak kabul edilmemektedir

(Figueira ve Veltrini, 2017; Civantos ve ark., 2018; Meulemans ve ark., 2019).

2.5.5. Gen tedavileri

Gen tedavileri oral epitel lezyonlardaki displaziyi tersine gevirmek amaciyla
arastiriimaktadir. Degerlendirilen yontemler arasinda intihar gen terapisi, imminoterapi,
onkolitik virlis terapisi, tumoér anjiyogenezinin inhibisyonu, gen silme terapisi ve
antisens RNA bulunmaktadir. Oral kanserlerde p53 genindeki yiksek mutasyon orani
g6z 6nune alindiginda, cogunlukla adenoviral vektorlerle p53 genine odaklanan gen
terapisi Umit vermektedir. Bu gene ilave hedef genler ve vektorler arastiriimaktadir
ancak bu yaklasimlarin higbiri guincel klinik pratiginde uygulanmamaktadir (Farmer ve
ark., 2019).

2.5.6. Immiinoterapi

Immiinoterapi, hastalarin bagisiklik sistemini harekete gegirerek viicudun
timorlere kars1 savunmasini gelistiren bir terapidir ve kanser tedavisinde giderek daha
stratejik bir konuma gelmistir. Programlanmis hiicre 6liim0 reseptoéru-1 (PD-1) ve T
hicreleri, dogal 6ldirtci hicreler, makrofajlar ve B hucrelerinde eksprese edilir. Ayrica
B7-H1 veya CD274 olarak da bilinen programlanmig hiicre 6liimii ligand1 1 (PD-L1),
hiicresel bagisiklikta 6nemli diizenleyici islevlere sahip ortak uyarici bir molekuldur.
PD-L1 ile PD-1’in baglanmasi, efektor T hicrelerinin yanit vermemesine ve / veya
apoptozuna yol acarak tiimorin immin kacisina neden olur (Liu ve ark., 2019).
Arastirmacilar, oral kanser hastalarinin %50-90'inin  asir1 PD-L1 ekspresyonu
gosterdigini bildirmistir (Mishra, 2017). PD-L1 ve PD-1'in artan ekspresyonu ayrica
servikal lenf nodu metastaz1 ile pozitif korelasyon gostermistir ve bunlarin birlikte
ekspresyonu OSHK, melanom ve kuguk hiicreli olmayan akciger kanseri gibi cesitli
malign timorlerin olusumu ile iliskili bulunmustur (Brahmer ve ark., 2012; Maruse ve
ark., 2018). T hacreleri Gzerindeki PD-1'in kanser hicreleri zerindeki PD-L1 ile

etkilesimini hedefleyen bagisiklik kontrol noktasi inhibitdrlerinin, ileri evre OSHK’l1
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hastalarin hayatta kalma suresini uzattigi gosterilmistir. Bir arastirmada, farelerde oral
karsinojenik modelin incelenmesi yoluyla, anti- PD-1 tedavisinin farelerde oral
lezyonlar1 6nemli dl¢iide azalttigi ve onlarin malign ilerlemesini 6nleyebilecegi, boylece
PD-1'in bloke edilmesinin oral prekanser6z lezyonlar1 kontrol edebilecegi tezi

savunulmustur (Wang ve ark., 2017)

PD-1’i hedef alan iki ila¢ pembrolizumab ve nivolumab ileri melanomun
tedavisi icin FDA tarafindan onaylanmistir ve melanomlu hastalarda ilerlemesiz
sagkalim ve toplam sagkalimi 6nemli 6lciide iyilestirdigi gosterilmistir (Mann ve ark.,
2017). Monoklonal bir antikor olan pembrolizumab, 2016 yilinda rekirrent veya
metastatik bas- boyun kanseri hastalar: i¢in Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan
onaylanmistir (Brower, 2017; Mann ve ark., 2017). 2016 yilinda, Amerikan Kanser
Dernegi, platine direncli bas- boyun kanseri hastalari i¢in bir faz 111 klinik nivolumab
denemesinin sonuglarint yayinlamistir. Nivolumabin, ¢ tek ajanli kemoterapiden biri
olan dosetaksel, metotreksat veya setuksimab alan hastalara kiyasla 6liim riskini %30
azalttigi, bir yillik sagkalim oranmmi %36°’ya ¢ikarttigi raporlanmistir (ACS, 2016).
Lokal olarak ilerlemis OSHK ve diger bas- boyun kanserleri i¢in kemoterapi ve / veya
radyoterapi ile kombinasyon halinde nivolumabin etkinligini degerlendirmek igin

calismalar devam etmektedir (Liu ve ark., 2019)

2.5.7. Ilaglarin Yeniden Konumlandirilmasi

1928'de ilk antibiyotigin kesfi ile kicuk molekilli ilaglarin bakterileri
Oldurebileceginin farkina varilmistir. O glnden sonra antifungal, antiparazitik ve
antiviral ajanlarin kesfi de bu ilkeye bagl olarak ilerlemistir ve 20. yiizyil, her biri
belirli bir patojen sinifina 6zglli ok sayida kigik molekilli antimikrobiyalin
gelistirilmesine tanik olmustur. 2020 yilinda ise bu paradigma, viral bir hastaliga karsi
bol miktarda antibiyotik ve antiparazitin kullanildigt SARS-CoV-2 pandemisi nedeniyle
tim diinya tarafindan sorgulanmigtir. Kiresel Olgekte ilk kez, kigik molekillu ilaglar
orijinal antimikrobiyal siniflandirmalarinin disinda kullanilmistir ve kiresel saglik acil
durumlaria uygun terapoétiklerin eksikligi ortaya ¢ikmistir (Pushpakom ve ark., 2019;
Harrison, 2020).

2004'te Ashburn ve Thor, "Tlaglarin yeniden konumlandiriimasi: mevcut ilaglar
icin yeni kullanimlarin belirlenmesi ve gelistirilmesi” baslikli  donim noktasi

niteligindeki makalelerini yaymlamislardir ve ilaglarin yeniden konumlandiriimasi
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sonucundaki firsatlar1 6zetlemislerdir. Yazarlar, ilacin yeniden konumlandirilmasinin,
yeni bir aktif madde arayarak geleneksel ila¢ kesfi yontemi olan de novo ilag kesfine
gore biiyiik faydalar saglayacag tezini one sirmuslerdir. ilacla ilgili bilgilerin mevcut
olmasindan 6tlrl ilag gelisiminin daha hizli olacagini, ilac1 gelistirme esnasinda da

meydana gelecek risklerin azalacagini belirtmislerdir (Ashburn ve Thor, 2004).

Bircok devlet, ilaglarin yeniden konumlandirilmas: ile ilgili faaliyetlere yatirim
yapmaktadir. Ornegin, ABD'de Ulusal ileri Translasyonel Bilimler Merkezi, Mevcut
Molekdller icin Yeni Terapotik Kullanimlar1 Kesfetme Programini baslatmistir.
Programin amacini, "gelistirme yolundaki birka¢ 6nemli adimi halihazirda ge¢mis olan
ajanlar icin yeni kullanimlar bularak, hastalik icin yeni tedaviler bulmanin karmasik ve
zaman alic1 sirecini iyilestirmektir' seklinde ifade etmistir. Birlesik Krallik'ta
arastirmacilar, Tibbi Arastirma Konseyi'nin Gelisimsel Yollar1 Fonlama Projesi altinda,
klinik galismalar1 yeniden konumlandirilmasi igin fona basvurabilmektedir. Hollanda
Saglik Arastirma ve Gelistirme Orgtil, ilacin yeniden konumlandiriimasiyla ilgili
"ilacin yeniden kesfinin uyarilmasi" adindaki projeye fon saglamistir (Langedijk ve ark.,
2015).

Ulkemizde de eriskin hastalarda en yaygin goriilen glioblastoma multiforme
evre 1V neoplazmasinin tedavisi ve metastatik hiicre davranisini incelemek amaciyla,
hiicre hattinda, bir antidepresan olan sertralin ve bir antipsikotik olan penfluridol
uygulanmig, her iki ilacin da hiicre dliminu tetikledigi, koloni olusumunu anlaml

olarak baskilandigini raporlanmistir (Bartik Keles, 2019).

2.5.7.1. Bas-Boyun Kanserlerinde Antibiyotiklerin Yeniden Konumlandirilmasi
Bas- boyun kanserleri icin Amerikan Ulusal Kapsamli Kanser Agi Klinik
Uygulama Kilavuzlari, 2021 yilinin haziran ayinda guncellenmistir. Amerikan Ulusal
Kapsamli Kanser Agi kilavuzlarinin onceki yinelemelerinde oldugu gibi, OSHK un
tercih edilen birincil tedavisi cerrahi olmaya devam etmektedir. Yalniz radyoterapi ile
es zamanh tedavi veya es zamanli kemoradyoterapi tedavisinin, 6zellikle orta evreden
ileri evreli hastaliga sahip cogu hasta icin, yerel ve bolgesel niiks riskini azalttigi
belirtilmistir (National Comprehensive Cancer Network, 2021). Altta yatan sebep ne
olursa olsun bu kanserlerin teshisi ve tedavisinin basarisi, yasam kalitesinin en dnemli

parcalarindan biri haline gelmistir.
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Son yillarda bu amaglar dogrultusunda bitkisel, hayvansal kaynakli maddelerin
kanser progresyonu tzerine etkilerinin incelendigi ¢alismalara ek olarak antibiyotiklerin
de arastirilmaya baslanmasi1 dikkat ¢cekmektedir ve bircok arastirmaci, antibiyotiklerin
antineoplastik 6zellikleri Gzerinde ¢alismaktadir (Ishii ve ark., 2012; Peiris-Pages ve
ark., 2015). Arastirmacilarin baslangi¢ noktasi, endosimbiyotik mitokondriyal evrim
teorisine dayanmaktadir, ¢unkt mitokondri, milyonlarca yil dnce Okaryotik hiicreler
tarafindan yutulan bakterilerden gelismistir. Bu nedenle protein biyogenezinden
sorumlu ortak ribozomlara sahiptir. Birka¢ antibiyotik simifi, terapotik etkiye
dontistiiriilebilinen bir “yan etki” olarak mitokondriyal biyogenezi inhibe eder. Bu
baglamda yazarlar, antibiyotiklerin kansere bir hastalikmis gibi etki edecegi, ¢ilinkii
kanser hiicrelerinin hayatta kalmasimin ve biiyiimesinin sadece mitokondride arttirilmis

protein biyosentezine dayandigini varsaymaktadir (Lamb ve ark., 2015).

Calismalarin antibiyotikler (zerinde yogunlagsmasmin bir diger amaci da
antibiyotiklerin insan hiicreleri igin toksik olmamasidir. Mevcut kemoterapdtik ilaglarin
oldukga fazla yan etkisi mevcuttur. Bundan dolayr hiicre dizeyinde yapilan bu
caligmalar sadece teoride degil, pratik anlamda da bir 6neme sahiptir. Dahasi,
arastirmacilarin tezleri dogrulanirsa, kanser tedavisi daha etkili, daha iyi tolere edilebilir
ve daha ucuz hale gelebilir; boylece kesif, antibiyotiklerin ta kendisi olur (Lamb ve ark.,
2015).

2.5.7.1.1 Doksisiklin

Tetrasiklin, baskin bakteri tirleri olan Actinobacteria ailesine ait Streptomyces
cinsi tarafindan dogal olarak dretilir (Holmes ve Charles, 2009). Doksisiklin, 6nceki
tetrasiklinlere kiyasla gelistirilmis lipofilitesinin sonucu olarak oral biyoyararlanimi ve
doku penetrasyonu artmig, genis bir bakteriostatik etki spektrumuna sahip olan ikinci
nesil yar1 sentetik bir tetrasiklindir. Genellikle Gst solunum yolu enfeksiyonlari,
pnoémoni, bronsit, cinsel yolla bulasan hastaliklar, gastrointestinal hastaliklar,
periodontal hastaliklar ve stafilokok enfeksiyonlarinin tedavilerinde kullanilmaktadir
(Eisen, 2018). Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan dental uygulamalar icin
onaylanmis tek MMP inhibitoriddr (Tu ve ark, 2008).

Doksisiklinin etki mekanizmasi, 30S ribozomal alt birimlerle etkilesim yoluyla
mikrobiyal protein sentezinin inhibisyonudur. Buna ek olarak, doksisiklin matriks

metaloproteinazlarin (MMP'ler) aktivitesi (zerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir;
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bundan dolay: antineoplastik ve ayni zamanda antiinflamatuvar ajan olarak kullaniima
potansiyeline sahiptir (Holmes ve Charles, 2009). Bunun yani1 sira meme kanserinde
proliferasyonu, kemik metastazin1 ve MMP-2 ve MMP-9 un jelatinolitik aktivitesini
azaltigimi, prostat kanserinde tumoér hicresi proliferasyonunu, invazyonunu ve
metastazi inhibe ettigini gosteren ¢aligsmalar vardir. Bir iyonofor gibi davranir, baslica
Zn*2, Ca*? ve Mg* olmak Uzere baz1 iki degerlikli metal katyonlara baglanir ve
hidrofobik membranlar boyunca kolayca tasman lipitte ¢6zunebilen komplekslerin

olusumuna neden olur (Ali ve ark., 2017).

Genellikle oral yolla alinir ve 16-22 saat stiren uzun bir serum yari dmriine
sahiptir. Doksisiklin iyi tolere edilen bir ilagtir, oral uygulamadan sonra neredeyse
tamamen emilir ve iyi doku penetrasyonuna sahiptir (Holmes ve Charles, 2009).
Doksisiklin, seciciligi zayif olan kanser kemoterapdtik ajanlarinin aksine Segici
toksisiteye sahiptir. Bu nedenle de kanser hiicreleri Gzerine etkinligini arastiran bircok

calisma yapilmstir (Ali ve ark., 2017).

2.6. Hucre Kultara

Hicre kalturd, hicrelerin  kontrollii kosullar altinda, genellikle dogal
ortamlarmin disinda yetistirildigi siirectir. Tlgili hlicreler canli dokudan izole edildikten
sonra dikkatlice kontrol edilen kosullar altinda tutulmaktadir. Bu kosullar her hiicre tipi
icin degismektedir, ancak genellikle sicaklik, pH degeri, osmotik basing gibi
fizyokimyasal ortamlarim1  diizenleyen temel besinlerini, blyume faktorlerini,
hormonlar1 ve gazlar1 saglayan bir substrati igeren besiyerinde olusmaktadir (Philippeos
ve ark., 2012).

Uygulamada hicre Kkaltara  terimi, bitki  kaltard, mantar  kdltira  ve
mikrobiyolojik kualttr gibi hiicreleri blyuten kultlr tirlerinin yaninda, ¢ok hicreli
Okaryotlardan, 6zellikle hayvan hucrelerinden turetilen htcrelerin kiltire edilmesine
atifta bulunmaktadir. Hiicre kiltiriiniin tarihsel gelisimi ve yontemleri, doku kiltiri ve

organ kulturu ile yakindan iligkilidir (Philippeos ve ark., 2012).

1882 yilinda Ingiliz fizyolog Sydney Ringer, viicut disinda izole edilmis bir
hayvan kalbinin calismasini surdiirmeye uygun olan, sodyum, potasyum, kalsiyum ve
magnezyum Klorurlerini igeren tuz gozeltileri gelistirmistir. 1885'te Wilhelm Roux,
embriyonik bir tavugun meduller plakasinin bir kismini ¢ikartmis ve bunu birkag gin

boyunca 1lik salin sollisyonunda tutarak doku kulturd ilkesini olusturmustur. Johns
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Hopkins Tip Fakiiltesi'nde ve ardindan Yale Universitesinde calisan Ross Granville
Harrison, doku kulturi metodolojisini olusturarak 1907'den 1910'a kadar yaptigi

deneylerin sonuglarini yayilamistir (Yao ve Asayama, 2017).

Hicre kaltarl teknikleri, virolojideki arastirmalar1 desteklemek icin 1940'larda
6nemli dlgiide gelistirilmistir. Hlcre kulttrlerinde buytyen virGsler, asilarin tiretimi igin
saflagtirilmis virGslerin hazirlanmasina 6ncli rol oynamustir. Jonas Salk tarafindan
gelistirilen enjekte edilebilir ¢cocuk felci asisi, hiicre kilturd teknikleri kullanilarak seri
uretilen ilk drtnlerden olmustur. Bu asi, maymun bobrek hicre kilturlerinde virlsi
bilylitme yontemini kesfettikleri icin Nobel Odulii alan John Franklin Enders, Thomas
Huckle Weller ve Frederick Chapman Robbins'in hicre Kkiltir arastirmalariyla

mimkiin olmustur (Yao ve Asayama, 2017).

Insan hiicrelerinin kultirti, in vivo olarak kolayca mimkin olmayan insan
metabolizmast ve fizyolojisinin incelenmesine izin veren, yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Hucre kultird ile, in vivo homeostaz sirasinda ortaya ¢ikabilecek sistemik
sorunlarin etkisi olmaksizin tek tek hicre tiplerinin davranisi arastirilabilir. Hicre
kaltard genellikle orijinal dokudan enzimatik, mekanik veya kimyasal ayrisma yoluyla,
bir birincil kilturden veya bir hiicre hattindan alinan hiicrelerin siispansiyonu seklinde
elde edilir ve deneyleri laboratuar kosullarinda kontrollii bir ortamda gergeklestirilir.
Hicrelerin kontrollii bir sekilde hayatta kalabilmesi ve ¢cogalabilmesi i¢in in vivo ortami
basarili bir sekilde taklit etmelidir. insan hiicre kiiltiirii uzun yillardir uygulanmasina ve
molekdler biyoloji tekniklerindeki hizli ilerlemeye ragmen, hala bir¢cok doku ve organin

kultirine olan ihtiyag devam etmektedir (Aoki ve ark., 2016).

Bu nedenle antibiyotik kullanimini gerektiren ve yaygm kullanimi olan
doksisiklin, skuaméz hiicreli oral kanser hatti ve saglikli hiicre hatt1 tzerindeki olasi
antineoplastik etkinligi, 5-Fluorourasil ve sisplatin kemoterap6tik ajanlar1 ile kombine

ve ayr ayri verilerek aragtirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi Bilimsel Arastima Projeleri tarafindan desteklenen 34437
proje numarali “Oral kanser hiicre soyunda 5-Fluorourasil ve sisplatin kemoterapotik
ajanlarinin doksisiklin antibiyotigi ile etkilesiminin arastirilmasi” baglikli tez projemiz
kapsaminda skuaméz hiicreli oral kanser hucre hattt (OSC-19) ve kontrol olarak
fibroblastik yapili insan saglikli akciger hicre hattt (MRC-5) kilture edilerek 5-
Fluorourasil, sisplatin ve doksisiklin ilaglar1 ile farkli kombinasyonlarda artan doz ve
saatlerde muamele edilmistir. Ilag muamelesinin hicrelerdeki apoptotik 6lim streci
uzerindeki etkisi Annexin-V yontemi Kkullanilarak flow sitometri sistemi ile

arastirilmistir.

3.1. Geregler

3.1.1. Kimyasal Malzemeler ve Kitler

Calismada kullanilan OSC-19 ve MRC-5 hiicre hatlar siras1 ile DMEM F-12
(1:1) (Gibco) ve DMEM (Gibco) medyumlarinda yetistirilmistir. Besi ortamlar1 Fetal
Bovin Serum (FBS, sicaklik inaktif, Gibco) eklenmesi ile hiicrelerin biyumeleri igin
uygun hale getirilmistir. Hlcre pasajlama ve dondurma islemleri i¢in dPBS (Gibco),
%25 Tripsin-EDTA (Gibco) ve DMSO (Dimetil sulfoksit) kullanilmstir.

Hicre proliferasyonu tayini ve optimum dozlarin se¢imi igin WST-1
sitotoksisite testi (Roche, Almanya) kiti kullanilmis olup hiicrelerde ilaglarin
indlkledigi apoptotik aktivite Ol¢imu igin Annexin V Apoptoz/Nekroz Tayin Kiti
(Merck Millipore, Amerika) kullanilmustr.

3.1.2. Kullamlan Cihazlar
 Laminar Flow kabin (Fast Safe Elite)

* Inverted Mikroskop (Leica)

« Karbondioksit Inkiibatorii (New Brunswick)
 Otomatik Hiicre Sayim Cihazi (Life Technologies)
* Sogutmali Santrifllj (Beckman Coulter)

* Su Banyosu
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» MultiScan Spektrofotometre

* Vortex

* Flow Sitometri (NovoCyte)

* Buzdolab1 (+4°C, -20°C) ve Derin Dondurucu (-80°C)

* S1vi Azot Tanki

3.2. YOntemler

3.2.1. Hiicre Hatlarmin Yetistirilmesi ve Kiiltiir islemleri

Ticari olarak temin edilen ve -196°C siv1 azotta stoklanan OSC-19 (JCRB Cell
Bank, JCRB0198) ve MRC-5 (ATCC, CCL-171) hiicre hatlar1 stoktan ¢ikarilarak sirasi
ile DMEM F-12 ve DMEM besi ortamlarinda 37°C ve %5 CO2 kosullar altinda inkiibe
edilmistir. Hilcre canliligmin kaybedilmemesi igin besi ortamlart iki glnde bir
degistirilmistir. Calismamizda kullanilan hiicre hatlar1 adherent nitelikte oldugundan
besiyeri degisimi sirasinda kiiltiir ortamu flasklardan uzaklastirilmis ve taze besi ortami

eklenmistir.

Ekimlerinin ardindan biiytiylp yayilarak tim flask yiizeyini kaplayan hiicreler
pasajlama islemi ile alt kulturlere alinmistir. Bu islem i¢in 6ncelikle besi ortamlar
aspirasyon ile uzaklastirilms, flasklar: kiiltiir artiklarindan tamamen arindirmak igin de
3ml dPBS ile yikama yapilmistir. Yikama islemlerinin ardindan hucrelerin flask ylzeyi
ile kurduklart protein baglantilarini ortadan kaldirmak igin her bir flaska 3ml tripsin
eklenmis olup 37°C sicaklikta 5 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon siresi sona
erdiginde hiicrelerin flask ylzeyi ile olan baglantilarinin kopup kopmadigi mikroskop
ile kontrol edilmistir. Flasklar, tripsin miktarinin en az 2 kat1 kadar besiyeri ile muamele
edilerek tripsin aktivitesi inhibe edilmistir. Flasklardan kaldirilan hiicreler pipetor
yardimi ile 15ml’lik falkonlara alinmig ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifilj edilmistir.
Santrifij sonrasinda pellet uygun sayida flasklara boéllnerek pasajlama islemleri

tamamlanmastir.

Hiicre hatlar1 daha sonraki caligmalarda kullanilmak tizere farkli pasaj
numaralarindan dondurularak stok yapilmistir. Bu islem icin hicreler tripsinizasyon ile
kaldirilmis olup 1500 rpm’de 5 dakikalik santrifiijiin ardindan hicre pelleti %90

medyum (her hiicre hatt1 i¢in kendi medyumu) %10 DMSO eklenerek hazirlanmis olan
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dondurma solusyonu ile homojenize edilerek kriyotipler icerisine 1ml hacimde
alinmistir. Hazirlanan kriyottpler hiicrelerin dondurma iglemlerinden zarar gérmemeleri
adina asamali bir sekilde -20°C ve sonrasinda -80°C’de bekletilmis olup daha

sonrasinda uzun sureli saklanabilmeleri icin -196°C’deki azot tankina alinmistir.

3.2.2. Uygulanacak fla¢ Dozlarimin Hazirlanmasi

Projemiz  kapsaminda kullanilacak olan  5-Fluorourasil ve sisplatin
kemoterapotik ajanlari ile doksisiklin antibiyotigi satin alinmis olup her biri 0,1M
konsantrasyonda ana stok olacak sekilde DMSO ile sulandirilmistir. Hazirlanan
0,IM’lik ana stok soltisyonlar besi ortamu ile diliie edilerek hiicrelere uygulanacak olan
5, 10, 25, 50 ve 100uM’lik dozlar elde edilmistir.

3.2.3. Hiicre Sayim ve ila¢ Dozlarinin Uygulanmasi

Kendi besi ortamlarinda devamliligi saglanan OSC-19 ve MRC-5 hiicre hatlari
ilag uygulamalar1 ve sitotoksisite islemleri 6ncesinde sayilarak takip edilmistir. Sayim
islemleri igin besiyeri uzaklastirilan hicreler tripsinizasyon ile flasklardan kaldirilmis ve
15ml’lik falkonlara alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Uzerindeki
stipernatant uzaklastirildiktan sonra falkon dibinde olusan pellet halindeki hicreler 1ml
taze besiyeri ile homojenize edilmistir. Bu asamada hiicrelerin sayimi i¢in 1ml’lik hiicre
cozeltisinden 10ul alinarak 1:1 oraninda Trypan Blue soliisyonu ile homojenize edilmis

ve otomatik hiicre sayim cihazinda sayimlar ger¢eklestirilmistir.

Yeterli oranda canli hiicre miktarina ulasildiginda, hicreler her bir kuyucukta
1x10* hiicre olacak sekilde 3 tekrarli olarak 96’lik platelere ekilmis ve plateler,
hicrelerin kuyulara yapismasi igin 37°C ve %5 CO: kosullar1 altinda 1 gecelik
inklibasyona birakilmigtir. Ertesi gun hicreler 5, 10, 25, 50 ve 100uM
konsantrasyonlarinda 5-Fluorourasil, sisplatin ve doksisiklin ilaglart ile farkli
kombinasyonlarda muamele edilmislerdir. Uygulanacak olan ilag kombinasyonlari
Tablo 3.1°de yer almaktadir. Kontrol olarak degerlendirilecek kuyucuklara ayni
miktarda sadece besi ortami eklenmistir. Farkli kombinasyonlarda uygulanan bu
ilaclarm OSC-19 ve MRC-5 hiicrelerinin canliliklart (zerindeki etkinlikleri 3 gin
boyunca (24., 48. ve 72. saatlerde Olculerek) WST-1 yontemi ile belirlenmistir.
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Tablo 3.1. Uygulanacak olan ilag kombinasyonlari

iLAC DOZ (uM) ZAMAN (SAAT)

SR 1 D O N

e Y
L o o

3.2.4. WST-1 Hucre Proliferasyon Testi

Hiicre canliligmin 6lgtimii ig¢in kullanilan WST-1 Hiicre Proliferasyon Testi
canli hiicrelerin mitokondrilerindeki suksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesini temel
almaktadir. Her bir inkubasyon periyodunun sonunda kuyucuklara 10ul WST-1
soltisyonu eklenmis olup 37°C’de 4 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Bir tetrazolyum
tuzu olan WST-1 [2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium sodium salt] kuyucuklara eklenmesiyle birlikte kuyularda bulunan canli
hicrelerin mitokondrilerinde yer alan dehidrogenazlarin aktivitesiyle sar1 renkli
formazan kristallerine dontistir. Olusan kristallerin absorbans yogunlugu canli hicre
yogunlugu ile dogru orantilidir. Hicre canliliginin azalmasma bagh olarak
mitokondriyal aktivite de azalacagindan formazan kristallerinin olusumu azalir.
Absorbans degerlerinin spektrofotometrede 440nm dalga boyunda 6lgilmesi ile bu
farkliliklar tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda her iki hiicre hatti i¢in

de optimum doz ve zaman segilmistir.

3.2.5. Annexin V-FITC Yoéntemi ile Apoptoz-Nekroz Tayini

Sitotoksisite testi dogrultusunda uygulanacak optimum doz ve sirelerin
belirlenmesinin ardindan, uygulanacak olan ilaglarin hiicrelerdeki apoptotik ve nekrotik
etkilerinin degerlendirilmesi i¢in Akim Sitometri Annexin V Apoptoz-Nekroz analizi

yapilmustir.

Annexin V yontemi Floresan izotiyosiyanat (FITC) ve Propidyum Iyodiir (P1)
floresan boyalarinin kullanildig1 bir apoptoz/nekroz tayin yontemidir. Temel olarak,
normal durumda hiicre membranmin i¢ yuzeyinde yerlesik olarak bulunan fosfatidil

serinin hiicrelerde apoptotik 6liman stimllasyonu ile birlikte hiicre disina transloke
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olmasma dayanmaktadir. Bu analiz yonteminde FITC ile konjuge halde Annexin V
lektini kullanilmaktadir. Annexin V molekulu, apoptotik siirecin basladigi hiicrelerde
hiicre membraninin dis yiizeyinde bulunan fosfatidil serinlere baglanir. Annexin V ile
konjuge halde bulunan FITC ise bu baglanma ile floresan isima meydana getirir. Bu
boya ile birlikte kullanilan bir diger floresan boya olan Pl ise nekroza ugramis olan
hicrelerin DNA’larina baglanarak i1gima verir. Bu isimalar akim sitometride farkl
dedektorler tarafindan algilanir. Bu 1simalarin siddetine gore hiicreler canli, apoptotik,

nekrotik ve gec apoptotik hicreler olarak siniflandirilan diyagrama yerlestirilir.

Bu islemler icin her iki hlcre hatti da tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak her
bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 6’11 well-platelere ekilmistir. Hiicrelerin
ylzeye tutunmasi i¢cin WST-1 yontemi ile segilen dozlarda ila¢ uygulamasi yapilmistir
ve 24 saat inkube edilmistir. 24 saat sonra hiicreler tripsinizasyon iglemi ile kaldirilarak
1500 rpm’de 5 dakika santriflj edilmistir. Santrifiij sonucu olusan siipernatant
uzaklastirilmisg dipte kalan pellet tzerine 200 ul medyum eklenerek ile hiicre pelleti
homojenize edilmistir. Bu islemi takiben, hiicre karisimindan 100 pl yeni 1,5ml’lik
mikrosantrifuj tlplerine transfer edilmis ve 100 pl Annexin-V- Cell Death Reagent
eklenerek karanlik ortamda oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun

ardindan 6rneklerin her biri akim sitometri cihazinda ol¢iilmustiir.
Isima degerlerine gore;

» Annexin V(-), PI(-) hucreler; canli

» Annexin V(+), PI(-) hiicreler; apoptotik

* Annexin (-), PI(+) hicreler; nekrotik

* Annexin(+), PI(+) hicreler; ge¢ apoptotik olarak siniflandirilmis ve diyagrama
yerlestirilen her bir bélgedeki hiicre miktar: total hiicre miktarina oranlanarak yiizdelik

degerler elde edilmistir.

3.2.6. Elde Edilen Sonugclarin istatistiksel Analizi

Deneysel calismalar 3 tekrarli sekilde yapilmis olup sonuglarin istatistiksel
analizleri GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, California) programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. p<0,05 olan ifadeler bilimsel olarak anlamli farkliliklar

olarak not edilmistir.



35

4. BULGULAR

4.1. WST-1 Bulgular:

OSC-19 ve MRC-5 hiicre hatlarina farkli konsantrasyonlarda 5-Fluorourasil ve
sisplatin kemoterapi ajanlar1 ile doksisiklin antibiyotigi bireysel ve kombine olarak
uygulanmigtir. Calismamiz kapsaminda sectigimiz kemoterap0tik ajanlar ile doksisiklin
antibiyotiginin OSC-19 ve MRC-5 hiicre hatlar: tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi
WST-1 bulgular1 asagidaki gibidir.

4.1.1. fla¢ Uygulamalarmin OSC-19 Hiicre Hatt1 Uzerinde Canhhiga Etkisi

Her bir ilag hem bireysel hem de doksisiklin antibiyotigi kombine halde artan
dozlarda hazirlanmis ve hucreler ile 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edilmislerdir.
OSC-19 hiicre hatti igin, ilaclarin 24, 48 ve 72 saat boyunca bireysel ve kombine olarak

uygulanmasinin hiicre canlilig1 tizerindeki sonuglari sirasiyla Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3°te yer

almaktadir.
0SC-19 Hiicre Hatti, 24 saat inkiibasyon
120
102,08 90,95
100 92’9695’3194’08 0367 95,58 55,0 95,44 29,39
88,74
79,37 81,39
80 77,48 7332
=
= 59,88
% 60 55,43
(]
X
40
28,21
25,34 23,78 23,19
20 I“'S I15r55 I15,65 I s
0
DOKSISIKLIN DOKSISIKLIN+ DOKSISiKLIN+ 5-FU SISPLATIN 5-FU

SISPLATIN

E5uM E10uM H25uM M 50uM 100uM

Sekil 4.1 OSC-19 hlicre hatt1 24 saatlik inkiibasyon sonuclar
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0SC-19 Hiicre Hatti, 48 saat inkiibasyon
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Sekil 4.2 OSC-19 hiicre hatti 48 saatlik inkiibasyon sonuclari

0SC-19 Hiicre Hatti, 72 saat inkiibasyon
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Sekil 4.3 OSC-19 hiicre hatt1 72 saatlik inktbasyon sonuclari

Tekli ilag uygulamalarina gore; Sisplatin ve 5- Fluorourasil ilaglarinin her ikisi
de 25uM itibari ile inklbasyon siiresi arttik¢a hiicre canliligi Uzerinde sitotoksik etkileri

artmigtir. Tek bagina doksisiklin uygulamasinin ise hiicre canliligi {izerinde istatistiksel
olarak anlamlu bir etkisi gézlenmemistir.
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4.1.2. Tla¢ Uygulamalarmi MRC-5 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Canhiiga Etkisi
MRC-5 hiicre hattinin bireysel ve kombine haldeki ilaclarla artan doz ve sureler
boyunca muamele edilmesinin ardindan 24., 48. ve 72. saatlerdeki WST-1 6l¢lmleri

sonucuna gore hiicre canlilik oranlar: sirasiyla Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.4 MRC-5 hiicre hatti 24 saatlik inkubasyon sonuglari
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Sekil 4.5 MRC-5 hiicre hatt1 48 saatlik inkiibasyon sonuglari
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MRC-5 Hiicre Hatti, 72 saat inkiibasyon
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Sekil 4.6 MRC-5 hiicre hatt1 72 saatlik inklibasyon sonuclar:

Bu sonugclara gore; MRC-5 hiicre hatt1 i¢in doksisiklinin hiicre canliligi tizerinde
anlamli sitotoksik etkisi gozlenmemekle birlikte kemoterapdtik ajanlarin hem bireysel
hem de doksisiklin ile kombine sekilde uygulanmalar1 sonucu hiicre yogunlugu artan
doz konsantrasyonu ile korele bir sekilde azalmistir. Doksisiklinin saglikli hiicreler
uzerinde kemoterapotik ajanlarin toksik etkilerini azalttigima yonelik bir bulgu

edinilememistir.

Ayrica, inklibasyon sdrelerinin artmas: ile ilaglarin saglikli hiicre hatti
Uzerindeki toksik etkinligi istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir. Bu nedenle, her
bir dozdan doksisiklin- sisplatin ve doksisiklin- 5-FU seklinde hazirlanan ilag
kombinasyonlarmin, saglikli hiicreler Gzerindeki etkisi de dikkate alinarak, optimum
sitotoksik etkinlikleri 24 saatlik inkibasyon siresi olarak belirlenmistir. Ilag
kombinasyonlarinin sitotoksik aktivitelerine bagli olarak hem OSC-19 hem de MRC-5

hlicre hatlarinin hiicre canliligindaki azalma miktarlar1 Sekil 4.7°de yer almaktadir.
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CANLILIK ORANLARINDAKI AZALMA

DOK+ SIS DOK+ 5-FU DOK+ SiS DOK+ 5-FU DOK+ SiS DOK+ 5-FU DOK+ SIS DOK+ 5-FU DOK+ SiS DOK+ 5-FU
(5MM)  (5MM) (10MM) (10MM) (25MM) (25MM) (50MM) (50 MM} (100 MM} (100 MM)

mOSC-19 MRC-5

Sekil 4.7 OSC-19 ve MRC-5 hicre hatlarimin artan dozlarda Doksisiklin+ Sisplatin ve
Doksisiklin+ 5-Fluorourasil ilag kombinasyonlar ile 24 saatlik inkiibasyonu
sonucunda hiicre canhhgndaki azalma miktarlari (DOK; doksisiklin, SiS;
sisplatin, 5-FU: 5- Fluorurasil)

Bununla birlikte, OSC-19 hiicre hatt1 i¢in kombine ila¢ uygulamalarinin
(doksisiklin+ sisplatin ve doksisiklin+ 5-fluorourasil) 24 saatlik inkiibasyon periyodu
sonucunda ilaclarin bireysel uygulamalarina gére daha yuksek sitotoksik aktivite
gosterdikleri gézlenmistir. Bu bulgu, oral kanser hiicre hatti OSC-19 0zelinde,
doksisiklin ile kombine ilag kullaniminin kanser hicrelerinin proliferasyonunu daha

etkin bir bicimde baskilamasi agisindan 6nemlidir.

24 saatlik inkiibasyon sonucunda, OSC-19 hiicre hattinin 25uM Sisplatin ile
muamelesi sonucunda canlilik oran1 %77,48 olarak Olculurken 25uM Doksisiklin+

25uM Sisplatin kombinasyonunda hiicre canliligi %59,89’a diismiistiir.

Benzer sekilde, yalnizca 25 uM 5-Fluorourasil ile muamele edilen hiicrelerdeki
canlilik oram1  %73,32 iken; 25 uM Doksisiklint 25 uM  5-Fluorourasil
kombinasyonunda bu oran %55,43 olarak kaydedilmistir. Bu durumda kemoterap6tik
ajanlarin bireysel uygulanmasina karsilik, doksisiklin antibiyotigi ile kombine halde
uygulamasi sonucunda ilaglarin sinerjik olarak daha etkin sitotoksik aktivite
gostermeleri dolayisiyla hticre proliferasyonundaki baskilanmanin daha yuksek

oldugunu soyleyebiliriz.

Buna karsilik, 24 saatlik inktibasyon periyodunda ilag konsantrasyonlarinin artisi
(50 ve 100 uM dozlar) ile 25 uM ve alt dozlarda gozlenen doksisiklin antibiyotigi ve
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kemoterapotik ajanlar arasindaki sinerjistik etki ortadan kalkmus, ilaglar arasinda
antagonistik etki gozlenmistir. Bu sonuglara gore her iki kombinasyon igin de uygun

doz 25uM olarak belirlenmistir.

4.2. Flow Sitometri Yontemi ile Apoptoz/Nekroz Tayini

WST-1 proliferasyon testi ile hicreler tzerindeki optimum sitotoksik etkinlik
baz alinarak doz ve inkibasyon sureleri belirlenmis olup; daha sonrasinda bireysel ve
kombine haldeki ilaglarin, hicre proliferasyonu Gzerindeki inhibe edici etkisini
apoptotik yol Uzerinden gosterip gostermedigini arastirmak i¢in Annexin V-FITC/PI
ikili boyama yontemi kullanilmistir. Bunun igin her bir ilag ve kombine ilaglar 25uM
doz halinde hazirlanarak 6’11 well-platelere ekilen hicrelere uygulanmis, 24 saatlik
inkiibe edilmis ve flow sitometride Olciimleri yapilmistir. Apoptoz analizi sonuglari
Sekil 4.8”de gosterilmektedir.

0OSC-19 Hiicre Hatti

[
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8
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jud
o 5
g
S 4
=]
I 3
xR
2
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0 DOKSISIKLIN+ DOKSISIKLIN + 5
DOKSISIKLIN SISPLATIN SiSPLATIN 5- FLUOROURASIL FLUOROURASIL
M Erken Apoptoz 4,93 3,59 3,62 2,45 5,36
W Geg Apoptoz 0,65 0,3 0,41 0,33 0,6
Olii hiicre 3,43 2,14 8,76 2,86 6,71

Sekil 4.8 OSC-19 hiicre hattinda bireysel ve kombine halde uygulanan ilaglarin apoptoz
analiz sonuglan

Yalniz sisplatin ile muamele edilmis 6rneklerde erken apoptotik hiicre dlimi
%3,59 iken doksisiklin ile kombine uygulamada erken apoptotik hiicre miktar1 %3,62
olarak o6l¢llmustir. Bu sonuclara gore, doksisiklinin sisplatin ile kombinasyonunun
apoptotik 6limd uyarmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadig
gozlemlenmistir. Ancak ilag uygulamalari sonrasi 6lii hiicre miktarlart %2,14’ten

%8,76’ya yukselmistir.
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5-Fluorourasil uygulamasinda ise bireysel ila¢ muamelesi sonucunda erken
apoptotik hiicreler %2,45 olarak olculiirken doksisiklin ile kombine olarak yapilan ilag
uygulamasinda %5,36 oraninda apoptotik hiicre 6limiu gozlenmistir. Doksisiklin+ 5-
Fluorourasil kombinasyonunun hiicresel apoptozu uyarmada istatistiksel olarak anlamli

bir etki olusturdugu sdylenebilir.
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5. TARTISMA

Gelisen teknolojiye ragmen hayatta kalma oranlarinda son yirmi yilda énemli bir
degisiklik olmamasi, tedaviye bagli komplikasyonlarin héala olduk¢a yogun olmasi ve
yasam kalitesinin biylk 6l¢iide diismesi nedeniyle arastirmacilar oral kanserlerin tani
ve tedavisiyle yogun bicimde ilgilenmektedir. Ozellikle ileri evre kanserlerde hastalara
uygulanan cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi kombinasyonlarinin yani sira son yillarda
hedefe yonelik kemoterapi, immunoterapi, ve antibiyotikler (zerinde arastirmalar
yapilmaktadir. Bu tez c¢alismasinda, doksisiklinin olasi antineoplastik 6zelligini
aragtirmak amaciyla skuamoz karakterli dil kanseri hiicre hattina sisplatin ve 5-FU

kemoterapotik ajanlari ile ayr1 ayr1 ve kombine olarak uygulanmustir.

llaglarin yeniden konumlandirilmasi, orijinal tibbi endikasyonun kapsami
disinda kalan onaylanmis veya arastirma asamasmdaki ilaclarin, farkli alanlarda
kullanimlarini test etmeye yonelik bir stratejidir. Bu strateji, belirli bir endikasyon igin
tamamen yeni bir ilag gelistirmeye kiyasla cesitli avantajlar sunar. Birincisi ve belki de
en Onemlisi, yeniden konumlandirilacak ilacin, preklinik modellerde ve insanlarda
yeterince guvenli oldugu tespit edildiginden, etkinligine dair yapilacak deneylerde
guvenlik agisindan risk en aza indirgenmis olur. ikincisi, ilacin gelistirilmesi icin
harcanacak zaman kisaltilabilir, ¢lnkl klinik Oncesi testlerin ¢ogu, guvenlik
degerlendirmesi ve bazi durumlarda formiilasyon gelistirme geregi zaten tamamlanmig
olacaktir. Ugiinciisii, daha az yatinma ihtiya¢ duyulmaktadir, ancak bu buyiik 6lciide
yeniden konumlandirilacak ilacin gelisim asamasma ve slrecine bagli olarak
degisecektir. Bu bilgiler 1s1ginda antibiyotikler, mitokondriyal biyogenez ve matriks
metaloproteinaz inhibisyonu, lenfogenezde sinyal yolaklarini etkileme mekanizmalar
ile antineoplastik potansiyele sahip oldugunu disiindiirmiis, bundan dolayr da
aragtirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Tek baslarina kullanimi ve kemoterapotik

ajanlarla kombine kullanimlart sonucu umut veren sonuglar raporlanmastir.

Kemoterapi, kanseri tedavi etmek, kanserin yayilimmi oOnlemek, tUmaorin
blylimesini yavaslatmak ve metastaz yapmis kanser hucrelerini yok etmek amaciyla
uygulanan ila¢ tedavisidir. En ¢ok kullanilan kemoterap6tik ajanlardan biri olan
sisplatinin de oral kanserler dahil olmak (izere bircok kanser turiinde etkili oldugu uzun

zamandir bilinmektedir (Szturz ve ark., 2017; Feng ve ark., 2019). Son ddénemde
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yapilmis c¢alismalar da sisplatinin, 6zellikle arteriyel uygulamalardan sonra tumor
bolgesine daha yogun konsantrasyonda ulastigini ve boylece kemoterap6tik etkinligini

onemli 6lcude artirdigini gostermistir (Heukelom ve ark., 2015; Ye ve ark., 2016).

Chen ve ark. oral epidermal hiicre kiiltiirii iizerine yapilan bir calismada
sisplatinin ve kordisepinin sitotoksik etkilerini ayr1 ayr1 ve kombine kullanarak
degerlendirmistir. 24 saat sonunda sisplatinin meydana getirdigi sitotoksik etki,
calismamizla oldukga benzer sonuglar vermistir (Chen ve ark., 2013). Bunun yani1 sira
calismamizda sisplatin, doksisiklin ile kombine uygulandiginda sitotoksik etki daha da
artmig Ve literatlrde antibiyotik ve kemoterap6tik ajanlarin oral kanser hiicre hattinda

kombine kullanildigr ilk ¢aligma olmustur.

Oral kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir diger kemoterapotik
ajan 5-FU’nun sitotoksik etkileri de uzun zamandir bilinmektedir (Vodenkova ve ark.,
2020). Tong ve ark., 5-FU'nun tek basma diger kanserlerdeki aktivitelerine bagli olarak
oral kanser hucrelerinde apoptozu artirabilecegini 6ngérmiistir ve buna dayanarak 5-
FU'yu dort farkli oral kanser hiicre dizisine uygulayarak sonuclart gozlemlemistir.
Sonuglar 5-FU'nun apoptozu indiikledigini ve oral kanser hiicre hatti izerinde sitotoksik
etkisini kanitladigimi gostermistir (Tong ve ark, 1999). Bir baska ¢alismada Tamatani ve
ark. oral kanser hicre kilturine ¢alismamizla ayn1 derisimde 5-FU uygulamistir ve 24
saat sonunda elde ettigi sitotoksik etki yine ¢aligmamizla benzer sonuclar vemistir
(Tamatani ve ark., 2012).

Apoptoz, hasarlanan ve onarilmasi olanaksiz hale gelen hiicrelerin, en az iltihabi
reaksiyonla ortadan kaldirilmasidir. Kanserli hicrelerin ortadan kaldirilmas: ve timor
olusumunun engellenmesi i¢in bu programlanmis hiicre 6lumunin meydana gelmesi
istenir. Bununla birlikte, apoptozu arttirmak i¢in tasarlanmis yeni ilaglarin veya tedavi
stratejilerinin kullanimiyla ilgili pek ¢ok soru ortaya ¢ikmaktadir. Bu ilaglarin veya
tedavi stratejilerinin insanlarda glvenli bir sekilde kullanilmadan énce kritik testlerden
gecmesi gerekmektedir (Wong, 2011). Yadav ve ark., moksifloksasin ve
siprofloksasinin pankreas kanseri hticre dizilerinde apoptotik huicre Olimine katkida
bulundugunu goOstermistir. Ek olarak ayn1 zamanda moksifloksasin ve siprofloksasinin
sisplatin kaynakli apoptozu artirdigini da bildirmistir. Arastirmacilar, moksifloksasin ve
siprofloksasinin pankreas kanseri tedavisinde potansiyel neo-adjuvan kemoterapotik

ajanlar olarak kullanilabilecegini belirtmistir (Yadav ve ark., 2015). Bu ¢alismada da
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doksisiklin sisplatin ile kombine olarak oral kanser hiicre hattina uygulandiginda
apoptozu artirmis hatta 5-FU ile birlikte uygulandiginda apoptozu anlamli bigimde
artirmistir (p<0.05).

Mukai ve arkadaslari, pankreas kanseri hiicre hattinda bir epidermal blyime
faktori olan gefitinibi, klaritromisin ve azitromisin ile birlikte uyguladiklarinda
gefiitinibin tek basina yaptig:r sitotoksik etkiyi artirdigii gdzlemlemislerdir. Bu
bulgulara ek olarak da makrolidler, gefitinib ile indlklenen sitotoksisiteyi artirarak
otofaji akiginin blokajina katki saglamislardir. Arastirmacilar ¢alismada elde ettikleri
sitotoksik etkilerin apoptoz ile degil, nekrotik yolla oldugunu belirtmislerdir.
Gelecekteki ¢calismalarda makrolid antibiyotiklerinin blyume faktdrlerinin engellendigi
kemoterapotik tedavilerde kemosensitizer olarak kullanilmasini 6nermislerdir (Mukai
ve ark., 2016).

Hirasawa ve arkadaglari, Muaki ve arkadaslarinin ¢aligmasinin ardili olarak bas-
boyun kanseri hiicre hatlarinda azitromisin ve klaritromisinin amino asitten yoksun
kultir kosullarindaki sitotoksik etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada, antibiyotiklerin
amino asitten yoksun ortamda CHOP’un (siklofosfamid, doksorobusin, vinkristin,
prednizon) etkilerini indlkleyerek bas-boyun kanseri huicrelerinde otofajiyi artirdigini
gOzlemlenmistir; ancak tam kaltir ortaminda herhangi bir etkide bulunmadiklar
raporlanmigtir.  Yine de bu calismalar sonucunda arastirmacilar, makrolidlerin
kemoterapotik ajanlari destekleyici etkileriyle timor tedavilerinde kullanilabilecegini

belirtmislerdir (Hirasawa ve ark., 2016).

Iki farkli calismada, levofloksasin antibiyotiginin farkli kanser tlrlerinde
apoptoz iizerine etkisi aragtirllmistir. Yu ve ark., levofloksasinin meme kanseri hiicre
kulttrundeki etkinligini arastirmistir ve kanserli hiicrelerde apoptozu indiikledigini
raporlamistir. Ayni ¢alismada, in vivo olarak farelere levofloksosin ve 5-FU kombine
olarak uygulandiginda ise ilaglarin birbirini sinerjik olarak etkiledigini bildirmislerdir.
Bu calismanin bir sonucu olarak, arastirmacilar, meme kanserinde levofloksasinin
aktivitesinin, mitokondriyal biyogenezi bastirma kabiliyetine ve meme kanseri tedavisi
icin potansiyel bir strateji olarak PI3K / Akt / mTOR ve MAPK / ERK yollarindaki
rollerine bagl oldugunu vurgulamaktadir (Yu ve ark., 2016). Calismamizda da bu
bulgular1 destekler nitelikte tek basina doksisiklin, oral kanser hiicre hattina
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uygulandiginda apoptozu artirmistir, 5-FU ile kombine uygulandiginda ise apoptotik
etki anlamli olarak artmistir (p<0.05).

Bir diger ¢alismada Song ve arkadaslar1 levofloksasinin in vitro ve in vivo akciger
kanseri hicrelerine kars1 etkili oldugunu, etki mekanizmalarinin mitokondriyal
kompleks aktivitelerinin baskilanmasini, mitokondriyal solunumun ve ATP Uretiminin
inhibisyonunu ayrica oksidatif hasarin indiksiyonunu igerdigini raporlamislardir. Bu
nedenle arastirmacilar akciger kanseri tedavisinde levofloksasinin  yeniden
konumlandirilmasin1  6nermektedir (Song ve ark., 2016). Lamb ve arkadaslarinin
calismasinda da sekiz farkli kanser hiicre hattina, doksisiklini de igeren bes farkli
mitokondri- hedefleyici antibiyotik kullanmistir; Song ve arkadaslarinin galismasina
benzer mitokondiriyal kompleks aktivitesi gozlenmis, timaor hicrelerinin biylmesinin
azaldigi raporlanmustir (Lamb ve ark, 2015a). Bu ¢aligmalar, ¢alismamizin sonuglariyla
birlikte degerlendirildiginde doksisiklinin antineoplastik etkiye sahip oldugu
sOylenebilir; farkli kemoterapotik ajanlarla kombine edildiginde meydana gelebilecek

daha glcli etki olasiliklarin ileri ¢aligmalarla degerlendirilmesi anlamli olacaktir.

Lamb ve arkadaslar1 ¢alismalarinda Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi onayl bazi
antibiyotiklerin mitokondri hedefleyici 06zelliklerini kullanip antineoplastik etki
gosterebilecegini gozlemledikten sonra bir ¢alisma daha yapmistir. Bu calismalarinda
doksisiklini iki farkli meme kanseri hicresine uygulamig, mamosfer formasyonunun
inhibe edildigi, DNA tamir mekanizmasinda etkinligi olan DNA-PK proteinin %90’dan
fazla azaldigi gzlenmistir (Lamb ve ark., 2015b).

Pulvino ve arkadaslann  ¢alismalarinda  doksisiklinin  antineoplastik
potansiyelinden hareketle diffiz buyuk B hucreli lenfoma (zerindeki etkilerini
arastirmustir. In vivo ve in vitro olarak degerlendirilen ¢alismada doksisiklin, CSN5
aktivitesini kismen engelleyip HSP90 seviyesini ve fonksiyonunu azaltarak diffuz
blyik B hucreli lenfomanin biiyiimesini inhibe etmistir. Calismalarinin sonunda ise
doksisiklinin diffuiz B hicreli lenfoma Gzerindeki sitotoksik etkilerini kemoterapiye
direncli  kanser kok hicrelerini  hedefleyerek gergeklestirmis olabilecegini de
raporlamiglardir (Pulvino ve ark., 2015). Ancak Brown ve Jackson, kanser kok
hticrelerinin tedavisinin ancak DNA hasari ile mimkin olacagini belirtmislerdir. Insan
hicrelerindeki dilasyonun inhibisyonunun, hiicreleri radyoterapiye ve kemoterapotik

ajanlara duyarli hale getirdigini raporlamig, ancak bu sinerjinin arkasindaki
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mekanizmalarin tam olarak anlagilamadigini ve tutarsiz oldugunu belirtmislerdir
(Brown ve Jackson, 2015). Yine de, iki ¢alismada da DNA hasari tepkisinin, protein
stabilitesini ve fonksiyonunu dizenleyen, de novo protein sentezini Onleyen,
ubikitinasyon ve nedilasyon gibi tersine gevrilebilir post-translasyonel modifikasyonlari

iceren siki dlizenlenmis bir sure¢ oldugu vurgulanmustir.

Shen ve arkadaslar1 oral skuamoz hticreli karsinomlarin kot prognozunun diger
organlara ya da lenf diigiimlerine metastazindan kaynaklandigini belirtmisler, bu
nedenle MMPlerin inhibasyonunu saglayan ajanlarin tedavide kullanilabilecegini
distinmiislerdir. Bu diisiincelerinden hareketle doksisiklini bas-boyun kanseri hiicre
hattina ve ksenograft uygulanmis fareler tzerine uygulayarak MMP ekspresyonundaki
uzerindeki etkisini degerlendirmeyi amaclamislardir. Yiiksek pro-MMP-2 ve pro-MMP-
9 ihtiva eden farkli kiiltiir kosullarindaki oral skuamdz karsinom hcrelerine doza
bagimli olarak doksisiklin uygulanmis ve 24 saat sonunda MMP miktarlar1 azalmistir.
Ek olarak kanserli hiicrelerin invazyonunu ve migrasyon aktivitelerini de énemli 6lgtde
baskilamistir. Ayn1 ¢alismada doksisiklin farelere uygulandiginda ise %85,6’lik bir
inhibisyon ile timor biiytimesini kisitladigi gozlenmistir. Sonug olarak MMP-9
ekspresyonu transkripsiyonel seviyede, MMP-2 ekspresyonu da post-transkripsiyonel
seviyede azalmistir ve arastirmacilar tarafindan doksisiklinin bu etkileriyle OSHK’lar
Uzerinde adjuvan bir terapotik etkiye sahip olabilecegi iddia edilmistir (Shen ve ark.,
2010).

Song ve arkadaslar, tetrasiklinlerin farkli kanser hiicrelerinde matriks
metalloproteinaz inhibisyonu ve apoptoz yapmasindan yola ¢ikarak analoglari olan
doksisiklin, minoksiklin ve kimyasal olarak modifiye edilmis tetrasiklin
antibiyotiklerini insan akut miyoloid l6semi hiicre hattina uygulamistir. Arastirmacilar
calismanin sonucunda ti¢ farkli ilacin da lésemi hicrelerindeki hicre 6limini ve
apoptozu indiikledigini raporlamiglardir. Ayrica arastirmacilarin doksisiklini uygulama
dozu ve siiresi calismamizla birebir ayni olup, meydana getirdigi sitotoksik etki ve

apoptoz verileri de oldukga benzerdir (Song ve ark, 2014).

Wang ve arkadaslar1 ¢alismalarinda doksisiklinin fokal adezyon kinaz sinyal
yolu Uzerinden MMP-2 ve MMP-9'un l6semik hicre ekspresyonunu inhibe ederek
I6semili hucrelerin  gocund  engellemeyi/ azaltmayr amaglamislardir. Bu amag

dogrultusunda akut ve kronik myeloid 16semi hucrelerine doksisiklin uygulayan
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aragtirmacilar, ¢alismanin sonucunda doksisiklinin, 16semik hicrelerin gocini kismen
de olsa engelledigini bildirmislerdir. Fokal adezyon kinazin asagi regilasyonuna ve
fosforilasyonuna ek olarak, alt akim jelatinazlarinin inhibisyonunun, doksisiklin aracili
g0¢ inhibisyonunda rol oynadig:r 6ne surllmistir. Bu nedenle de doksisiklinin fokal
adezyon kinaz sinyal yolunu inhibe ederek l6semik hticrelerin goglni zayiflatma

potansiyeli oldugunu iddia etmislerdir (Wang ve ark., 2015).

Doksisiklinin sitotoksik bir etkiye sahip oldugu fark edildiginde basta 16semi
olmak Uzere meme kanseri, prostat kanseri gibi bircok kanserli hiicre dizisinde hiicre
O6lumund indiikledigi ortaya ¢ikmustir (Zhang ve ark., 2017; Zhu ve ark., 2017;
Gavriatopoulou ve ark., 2018). Sitotoksik ilaglar ile hucre 6limi ve apoptoz
aktivasyonu kanser hcrelerini ortadan kaldirmaktadir. Son arastirmalar, PI3K
inhibitorlerinin, dontistiiriilmiis hiicre letalitesinde 6nemli bir rol oynayan Mcl-1' etkili
bir sekilde asagi regiile ettigini gostermektedir. Bazi PI3K / mTOR inhibitorlerinin
I6semik hiicre hatlarinda hiicre 6limune aracilik edebilecegi raporlanmistir.
Tetrasiklinlerin de PI3BK / AKT / mTOR inhibisyonu ftizerine dldiiriiciiliigii keskin bir
sekilde artiran Bcl-2 ve Bcl-xL’in bastirilmasimi indiikledigi belirtilmistir (Ali ve ark.,
2017).

Doksisiklinin etkinligi uzun zamandir bilinmektedir, tolerasyonu ve ulagimi
kolaydir, bircok enfeksiyona karsi kullanilmaktadir. Calismamizda da kanserli hiicre
hattina uygulandiginda sitotoksik etki olusturmus, saglikli hiicreye uygulandiginda ise
saglikli hucrelerde proliferatif bir etki olusturmustur. Bilindigi tizere kemoterapi
hastalarinin bagisiklik sistemi hasta olmayan bireylere goére diisiiktiir ve bu hastalar
enfeksiyona yatkindir. Doksisiklin, hucre kiltirinde gosterdigi guvenli kullanim ile
akillara gelecekte kemoterapi alan hastalara standart uygulamada yer alabilir mi
hipotezini getirmektedir. Doksisiklin ve kemoteradtik ajanlar birlikte kullanilirsa
timora daha iyi baskilayabilir mi ya da kemoterapinin siresini kisaltabilir mi? TUmorin
olas1 baskilanmasi, yapilacak cerrahi operasyonun boyutunu azaltabilir; alinacak
radyoterapinin dozunun ya da suresinin azalmasini saglayabilir ve buna bagl olarak da
kemoradyoterapiye bagli yan etkiler minimalize edilebilir. Ozellikle lokal ileri evre
timorlerde lenf bezlerinde tutulum da mevcutsa tedavi prognozu oldukga zayiftir. Bu
durumda hastaligin teshisinin ardindan radyoterapi 0Oncesi bu kombinasyonun

uygulanmasi yasam kalitesinin daha yiksekte tutulmasini saglayabilir.
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Literattirde daha 0nce yapilmis ¢aligsmalara paralel olan bulgularimiza dayanarak
doksisiklinin kemoterap6tik ajanlarla birlikte uygulanmasinin gelecekteki caligmalar
icin yeni bir bakis agis1 ve rehber olabilecegini soyleyebiliriz. Bu c¢alismanin
sonuglarina gore, doksisiklin ve kemoterap6tik ajan kombinasyonlarinin, gelecekte
apoptoz yolaklarmin molekller mekanizmalarini anlamak igin in vivo g¢aligmalarda
kullanilmasini, hatta sadece oral kanserlerde degil, diger kanser tirleri igin de ek
parametrelerle daha fazla arastirma yapilma potansiyeline sahip olabilecegi goz ardi

edilmemelidir.
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