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OZET

DOKTORA TEZI

INSAN BAS VE BOYUN SKUAMOZ HUCRELI KARSINOMUNDA POFUT1
GENININ MALIGN FENOTIPLER VE PERINORAL INVAZYON iLE
ILISKiSININ ARASTIRILMASI

Neslisah BARLAK

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Omer Faruk KARATAS

Bag ve boyun skuamoz hiicreli karsinom (BBSHK) diinya genelinde en sik goriilen agresif
malign hastaliklardan biridir. POFUT1 geninin yiiksek diizeyde ifadesinin karsinogenez siirecinde
onemli rol oynadigi gosterilmesine ragmen, BBSHK’de POFUT1’in rolii ve molekiiler mekanizmalar1
simdiye kadar arastirilmamistir. Bu tez galismasi kapsaminda yapilan in siliko analizler POFUT1’in
BBSHK’de onkogenik role sahip oldugunu gdstermektedir. Ayrica, timoér ve normal doku
orneklerinin, BBSHK hiicrelerinin daha ileri analizi kontrollere kiyasla BBSHK klinik tiimor doku
orneklerinde ve hiicre hatlarinda POFUT’in yiiksek diizeyde ifade edildigini ortaya koymaktadir. In
vitro aragtirmalar, POFUT1’in yiiksek diizeyde ifadesinin kanser agresifligi ile iliskili fenotipleri
uyardigmi ve POFUT1’in BBSHK hiicrelerinde susturulmasmin bu fenotipleri baskiladigini
gOstermigtir. Yapilan ksenograft deneylerle, POFUT1’in BBSHK i¢in ayn1 zamanda in vivo potansiyel
bir onkogen aday1 oldugu belirlenmistir. Doku 6rneklerinin immiinohistokimyasal analizi ve kanser
hiicresi-DRG ex-vivo ko-kiiltir modeli, POFUT1 ifadesinin deregiilasyonunun BBSHK hiicrelerinin
perindral invazyonunda 6nemli rol oynadigini ortaya koymustur. Tez kapsaminda elde ettigimiz
bulgular, POFUT1’in bag ve boyun kanserli hastalar i¢in potansiyel bir prognostik belirte¢ oldugunu
ve BBSHK karsinogenezi ile ilgili islevlerini daha iyi tanimlamak i¢in daha fazla molekiiler
aragtirmaya ihtiya¢ duyulmasina ragmen, BBSHK tedavisi i¢in bir hedef olarak potansiyelini
vurgulamaktadir.

2023, 141 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinom, Onkogen, POFUTI1, Perindral

invazyon



ABSTRACT

Ph.D

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF POFUT1 GENE WITH
MALIGN PHENOTYPES AND PERINEURAL INVASION IN HUMAN HEAD
AND NECK SQUAMOUS CELL CARCINOMA

Neslisah BARLAK

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Omer Faruk KARATAS

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is one of the most aggressive
malignant diseases and requires more effective prevention and treatment strategies. Previous
studies revealed that POFUT1 overexpression promotes carcinogenesis, although the potential
roles, underlying molecular mechanisms, and biological implications of POFUT1 in HNSCC
were not investigated. In this study, in silico analyses referred POFUT1 as a potential oncogene
in HNSCC. Further analysis of tumor and normal tissue samples as well as HNSCC cells showed
significant overexpression of POFUT1 in HNSCC clinical tumor tissue specimens and cell lines
compared to corresponding controls. In vitro investigations revealed that overexpression of
POFUTL1 promoted phenotypes associated with cancer aggressiveness and its knockdown in
HNSCC cells suppressed those phenotypes. Further xenograft experiments demonstrated that
POFUT1 is an oncogene in vivo for HNSCC. Immunohistochemical analysis with human clinical
samples and cancer cell-dorsal root ganglion ex-vivo co-culture model showed that deregulation
of POFUT1 is involved in the perineural invasion of HNSCC cells. These results suggest POFUT1
expression as a potential prognostic marker for patients with head and neck cancer and highlight
its potential as a target for HNSCC therapy, although more molecular clues are needed to better
define the functions of POFUT1 related to HNSCC carcinogenesis.

2023, 141 page

Keywords: Head and neck squamous cell carcinoma, Oncogene, POFUT1, Perineural invasion



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ile baslayan lisansiistii egitimimin ve tez siirecimin her
asamasinda ilgisini ve bilimsel destegini asla esirgemeyen anlayisi, sabr1 ve calisma
disiplini ile 6rnek olan, her tiirlii sorunda kapisini ¢aldigim, kendisiyle caligmaktan

mutluluk duydugum kiymetli danisman hocam Dog. Dr. Omer Faruk KARATAS a,

Doktora egitimim siiresince, birlikte zaman gegirdigimiz, her birinden ayr1 ayri
cok sey 6grendigim, ayn1 laboratuvar ortamini paylastigim, uzun ve zorlu olan bu siirecte
beni motive eden degerli arkadaslarim Abdulmelik AYTATLI, Ahsen KILIC, Fatma
SANLI, Ozel CAPIK, Mesut AKYUZ, Giilnur KUSDEMIR, Rasim GUMUS ve
Muhammed Siileyman CELIK ’e,

Ve bugiinlere gelmemde biiyiik emekleri olan, maddi ve manevi tiim destekleriyle
hayatimin her aninda yamimda olan, bana glivenmekten vazge¢cmeyen, ilizerimdeki

emeklerini asla unutamayacagim kiymetli aileme,

Sonsuz tesekkiirler...

Neslisah BARLAK
Ocak 2023



ICINDEKILER

.. Sayfa
OZET ...ttt e r e r e re e [
AB ST R A CT ettt b ettt b e b et e e nae e I
TESEKKUR .....ooooiiiiiiieceee ettt nas sttt na st en et ens s ene s tanees iii
ICINDEKILER .........oooooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........ccccooooiiiiiiiiiiececn, viii
SEKILLER DIZINT ........coooiiiiiieceeece et ne st X
CIZELGELER DIZINIT ........coooiiiiieeeeeeeeeeeeee e XV
Lo GIRIS .ottt ettt 1
1.1. Kanser Etyolojisi ve INSIAANSI..........ccceeveveveveieieeeieisie e etetese ettt seeesenns 1
1.2. Bag ve Boyun KanSErleri.......c.cocoiiiiiiiiiiiiiiieee e 7
1.3. Timor Lokalizasyonuna Gore Bas ve Boyun Kanserleri ..........ccoooeviiiiiiiiiniieniinnns 9
1.3.1. Ag1z boslugu KANSEIIErT........cveiiiiiiiiiie e 9
1.3.2. Farenks KanSerleri ...........ocoviiiiiiiici i 12
1.3.3. Larenks KanSEIIEri ........ccoeiiiiiiiiiiiei i 15
1.4. Bas ve Boyun Kanserlerinin insidansi, Prevalansi ve Oliim Orant ......................... 16
1.5. Bas ve Boyun Kanserlerinin EpidemiyOlOJiSi........cccoveiiiiniiiiiiiiiec e 19
1.6. Bas ve Boyun Kanserlerinin Tedavisi Yaklagimlari........c.cocoovoiiiieiiiiiciiiieen, 19
1.7. Bas ve Boyun Kanserlerinin Tedavisinde Cevresel Faktorlerin Etkisi.................... 26
1.8. Bas ve Boyun Kanserlerinde Tani...........ccocverveiiiieiiiiinieniee s 27
1.9. Bas ve Boyun Kanserlerinde EVI€IEME..........ccoviiiiiiiiiice e 27
1.10. TNIM EVIEIBME. ..ot s 27
1.11. Bas ve Boyun Skuamoz Hiicreli Karsinomlarda Genetik Degisiklikler ................ 28
1.12. Onkogenlerin Aktivasyonunun Bag ve Boyun Kanseri Gelisimindeki Rolii......... 28
1.13. Tiimér Baskilayict Genlerin Inhibisyonunun Bas ve Boyun Kanseri Gelisimindeki

ROI. .o 32
1.14. Fukosiltransferazlar, Fukosilasyon ve KanSer ..........ccccccvevveiieiieecie s 35
1S, PORU T L 37
1.16. POFUT1’in Kanser Siirecinde ROIU.........cccccoiviiiiiiiiieniceece e 41
1.17. Perindral INVAZYON ...c.cveveveieieieieietee ettt ettt ettt et se s s seses 43



1.18. Bas ve Boyun Kanserlerinde Perindral Invazyon ............ccccoeeveieceiicrercceisinnn, 50

2. KAYNAK OZETLERI .....oocooviiiiiiiiccceesee s 52
3. MATERYAL VE YONTEM.......cooiumiimiiiiiiieinsinsesissise et 55
BLMaALEryal. .. .o 55
R 4411115 1 1 PP 63
3.2.1. Hastalar ve doKu GINEKIEIT .......coviiieiieii e 63
3.2.2. IN SHCO @NALIZ ..ot bbb 65
3.2.3. Hiicreler ve KUIHr KOSULLATT .....cccveiiieiiiec ettt 65
3.2.4. Plazmitler ve hiicrelere stabil transfekSiyonu ...........ccoccoviiiiiiiiiis 66

3.2.5. POFUT1 genini yiiksek diizeyde ifade eden veya POFUTL1 geninin susturuldugu

hiicre hatlarinin OlUStUIUIMAST.......cccviiiieiieccee e 67

3.2.6. Doku 6rneklerinden protein izolasyonU..........ccccvveieeieiieieeieeie e 67
3.2.7. Hiicrelerden Protein izolaSyONnU ..........ccccveiiiieiieiiiesi s 68
3.2.8. WESEErn DIOt @NAlIZI........cveiierieieiie ittt 68
3.2.9. POFUT!’in Hep-2, FaDu, SCC-9 ve HGF-1 hiicrelerinin hiicre canliligi tizerindeki
etKiSININ Aragtirilmast.........ccciveiiiiiciecie e 69
3.2.10. POFUT!’in Hep-2, FaDu, SCC-9 ve HGF-1 hiicrelerinin koloni olusturma
potansiyeli tizerindeki etkiSinin aragtirilmast..........ccovverinerieienene e 69

3.2.11. Dokudan RNA GZOIaSYONU ..........ccueiiiiiiiiecieece ettt 70
3.2.12. Hiicrelerden RNA 1iZOIaSYONU ........cceciviiiiiiiiecie e 71
3.2.13. CDINA SBNMTEZI . ..ttt et e 73
3.2.14. Kantitatif gergek zamanlt PZR ..........ccccoiiiiiiiiiiiiiee e 73
3.2.15. Transwell Migrasyon tESti ........ccccvviiiiiiiiieieeie et 75
3.2.16. Transwell matrigel INVazyon teSti ..........ccveveeiiiiiie e 75
3.2.17. Kiirecik OluSturma JENEYI ......ccuiiieiiieiiiiiesiee et 76
3.2.18. ImmuNONIStOKIMYa ANAIIZI........cccoiiiiiiiiiie e 76
3.2.19. Ksenograft fare modellerinin olusturulmasi ve in vivo deneyler ............cccccoe..... 77
3.2.20. Dorsal Root Ganglion (DRG) izolaSyONnU..........cccuevvveviieiieeiie e 78
3.2.21. In VItro periniral INVAZYON..........ccueiieruirienieenieaie e sie e siee st seesieesaeeseesseesreeeens 79
3.2.22. Aldehit dehidrogenaz aktivite analizi...........cccocceveiiiiniiiiiee s 80
3.2.23. IStatiStIKSEl ANALIZ ......cocvvveeeeeeieeeeeeeee et 80
4, ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA.........coooiiiiiiiiiiie e 81
4.1. Bas ve Boyun Kanseri Dokularinda POFUT]1 Ifade Diizeyi Analizi....................... 81

\Y



4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

Bas ve Boyun Kanseri Doku Orneklerinde POFUT]1 ifade Diizeyi Analizi............ 84
Bas ve Boyun Kanseri Hiicre Hatlarinda POFUT]1 ifade Diizeyi Analizi............... 87
POFUT1 Overekspresyon ve shRNA Plazmitleri ile Transfekte Edilen Bas ve Boyun
Kanseri Hiicrelerinde POFUT]1 ifade Diizeyi ANalizi........ccccevevvvevevevevevieererirenenennns 88
POFUT1’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Hiicre Canlilig1 Uzerindeki Etkisinin
ATASHTTIMAST ...ttt e b see e e be e 90
POFUTI’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Koloni Olusturma Potansiyeli
Uzerindeki Etkisinin AraStiriimast .......occoviveeeeeiesesieeseeeessees e es s reen e 92
POFUT!’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Hiicre Go¢ii Uzerindeki Etkisinin
ATASHTTIMAST 1t e et e e b e e nne e 9
POFUT!1’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Hiicre invazyonu Uzerindeki
EtKisinin AraStirtlmast.......ccoiiiiereiiiiiee e e st e e e s are e e e e sarre e e s snaeeeeens 95
POFUT1’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerde EMT Genlerinin Ifadesi Uzerindeki
EtKisinin Aratirilmast........oocueeiieiiiie ettt 96
. POFUT!’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Kiirecik Olusturma Potansiyeli
Uzerindeki Etkisinin Arastirilmast........ccceeeeueeeeereeeeescseeeeeeeeeseeeseseeseeseseseseeeeens 98
POFUT1’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Kok Hiicre Isaretcilerinin ifadesi
Uzerindeki Btkisinin ATagtirilmast ..........ceueueueueueuereeeeeeeeeeeesesesesesssesesesesesessseseeees 99
POFUT1’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin ALDH Aktivitesi Uzerindeki
Etkisinin AragtirTImast ......ocuee i 100
POFUT1 Overekspresyon Plazmiti ile Transfekte Edilen HGF-1 Hiicrelerinde
POFUTI Ifade DUZeYi ANALIZI .....cocvviiririiereiicciee e 101

POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin Hiicre Canlhiligi Uzerindeki Etkisinin

ATaStITIImMaSI. ... 102
POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin Hiicre Migrasyonu ve invazyonu Uzerindeki
Etkisinin Aragtirtimast ........oooceiiiiiiiiiiciee s 103
POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin EMT Genlerinin ifadesi Uzerindeki Etkisinin
ATaStITIIMASI. ... 104
POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin Kiirecik Olusturma Potansiyeli Uzerindeki
Etkisinin Aragtiriimast.........ccvveiiiiiiiiieiiic e 105
POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerindeki
Etkisinin Aragtirtlmast.......c.eeieiiiieiieiiiesecnie e 106

Vi



4.19. POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin Kok Hiicre Isaretgilerinin ifadesi Uzerindeki

Etkisinin Aragtirilmast ..o..eooeeieeenieeiiiesie e 107
4.20. POFUT!’in HGF-1 Hiicrelerinin ALDH Aktivitesi Uzerindeki Etkisinin
ATaStITIIMASI. ... 108
4.21. POFUT!’in Bas ve Boyun Kanserinde Roliiniin Ksenograft Modeller ile
ATASHTIIMASI. ... e e 109
4.22. POFUT!’in Bas ve Boyun Kanserinin Perindral Invazyonu Ile iliskisinin
ATaStITIIMASI. ... 112
5. SONUC ve ONERILER............c.coooviviiiiieiiecseee e enes s enes s 116
KAYNAKLAR . e 119

vii



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Acklama
¢ Derece
% Yiizde
a Alfa
Beta
ul Mikrolitre
um Mikrometre
ug Mikrogram
ml Mililitre
Kisaltmalar
ABD Amerika Birlesik Devletleri
ABK Ag1z Boslugu Kanserleri
BBK Bas ve Boyun Kanserleri
BBSHK Bas ve Boyun Skuamoz Hiicreli Karsinomlar
BT Bilgisayar Tomografisi
DRG Dorsal Root Ganglion
DSHK Dil Skuamo6z Hiicreli Karsinom
EGF Epidermal Growth Faktor
EGFR Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii
FUT Fukosiltransferaz
GEO Gene Expression Omnibus
HHSK Hipofarenks Skuamoz Hiicreli Karsinom
HPV Insan Papilloma Viriisii
LK Larenks Kanseri
OFSHK Orofarenks Skuamoz Hiicreli Karsinom
OSHK Oral Skuamoz Hiicreli Karsinom
PET Pozitron Emisyon Tomografisi
PNI Perinéral Invazyon

viii



Pofut 1
Pofut 2
TBG
TCGA
TNM
g-RT PCR

Protein o fukosiltransferase 1
Protein o fukosiltransferase 2
Timor Baskilayic1 Genler
The Cancer Genome Atlas

Tumor-Nodil-Metastaz

Kantitatif Ger¢ek Zamanli PCR



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Kiiresel kanser insidansina katkida bulunan faktérler Anonymous (2022b)’dan
degistirilerek aliNMISHIT........ooiiiiiiiiiiiiie e 4

Sekil 1.2. Yeni kanser vakalarmin ve olimlerinin 6nde gelen bdlgeleri 2022 yili
tahminleri Siegel et al. (2022)’den degistirilerek alinmistir. ...........c.ccoevenee 5

Sekil 1.3. Bas ve boyun bolgesinde kanser meydana gelebilen bdlgeler Anonymous
(2022c)’dan degistirilerek aliNmMIStIT .......ccveivevieiieiieie e 8

Sekil 1.4. Oral skuam6z hiicreli karsinomlarin anatomik bolgeleri Montero and Patel
(2015)’den degistirilerek aliNMISHIT. ......ccveiverieiiiiiircee e 10

Sekil 1.5. Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomun galobal insidanst Johnson et al.
(2020)’dan degistirilerek aliNMISHIT. ......covveiverierieiesisiseeee e 17

Sekil 1.6. Proto-onkogenlerin nokta mutasyonlari, amplifikasyon ve translokasyon ile
aktivasyon merkanizmasi Albertson (2006)’dan degitirilerek alinmistir. .....29

Sekil 1.7. Fukosilasyon sentez yolaklari Jia et al. (2018)’den degistirilerek alinmigtir. 36
Sekil 1.8. Notch reseptoriine O-Fukoz eklenmesinin sematik gosterimi Jafar-Nejad et al.
(2010)’dan degistirilerek aliNMISHIT. ......ocveiierieiieiiie e 39

Sekil 1.9. Epinéryum, Perinéryum ve Endonéryum tabakalarindan olusan sinir anatomisi

Sekil 1.10. PNI siirecinde perindral nisin sematik gosterimi Zhang et al. (2021a)’dan
degistirilerek alINMmISHIT. .......ccooiiiiiiiiie e 48

Sekil 1.11. Perinoral invazyonun in vitro dorsal root ganglion (DRG) modeli Bakst and
Wong (2016)’dan degistirilerek alinmiStir. .........cccooviviivieiiieienenesesns 49

Sekil 1.12. Hematoksilen-eozin ile boyanan 6zofagus skuamdz hiicreli karsinom
orneginde perinoral invazyon varligi. (a) Sinir lifi kismen tiimdr hiicreleri

ile gevrili PNI 6rnegi (siyah ok). (b) Perindryuma gomiilii tiimor hiicreleri

bulunan PNI 06rnegi (siyah ok). Kim et al. (2021)’den degistirilerek

] 101008 5] 1) SO T RO RPPRTRUPRPPI 50

Sekil 3.1. Holoklon, Meroklon ve Paraklon tiirli kolonilerin kristal viyole ile boyanan

temsili GOTUNLUIETI. ......vvviiiiiiic s 70
Sekil 3.2. Dokudan RNA izolasyonu basamakIart...........cccevereriniiiniinenene s 71
Sekil 3.3. Ksenograft fare modellerinin olusturulmasi ve in vivo deney asamalart........ 78
Sekil 3.4. Sprague Dawley sicanlarindan DRG izolasyonu.............cccccevvveiiiiciieninnnn 79



Sekil 3.5. DRG’lerden 0, 3 ve 5. giinlerde olusan uzantilar .............c.ccoooveiiiiiicninnnn 80
Sekil 4.1. NCI1/60, Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) 2012 ve CCLE 2019 hiicre
hatt1 kiitliphanelerinde POFUT1’i igerisine alan genomik bdlgede degisim

STKIIZIL. ottt 81

Sekil 4.2. Bas ve boyun kanseri doku 6rneklerinde POFUT1’in bulundugu kromozomal
bolgede saptanan genetik degisikliKIer. .........cocovviiiiiiiiiiii 81

Sekil 4.3. Oncomine veri tabaninda bulunan Peng veri setindeki POFUT1'in rolatif kopya
T 7 ) O PR UPR 82

Sekil 4.4. Oncomine veri tabaninda bulunan Peng, Ginos ve veri setindeki POFUT1'in
rolatif MRINA 1fade SEVIYEST ..ecviiviiiieiiiiiiiesieee s 82

Sekil 4.5. TCGA veri tabaninda bulunan bas ve boyun tiimor doku 6rneklerinde rolatif
POFUTL €KSPIrESYONU. ..cuviiuiiiieiiiereeireeiteeiesae e esteensesreesaesaessaesseensessaessaenneas 83

Sekil 4.6. TCGA veri tabaninda bulunan klinik olarak farkli tiimor grade, T evresi ve N

evresine sahip bas ve boyun timor doku orneklerinde rolatif POFUT1

EKSPIESYON SEVIYESI. w.vevviivieitieieitie sttt et ste et e et sreesre e sre e 83
Sekil 4.7. Larenks tiimor ve normal doku 6rneklerinde POFUT1 ifade seviyesi........... 85
Sekil 4.8. Larenks tiimor ve normal doku 6rneklerinde POFUTT ifade seviyesi........... 85

Sekil 4.9. Larenks kanseri normal ve tiimoér dokularinda POFUT1’in protein diizeyinde
ITA0E SEVIYESI ... e 86

Sekil 4.10. Normal ve Timdér Doku orneklerin POFUT1 ifade diizeyinin
immiinohistokimyasal analizi...........ccccoceiiiiiiiiiiii 87

Sekil 4.11. Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda POFUT1 mRNA ve protein seviyesinin
ANANIZI .. 88

Sekil 4.12. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve

Hep-2 hiicrelerinde POFUT1 ifade dUzeyi.........ccooviiviiiiiiiiciiiiiiic 89
Sekil 4.13. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde
POFUTTI 1fade dUZEY1 ...c.ceviveeiieiiieiieeeese e 90

Sekil 4.14. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve
Hep-2 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu...........ccccoveviiiiiiiciiiiciicncnn, 91
Sekil 4.15. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde hiicre
CANIIIIZL. oo 91
Sekil 4.16. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve

Hep-2 hiicrelerinde koloni olusturma potansiyeli. .........c.ccovvveiiiiiiiiciinnnn 92

Xi



Sekil 4.17. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve
Hep-2 hiicrelerinde koloni olusturma potansiyeli. ........cc.ccvvveiiiiiiiciinnnn. 92

Sekil 4.18. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde koloni
OluStUIrMA POLANSTYCIL. 1evvvviiiiiie it 93

Sekil 4.19. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde koloni
olusturma POtanSIYELi. .....eevvieiiiiiiriiiere e 93

Sekil 4.20. POFUTI1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve
Hep-2 hiicrelerinin migrasyon potansiyeli ........cccovveriieeiiiiiesniiiesnieesinnnnns 94

Sekil 4.21. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis FaDu ve Hep-2 hiicrelerinin
MIgrasyon POtaANSIYEIL. .......ccoviiiiiiiee s 95

Sekil 4.22. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve
Hep-2 hiicrelerinin invazyon potansiyeli ..........cccooveiiiiiieiiciieenieeee e 95

Sekil 4.23. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis FaDu ve Hep-2 hiicrelerinin
INVAZYON POLANSTYE. ..cvvineieiiiiiiiieeee e 96

Sekil 4.24. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve
Hep-2 hiicrelerinde EMT genlerinin ifadeleri..........cccooooeveiieiiiieiiccee, 97

Sekil 4.25. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis Hep-2 hiicrelerinde EMT
genlerinin ifadeleri. ... 97

Sekil 4.26. POFUT1 overekspresyon plazmitleri transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve Hep-
2 hiicrelerinde kiirecik olusturma potansiyeli. .......cccocceviiiiiiiniiiiniiiienns 98

Sekil 4.27. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde
kiirecik olusturma potansiyell. .........cocoeiivriiieiiiiiici e 98

Sekil 4.28. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve
Hep-2 hiicrelerinde kok hiicre isaretgilerinin ifadeleri........ccccocveiiviiinnnns 99

Sekil 4.29. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde kok
hiicre isaretcilerinin ifadeleri.........ccoviiiiiiiiiii i 100

Sekil 4.30. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis FaDu, SCC-9 ve
Hep-2 hiicrelerinde ALDH aktivite analizi. ..........cccccoeeviiiiiiiiiinienieeiene 100

Sekil 4.31. POFUT I"’in susturuldugu FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde ALDH aktivite analizi

Sekil 4.32. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
POFUTTI ifade dUZEYI. ..cccoovviiiiiiiiiiiiciciicee e 102
Sekil 4.33. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
hUCTe CANIIZI. covviiiiii e 103

xii



Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

Sekil 4.37.

Sekil 4.38.

Sekil 4.39.

Sekil 4.40.

Sekil 4.41.

Sekil 4.42.

Sekil 4.43.

Sekil 4.44.

Sekil 4.45.

Sekil 4.46

Sekil 4.47.

Sekil 4.48

Sekil 4.49.

POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
RUCTE GOCTL vt 104
POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
RUCTE INVAZYONUL ..vviiiiiieiiiie sttt 104
POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
EMT genlerinin ifadeleri..........ccoiiiiiiiieee e 105
POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
kiirecik olugturma potansSiyeli. ......cccocvviiiiiiiiiiiiiiie e 106
POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
koloni olusturma potansiyeli. ........cceririririeniiiiiiceeee e 106
POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
koloni olusturma potanSiyeli. ........coovveeriiriieinienie e 107
POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
kok hiicre isaretcilerinin ifadeleri........coceviiiniiiiiiiiii i 108
POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
ALDH GKEVITESI. .evvvievieieie ettt sttt sbe e nseas 108
FaDu kontrol ve FaDu-shPOFUT1-1 hiicrelerinin enjekte edildigi farelerin
VUCUL QZITTIZL. 1. 109
Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu ksenograft tiimorlerde
H&E DOYAMASI. ..o 110
Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu ksenograft timérlerin
Olcllen haCImIETL. ....cveiiiiiiiiic e 110
Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu ksenograft tiimorlerin
temsili OTUNLUIETI. .....ooviiiiiiiii 111
. Deney sonunda Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu
ksenograft timorlerin dlgiilen aBirligt. ......ocveveviiiiii, 111
Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu ksenograft tiiméorlerde
1Olatif KiO7 SEVIYESI c.vvivviiiiiiiiiiiiieiti e 112

. TCGA veri tabaninda bulunan bas ve boyun kanseri doku Orneklerinde

POFUT1 ekspresyon degisiklikleri ve PNI arasindaki iliski. .................. 113
GEO veri tabaninda bulunan GSE86544 veri setinde PNI'li veya PNI'siz bas
ve boyun skuamoz hiicreli karsinom doku orneklerinde POFUT!1'in

diferansiyel ITAdeSI. ......ccooviiiiiiece 113

Xiii



Sekil 4.50. PNI olan veya olmayan HNSCC dokularinda POFUT1 ekspresyonunu
gosteren immiinohistokimya bdoliimlerinin temsili goriintiileri (Beyaz ok
sinir demetlerini ve kirmizi ok tiimor hiicrelerini gostermektedir) ve
Immiinohistokimya boliimlerinde POFUT1 ekspresyonunun semi-Kantitatif
ANANIZI. 1o 114

Sekil 4.51. POFUTI1' yiiksek diizeyde ifade eden FaDu hiicrelerinin ndral uzantilara
dogru invazyonunu gosteren temsili goriintiiler ve bu ex vivo modelde DRG
uzantilarina gé¢ eden rolatif POFUTI1’1 yiiksek diizeyde ifade eden hiicre
T 74 ) (PPN 115

Sekil 4.52. POFUT!'in susturuldugu FaDu hiicrelerinin noral uzantilara dogru

invazyonunu gosteren temsili goriintiiler ve bu ex vivo modelde DRG

uzantilarina gog¢ eden rolatif POFUT 1 in susturuldugu hiicre sayist. ....115

Xiv



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlarin liStesi. .......ccooeiieiiiiiieiic e 55

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler, kimyasal maddeler ve kitlerin listesi

Cizelge 3.3. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’ndan
temin edilen Larenks Kanseri tiimor 6rneklerine ve hastalara ait bilgiler.. 64

Cizelge 3.4. Larenks Kanseri tiimor ve normal orneklerinden izole edilen RNA’larin
saflik ve konsantrasyonlart ..........ccoocveiiiiiiiiie i 72

Cizelge 3.5. Kantitatif ger¢cek zamanli PCR deneylerinde kullanilan primerler ve
SEKANSIATT ...ttt 74

Cizelge 4.1. Larenks Kanserli hastalara ait klino-patolojik bilgiler .............c.ccccoovnnnens 84

XV



1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Kanser Etyolojisi ve Insidansi

Kanser, tedavi edilmedigi takdirde 6liimle sonuglanabilecek anormal hiicrelerin
kontrolsiiz biiylimesi ve yayilmasi ile karakterize olan hastalik grubudur. Kanser
gelisiminin nedenleri tam olarak bilinmemesine ragmen, cevresel (Ornegin, tiitlin
kullanim1 ve asir1 viicut agirhigl) ve genetik faktorlerin (6rnegin, kalitsal genetik
mutasyonlar) kanser riskini artirdigi bilinmektedir. Bu risk faktorleri, kanser ilerlemesini
baslatma veya indiikleme i¢in aym1 anda veya sirayla rol alabilmektedir. Genel
popiilasyondaki tiim kanserlerin yaklasik olarak %401, tiitiin kullanimi, asir1 viicut
agirhigy, asirt alkol tiiketimi ve infeksiyoz ajanlar gibi ¢evresel risklere bagli olarak ortaya
cikmaktadir (Sekil 1.1.). Bu risk faktorlerinin prevalans: ve risk faktorleri ile iliskili
kanser ylikii, bolgeye gore biiyiik 6l¢iide farklilik gostermektedir (Anonymous 2022a).

Sigara kullanimi, ABD’de kanser olusumu ve 6liimiiniin en 6nde gelen nedeni
olmaya devam etmektedir. Sigara ve tiitiin liriinlerinin kullanimi diinya genelinde tim
kanser 6liimlerinin yaklasik olarak %30 unu olusturmaktadir (Jacobs et al. 2015; Islami
et al. 2018). Sigara kullaniminin agiz boslugu, farenks, larenks, akciger, yemek borusu,
pankreas, rahim agzi, bobrek, mesane, mide, kolorektum, karaciger ve akut miyeloid
16semi dahil olmak iizere en az 12 kanser tiirliniin riskini artirdigi bilinmektedir
(Anonymous 2014). Ayrica, sigara kullaniminin 6liimciil prostat kanseri ve yumurtalik
kanseri riskini de artirabilecegine dair bulgular da bulunmaktadir (Secretan et al. 2009).
Sigaraya ek olarak, diger yanici tiitiin kullanim bigimleri purolar, pipolar, nargileler ve
diger tiitiin triinleri de kanser riski ile 6nemli derecede iliskilendirilmektedir. Diizenli
olarak puro igen bireylerde akciger, agiz boslugu, larenks ve 6zafagus kanseri riski
artmaktadir. Birgok kullanici nargile igmenin sigaradan daha az zararli oldugunu diigiinse
de, sigara ile ayni veya daha yiiksek diizeyde toksik etkiye sahiptir ve artan kanitlar kanser
riski ile iligkili olarak muhtemelen sigara ile ayni1 olumsuz etkilere sahip oldugunu
gostermektedir (Haddad et al. 2016; Montazeri et al. 2017; Waziry et al. 2017). Sigaraya
alternatif olarak ABD’de pazarlanan dumansiz tiitiin iiriinlerinin kullanimi ag1z, 6zafagus
ve pankreas kanser riski ile iliskilendirilmis ve sigaraya giivenli bir alternatif olmadigi
belirlenmistir (Henley et al. 2007; Boffetta et al. 2008). Ayrica pasif sigara dumanina
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maruz kalan fakat sigara igmeyen bireylerde akciger kanseri riski artmaktadir. 2014
yilinda ABD’de sigara i¢meyip, pasif sigara dumanina maruziyetin sonucu olarak
yaklasik 5.840 bireye akciger kanseri tanis1 konulmustur (Islami et al. 2018). Sigaray1
birakan bireylerde ise kanser dahil olmak lizere bir¢ok hastalik riskinin azaldigir da

belirlenmistir.

Tiitlin kullanimindan kaginmanin yami sira, saglikli viicut agirligini korumak,
fiziksel olarak aktif olmak, saglikli beslenmek ve alkol alimin1 6nlemek veya sinirlamak
kanser riskini azaltmak i¢in en etkili stratejilerdir. Kanser vakalarinin tahminen %18’i ve
kanser dliimlerinin %16’s1 asir1 viicut agirligi, alkol tiikketimi, fiziksel hareketsizlik ve

sagliksiz beslenmenin sinerjik etkilerine atfedilebilmektedir (Islami et al. 2018).

Alkol tiiketimi oral, farenks, larenks, 6zafagus, karaciger, kolorektum, meme ve
mide kanserleri riskini artirmaktadir (Clinton et al. 2020). Kanser vakalarinin tahminen
%6’s1 alkol tiiketimine bagh olarak gelismektedir (Islami et al. 2018). Alkol tiiketimi
arttik¢a kanser riski artmakta ve haftada birkag¢ porsiyon igki tiiketimi bile bazi kanser
tirleri ile onemli derecede iliskilendirilmektedir. Tiitlin kullanimiyla birlikte alkol
tilketimi, oral kanserler, farenks, larenks ve yemek borusu kanserleri riskini sinerjik
olarak, bu maruziyetlerin tek tek ilave etkisinden c¢ok daha fazla artirmaktadir

(Anonymous 2010).

Tim kanser vakalarmin yaklasik %4-5’1 kotli beslenme aligkanligr ile
iliskilendirilmektedir (Islami et al. 2018). Kirmiz1 et, islenmis et {iriinleri, nisastali
gidalar, rafine karbonhidratlar ve sekerli i¢eceklerin yiiksek oldugu diyetler, kanser
(agirhikli olarak kolon kanseri) gelisme riski ile iligkilendirilirken, gesitli meyve ve
sebzeler, kepekli tahillar, bakliyatlar, balik veya tavuk iriinleri agirlikli diyetler daha
diisiik kanser riski ile iliskilendirilmektedir (Grosso et al. 2017; Morze et al. 2020).
Yapilan bir ¢aligmada, saglikli diyet ile beslenen bireylerin, kotii diyet ile beslenen
bireylere oranla yaklasik olarak %11-24 daha diisiik kanser 6liim riskine sahip oldugu
bulunmustur (Liese et al. 2015). Ayrica, saglikli bir diyet diizeni izleyen bireylerin kanser
nedeniyle 6liim riskinin %17-18 daha diisiik oldugu belirlenmistir (Morze et al. 2020).
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Fiziksel aktivite, kolon, meme, endometrium, bobrek, mesane, yemek borusu,
mide ve akciger kanseri riskini azaltmaktadir (Patel et al. 2019; Clinton et al. 2020).
Kanser vakalarinin yaklasik olarak %3’1i fiziksel hareketsizlige atfedilmesine ragmen bu
oranin tahminin tizerinde oldugu disiiniilmektedir. Fiziksel olarak aktif olan kanser
hastalarinin, tedaviden olumsuz etkilenme ve kanser nedeniyle 6liim orani, fiziksel olarak
aktif olmayan bireylere gore daha azdir (Cormie et al. 2017). Uzun siireli oturma da
kanserden 6liim riskinin artmasiyla iliskilendirilirken, hareketsiz zamanin kisa siireli, orta
ile yliksek fiziksel aktivite ile degistirilmesi kanser riskini azaltiyor gibi gériinmektedir
(Rees-Punia et al. 2019).

Asirt viicut agirligi veya obezite, endometrium, 6zafagus, karaciger, mide, bobrek,
pankreas, kolorektum, safra kesesi, yumurtalik, meme ve tiroid kanserleri gibi ¢esitli
kanser tiirlerinin geligsme riskinin artmasiyla iliskilendirilmektedir (Lauby-Secretan et al.
2016). Asir1 viicut agirhi@inin oral, farenks, larenks ve erkek meme kanserlerinin yani sira
oliimciil prostat kanseri ve lenfoma riskini de artirabilecegine dair bazi kanitlar vardir
(Clinton et al. 2020). Erkeklerde kanserlerin tahminen %5’i ve kadinlarda ise %11’ agir1
viicut agirhigr ile iligkilendirilmektedir. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan arastirmalar, kilo
kaybinin, hormon replasman tedavisi kullanmayan 50 yas ve lstli kadinlarda meme

kanseri riskini azaltmaya yardimci olabilecegini diisiindiirmektedir (Teras et al. 2020).

Viicudun insiiline yanit verme yetenegini kaybettigi kronik bir durum olan Tip 2
diyabet, agir1 viicut agirhigi, yetersiz ve dengesiz beslenme, fiziksel hareketsizlik gibi ayni
zamanda kanser ile iligkili olan birkag risk faktori ile karakterizedir. Yapilan ¢alismalar,
tip 2 diyabetin karaciger, endometrium, pankreas, kolorektum, bobrek, mesane, meme ve
yumurtalik kanserleri dahil olmak iizere bir¢ok kanser riskini artirdigini1 géstermektedir
(Giovannucci et al. 2010; Bao et al. 2013; Wang et al. 2017).

Cevresel  faktorlerden  kaynaklanan  kanserlerin  6nemli  bir  kismi
onlenebilmektedir. Melanom hari¢ diger kanser tiirlerinde, ABD’de yeni tanilanan
kanserlerin en az %42’si (2022°de yaklasik 805.600 vaka) potansiyel olarak 6nlenebilir
kanserlerdir, buna sigaranin neden oldugu kanserlerin %19°u ve kilo, alkol tiikketimi, kotii
beslenme ve fiziksel hareketsizlik gibi asir1 viicut kombinasyonunun neden oldugu kanser

tiirlerinin en az %18’i dahildir. Insan papilloma viriisii (HPV), hepatit B viriisii (HBV),
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hepatit C viriisiit (HCV) ve Helicobacter pylori (H. pylori) gibi enfeksiyoz ajanlarin neden
oldugu bazi1 kanser tiirleri, enfeksiyonu tedavi ederek veya asilama yoluyla
onlenebilmektedir. Her y1l tanilanan 5 milyondan fazla cilt kanserinin biiyiik ¢cogunlugu
cildi asir1 giinese maruz kalmaktan koruyarak ve bronzlagsma cihazlarinin kullanimi
sinirlandirilarak 6nlenebilmektedir. Bir diger yandan, belirli araliklarla yapilan tarama
testleri, kolon, rektum ve rahim agzi kanserlerinin Onciilerini tespit edip ortadan
kaldirarak kolorektal ve rahim agzi kanserlerinin 6nlenmesine yardimci olabilir. Erken
tarama testlerinin meme, kolon, rektum, serviks, akciger (agir sigara igme Oykiisii olan
kisiler arasinda) ve prostat kanserlerinde mortaliteyi azalttigi bilinmektedir. Ayrica
viicuttaki degisikliklerin farkinda olmak ve bunlart bir saglik uzmanmin dikkatine

sunmak da kanserin daha erken teshisine neden olabilir (Islami et al. 2018).

Sekil 1.1. Kiiresel kanser insidansina katkida bulunan faktérler Anonymous (2022b)’dan
degistirilerek alinmstir.

2022 yilinda ABD’de 1,9 milyondan fazla kisiye kanser tanisi konulmasi
beklenmektedir. ABD’de 2022 yilinda kanser nedeniyle yaklasik 609.360 olim
beklenmekte, bu da giinde yaklasik 1.670 6liim anlamina gelmektedir (Sekil 1.2.). Kanser,
diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yaygin ikinci 6lim nedenidir.

Kanser insidansi ve mortalite tahminleri, 2018 ve 2019 boyunca bildirilen kanser



1. GIRIS

insidans1 ve mortalitesine dayanmaktadir ve bu nedenle, 2019 koronaviriis hastaliginin
(COVID-19) kanser tanilari ve oOliimleri iizerindeki bilinmeyen etkisi hesaba
katilmamaktadir. Bununla birlikte, saglik hizmetlerinin kesintiye ugramasinin, kanser
taramasi veya anormal sonuglarin veya yeni semptomlarin takibi i¢in randevulari kagiran
veya erteleyen milyonlarca insanin yani sira, tedavide gecikmeler ve/veya degisiklikler

yagayan halihazirda yeni tan1 konan hastalarin da ortaya ¢iktigi agiktir (Siegel et al. 2022).

Erkek Kadin

Prostat 268.490 %27 Meme 287850 %31

Akcier 117.910 %12 Akcier 118.830 %13
-3‘: Kolon 80.690 %8 Kolon 70340 %8
; Idrar Kesesi 61,700 %6 Yumurtalik 65.950 %7
o Melanoma 57.180 %6 ' Melanoma 42.600 %5
£ Bobrek 50.290 %S Lenfoma 36350 %4
-E Lenfoma 44.120 %4 Tiroit 31.940 %3
fld

Oral bogluk ve Farenks 38.700 %l | Pankreas 29.240 %3

Losemi 35.810 %4 ‘ Bobrek 28.710 %3

Pankreas 32970 %3 Loserni 24840 %3

Toplam 983.160 2 Toplam 934.870

Erkek Kadin

Akciger 68.820 %21 Akciger 61.360 %21

Prostat 34.500 %11 L Meme 43.250 %15

Kolon 28.400 %9 ' Kolon 24.180 %8
g Pankreas 25.970 %8 Pankreas 23.860 %8
6_ Karaciger 20420 %6 Yumurtalik 12.810 %4
g Losemi 14,020 %4 Rahim 12.550 %4
-FB Ozafagus 13.250 %4 Karaciger 10.100 %4
i Idrar Kesesi 12.120 %4 Losemi 9.980 %3

Lenfoma 11.700 %A [N Lenfoma 8550 %3

Beyin ve Diger Sinir Sistemi  10.710 %3 Beyin ve Diger Sinir Sistemi  7.570 %3

Toplam 322.0%0 Toplam 287,270

Sekil 1.2. Yeni kanser vakalarinin ve oliimlerinin 6nde gelen bolgeleri 2022 yili
tahminleri Siegel et al. (2022)’den degistirilerek alinmistir.

Son yillarda kanser nedeniyle Olim oranlarinda azalma oldugu
gozlemlenmektedir. Genel yasa gore hazirlanmis kanser 6liim orani verileri 1991 yilinda,
sigara nedeniyle 100.000 kiside 215 kanser 6liimii meydana geldigini gosterirken, 2019
itibariyle, ¢ogunlukla sigara i¢imindeki azalma ve bazi kanserlerin erken tani ve
tedavisindeki ilerlemeler nedeniyle bu oranin 100.000’de 146 kisi olarak tespit edilerek
yaklasik olarak %32 oraninda azaldigini ortaya koymaktadir. Oliim oranindaki azalma,
biiylik oranda akciger, kolorektal, meme ve prostat kanserlerinin tani ve tedavilerinde
kaydedilen ilerleme nedeniyle 1991 yilindan 2019 yilina kadar yaklasik 3.5 milyon daha

az kanser 6limi anlamina gelmektedir (Siegel et al. 2022).
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Kansere yakalanma riski yasla birlikte biiyiik oranda artmasina ragmen, her birey
kanser gelistirme riski altindadir. ABD’de kanser tanis1 konulan bireylerin %801 55 yas
ve lzerinde iken %57’°si 65 yas ve ilizerinde olan bireylerdir. Sigara, alkol tiiketimi,
obezite, sagliksiz beslenme ve meyve sebzelerden yoksun diyetler yastan bagimsiz olarak
kansere yakalanma riskini artirmaktadir. ABD’de her 100 erkekten 40’1 ve 100 kadindan
39’unun yasamlar1 boyunca kanser gelistirebilecegi tahmin edilmektedir. Bununla
birlikte, bu tahminler genel popiilasyonda kanser olusumuna dayanmaktadir ve ¢evresel
faktorlere maruziyet, aile 6ykiisii veya genetik yatkinlik farkliliklar: nedeniyle bireylerde

degiskenlik gosterebilmektedir (Anonymous 2022a).

Kanser sagkalimi tipik olarak, ayni yas, itk ve cinsiyetteki genel popiilasyonla
karsilastirildiginda kanser hastalar1 arasindaki yasam beklentisinin bir 6l¢iisii olan nispi
sagkalim acisindan tanimlanmaktadir. Tiim kanser tiirleri i¢in 5 yillik sagkalim orant,
1960’larin basindan beri, beyaz irkta %39’dan %68’e ve siyah irkta %27’den %63’e
onemli Ol¢iide artmigtir. Sagkalim oranindaki Onemli artis kanser tedavisindeki
ilerlemelerin yani sira bazi kanser tiirleri i¢in erken tan1 oranindaki artis1 yansitmaktadir.
Sagkalim orani, kanser tiiriine, evresine ve ayrica tani yasina gore biiyiik oOlc¢iide

degiskenlik gostermektedir (Siegel et al. 2022).

Kanser evresi, kanserin kapsamini veya yayilimini tanimlamaktadir ve tani
aninda, bazen de tedavi bagladiktan sonra belirlenmektedir. Tedaviyi optimize etmek ve
prognozu degerlendirmek i¢in dogru evreleme olduk¢a onemlidir. Kanser tiirlerinin
tamami i¢in evrelendirme, primer tiimoriin boyutuna, biiyiikliigiine ve kanserin yakindaki
lenf diigiimlerine veya viicudun diger bolgelerine yayilip yayilmadigina bagli olarak
yapilmaktadir. Kanseri siniflandirmak icin ¢esitli evreleme sistemleri kullanilmaktadir

(Anonymous 2022a).

Klinisyenler tarafindan siklikla kullanilan evreleme sistemi TNM (tiimdr boyutu,
dahil olan diigiimler ve metastaz varligi) olarak adlandirilir. TNM evreleme sistemi, en
erken evre i¢in 0, daha ileri hastalik i¢in I, II, III veya I'V’e kadar bir evre atamaktadir.
Bununla birlikte, testis ve lenfoma gibi bazi kanser tiirlerinde evre IV kanser yoktur ve

alternatif evreleme sistemleri vardir. Kanser biyolojisi daha iyi anlasildik¢a, bazi
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kanserler i¢in evrelemeye tiimore 6zgii ek ozellikler dahil edilmektedir (Anonymous
20223).

Kanserin kiiresel maliyeti, dogrudan tibbi maliyetler (tiim saglik harcamalarinin
toplami) ve dolayli maliyetler (hastalik veya erken Oliimden kaynaklanan is kaybi
nedeniyle kaybedilen kazanglar gibi) dahil olmak flizere c¢esitli sekillerde tahmin
edilmektedir. Ulusal Kanser Enstitiisii, ABD’de kansere bagli dogrudan tibbi maliyetlerin
2015 yilinda 183 milyar dolar oldugunu ve sadece niifus artisi1 ve yaslanmaya bagli olarak
%34’liik bir artisla 2030 yilina kadar 246 milyar dolara yiikselecegini tahmin etmektedir.
Bununla birlikte, artan tedavi maliyetleri nedeniyle tahminlerin iizerinde tibbi maliyet

ortaya ¢ikmasi 6ngoriilmektedir (Anonymous 2022a).

1.2. Bas ve Boyun Kanserleri

Bas ve boyun kanserleri (BBK) diinya ¢apinda goriilen tiim kanser tiirlerinin
yaklagik olarak %4,8’ini olusturmaktadir (Bray et al. 2018). Diinya ¢apinda yi1lda yaklagik
650.000 kisiye yeni BBK teshisi konmaktadir (Crozier and Sumer 2010). BBK’nin %90°1
ag1z boslugu, farenks, larenks ve nadiren burun boslugunda bulunan skuaméz epitel
hiicrelerinden kaynaklanir. Bas ve boyun bdolgesinde ortaya ¢ikan bu karsinomlar;
dudaktan, dilden, agiz tabanindan, agiz boslugundan kaynaklanan kanserler olan oral
skuamo6z hiicreli karsinomlar, dil kokii, yumusak damak, bademcikler, bogazin
arkasindan kaynaklanan kanserler olan orofarenks skuamdéz hiicreli karsinomlar,
supraglottis, glottis, subglottisten kaynaklanan larenks skuamdéz hiicreli karsinomlar,
nazal kavite ve paranazal siniisleri kaplayan skuamoz epitel hiicrelerinden kaynaklanan
nazal skuamoz hiicreli karsinomlardir (Sekil 1.3) (Tumban 2019). BBK’nin kalan %10°u
lenfositlerden, bag dokusu hiicrelerinden (kas, kan damari) ve tiikiirik bezlerinden
kaynaklanmaktadir (Tumban 2019). Bu epitelyal malignitelerin neredeyse tamami en
onemli risk faktorlerinin tiitiin ve alkol tiiketimi olan bas ve boyun skuamdz hiicreli
karsinomlardir (BBSHK) (Argiris and Eng 2003). Bununla birlikte, yapilan ¢alismalar,
HPV’nin BBSHK 'nin baz1 tiirlerinin bir nedeni oldugunu ortaya koymaktadir (D'Souza
et al. 2007). BBSHK hastalarinin yaklasik {gte ikisi, yaygin olarak bolgesel lenf

nodiillerini igeren ileri evre hastalik ile hastanelere basvurur. ilk bagvuruda, uzak metastaz
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nadir olmakla birlikte hastalarin yaklasik olarak %10’unda ortaya ¢ikmaktadir (Argiris et
al. 2008).

Nazofrénts Yumusak Damak
Kiigiik Dil Sert Damak
Bademcikler - On Dil
Orofarenks - - Dudak
Dil Tabanmi -~~~ Ag1z Boglugu
Arka Farenks Duvan Dis Eti

Lingual Bademcikler Tiikiiriik Bezleri

Hipofarenks

HPV-iliskili

Orofarenks Bolgeleri

Sekil 1.3. Bag ve boyun bolgesinde kanser meydana gelebilen bolgeler Anonymous
(2022c)’dan degistirilerek alinmstir.

BBSHK hastalar1 i¢in tedavi yaklasimlari genellikle karmagiktir ve etkili tedavi
yaklasiminin belirlenmesinde bas ve boyun cerrahlari, tibbi onkologlar, radyasyon
onkologlari, radyologlar, plastik cerrahlar ve dis hekimleri dahil olmak iizere bir¢cok
uzman birlikte karar verir. Primer timor bolgesi, timdriin evresi, timor bolgesinin cerrahi
operasyona uygunlugu, ¢cigneme, yutma ve solunum ile iliskili hayati fonksiyonlara sahip
organlarin korunma istegi ve komorbid hastaliklar hastayr uygun tedavi yaklasimina
yonlendirmek igin baglica faktorler arasinda yer almaktadir. Cerrahi ve radyoterapi uzun
yillardir baglica tedavi yaklasimi olarak kullanilmaktadir. Cerrahi ve radyoterapi
yaklasimlarindaki yenilikler ve sistemik ajanlarin tedavi yaklasimlarina dahil edilmesi,
Klinik sonuglar1 iyilestirmistir. Yeni tasarlanan epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(EGFR) inhibitorlerinin klinik tedavide kullanimi, BBSHK hastalari i¢in yeni ve etkili
tedavi yaklasimi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Argiris et al. 2008).

BBSHK hastaligin1 atlatan hastalar yasamlari boyunca yeniden primer ve
sekonder tiimor gelistirme riskiyle kars1 karsiyadir ve her yil yaklagik olarak hastalarin
%3-5’1 ikinci primer tiimorler gelistirirler (Argiris et al. 2004; Khuri et al. 2006). Simdiye

kadar kanser gelisme riski yliksek kisiler i¢in hastaligin takibi amaciyla kullanilan



1. GIRIS

herhangi bir biyobelirteg veya goriintiileme sistemi mevcut degildir. Test edilen
kemopreventif ajanlarin umut verici erken verilerine ragmen klinik ¢aligmalarla kanserin
Onlenmesinde etkisi ortaya konan herhangi bir kemopreventif ajan bulunmamaktadir
(Khuri et al. 2006). Bu nedenle bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlarin gelisiminde
molekiiler olaylarin daha fazla aydinlatilmasinin, yeni, potansiyel olarak etkili antikanser
ajanlarin  gelistirilmesinin  ve tedaviyi optimize edebilecek biyobelirteglerin

tanimlanmasinin hizlandirilmas: gerekmektedir.

1.3. Tiimor Lokalizasyonuna Gore Bas ve Boyun Kanserleri

BBK, agiz boslugu, farenks, larenks ve paranazal siniislerin yani sira major ve
mindr tiikiiriik bezlerinin kanserleri dahil olmak iizere tist solunum-sindirim sisteminin
mukozal yiizeylerinde ortaya ¢ikan bir grup maligniteyi kapsamaktadir (Lydiatt et al.
2017). BBK’nin lenfomalar veya sarkomlar gibi degisik histolojik tiirleri bulunmasina

ragmen yaygin goriilen histolojik tiirii skuaméz hiicreli karsinomlardir.

1.3.1. Agiz boslugu kanserleri

Ag1z boslugu, dudaklarin kenarindan, altta dil papillalarina ve iistte sert ve
yumusak damak birlesimine kadar uzanmaktadir. Agiz boslugu dudak, dil, agiz tabani,
bukkal mukoza, iist ve alt dis eti, retromolar trigon ve sert damak anatomik bolgelerini
icermektedir. Agiz boslugunda bu anatomik bolgelerde meydana gelen kanserlerin
tamami1 da agiz boslugu kanserlerini (ABK) olusturmaktadir (Sekil 1.4) (Montero and
Patel 2015).
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Sekil 1.4. Oral skuamoz hiicreli karsinomlarin anatomik bolgeleri Montero and Patel
(2015)’den degistirilerek alinmustir.

Diinya ¢apinda her yi1l 405.000 yeni ABK vakasi beklenmektedir ve en yiiksek
oranlara sahip llkeler Sri Lanka, Hindistan, Pakistan, Banglades, Macaristan ve
Fransa’dir (Ferlay et al. 2010). Avrupa Birligi’nde her yil tahmini 66.650 yeni agiz
boslugu kanseri vakasi tanis1 konmaktadir. Tiitiin ve alkol kullanimi, oral skuamoz hiicreli
karsinomlarda (OSHK) ana etiyolojik faktorler olarak tanimlanmaktadir (Siegel et al.
2014).

Kullanilan tiitiin y1l1 ile OSHK riski arasinda dogru orant1 vardir. Bu risk sigarayi
biraktiktan sonra ilk 9 yilda %30 ve 9 yildan sonra %50 azalmasina ragmen tam olarak
ortadan kalkmamaktadir. Son 15 yilda, yaygin olarak tiitiin kullanimindaki azalmaya
bagli olarak ABK insidansinda da azalma oldugu bildirilmistir. Alkol ve tiitiin
kullaniminin OSHK  etiyolojisinde sinerjik bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir.
Bununla birlikte, yalnizca alkol kullanimi da OSHK riskinin artmasiyla baglantilidir
(Macfarlane et al. 1995).

OSHK, ¢ogu etnik grupta erkeklerde kadinlara gore iki ile li¢ kat daha fazla
yaygindir. Diinya c¢apindaki raporlarda, agiz boslugu ve farenksin tiim bdlgelerinin
kanserleri gruplandirilmistir ve toplu olarak diinyadaki en yaygin altinci kanser tiiriinti
temsil etmektedir (Warnakulasuriya 2009). Dudak, dil, dis eti, agiz tabani, parotis ve
tikiiriik bezleri kanserlerini iceren agiz igi kanserler igin Uluslararasi Kanser

Aragtirmalar1 Ajansi’nin (IARC) son raporlarina gore, diinya genelinde yillik insidansi
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300.000’in tizerinde ve agiz i¢i kanser iliskili yillik 6lim yaklasik 145.000’dir (Rivera
2015).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) bélgelere gore oral kanser insidansi ve
mortalitesi verileri Giineydogu Asya bolgesi ve Avrupa bolgesinin en kritik bolgeler
oldugunu gostermektedir. Ozellikle bélgelere gore yiiksek oral kanser insidansi ile
karakterize edilen bolgeler arasinda Giiney ve Glineydogu Asya’da Sri Lanka, Hindistan,
Pakistan ve Tayvan, Bati’da Fransa ve Dogu Avrupa’da Macaristan, Slovakya ve
Slovenya, Latin Amerika ve Karayipler’de Brezilya, Uruguay ve Porto Riko ile Pasifik
bolgeleri’nde Papua Yeni Gine ve Melanezya bulunmaktadir. Birlesmis Milletler
Kalkinma Programi’nin (UNDP) Insani Gelisme Endeksi’ne gore ise gelismislik
gostergesi daha iyi olan iilkelerde OSHK goriilme siklig1 daha yiiksektir. GLOBOCAN
verileri, insidans hizi ve yasa gore standardize edilmis verileri diinya ¢apinda daha
gelismis bolgelerde OSHK insidansinin daha yiliksek oldugunu, ancak daha az gelismis
bolgelerde mortalitenin daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Rivera 2015).

OSHK insidans1 yasa ve cinsiyete gore farklilhik gostermektedir. 65 yas lsti
bireylerde olgularin %70’inden fazlasimi erkek bireyler olustururken, 45 yas altindaki
bireylerde bu oran %50-65’e diismektedir. Bu farkin gen¢ kadin bireylerde erkek
bireylere oranla sigara ve alkol tiketiminin az olmasindan kaynaklandigi

diisiiniilmektedir (Paderno et al. 2018).

OSHK tiim oral malignitelerin yaklasik %90-95’ini olusturmaktadir. Dil skuamoz
hiicreli karsinomlar (DSHK) ise en sik goériilen OSHK dir, genellikle skuaméz hiicreli
karsinomlardan kaynaklanmaktadir ve tiim oral kavite kanserlerinin yaklasik %25-45’ini
olusturmaktadir (Mohideen et al. 2019). Yapilan caligmalar, son yillarda DSHK
insidansinin diinya ¢apinda arttigin1 ve énemli bir halk sagligi sorunu haline geldigini
gostermektedir (Li et al. 2015). DSHK siklikla ¢igneme, konusma ve yutma
bozukluklarina yol agarak hastalarin yasam kalitesini ve yiiz goriinimiinii ciddi sekilde
etkilemektedir (Yu and Li 2016; Gan et al. 2018). DSHK goriilen hastalar, diger oral
kavite bolgelerinden kaynaklanan kanser hastalarina gore onemli Olclide daha koti
prognoza sahiptir (Yan et al. 2014). Dil kanseri hizla komsu dokulara yayilmakta ve kan

dolasimi yoluyla diger organlara invaze olmaktadir. Lenf nodu ve uzak metastaz, DSHK
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hastalarinda en kotii prognostik faktorlerdir (Yu and Li 2016). Tani teknikleri ve terapotik
yontemlerdeki son gelismelere ragmen, DSHK ile iliskili 6limlerin sayisi son 5 yilda
%10’un tizerinde artmustir (Yu and Li 2016). Geg tani, lokal invazyon ve uzak metastazlar
6liimiin baslica nedenleri arasindadir (Aparna et al. 2015). Su anda, DSHK tedavisinde
kullanilacak terapotik yaklagimlar yas, timor diiglimii metastaz evresi ve histolojik grade
dahil olmak {iizere klinik-patolojik parametrelere dayanmaktadir. Yararli olmasina
ragmen, bu faktorler genellikle az ya da ¢ok agresif tiimor tipleri arasinda ayrim yapmakta
basarisiz olmaktadir (Laimer et al. 2008). Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi
kombinasyon tedaviler yaygin olarak kullanilmasina ragmen, DSHK hastalarinin 6liim
oran1 yliksektir (Huang et al. 2009). DSHK hastalarinin 5 yillik sagkalim orani %50’den
azdir (Li et al. 2015). Sagkalim orani, ilerleyen yas ve ileri klinik evre ile giderek
azalmakta ve dil karsinomunun en kotii prognoza sahip oral malignite olduguna
inanilmaktadir (Aparna et al. 2015). Bu nedenle, dil kanseri gelisimini molekiiler diizeyde
engellemek hastalarin prognozunu iyilestirmek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Gan
et al. 2018).

DSHK klinik olarak olduk¢a degiskendir, bu nedenle, hastalarin prognozunu
tahmin etmek zordur. Erken evre DSHK hastalar1 cerrahi tedavi yaklagimi ile tedavi
edilebilir; fakat hastaligin erken evrede tanilanmasi olduk¢a zordur ve hastalik cogunlukla
agresiftir. Su anda, DSHK klinik seyrini 6ngdren giivenilir belirte¢ler bulunmamaktadir.
Bu nedenle, hastalik prognozu ile iliskili belirte¢lerin tanimlanmasina ihtiyag vardir (Hwa

et al. 2015).

1.3.2. Farenks kanserleri

Farenks, sindirim sisteminin yemek borusu iizerinde kalan burun ve agiz
boslugunun arkasindaki kisimdir ve hipofarenks, nazofarenks ve orofarenks olmak iizere
ic bolime ayrilmaktadir. Hipofarenks, larenksin arkasinda ve yemek borusunun hemen
tizerinde kalan kisimdir. Orofarenks, agiz boslugunun arkasinda kalan kisimdir. Bu
boliim solunum ve sindirim sistemlerinin ortak alanidir. Nazofarenks burun boslugu ile

baglantilidir ve farenksin bu boliimii solunum sistemine aittir (Merati and Rieder 2003).
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Hipofarenks, hyoid kemik seviyesinde baglayan ve krikoid kikirdagin alt sinirina
kadar uzanan farenks bolgesi olarak tanimlanmaktadir. Hipofarenks igerisinde {ig
anatomik alt bolge bulunmaktadir: piriform siniisler, postkrikoid alan ve posterior
hipofarenks duvar. Piriform siniis tiim hipofarenks kanser vakalarinin %60’ mdan
fazlasinda tiimoriin koken aldigi bolgedir ve postkrikoid bolge hipofarenks kanser
vakalarimin %5’inden daha azini olusturan tiimoriin en az tanilandigi bolgedir (Hoffman
et al. 1997). Farenks duvari veya piriform siniislerde tanilanan erken evre lezyonlar en iyi
prognoza ve uzun siireli sagkalima sahiptir ancak hipofarenks karsinomlarinin
%20’sinden daha azini olusturmaktadir. Hipofarenksin larenks ve servikal 6zofagusa
yakinhigi, tedaviye baslamadan once hastaligin bulundugu bolgenin dogru bir sekilde
belirlenmesini zorlastirmaktadir (Gourin and Terris 2004). Su anda, HSHK hastalar: i¢in
cesitli tedavi segenekleri mevcuttur. Radyasyon tedavisi ile birlikte cerrahi, hipofarenks
karsinomlu hastalarin biiyiik ¢cogunlugu igin standart tedavidir. Radyoterapi tek basina da
kullanilabilir ancak T1 veya T2 evre kiiciik lezyonlar i¢in yararli oldugu bilinmektedir.
Hiperfraksiyone radyasyon tedavisi ise bolgesel hipofarenks kanserlerinin kontroliinde
geleneksel radyasyon tedavisine gore daha basarili sonuglar vermektedir.
Kemoradyoterapi ile organ koruma tedavisi giderek daha fazla calisiimaktadir fakat
yaklasik olarak hastalarin iigte birinde ciddi yan etkilere neden olmaktadir (Gourin and
Terris 2004).

Hipofarenks kanserleri nadir goriilen kanser tiirli olmasina ragmen tiim BBSHK
arasinda en yaygin goriilen malign tiimorlerden biridir (Carvalho et al. 2005; Kuo et al.
2014; Gatta et al. 2015; Wu et al. 2021a). Hipofarenks skuamoz hiicreli karsinomlar
(HSHK) tiim BBSHK arasinda en yiiksek 6liim oranu ile iliskilidir. Hipofarenks kanserleri
Ulusal Kanser Veri Tabani tarafindan bildirilen verilere gore tim BBSHK nin %4’{ind,
iist solunum sistemi malignitelerinin ise %7’sini olusturmaktadir (Gourin and Terris
2004). HSHK gizli yerlesim, kolay submukozal yayilim ve primer lezyonlarin ¢ok
merkezli biiytimesi ile karakterize edilmektedir (Wu et al. 2021a). Hipofarenksin
anatomisi nedeniyle timor herhangi bir semptoma yol agmadan hizli bir sekilde
ilerleyebilmektedir (Wu et al. 2021a). Erken evrede belirgin semptomlar olmadigindan,
giivenilir tan1 Gl¢iitlerinin olmamasi nedeniyle, hipofarenks karsinomlu hastalarin biiyiik
cogunlugu hastalik teshis edildiginde ileri evrededir (Grégoire et al. 2018). Semptomlarin
ge¢ ortaya cikmasi ve tiimoriin 6nemli Ol¢iide submukozal yayillimi goz Oniine

alindiginda, HSHK genellikle ileri evrede (III ve IV), siklikla lokal veya uzak
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metastazlarla saptanir ve bu nedenle kotii bir prognoza sahiptir (Chu and Chang 2009;
Petersen et al. 2018). Genel sagkalim kademeli olarak iyilesmektedir, ancak 5 yillik
sagkalim oran1 %28’den %41’¢ yiikselmesine ragmen halen oldukea diisiiktiir (Gatta et
al. 2015; Newman et al. 2015; Petersen et al. 2018). Hipofarenks hiicreli karsinomlar 55
yas civarinda ve erkek bireylerde kadin bireylere gore daha sik goriilmektedir (Archibald
et al. 2005).

Nazofarenks karsinomlari, nazofarenks epitelinden kaynaklanan kanser tiiriidiir.
Benzer hiicre veya doku kokenine sahip olmalarina ragmen, nazofarenks karsinom ile bas
ve boyun bolgesindeki diger epitelyal tiimdrler arasinda belirgin farkliliklar vardir. Diger
BBSHK ile karsilastirildiginda, nazofarenks karsinomlar1 nadir goriilmektedir. 2012
yilinda diinya ¢apinda 86.500 nazofaringeal karsinom vakasi rapor edilmis olup, ayn1 y1l
tanilanan tiim kanserlerin yaklasik olarak %0,6’sin1 olusturmaktadir. Yeni vakalarin
%71’i Asya’nin dogu ve giineydogu bdlgelerinde goriiliirken kalani giiney-orta Asya ve
kuzey-dogu Afrika bolgelerinde goriilmektedir (Chua et al. 2016). Demografik egilimler
degerlendirildiginde, erkeklerin hastaliga yakalanma olasilig1 kadinlara gore iki ile ti¢ kat

daha fazladir ve hastaligin goriilme yas1 50 ile 60 yas arasindadir (Wee et al. 2010).

Orofarenks skuamdz hiicreli karsinomlarin (OFSHK) insidansi her yil artmakla
birlikte ABD’de yilda 11.000’in iizerinde yeni vaka goriilmektedir. OFSHK 1975 yilinda
ABD’de tanilanan tiim bas ve boyun kanserlerinin yaklasik olarak %15’ini olusturmasina
ragmen, 2008 yilinda yeni vakalarin yaklagik olarak %25’ini olusturdugu belirlenmistir.
Orofarenks kanserleri, agzin arka tarafindaki orofarenksin alt bolgeleri, dil tabani,
yumusak damak ve fareks duvarlarinda gelismektedir (Brown et al. 2011; Skinner et al.
2012). Orofarenks kanseri biiyiik dl¢iide 50-64 yas aras1 erkeklerde goriilmekle birlikte
insidans1 son on yilda yaklasik olarak iki katina ¢ikmistir. OFSHK insidansi etnik ve
rksal gruplar arasinda karsilastirildiginda beyaz irkta siyah irka gore daha ytiksektir. Tiim
BBSHK ile benzer sekilde tim OFSHK ’larin yaklasik olarak %75°1 asir1 alkol ve tiitiin
kullanimiyla iliskilendirilmistir (Skinner et al. 2012).
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1.3.3. Larenks kanserleri

Larenksin temel islevi, nefes almak, konugmaya izin vermek ve yutma sirasinda
hava yolunu korumaktir. Ozellikle tedavi sirasinda ¢ogu organ koruma stratejisi larenks
fonksiyonunu korumayi veya potansiyel olarak onarmayir amagladigindan larenks
anatomisinin bu fonksiyonlara nasil katkida bulundugunu anlamak énemlidir. Tiimdriin
bulundugu bolge larenks kanser (LK) gelisimi sirasindaki hem mevcut semptomlar: hem
de tam1 anindaki evreyi etkileyebilmektedir. Glottis bolge tiimorlerleri genellikle daha
erken evrelerde ses degisikligine neden olabilmektedir. Supraglottis timorleri
semptomatik hale gelmeden Once uzun siire boyunca nispeten yasam Kalitesini
etkilemeden biiyiiyebilir ve ilerleyen evrelerde hasta siklikla nefes darligi veya ses
degisikligi ile bagvurur. Subglottis tiimorleri ise siklikla subglottisin dar yapisi nedeniyle

daha erken evrede hava yolu engeli ile ortaya ¢ikmaktadir (Steuer et al. 2017).

2016 yilinda tahmini olarak 13.430 yeni LK vakasi tanis1 konulmus ve yaklagik
olarak 3.620 kisi hastalik nedeniyle hayatin1 kaybetmistir. LK erkek bireylerde
100.000°de 5,8 vaka ile kadin bireylerde 100.000°de 1,2 vaka ile erkeklerde kadinlara
oranla daha sik goriilmektedir. Ayrica, Afrikan Amerikali’larda daha geng yasta ortaya
cikmast ve Kafkasyali’lara kiyasla daha yiliksek insidans ve mortaliteye sahip olmasi
nedeniyle LK’da gozlemlenen 1rksal farkliliklar da vardir (Steuer et al. 2017). Hastalarin
yaklagsik olarak %60°1 ileri evre (evre III veya IV) hastalik ile kliniklere bagvurmaktadir.
LK hastalarmin hayatta kalma orani, erken evre T1 ve T2 tiimorler i¢in %80 ile %90’a
varan tedavi oranlariyla, hastaligin ilk evresi ile giiglii bir sekilde iliskilidir. Evre 1V
hastalig1 olan bireylerde sagkalim orani bagvuru aninda %40’a kadar diismektedir. LK
ilerleyen yasla birlikte ve erkeklerde daha sik goriilmektedir. LK insidansi erkeklerde
kadinlara oranla 5 kat daha fazladir. LK hastalarda medyan tani yas1 65 iken, medyan
oliim yas1 68°dir (Obid et al. 2019). LK, genel insidans: azalan ayn1 zamanda son 40 yilda
5 yillik sagkalim oran1 diisen (%66’dan %63’e) nadir birkag onkolojik hastaliktan biridir
(Groome et al. 2003). Bu da LK ile iligkili daha fazla arastirma ve yenilik ihtiyacini

vurgulamaktadir.

LK, yeni kanser vakalarinin yalnizca kii¢iik bir kismini olusturmasina ragmen,

hastalarin yasam kalitesini biiyiik 6l¢iide etkilemektedir. Konusma, nefes alma ve yutma
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ile ilgili zorluklar LK’nin dogrudan etkilerinden sadece birkagidir. Cerrahi, radyoterapi
ve kemoterapi yaklagimlari tedavi i¢in potansiyel sunmasina ragmen, kapsamli
multimodalite tedaviler genellikle yutma, nefes alma ve ses fonksiyonlarinda daha fazla
bozulma ile birlikte yagam kalitesinin diismesine neden olmaktadir. Daha yakin yillarda
LK ’nin tedavisi larenksi korumay1 ve boylece hayatta kalma oranlarindan 6diin vermeden

yasam kalitesini iyilestirmeyi amaglamistir (Obid et al. 2019).

LK patogenezinde bir¢ok risk faktdrii rol oynamaktadir. LK icin baslica risk
faktorii tiitlindiir; diger faktorler ise laringofaringeal reflii, HPV enfeksiyonu, ¢evresel
veya mesleki maruziyetler ve alkoldiir. Kadinlarda LK insidansi, son on yilda kadinlarda
sigara kullanimindaki artisa paralel olarak artmistir (Obid et al. 2019). Sigara kullanan
bireylerin sigara kullanmayan bireylere kiyasla 10-15 kat daha yiiksek LK gelistirme riski
oldugu, en agir sigara icen bireylerde ise bu riskin 30 kat daha fazla oldugu gosterilmistir.
Tiitlin kullaniminin azalmasiyla birlikte LK insidansi son 10 yilda her y1l %2.,4 oraninda
azalmaktadir. Sigara igmeyen geng bireylerde LK i¢in bir risk faktorii olarak HPV rolii
halen arastirilmaktadir. Arastirmalar ayrica tiiketilen alkol miktar1 ile LK riski arasinda

dogrusal bir iligki oldugunu da gostermistir (Steuer et al. 2017).

1.4. Bas ve Boyun Kanserlerinin Insidansi, Prevalansi ve Oliim Oram

BBSHK 2018 yilinda goriilen 890.000 yeni vaka ve 450.000 6liim sayist ile diinya
genelinde en yaygin goriilen altinci kanser tiiriidiir. BBSHK insidans1 her yil artmakla
birlikte (yilda 1,08 milyon yeni vaka) 2030 yilina kadar mevcut BBSHK vaka sayisinin
yaklasik %30 artmas1 beklenmektedir (Bray et al. 2018; Ferlay et al. 2019; Johnson et al.
2020). Gilineydogu Asya ve Avusturalya gibi bolgelerde BBSHK yiiksek prevelansi
kanserojen spesik {iriinlerin tiikketimi ile iliskilendirilirken, HPV ile iligkili orofarenks
karsinomlarin orant ABD ve Bati Avrupa iilkelerinde BBSHK prevelansina katkida
bulunmaktadir (Sekil 1.5) (Hashibe et al. 2007; Mehanna et al. 2013; Jiang et al. 2019).
Genel olarak erkek bireylerde kadin bireylere géore BBSHK gelisme riski 2-4 kat daha
fazladir. Viral iligkili olmayan BBSHK i¢in medyan tani1 yas1 66 iken, HPV ile iliskili
orofarenks kanserleri ve Epstein-Barr viriisii (EBV) ile iliskili nazofarenks kanserleri i¢in
medyan tan1 yasi sirasiyla ~53 ve ~50’dir (Fung et al. 2016; Windon et al. 2018). SEER

verilerine gore BBSHK i¢in hayatta kalma orani son 30 yilda iyilesme gdostermektedir.
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Tiim yas gruplar1 ve hasta bireyler anatomik olarak analiz edildiginde 5 yillik sagkalim
orant 1992-1996 yillarinda %55 iken bu oran 2002—2006 yillarinda %66°ya yiikselmistir.
Alt grup analizi, 75 yas alt1 tiim bireylerde ve larenks hari¢ BBSHK gelisen tiim anatomik
bolgelerde sagkalimin iyilestigini kaydetmistir. Sagkalimdaki iyilesmenin nedeni olarak
BBSHK tedavisindeki gelismelerden ziyade, iyi bir prognoza sahip olan HPV iliskili
BBSHK popiilasyonlarinin ortaya ¢ikmasi diisiiniilmektedir. HPV iliskili BBSHK
hastalarina ait yapilan degerlendirmeyi iceren SEER verileri HPV-pozitif hastalarda
sagkalimin iyilestigini fakat HPV-negatif hastalarin sagkaliminda énemli bir degisiklik
olmadigini ortaya koymaktadir (Chaturvedi et al. 2011).

Yas-standart oran
100.000 Kiside
m =>10.7
75107
5.1-7.5
3.6-5.1
<3.6
Uygulanamayan
Data yok

Sekil 1.5. Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomun galobal insidanst Johnson et al.
(2020)’dan degistirilerek alinmustir.

1.5. Bas ve Boyun Kanserlerinin Epidemiyolojisi

Bas ve boyun bdlgesinde ortaya ¢ikan kanserlerin genis heterojenligi nedeniyle,
bas ve boyun kanserlerinin epidemiyolojisini karakterize etmek olduk¢a zordur.
Geleneksel olarak BBSHK’nin %80-90’mnin gelisimi i¢in tiitiin ve alkol tiikketiminin,
baslica risk faktorlerini olusturduklari 1yi bilinmektedir (Kim et al. 2010; Vucicevi¢ Boras
et al. 2019). Sigara kullanan bireyler i¢in bas ve boyun kanseri gelistirme riski, sigara
kullanmayan bireylere gore 5-25 kat daha fazladir ve bu risk sigara igme siklig1, siiresi ve
sigara maruziyeti ile iligkili olarak artmaktadir. Sigaray1 biraktiktan sonra zaman gectikce
risk Onemli Ol¢lide azalmakta, ancak bu risk asla sigara igmeyenlerin diizeyine

ulasamamaktadir. Aktif tiitlin kullanim1 bas ve boyun kanserleri i¢in ana risk faktorii
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olmasina ragmen, pasif i¢icilikte artan bas ve boyun kanser riski ile iliskilendirilmektedir
(Kim et al. 2010). Yapilan uluslararasi bir analizde, hem evde hem de iste 15 yildan fazla
bir siire boyunca pasif i¢gicilie uzun siire maruz kalma Ozellikle farenks ve larenks
kanserleri ile 6nemli 6lg¢iide iliskilendirilmistir (Kim et al. 2010). Ayrica sigara igme
aligkanliginin erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek olmasi erkeklerde bas ve boyun
kanseri insidansinin kadinlara gore daha yiliksek olmasiyla da dogrudan iliskilidir
(Vucicevi¢ Boras et al. 2019). Tek basina agir alkol tiiketimi 6nemli bir risk faktoriiyken,
tiitlin kullanimiyla birlikte sinerjistik olarak bas ve boyun kanserleri i¢in daha etkili bir
risk faktoriidiir (Kim et al. 2010). Giinde ii¢ veya daha fazla icecek olarak tanimlanan
yiiksek alkol tiiketimi, diger faktorlerden bagimsiz olarak orofarenks, hipofarenks ve

larenks kanseri riskinin artmasina katkida bulunmaktadir (Kim et al. 2010).

Diinya genelinde tanis1 konan BBSHK vakalarinin beste biri sigara veya alkol
tilketiminden bagimsiz olarak gelismektedir (Argiris et al. 2008). HPV, bas ve boyun
kanserleri icin iyi bilinen bir baska etiyolojik faktordiir (Vucicevi¢ Boras et al. 2019).
Yiiksek riskli HPV tiirleri (HPV 16, 18, 31 ve 33) ile enfeksiyon, farkli klinik ve
molekiiler 6zellikleri ile BBSHK patogenezinde onemli bir rol oynamaktadir (Argiris et
al. 2008). HPV’nin oral ve orofarenks karsinogenezindeki rolii ilk olarak 1983 yilinda
OSHK biyopsilerinde goriilen karakteristik HPV morfolojisi ve immiinohistokimyasal
ozelliklerine dayanarak onerilmistir (Kim et al. 2010). HPV, o6zellikle HPV 16, bas ve
boyun kanserlerinin bazi tiirleri ile iligkili bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir (Kim et al. 2010). Orofarenks kanserlerin yaklasik %50’sinde onkogenik
HPV DNA’simin bulunmasiyla, HPV’nin bas ve boyun kanseri gelisimine 6nemli katkida
bulunduguna dair bulgular vardir (Kim et al. 2010). Ayrica yapilan ¢aligmalarda sigara
ve alkol tiikketimi bulunmayan orofareks kanserli hastalarda HPV bagimsiz bir risk faktorii
olarak tanimlanmustir (Kim et al. 2010). Ilging bir sekilde HPV iliskili bas ve boyun
kanserlerinde sagkalim tiitiin iliskili gelisen bas ve boyun kanser hastalarinin
sagkalimlarina gore oldukca yiiksektir. Benzer terapotik miidahalelerle tedavi edilen
BBSHK hastalarinda, sigara kullanan hastalarin ti¢ yillik sag kalim oran1 %57 iken, HPV
iligkili hastalarin sagkalim oraninin %82 oldugu gosterilmistir (Argiris et al. 2008).

Bas ve boyun kanseri ile iliskilendirilen diger risk faktorleri arasinda diyet ve

mesleki maruziyetler yer alir. Cok sayida ¢alisma bas ve boyun kanser riskini A vitamini
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eksikligi ile iligskilendirirken, diger calismalar yiiksek meyve ve sebze tiiketimi ile bas ve
boyun kanser riski arasinda ters bir iligski tanimlamaktadir. Krom, nikel ve radyum gibi
mesleki maruziyetler de bas ve boyun kanserleriyle 6zellikle sinonazal karsinomlarla

iligkilendirilmektedir (Kim et al. 2010).

Farkli kanser tiirlerine benzer sekilde bas ve boyun kanseri gelistirme riski yas ile
birlikte artmaktadir. Bas ve boyun kanserleri siklikla 50 yas ve lizeri hastalarda
goriilmektedir. Sigara iligkili bas ve boyun kanserleri i¢in medyan tan1 yas1 63 tiir (Chang
etal. 2017). HPV ile iliskili bas ve boyun kanserleri genellikle tiitiinle iliskili bas ve boyun
kanserlerine gore daha geng yaslarda teshis edilir. HPV ile iliskili bas ve boyun kanserleri
tanisinda medyan tani yas1 erkekler igin 58 iken kadmlar i¢in 61°dir (Malhotra et al.
2017).

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi bas ve boyun kanserleri etiyolojisinde genetik
yatkinlik ve genetik polimorfizmler de 6nemli rol oynamaktadir (Vucicevi¢ Boras et al.

2019).

1.6. Bas ve Boyun Kanserlerinin Tedavi Yaklasimlar:

BBSHK hastalarmin tedavisinde kullanilacak yontem, timoriin bulundugu
anatomik bolgeye, tiimor evresine ve tedavi sonrasi organin korunmasi beklentisine bagl
olarak seg¢ilmekte, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yalmiz veya farkli
kombinasyonlarda kullanilmaktadir. Lokal veya erken evre bas ve boyun kanserleri (Evre
I ve II), hastalarin yaklasik olarak %40°1na bas ve boyun kanseri tanisi konuldugu evredir
ve yalnizca cerrahi veya radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Bu yontemlerle tedavi
edilen erken evre hastalarin yaklasik %80-90’nda iyilesme gozlenmektedir (Marur and
Forastiere 2008; Pfister et al. 2013). Lokal olarak ileri evre BBSHK (Evre Il ve IV)
genellikle cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi birden fazla tedavi yaklagiminin
kombinasyonu ile tedaviyi gerektirmektedir (Koh et al. 2019). Metastatik BBSHK, tek
ajanli kemoterapi veya kombinasyon kemoterapi ile tedavi edilmektedir (Marur and
Forastiere 2016). Kemoterapi ve radyoterapinin birlikte uygulanmasi (kemoradyoterapi)
ileri evre BBSHK hastalari i¢in daha umut verici tedavi yaklasimi olmustur (Vokes and
Weichselbaum 1990). Birkag faz III klinik c¢alisma, ileri evre BBSHK hastalarinda
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kemoradyoterapinin tek basina radyoterapiden veya kemoterapi ve radyoterapinin ardisik
uygulanmasindan daha iyi sonuglar verdigini de gostermektedir (Argiris et al. 2008).
Lokal veya bolgesel niiksiin tedavisi niiks bolgesine, tiimor ylikiine ve hastanin dnceki
tedavisine baghidir. Bu durumda hastalik yeniden cerrahi veya radyasyon ile tedavi
edilemiyorsa cerrahi ve radyasyon tedavi yaklagimlarina alternatif veya ek olarak
kemoradyoterapi ile tedavi edilebilmektedir (Marur and Forastiere 2016). Klinik olarak
nodal tutulumu olmayan veya sadece tek bir nodiile tutulumu olan primer bas ve boyun
kanseri hastalarinda, cerrahi rezeksiyon veya radyoterapi ile %80’in {lizerinde iyilesme

orani elde edilebilmektedir (Chow 2020).

Tedavi yaklagimlar1 primer tiimor bolgesine gore farklilik gostermektedir. Erken
evre OSHK hastalar1 cerrahi veya radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Bu tedavi
yaklagimlar1 arasindaki etkinlik karsilastirilabilir olmasina ragmen, radyasyonun geg
toksik etkilerinden kaginilabilmesi ve bdylece en dogru evrelemenin elde edilebilmesi
icin genellikle cerrahi ilk tedavi secenegi olarak tercih edilmektedir. Klinik olarak
etkilenmemis boyundaki ipsilateral servikal lenf nodlarinin segici fonksiyonel boyun
diseksiyonu, gizli boyun lenfadenopatisi igin yiiksek risk tasiyan hastalarda standart bir
prosediir olmaya devam etmektedir (Duvvuri et al. 2004). Larenksi koruyan cerrahi tedavi
yaklagiminin yani sira radyoterapi, erken evre larenks skuamdz hiicreli karsinom
hastalarinin tedavisi i¢in kabul edilebilir segeneklerdir, fakat tedavi se¢imi, tiimoriin
lokasyonuna, tedavi merkezinin uzmanligina ve hasta tercihine bagl olarak
degismektedir (Dey et al. 2002; Jones et al. 2004). Erken evre oral ve hipofarenks
skuamo6z hiicreli karsinom hastalar1 i¢in, radyoterapi yaklasimi tedavide cerrahi ile
karsilagtirilabilir basar1 orani sagladigi ve genellikle daha diisiik morbidite ile iligkili
oldugu icin genellikle ilk tedavi segenegi olmaktadir (Mendenhall et al. 2006; Nakamura
et al. 2006; Argiris et al. 2008). Agiz boslugu kanserleri i¢in genellikle cerrahi tedavi
yaklasimi secilirken, farenks ve larenks kanserleri i¢in radyoterapi daha yaygin olarak
kullanilabilmektedir. Larenks kanserleri i¢in orta derecede hipofraksiyone radyoterapi,
standart radyoterapiye gore daha iyi lokal kontrol saglamakta ve daha iyi sagkalim ile

sonuglanmaktadir (Chow 2020).

Bas ve boyun kanserleri i¢in cerrahi tedavi yaklasimi, net sinirlarin elde

edilebildigi ve organ fonksiyonunun korunabildigi rezektabl tiimoérler i¢in tercih
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edilmektedir. Anatomi ve timor 6zelliklerine baglt olarak klasik acik cerrahi, transoral
robotik cerrahi veya lazer cerrahisi gibi tlimor sinirlarinda minimal invaziv prosediirler
kullanilmaktadir. Klasik cerrahi tedavi yaklasimi yiizeysel deformiteye ve organda islev
bozulmasina neden olabilmektedir. Mevcut transoral robotik cerrahi, fonksiyon koruyucu
bir strateji olarak kemoradyoterapiye alternatif olarak sunulmaktadir. Deneyimli ekip ile
transoral robotik cerrahi, cerrahi tedavi yaklagimina uygun bas ve boyun kanserli hastalar
i¢in etkili ve onkolojik olarak giivenilir gériinmektedir. Fakat transoral robotik cerrahinin
klinik denemeleri tamamlanmamis olup halen daha devam etmektedir (Cohen et al. 2011;
Kofler et al. 2014; Marur and Forastiere 2016).

Primer ve sekonder maligniteler ile tekrarlayan bas ve boyun kanserleri igin ana
tedavi segenegi cerrahi tedavi yaklasimidir (Boehm et al. 2010). Erken evre orofarenks,
hipofarenks ve supraglottik karsinomlarin tedavisinde transoral lazer destekli cerrahi ve
ardindan radyoterapi kullanimi yaygin bir uygulamadir (Karatzanis et al. 2010a). Ote
yandan, erken glottik karsinomlar, transoral lazer cerrahisi ya da radyoterapi ile tek bir
tedavi yaklasimi sonrasi oldukga basarili onkolojik sonuglar géstermektedir (Karatzanis
et al. 2010b).

Lokal olarak ileri evre bas ve boyun kanserli hastalarda hastaligin tedavisi igin
radyoterapi, cerrahi veya kemoterapi ile birlikte kullanilmaktadir. Bas ve boyun kanseri
icin kullanilacak radyasyon dozu, tedaviye baslangi¢ zamanina ve adjuvan terapiler ile
kullanimina bagli olarak 55 Gray (Gy) ile 70 Gy arasinda degismektedir (Marur and
Forastiere 2016). Radyasyon Terapisi Onkoloji Grubu’nun yapmis oldugu faz 3
denemesinde standart veya hizlandirilmis radyasyona ek her iki gruba da es zamanl
sisplatin muamelesi ile iki grup karsilatirildiginda bolgesel timdr biiyiikligli ve geg
komplikasyonlar agisindan herhangi bir fark bulunamamistir (Nguyen-Tan et al. 2014).
Tiikiiriik bezleri, farenks ve tiroid bezine 55 Gy’yi agsan dozda radyasyon tedavisinin uzun
stireli verilmesiyle toksisite riski artmakta, bu da agiz kurulugu, disfaji, endoskopik
gastrostomi tiipii bagimliligi, kronik aspirasyon ve hipotiroidizme yol agmaktadir (Marur
and Forastiere 2016). Yapilan son ¢alismalar, yogunluk ayarli radyoterapi yaklasimu ile,
tedavi edilen bas ve boyun kanserli bolgelerde doz kisitlamalarinin uygulanmasina izin
vermektedir (Vlacich et al. 2014). Yogunluk ayarli radyoterapi, hedef tiimore daha

homojen doz kapsami ve ¢evre dokulara dozun azalmasi ile geleneksel RT (2D) ve
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konformal radyasyon (3D) gibi geleneksel tekniklerle karsilastirildiginda, giderek daha
avantajlt oldugu gosterilmistir. Hedefe 6zgii en yiiksek doz, daha iyi tiimor kontrolii ve
daha iyi hayatta kalma oranlar1 ile iligkilendirilmistir. Ayrica BBSHK hastalarinda
kullanilan hiperfraksiyone radyasyon tedavisi de vardir. Ancak bu tedavi segenegi, oral
mukozit gibi mukozada farkli yogunluklarda reaksiyon gelistirerek belirgin agri, cigneme
ve yutma glicliigiine neden olabilir ve bas boyun kanseri tedavisi sirasinda en zayiflatici
akut reaksiyon olarak kabul edilir (Santos et al. 2011). Bununla birlikte, orofarenks
kanserlerinin tedavisinde farenks konstriktor kaslara doz kisitlamalari ile alan sinirlamasi
yapmak oldukga zordur ve aspirasyon, disfaji ve endoskopik gastrostomi tiipii bagimliligi
riski hala mevcuttur (Vlacich et al. 2014). Bas ve boyun kanserli hastalarda radyasyon
kaynaklarin1 1sinlanacak dokularla dogrudan temas halinde kullanan brakiterapi
tedavisinin kullanilmasi ise yumusak doku nekrozu gelisme riskini artirabilmektedir

(Jham and da Silva Freire 2006).

Kemoterapi, indiiksiyon kemoterapisinde radyoterapi ile birlikte adjuvan tedavi
olarak kullanilmistir. 1965 ve 2000 yillar1 arasinda bas ve boyun kanserlerinde tiimor
bolgesinde yiiriitiilen klinik galigmalarin kapsamli bir meta-analizi, yalnizca sisplatinin
radyasyonla birlikte uygulanmasmin bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde
kemoradyasyon basarisini artirdigini gostermistir (Pignon et al. 2000; Blanchard et al.
2011). Bas ve boyun kanserlerinde yapilan bir diger meta-analiz, kemoradyasyonla
tedavinin tedavide basar1 oranin1 2 yilda %7 ve 5 yilda %8’e kadar artirdigini ortaya
koymaktadir (Pignon et al. 2000). Sonraki yillarda, kemoradyoterapi igin alternatif ilaglar
olarak cetuximab ve panitumumab arastirilmistir. Lokal ileri evre bas ve boyun
kanserinde tek bagina radyasyonu, radyasyon ve eszamanli haftalik cetuximab tedavisi ile
karsilastiran faz 3 ¢alismasi, kombinasyon tedavi ile genel sagkalimin ve bolgesel niiks
olmayan sagkalim siiresini iyilestirdigini ortaya koymustur (Bonner et al. 2010). Buna
karsilik, radyoterapi ile sisplatine cetuximabin eklenmesi, bir faz 3 calismasinda tek
basina radyoterapi ile sisplatine gore bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde herhangi bir
basar1 gostermemis olmasina ragmen cetuximab, sisplatin ve radyoterapi muamlesiyle
akut toksisite oldukga artmistir (Ang et al. 2014). Radyoterapi ile sisplatine panitumumab
eklenmesi ve sisplatin ve radyoterapi ile karsilastirildiginda daha kotii genel sagkalim

sonucu gostermis, benzer toksisite bulgulari bildirilmistir (Giralt et al. 2015).
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Cisplatin, tekrarlayan ve metastatik bas ve boyun kanserli hastalarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, postoperatif yliksek doz sisplatinin radyoterapi
ile birlikte uygulanmasi, lokal olarak ileri evre BBSHK’li hastalarda tek basina
radyoterapiden daha etkili olmakla birlikte daha az ge¢ komplikasyonlara neden
olmaktadir (Bernier et al. 2004). Veriler, tek ilag olarak 5-florourasil (5-FU), sisplatin,
karboplatin ve mitomisin C ile kombine radyasyon tedavisinin veya es zamanli 5-FU’nun
diger ilaglardan biri ile kombinasyonlarinin, radyasyon tedavisinden bagimsiz olarak

biiyiik bir hayatta kalma avantaj1 sagladigim gostermektedir (Budach et al. 2006).

Cetuximab, niikseden veya metastatik hastaligin birinci basamak tedavisinde ve
platine direncli hastalifin ikinci basamak tedavisinde kemoterapi ile birlikte
kullanilabilmektedir (Shin and Khuri 2013). Bir faz III ¢alismasindan elde edilen veriler,
cetuximab ile birlikte radyoterapinin, bolgesel olarak ileri evre BBSHK hastalar1 igin
etkili bir tedavi segenegi olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica,
cetuximab ile birlikte radyoterapi, lokal kontrol ve sagkalimda 6nemli gelismelere yol
acmistir ve bu sagkalim iyilestirmeleri, tek basina radyoterapi ile karsilastirildiginda, 5
yillik genel sagkalim oraninda cetuximab ile birlikte radyoterapi igin %9 artis ile uzun
vadede korunabilmektedir. Cetuximab ve es zamanli kemoradyoterapi kombinasyonu su
anda faz III denemelerinde arastirilmaktadir. Larenks kanserlerinin tedavisinde
indiiksiyon kemoterapiden sonra cetuximab ve radyoterapi kombinasyonunun, platin
bazli kemoterapi ve es zamanl radyoterapiden daha etkili sonuglar gosterdigi ortaya

koyulmustur (Bourhis et al. 2010).

Taksanlar, dosetaksel ve paklitaksel, bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Birka¢ faz II calismasi, 5-FU bazli indiiklenmig
kemoterapiye es zamanli olarak taksan eklenmesinin kemoterapiye yaniti iyilestirdigini
gostermistir. Dosetaksel ve 5-FU’nun birlikte ya da yalmizca 5-FU kullanildigi
indiiklenmis kemoterapi yaklasimini karsilastiran bir faz Il ¢aligmasinin sonuglari, bu
tedavilere bir taksanin dahil edilmesinin, lokal olarak ilerlemis bas ve boyun kanserinde
klinik yanitt ve sagkalimi 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini gdstermistir. Bununla birlikte
paklitakselin, 6zellikle sisplatin gibi diger noérotoksik ajanlarla birlikte kullaniminin
norotoksisite gelistirilmesine neden olarak farkli biyolojik sonuglara da yol agabilecegi

bildirilmistir (Posner 2005; Galbiatti et al. 2013).
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Negatif cerrahi sinirlar elde etmek bag ve boyun cerrahisinin temel amaci olmasina
ragmen, bazi durumlarda karotid arter veya prevertebral fasya gibi hayati yapilarin
infiltrasyonu nedeniyle bunu basarmak imkansiz olabilmektedir. Negatif sinirlara
ulagsmak bazen ¢igneme, yutma ve konugma gibi dnemli islevlerde bozulmaya neden
olmakta ve yasam kalitesini olumsuz etkileyebilmektedir (Haque et al. 2006). Ancak,
pozitif cerrahi siir hastalarda sagkalimin azalmasiyla énemli derecede iligkilidir, bu
nedenle tiimor tamamen ¢ikarilmamigsa hasta yeniden ameliyat edilmelidir (Sessions et
al. 2000). Primer radyokemoterapi ileri evre bas boyun kanserli hastalarda organ

fonksiyonunun korunmasi i¢in alternatif bir tedavi segenegi olarak kullanilmaktadir.

Lokal ileri evre bas ve boyun kanserlerinde sisplatin ve 5-FU ve ardindan
radyoterapi ile indiiksiyon kemoterapi kavrami 1965-2000 yillar1 arasinda arastirilmistir.
Yapilan bir meta-analiz, bas ve boyun kanserli hastalarin tedavisinde tek basina
radyoterapi ile karsilastirildiginda, radyoterapi oncesi indiiksiyon kemoterapisi ile
%2,2’lik anlamli olmayan basari gostermistir (Pfister et al. 2013). Daha yakin
zamanlarda, sisplatin ve 5-FU’ya eklenen taksan kombinasyonu, bu tiir bir tedavi
gerektiginde standart indiiksiyon kemoterapi rejimi haline gelmistir. Indiiksiyonlu
sisplatin ve 5-FU’yu taksan, sisplatin ve 5-FU ile dogrudan karsilastiran calismalar,
taksanin {iclii ilag rejimi i¢in progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalimda 6nemli bir

gelisme ortaya ¢ikarmustir (Marur and Forastiere 2016).

Bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde platin bilesikleri, antimetabolitler ve
taksanlar gibi cesitli kemoterapdtik ajan siniflari, 6nemli kemoterapi aktivitesi
gostermektedir (Colevas 2006). Platin bilesigi sisplatin, radyoterapi veya diger
kemoterapi ajanlartyla kombinasyon halinde standart bir terapi olarak kabul edilmektedir.
EGFR inhibitorlerinin molekiiler olarak hedeflenen diger ajanlar ile kombinasyonu yeni
bir tedavi yaklagimi olarak diistiniiliirken bu yeni ajanlarin kemoterapi ve radyoterapi ile
kombinasyonu, metastatik bas ve boyun kanseri hastalarinda EGFR, HER2, HER3 ve
MET spesifik hiicre zar1 biiyiime faktorii reseptorlerini veya NOTCH1, PI3K, MTOR,
EGFR-RAS-RAF1-MEK ve WNT/B-katenin downstream sinyal yolu mutasyonlarini

hedef alan tedaviler su anda arastirilmaktadir (Marur and Forastiere 2016).
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1.7. Bas ve Boyun Kanserlerinin Tedavisinde Cevresel Faktorlerin Etkisi

Simdiye kadar yapilan c¢alismalar, cevresel faktorlerin yalnizca timor
indiiklenmesini ve yayilimin1 degil, ayn1 zamanda hastalarin tedaviye verdikleri yanitlari
da etkiledigini gostermektedir. Ornegin, tedavi sirasinda sigara kullanimi, artan
semptomlar ile iligskilendirilmistir ve metabolik enzimlerin transkripsiyonel, epigenetik
regiilasyonuyla antikanser ajanlarin degisken farmakokinetik bozulmalarina neden
olabilmektedir (Peppone et al. 2011; Petros et al. 2012; O'Malley et al. 2014). Radyoterapi
sirasinda sigara kullanimi, bas ve boyun kanserli hastalarda azalan tedavi yanit oranlari
ve sagkalim ile iligkilendirilmistir (Browman et al. 1993). Ilging bir sekilde, mikrobiyal
etkilesimlerin de antikanser tedavilerin etkinligini etkiledigi bildirilmistir. Ornegin,
genellikle siit iirtinlerinde bulunan Lactobacillus brevis CD2 suslarinin kemoterapi veya
radyoterapi alan bag ve boyun kanserli hastalarda malign mukoz tabakasinin yogunlugunu
azaltarak tedavinin tamamlanmasinda 6nemli bir indiikleyici roliiniin oldugu bulunmustur
(Sharma et al. 2012; Sharma et al. 2016). Ayrica, yapilan arastirmalar, in Vivo
modellerden ve hastalardan elde edilen belirli bagirsak bakterilerinin, immiinoterapdtik
CpG-oligoniikleotitleri ve immiin kontrol noktasi blokajlarin1 giiclendirmek gibi farkli
mekanizmalar araciligiyla kanser immiinoterapisinin sonucunu olumlu yonde
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (Guan et al. 2019). Dikkat ¢ekici bir sekilde, son
arastirmalar, kopek tenyast Echinococcus granulosus (E. granulosus) gibi bazi
parazitlerin de kansere karsi koruyucu bir rol oynayabilecegini gdstermektedir.
Mekanizmasi heniiz net bir sekilde ortaya koyulmamasina ragmen, E. granulosus’un
antikanser etkisini dolayl1 olarak konak immiin aktivasyonu yoluyla ger¢eklestirebilecegi

One siirilmiistiir (Guan et al. 2019).

Antikanser tedavileri sirasinda belirli diyetlerin hastalar {izerindeki etkisine iliskin
klinik oncesi ve klinik arastirmalar da oldukga fazladir (Mittelman 2020). Birkag ¢alisma,
diisiik kalorili diyetlerin hem kemoterapi hem de radyoterapi tedavileri lizerinde sinerjik
bir etkiye sahip oldugunu ve tedavi toksisitelerini biiyiik ol¢iide azalttigini ortaya
koymaktadir (Mittelman 2020). Farelerde disiik kalorili veya ketojenik diyetlerin
karboplatin gibi antitimor ajanlarin sagkalim iizerindeki etkinligini artirdigi
gosterilmistir (Allen et al. 2013). Diisiik kalorili diyetler hala sorgulanmaya agik olsa da,

bas ve boyun kanseri hastalar1 i¢in destekleyici tedavi segenekleri olarak potansiyel
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faydalarina iliskin giiglii parametreler 6zetlenmistir (Klement 2014). Bununla birlikte, bu
faktorlerin kanser tedavileri tizerindeki etkilerinin altinda yatan biyolojik mekanizmalar
ve etkilesimler heniiz ortaya konulmamaistir. Bu faktorlerin daha yiiksek terapotik etkileri

i¢in kullanimina iliskin daha fazla arastirma gerekmektedir.

1.8. Bas ve Boyun Kanserlerinde Tam

Bas ve boyun kanseri tanisi konulacak hastalarda fiziksel muayenede saptanan
mukozal anormalliklerin ve primer olarak yeri bilinmeyen malign lenf diigtimlerinin
endoskopi ve saptanan anormalliklerin biyopsileri ile daha fazla arastirilmasi
gerekmektedir. Primer bdlgesi bilinmeyen bas ve boyun kanserli hastalarda, nazofarenks,
hipofarenks ve dil kokiinden biyopsi ve ayrica ipsilateral veya bilateral tonsillektomi

yapilmalidir (Stoeckli et al. 2001; Guardiola et al. 2006).

Tan1 konulduktan sonra dogru evreleme i¢in hastaligin lokal ve bdlgesel
yayginlig1 belirlenmeli ve radyografik goriintiilleme ¢alismalari ile uzak metastaz olasilig
arastirilmalidir. Bas ve boyun kanserinin ilk degerlendirmesi igin, genellikle primer timor
bolgesi ve boyun kontrastli manyetik rezonans goriintiileme veya yiiksek ¢oziintirliikli
bilgisayarli tomografisi (BT) yapilmaktadir. Uzak metastaz riski yiiksek olan, nodal
metastazlari olan ve yiiksek riskli tiitiin kullanan bas ve boyun kanserli hastalar igin ikincil
bir primer tiimori dislamak i¢in g6gilis goriintiilemesi de onerilmektedir (Baker and

Latack 1986; van den Brekel et al. 1994).

Pozitron emisyon tomografisi (PET), bas ve boyun kanserlerinin hem ilk
evrelemesi hem de tedaviden sonra yeniden evreleme i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Marur and Forastiere 2008). PET, malign lenf nodu ile bagvuran hastada bilinmeyen bir
primer tiimori lokalize etme, tiimorli evreleme ve kemoradyoterapiden sonra kalict
hastalig1 tanimlamak i¢in kullanilabilmektedir (McGuirt et al. 1998). ilk evrelemenin yani
sira, rutin goriintiileme ¢aligmalarinda siipheli bulgularin degerlendirilmesinde de en ¢ok
kullanilan tan1 yontemidir (Ha et al. 2006). PET yiiksek c¢oziinirlikli BT ile
karsilastirildiginda lenf nodu metastazlarimi saptamak icin yaklasik olarak %90
duyarliliga ve %94 ozgiilliige sahipken BT yaklasik olarak %82 duyarliliga ve %85
ozgiilliige sahiptir (Fischbein et al. 1998).
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1.9. Bas ve Boyun Kanserlerinde Evreleme

Bas ve boyun kanserlerinde dogru evreleme, gerekli tedavi yaklasimina karar
vermeyi yonlendiren en 6nemli faktordir (Argiris et al. 2008). Evreleme yontemleri, bas
ve boyun cerrahi tarafindan muayeneyi ve genellikle boynun tomografi veya manyetik
rezonans ile veya her ikisi ile gorlintilenmesini gerektiren radyolojik degerlendirmeyi
icerir. Bas ve boyun kanserleri i¢in en sik uzak metastaz yeri akcigerdir bunu lenf nodlari,

karaciger ve kemikler takip etmektedir (Argiris et al. 2008).

Avustralya’da, TNM sistemi bas ve boyun kanserlerini evrelemek i¢in en sik
kullanilan yontemdir. TNM, tumor-nodes-metastasis kisaltmasidir. Bu sistemde her harfe
kanseri tanimlamak i¢in bir numara atanir. Bas ve boyun kanserleri tanilandiktan sonra,
TNM numaralarina dayanarak kanserin genel evresi I, 11, III veya IV olarak bir 6l¢ekte
hesaplanir. Bas ve boyun kanser tiirleri farkl sekillerde evrelendirilir. HPV ile baglantili
olup olmamasi bag ve boyun kanserlerinin evrelenme seklini degistirmektedir. Genel
olarak evre I ve I, kanserin kiiciik oldugu ve primer bolgeden farkli bolgelere yayilmadigi
erken bag ve boyun kanseri anlamina gelmektedir. Evre III ve IV ise, tiimdriin daha biiyiik
oldugu ve viicudun farkli bolgelerine yayildig ileri evre bas ve boyun kanseri anlamina
gelmektedir. Ayrica, bas ve boyun kanserleri yakindaki doku veya lenf diiglimlerine
(lokal olarak ileri kanser) veya viicudun diger bdlgelerine (metastatik kanser)

yayilimlarina gére de evrelenebilir (Zanoni et al. 2019).

1.10. TNM Evreleme

T (Tumor) 1-4: Primer tiimoriin biylikligiinii gostermektedir. Genel olarak, bu
evrelemede sayinin biiyiikliigii arttikca, doku igerisindeki tlimoriin o kadar biiyiik veya o

kadar doku derinine dogru biiyiidiigiinii ifade etmektedir.

N (Nodes) 0-3: Timoriin bulundugu dokunun yakinindaki lenf diigiimlerine
yayilip yayilmadigimi gostermektedir. NO, kanserin lenf digiimlerine yayilmadigi
anlamina gelmektedir. Ne kadar fazla lenf diigiimii etkilenirse veya lenf diigiimleri

icerisinde ne kadar fazla tiimor varsa, N saymnin biiyiikliigii artmaktadir.
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M (Metastasis) 0-1: Tiimdriin viicudun diger bolgelerine yayilip yayilmadigini
yani metastaz yapip yapmadigimi gostermektedir. MO, tiimorin bulundugu dokudan
viicudun diger bolgelerine yayilmadigi anlamina gelirken, M1 ise tiimoriin diger dokulara

yayildig1 anlamina gelmektedir (Zanoni et al. 2019; Glastonbury 2020).

1.11. Bas ve Boyun Skuamoz Hiicreli Karsinomlarda Genetik Degisiklikler

BBSHK fenotipi ile iligskili molekiiler mekanizmalari anlamak ic¢in baslatilan
calismalar, sinyal iletim siirecine katilan genlerdeki degisikliklerin, hiicreleri normalden
kontrolsiiz biiylimeye yonlendiren spesifik genetik lezyonlarla sonuglandigini
gostermektedir. Bu degisiklikler, hem biiyiimeyi tesvik eden genlerin veya onkogenlerin
aktivasyonundan hem de timor baskilayici genler veya antionkogenler olarak da

adlandirilan biiyiimeyi kisitlayan genlerin inaktivasyonundan sorumludur.

1.12. Onkogenlerin Aktivasyonunun Bas ve Boyun Kanseri Gelisimindeki Rolii

Simdiye kadar yapilan sitogenetik ve molekiiler ¢alismalar, BBSHK genetik
degisikliklerin olusumunu arastirmis ve onkogen aktivasyonunun hastaligin gelisiminde
rol oynadigin1 gostermistir. Bas ve boyun kanserlerinde onkogen aktivasyonuna yol agan,
gen amplifikasyonlari, mutasyonlar, translokasyonlar ve overekspresyonlar olmak iizere
genetik ve epigenetik degisiklikler gozlemlenmistir. Bu degisikliklerin hastalik

progresyonu ve sonucu ile iliskisi hakkindaki veriler yetersiz kalmistir.

Proto-onkogenler, embriyogenez, yaralarin iyilesmesi, hasarli karacigerin
rejenerasyonu ve biiylime faktorleri tarafindan hiicre mitozunun uyarilmasi gibi ¢ok
sayida kontrollii biiylime prosesinde ifade edilmektedir. Proto-onkogenler yiiksek oranda
korunan genlerdir ve maya, Drosophila, insanlar gibi birbirinden farkl tiirlerde ifadeleri
tespit edilmistir. Bu genler, bliylime faktorlerini, tirozin kinaz aktivitesine sahip biiylime
faktorli reseptorlerini, sinyal iletimindeki diizenleyici proteinleri, reseptdor olmayan
tirozin kinazlari, serin/treonin kinazlari ve ¢ok sayida transkripsiyon faktorlerini
kodlamaktadir. Kodlanan proteinler, hiicresel biiyiime ve farklilasmada, apoptoz veya

programli hiicre 6liimiinde ¢cok 6nemli bir rol oynamaktadir.
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Onkogenler genetik veya epigenetik degisikliklerle de kanser gelisiminde rol
oynayabilmektedir. Hem yapisal hem de diizenleyici degisikliklerin hiicresel proto-
onkogenlerin aktivasyonunu indiikledigi ve bir hiicrenin bagimsiz olarak biiylimesini
belirledigi bilinmektedir (Osborne et al. 2004). Nokta mutasyonlart DNA dizisinin
ugrayabilecegi en basit yapisal degisikliklerdir ve kodlanan proteinin amino asit dizisinin
modifikasyonu ile sonu¢lanan tek baz DNA degisikliklerinden olusurlar. Cogu zaman,
nokta mutasyonlar1 sonucunda etkilenen proteinde bir fonksiyon kayb1 meydana gelirken
onkoproteine aktif ozellikler de verebilmektedir. Proto-onkogenlerde meydana gelen
degisiklikler, bir proto-onkogen tasiyan kromozomal segmentin translokasyonu veya
amplifikasyonu ile de meydana gelebilmektedir. Translokasyon ile proto-onkogen tagiyan
kromozomal segmentin farkli bir kromozomal bdlgeye baglanarak normalde bulundugu
kromozomda inaktif iken transloke oldugu kromozomal bolgede yakinindaki genlerin
aktif promotorlerinin  etkisi altinda kalarak aktiflesmektedir. Amplifikasyon
mekanizmasi, bir proto-onkogenin diizensiz replikasyonuna yol acar, genin g¢oklu
kopyalarinin ve artan miktarda protein {irliniiniin olusmasina yol agmaktadir (Sekil 1.6)

(Urbain 1999).
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Sekil 1.6. Proto-onkogenlerin nokta mutasyonlari, amplifikasyon ve translokasyon ile
aktivasyon merkanizmasi Albertson (2006)’dan degistirilerek alinmistir.

EGFR, Myc ve ERBB2 onkogenlerinin amplifikasyonu ve yiiksek diizeyde ifadesi
BBSHK’da yaygin olarak gozlenmektedir ve kotii prognoz ile yakindan iligkilidir. Myc
gen ailesinin tiyeleri (c-Myc, N-Myc, L-Myc), transaktivasyon aktivitesine sahip 62 kDa
proteinler kodlamaktadir (Bouchard et al. 1998). Myc’nin yiiksek seviyede ifadesi, Myc

proteinlerinin miktarmin artmasina yol agarak bir¢ok genin diizenlenmesini degistirerek
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malign transformasyona katkida bulunmaktadir. BBSHK’da literatiirde bildirilen c-Myc
amplifikasyon siklig1 %9-%48 arasinda degismektedir (Field et al. 1989; Rodrigo et al.
1996). Immiinohistokimya analizi kullanilarak degerlendirilen tiimérlerin %48’inde c-
Myc amplifikasyonu gézlemlenmistir. c-Myc amplifikasyonu ile cinsiyet, yas, timor
boyutu, klinik evre veya farklilagsma arasinda bir iliski bulunmamakla birlikte, yiiksek
diizeyde c-Myc ifadesine sahip bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinom hastalarinin
genel sagkalim siiresinin kisaldig1 belirlenmistir. Nazofarenks tiimdrlerinin %22’sinde c-
Myc amplifikasyonu oldugu ve c-Myc amplifikasyonu olan hastalarin prognozunun
amplifikasyon olmayan hastalarla karsilastirildiginda daha kotii oldugu gosterilmistir

(Porter et al. 1994).

Her-2 veya neu olarak da bilinen c-erbB-2 c-erb-B2 geni tirozin kinaz aktivitesine
sahip 185 kDa’lik bir proteini kodlamaktadir (Schechter et al. 1984). c-erb-B2
amplifikasyonu ve yiiksek ifadesi birka¢ insan timdriinde gozlemlenmistir. Bas ve boyun
karsinomlarinda, erb-B2 amplifikasyon ve yiiksek ifade frekanslar1 %0-%41 araliginda
degismektedir (Nagai 1999). erb-B2 onkogeninde gozlenen genetik degisikliklerin
prognostik degeri tartismalidir. Field ve arkadaglari ve Craven ve arkadaglar yiiksek erb-
B2ekspresyonu ile klinikopatolojik Ozellikler veya hasta sagkalimi arasinda bir
korelasyon olmadigimi bildirmistir (Field et al. 1989; Craven et al. 1992). Bununla
birlikte, Press ve arkadaslar yiiksek erb-B2 ifadesi olan tiikiiriik bezi tiimérlii hastalarin

kot prognoza sahip oldugunu gézlemlemislerdir (Press et al. 1994).

EGFR bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda ve primer bas ve boyun tiimdrlerinde
siklikla amplifiye ve yiiksek seviyede ifade edilmektedir. EGFR genetik degisikliklerinin
varhigr ile larenks kanserlerinin kotii prognozu arasinda onemli bir korelasyon
bulunmustur. Larenks tiimorlerinin = %61°’inde  EGFR’nin  amplifikasyonu ve
overekspresyonu tespit edilmistir ve yiiksek ifadesi kotii prognoz ile iligkilendirilmistir
(Miyaguchi et al. 1990). Kotii diferansiye larenks tiimorlerinde ve kisa hastaliksiz ve
genel sagkalima sahip hastalardan alinan tiimérlerde yiiksek diizeyde EGFR ifadesi tespit

edilmistir.

11q13 bolgesinin amplifikasyonu bas boyun tiimoérlerinde siklikla goriilmektedir.
11913 kromozomal bolgesinde bulunan BCL-1, INT-2, HST-1, EMS-1 ve siklin
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D1/PRAD-1 dahil olmak iizere birka¢ olasi onkogen tanimlanmistir. Bas boyun
timorlerinin -~ %30-52’sinde BCL-1, INT-2 ve HST-1 amplifikasyonu veya
koamplifikasyonu saptanmistir (Berenson et al. 1989; Muller et al. 1997). INT-2 (FGF3)
ve HST-1 (FGF4) onkogenleri, hiicre proliferasyonu ve anjiyogenez indiiklenmesi ile
baglantili fibroblast biiylime faktorlerinin (FGF) fyeleridir. Bu genler, BBSHK
olusumunda onemli adaylar olarak kabul edilmektedir. Lenf nodu metastazi olan
hipofarenks kanseri hastalarinda yiiksek oranda HST-1/FGF4 ve BCL-1 amplifikasyonu
gbzlenmistir (Nagai 1999).

Siklin D1’in amplifikasyonu ve yiiksek seviyede ifadesi, bas ve boyun
kanserlerinin tiimorojenik siireci ile 6nemli bir sekilde iliskilendirilmistir. Siklin D1’in
yiiksek seviyede ifadesi, BBSHK nin %39-64’tinde tarif edilmistir. Yiiksek seviyede
Siklin D1 ifadesi, lenf nodu metastazi ve ileri Klinik evreler ile anlamli olarak

iliskilendirilmistir (Schuuring et al. 1993).

Son yillarda bilimsel arastirmalar insan kanserlerinde onkogenlerin potansiyel
roliinii acikca ortaya koymaktadir. insan tiimérlerinin aktif onkogenler icerdiginin
gosterilmesinden bu yana, kanser gelisiminde onkogenlerin rollerini anlamak i¢in ¢okga
caba sarf edilmistir. Yapilan ¢alismalar, onkogenlerin ifadelerinin yalnizca kanserin
baglamas1 i¢in degil ayni zamanda hastaligin siirdiiriilmesi i¢in de gerekli oldugunu
gostemektedir. Kanser fenotipi ile iligkili mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in yapilan
calismalar, sinyal iletim siirecine katilan genlerdeki degisikliklerin, hiicreleri kontrolsiiz
biiyiimeye yonlendiren spesifik genetik bozukluklarla sonuglandigini géstermistir. Bu
degisiklikler, hem bliylimeyi tesvik eden genlerin veya onkogenlerin aktivasyonundan
hem de tiimor baskilayici genler veya anti-onkogenler olarak da adlandirilan biiytimeyi
siirlandiran genlerin inaktivasyonundan sorumludur. Hem yapisal hem de diizenleyici
degisikliklerin hiicresel proto-onkogenlerin aktivasyonunu ve hiicrenin bagimsiz olarak

bliylimesini destekledigi bulunmustur.
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1.13. Tiimér Baskilayier Genlerin Inhibisyonunun Bas ve Boyun Kanseri
Gelisimindeki Rolii

Timor baskilayict genler (TBG), fonksiyon kaybi sonucunda malignitelerin
artmasina neden olan genlerdir. TBG genellikle biiyiimenin negatif diizenleyicileridir,
hiicre adhezyonu ve proteaz aktivitesinin diizenlenmesi gibi invaziv ve metastatik
fonksiyonlar1 da diizenleyebilmektedir. Bazi durumlarda, tiimoér baskilayic1 genlerde
mutasyon olmamasina ragmen, genin ifadesini veya fonksiyonunu etkileyen baska bir
mekanizma olabilmektedir. Bu mekanizmalar, TBG transkripsiyonunu baskilayan
promotor metilasyonunu veya gen irinii ile etkilesime giren diger proteinlerdeki

anormallikleri igerebilir (Osborne et al. 2004).

Kanser, TBG ve proto-onkogenlerde genetik ve epigenetik degisikliklerin
birikmesinden kaynaklanan bir hastaliktir. TBG inaktivasyonu, kanser gelisimine katkida
bulunan yaygimn bir mekanizmadir. TBG’lerin kanser gelisimindeki roliinii aydinlatmak
igin gegmisten glinlimiize kadar oldukga kapsamli arastirmalar yapilmistir. Kanserde,
Knudson’un ¢ift vurus modeli hipotezine gore, TBG’lerin tek bir kopyasi hiicre
¢ogalmasini kontrol etmek i¢in yeterlidir, bu nedenle, timér gelisimi ile sonuglanmasi
icin TBG’lerin her iki allelinin de kalic1 olarak inaktive olmasi veya delesyona ugramasi
gerekmektedir. Yani TBG’lerdeki mutasyonlarin tek bir hiicre diizeyinde ¢ekinik oldugu,
bir TBG’deki tek bir mutasyonun karsinogeneze neden olmak igin yeterli olmadigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, birgok ¢alismada, delesyon yerine epigenetik susturma
ile etkisiz hale getirilen genler de dahil olmak iizere, bu standart tanima uymayan aday
TBG’ler tanimlanmistir. Bunun yani sira, ubikitinasyon, anormal hiicresel lokalizasyon
ve transkripsiyonel diizenleme ile proteozomal degradasyonun da TBG’in

inaktivasyonunda onemli rol oynadigi belirlenmistir (Sun and Yang 2010).

TBG’ler, DNA hasar1 onariminda, hiicre bdoliinmesinin inhibisyonunda,
apoptozun indiiklenmesinde ve metastazin baskilanmasinda rol oynayan onemli gen
grubudur. Bu nedenle, TBG’lerin islevinin kaybi, ¢cok sayida farkli kanser tiiriiniin
baslamasi ve ilerlemesi ile sonug¢lanmaktadir (Sun and Yang 2010). Tiimor baskilayict
genler genel olarak bes tiirde siniflandirilir: 1) Hiicre dongiisiiniin belirli bir agamasina

ilerlemeyi kontrol eden hiicre i¢i proteinleri kodlayan genler (6rnegin; pRB ve pl16). 2)
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Hiicre proliferasyonunu inhibe eden salgi hormonlari veya gelisim sinyalleri igin
reseptorleri veya sinyal transdiiserlerini kodlayan genler (6rnegin; transforme edici
biiyiime faktorii (TGF-B) ve adenomatdz polipozis koli (APC)). 3) DNA veya
kromozomal hasarlara yanit olarak hiicre dongiisii kontrol noktalarinin kontrol
proteinlerini kodlayan genler (6rnegin;meme kanseri tip 1 duyarlilik proteini (BRCAL),
p16 ve pl4). 4) Apoptozu indiikleyen proteinleri kodlayan genler (6rnegin; p53). 5) DNA
hasarmin tamirinde rol oynayan proteinleri kodlayan genler (6rnegin; p53 ve MSH2)
(Wang et al. 2018).

Spesifik kromozomal bolgelerin delesyonu, solid tiimdorlerde gozlenen en yaygin
genetik mutasyonlardandir ve delesyona ugrayan bolgelerin potansiyel tiimor baskilayici
genler igerdigi de bilinmektedir. BBSHK da 3p, 5q, 8p, 9p, 99, 11p ve 17p kromozomal
bolgelerde yiiksek siklikta heterozigosite kayb1 bildirilmistir. Bu kromozomal bélgelerde
heterozigosite kaybi, bas ve boyun kanserlerinin gelisimi ve ilerlemesi ile 6nemli

derecede iliskilendirilmistir (Ah-See et al. 1994).

pl6 ve TP53 tiimor baskilayici genlerinde meydana gelen genetik degisiklikler,
bag ve boyun kanserlerinde siklikla gozlenmektedir. Bu genlerin her ikisinin de
inaktivasyonunun, hastaligin erken evrelerinde rol oynadigi diisiinilmektedir. Bununla
birlikte, bu genlerin tanisal ve prognostik degeri su anda belirsizligini korumaktadir

(Nagai 1999).

9p21 kromozomal bolgesinde bulunan pl6 tiimor baskilayici gen, pl5, p21 ve
p27’yi igeren dnemli bir siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CDKI'ler) grubuna ait olan bir
16-kDa proteini kodlamaktadir. Bu genler hiicre dongisiinin G1 fazin1 negatif
diizenlemektedir. p16 gen iiriinii, CDK4 ve CDK6’ya baglanarak bunlarin siklin D1 ile
birlesmesini engellemektedir. Siklin D1/CDK4/6 kompleks aktivitesinin inhibisyonu,
pRB fosforilasyonunu ve E2F salinimint 6nleyerek G1-S ge¢isinde hiicre dongiisiiniin
inhibisyonuna yol agmaktadir (Serrano et al. 1993). p16 genini inaktive eden genetik
anormallikler, tiimorojenik siirece katkida bulunan hiicre biiyiime avantajlari

saglayabilmektedir.
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TBG’lerdeki delesyonlar ve hipermetilasyon, BBSHK’nin %20-67’sinde tespit
edilmistir ve pl6 inaktivasyonu i¢in de ana genetik mekanizmalar olarak kabul
edilmektedir. BBSHK ’nin Ve pre-invaziv lezyonlarin 6nemli bir kisminda p16 ifadesinin
baskilandigi veya azalan ifadesi gozlenmistir. Bas ve boyun tiimoérlerinde pl6
inaktivasyonunun yiiksek insidansi, bu genin hastalifin gelisiminde 6nemli bir rol
oynadigin1 gosterir. Ancak su anda, bu bulgularin tanisal veya prognostik degeri heniiz

belirlenmemistir (Birkeland et al. 2016).

TP53 tiimor baskilayici geninin normal fonksiyonunun kaybina yol agan genetik
degisikliklerin, insan kanserlerinin ¢ogunun gelisimine katkida bulunduguna
inanilmaktadir. TP53 geni 17p13.1 kromozomu iizerinde bulunur ve transkripsiyon
faktorii olarak gorev yapan spesifik DNA dizilerine baglanabilen bir niikleer fosfoproteini
kodlayan 11 ekzondan olugmaktadir (Levine 1997). Cogu TP53 gen mutasyonu, proteinin
evrimsel olarak korunan bdlgesini igeren, 5. ve 8. ekzonlarinda kiimelenme egiliminde
olan yanlis anlamli mutasyonlardir (Hussain and Harris 1998). Bu yiiksek oranda
korunmus bolge, proteinin DNA baglama bdlgesini igeren 102-292 amino asitlerini
kapsamaktadir (Cho et al. 1994). Bu nokta mutasyonlarimin biiyiik ogunlugu, yabanil tip
p53 konformasyonunu degistirebilmekte, bu da protein stabilizasyonu ve hiicrelerde
birikmesi ile sonuglanmaktadir. Bununla birlikte, bir dizi bulgu, p53’in hiicre
dongiisiiniin hem G1/S hem de G2/M kontrol noktalarinda ve birkag¢ farkli fizyolojik

durumda apoptoz indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir.

Immiinohistokimyasal ¢alismalar, bas ve boyun kanserleri tiimér hiicre hatlarinin
%50-%100’tinde p53 birikimi oldugunu gostermektedir. Primer BBSHK hastalarina ait
timorlerin %11-%79’unun p53 immiinoreaktivite oldugu tespit edilmistir. Molekiiler
caligmalar, bas ve boyun tiimdrlerinin yaklasik %350’sinin TP53 mutasyonlarini

baridirdigini gostermektedir (Nagai 1999).

TP53 genetik degisikliklerinin tiimorojenik siirecin farkli asamalarindaki kesin
rolli tam olarak belirlenmemistir. Bas ve boyun tiimorlerinde, bas ve boyun kanserli
hastalarin normal mukozasinda p53 immiinoreaktivitesi ve invaziv olmayan lezyonlarda
mutasyonlar gézlenmistir, bu da TP53 inaktivasyonunun hastaligin erken evrelerinde yer

aldigini1 diisiindiirmektedir (Gallo and Bianchi 1995).
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TP53 mutasyonlari, tiitiinle iliskili kanser tiirlerinde yaygin bir genetik degisiklik
olarak belirlenmistir. Bas ve boyun kanserli hastalarda, sigara igme Oykiisii olan
hastalardan alinan tiimoérlerde pozitif p53 immiin boyamanin daha az oldugu
goriilmektedir. EK olarak, p53 ifadesinin, sigara igmeyen hastalardan alinan normal
mukoza orneklerinde sigara i¢en hastalara ait normal mukoza o6rneklerine gore daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir (Nagai 1999).

1.14. Fukosiltransferazlar, Fukosilasyon ve Kanser

L-Fukoz (6-deoksi-L-galaktoz), tiim memeli hiicrelerinde glikan zincirlerinde
bulunan monosakkaritlerden biridir (Becker and Lowe 2003). Fukosilasyon, fukozun
GDP-fukozdan diger molekiillere fukosiltransferazlar (FUT’ler) araciligiyla aktarilmasi
siirecidir. Tim A,B,O kan grubu antijenleri, en iyi bilinen fukoz iceren glikanlar
arasindadir (Zhang and Wang 2016). Fukosillenmis glikanlar ayrica selektin aracili
16kosit ekstravazasyonu ve lenfosit hedeflenmesi, patojen-konak etkilesimleri ve sayisiz
ontojenik siirecteki sinyal yolaklarinda hayati rol oynamaktadir. Anormal fukosillenmis
glikanlarin, kanser ve romatoid artrit gibi ¢esitli insan hastaliklarinin patogenezinde
onemli rol oynadigi gosterilmistir (Shan et al. 2019). Erken ¢aligmalar, artan
fukosilasyonun malign hiicre transformasyonunun isareti oldugunu ve kanser gelisimi
sirasinda kontrolsiiz hiicre proliferasyonu, timor hiicresi invazyonu, anjiyogenez,
metastaz, immiin kagis ve terapi direnci gibi birgcok anormal prosese katkida bulundugunu
ortaya koymustur (Pinho and Reis 2015). GDP-fukoz sentezi, a-L-fukosidaz aktivitesi,
fukosillenmis glikan yapilart ve farkli fukosiltransferazlarin (FUT) alt tiplerindeki
degisikliklerin kanser hastalarinda klinik tablo ile iliskili oldugu bildirilmistir. Spesifik
fukosillenmis glikan yapilarinin saptanmasi, ¢esitli kanserlerin tan1 ve prognozu igin
klinik olarak kullanilmigtir. N-glikanlarda fukozun en icteki GICNAC’ye transferini
katalize eden a-1,6-fukosiltransferazin overekspresyonu, hem insanlarda hem de
hayvanlarda hepatokarsinogeneze katkida bulundugu gosterilmistir. a-1,6-fukosillenmis
a-fetoprotein, hepatoseliiler kanserli hastalarin serumunda tespit edilmis ve hastalarda
hepatoseliiler karsinomun erken tanisi i¢in, ayrica kanser hastalarini siroz hastalarindan

ayirt etmek icin biyobelirteg olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Shan et al. 2019).
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Fukosilasyon, fukoz iceren glikanlarin, FUT katalizi ile yiiksek enerjili bir fukoz
olan GDP-fukoz kullanilarak bir araya getirilmesi prosesidir (Zhang and Wang 2016).
GDP-fukoz, memeli hiicrelerinin sitozoliinde hem de novo hem de kurtarma yollariyla
sentezlenebilmektedir. HeLa hiicrelerinde yapilan galismalar, sitozoldeki GDP-fukozun
%90’1ndan fazlasinin, GDP-mannoz 4,6-dehidrataz ve GDP-4-keto-6 deoksimannoz-3,5-
epimeraz-4-rediiktaz tarafindan katalize edilen ii¢ enzimatik reaksiyon yoluyla GDP
mannozunun  GDP-fukoza donistirildigic. de novo yoldan sentezlendigini
gostermektedir (Yurchenco and Atkinson 1977; Tonetti et al. 1996; Shan et al. 2019).
Kurtarma yolunda, sitozolde bulunan hiicre disindaki veya lizozomdaki serbest fukoz,
fukoz kinaz ve GDP-fukoz pirofosforilaz araciligiyla gergeklestirilen iki asamali
reaksiyonlar ile GDP fukoza doniistiiriilmektedir. Sitozolde sentezlenen GDP-fukoz,
GDP-L-fukoz transporter (GDP-L-Fuc Tr) araciligiyla Golgi aygitina girerek fukozun
uygun substratlara aktarilmasi i¢in FUT’lara yiiksek enerji vericisi olarak gorev
almaktadir (Sekil 1.7) (Shan et al. 2019).
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Sekil 1.7. Fukosilasyon sentez yolaklari Jia et al. (2018)’dan degistirilerek alinmigtir

FUT’ler insan viicudunda birgok dokuda ifade edilirken ifade seviyeleri siklikla
degisebilmektedir ve farkli kanser tiirlerine sahip hastalardan alinan serum veya timor
biyopsi 6rneklerinde ifade seviyeleri kolaylikla tespit edilebilmektedir. Erken ¢alismalar,
artan FUT aktivitesinin, monoklonal antikorlar tarafindan taninabilen artan fukosillenmis

glikanlara yol a¢tigini ortaya koymaktadir (Shan et al. 2019).
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Insan genomunda tanmimlanan 13 FUT geni vardir. N-baglh glikanlar1 degistiren
FUT’lerin biiylik c¢ogunlugu Golgi aygitinda bulunurken, O-fukosiltransferazlar
genellikle endoplazmik retikulumda bulunur (Zhang and Wang 2016). Kesfedilen
FUT’ler arasinda FUT1 (H enzimi) ve FUT2 (sekretér enzim), A,B,H ve Lewis kan grubu
antijenlerinin olusumundan sorumlu a-1,2-fukosiltransferazlardir (Abrantes et al. 2009;
Blanas et al. 2018). FUT 3-7 ve FUT 9-11 a-1,3-fukosiltransferaz aktivitelerine sahiptir.
FUT3 ve FUTS5, a-1,4-fukosiltransferaz aktivitesine sahiptir. a-1,3-fukosiltransferaz olan
FUTS3, Lewisa, Lewisb, Lewisx, Lewisy, sialyl Lewisa ve sialyl Lewisx antijenleri gibi
cesitli Lewis antijenlerinin sentezini katalize eder. FUT3’lin yiiksek diizeyde ifadesi
genellikle kanserin ilerlemesi ve kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir (Meng et al. 2017,
Zhan et al. 2018). FUTS, asparajin bagli GlcNAc gruplarina fukoz ekleyerek N glikan
¢ekirdek fukosilasyonundan sorumlu olan bir a-1,6-fukosiltransferazdir. Protein o-
fukosiltransferaz 1 (Pofutl) ve Protein o-fukosiltransferaz 2 (Pofut2), fukozu dogrudan
polipeptidlere ekleyen iki O-fukosiltransferazdir. Kanser ilerlemesinde rol oynayan
onkojenik glikan epitoplarinin  olusumundan sorumlu farkli FUT’lerin substrat

ozgiilliikklerinin daha fazla arastirllmasina ihtiyag duyulmaktadir (Shan et al. 2019).

1.15. POFUT1

Proteinlerin glikozilasyonu, proteinlerde meydana gelen, proteinlerin yapi, islevi
ile fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini degistirebilen en kritik translasyon sonrasi
modifikasyonlardandir (Dong et al. 2017; Du et al. 2018). Protein glikozilasyonu,
fertilizasyon, embriyogenez, gelisim, hiicresel farklilasma, lenfositlerin hedeflenmesi,
immiin yanitlar, inflamasyon ve tiimdr progresyonu gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik
stireci diizenlemektedir (Miyoshi et al. 2012; Dong et al. 2017; Du et al. 2018).
Fukosilasyon, proteinlere veya lipid konjuge oligosakkaritlere fukoz transferini igeren en
yaygin memeli glikozilasyon tiirlerinden biridir (Miyoshi et al. 2012; Park et al. 2020).
Diferansiyel protein fukosilasyonu, tiimorogenez sirasinda karakteristik bir degisiklik
olarak kabul edilir ve bir¢cok calisma, anormal fukosilasyonun farkli kanser tiirlerinde
onemli rol aldigin1 ortaya koymaktadir. Tlimor olusumu, prognoz, invazyon, anjiyogenez,
metastaz ve immiin sistemden kagis gibi bircok malign transformasyon ile onemli

derecede iligkilidir (Miyoshi et al. 2012; Zheng et al. 2017; Park et al. 2020).
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Fukosilasyon, N-fukosilasyon ve O-fukosilasyon olmak iizere iki formda
smiflandirihir (Zhang et al. 2019a). O-Fukosilasyon, fukozun serin veya treonin
rezidiistiniin hidroksil grubuna kovalent olarak eklendigi proteinlerin karbonhidratlar ile
modifikasyonudur. O-Fukoz modifikasyonlar1 ilk olarak epidermal biiyiime faktorii
(EGF) benzeri tekrarlarda, ¢cok sayida salgilanan ve transmembran proteinde bulunan
sistein motiflerinde tanimlanmistir. Daha yakin zamanlarda, O-fukoz, trombospondin tip
1 tekrar1 olarak bilinen farkli bir sistein motifi {izerinde de tanimlanmasina ragmen
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Loriol et al. 2007). O-fukosilasyon, Protein O-
fukosiltransferaz 1 (Pofutl) ve Protein O-fukosiltransferaz 2 (Pofut2) tarafindan katalize

edilen proteinlerin tipik bir translasyon sonras1 modifikasyonudur (Chabanais et al. 2018).

Genel olarak, Pofutl enzimleri korunmus 6zelliklere sahiptir. ER’de proteinin ko-
translasyonel translokasyonuna izin veren bir sinyal peptidi, ol,2- ve al,6-
fukosiltransferazlarda ortak olarak bulunan ii¢ korunmus peptid motifi (I, II ve III),
enzimatik katalizde yer alan ve bircok glikoziltransferazin dogru islevi igin kritik
olabilecek DXD motifi ve proteini ER’de tutan KDEL benzeri bir dizi i¢germektedir
(Loriol et al. 2007). Pofutl’in en iyi bilinen substratlari, Notch proteinlerinin hiicre dis

alaninda bulunan EGF tekrarlaridir.

Pofutl tarafindan modifiye edilebilen yaklasik 100 protein olmakla birlikte bu
proteinlerden Notch reseptorleri Pofutl’in en iyi karakterize edilen hedeflerinden biridir
(Schneider et al. 2017; Holdener and Haltiwanger 2019). Bu reseptorler, Notch sinyal
yolaginin 6nemli bir bileseni olan transmembran proteinlerdir. Evrimsel olarak korunmus
Notch sinyal yolagi, hiicreler arasi iletisime aracilik etmekte ve ¢ok sayida gelisim
stirecini diizenlemektedir. NOTCH genleri, Delta ve Serrate (memelilerde Jagged (Jag)
olarak adlandirilir) genleri tarafindan kodlanan, hiicre yiizeyinde transmembran
proteinler i¢in reseptdr gorevi goren transmembran proteinlerini kodlamaktadir. Notch ve
ligandlari, hiicre dis1 alanlarinda reseptor-ligand etkilesimi i¢in kritik olan gene 6zgii
sayida EGF tekrarina sahiptir. Ligand baglanmasi iizerine, Notch reseptoriiniin hiicre igi
kismi proteolitik olarak salmir, ¢ekirdege yer degistirerek hedef genlerin
transkripsiyonunu indiikler. Notch, hiicre kaderinin diizenlenmesi, ¢ogalma, apoptoz,
farklilagsma ve migrasyon dahil olmak iizere bir¢ok dokunun gelisimi sirasinda temel rol

oynayan zara bagl bir sinyal reseptoriidiir (Bray 2006). Notch reseptoriiniin hiicre disi
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domaini, memelilerde 36 EGF tekrari igerir, bu EGF tekrarlarindan 23’ birinci sekerin
bir fukoz oldugu bir tetrasakarit birimi igerir ve 20’si birinci sekerin bir glikoz oldugu bir
trisakarit birimi igerir (Lira-Navarrete et al. 2011). EGF tekrarlari, ti¢ distlfiir kopriisii
olusturan alti korunmus sistein igeren kiiclik (~40 amino asit) sistein agisindan zengin
motiflerdir (Appella et al. 1988; Davis 1990). Notch reseptorlerinde O-fukosilasyonun
gerceklesmesi icin EGF benzeri tekrarlar, X’in herhangi bir amino asidi temsil
edebilecegi C2 ve C3, EGF-benzeri tekrarin ikinci ve iiglincii korunmus sisteinleri olan
C2-X-X-X-X-S/T-C3 konsensiis dizisine sahip olmali veya EGF benzeri tekrarlar dogru
bir sekilde katlanmalidir (Sekil 1.8) (Wang and Spellman 1998; Shao and Haltiwanger
2003). EGF benzeri tekrarlar ilizerine O-Fukoz eklenmesi, biyolojide, 6zellikle Notch
reseptorleri ve ligandlar arasindaki etkilesimde temel bir rol oynamaktadir. Bu baglamda,
Notch-ligand etkilesimleri, O-fukoz glikanlarin uzun formlarinin hem varligina hem de

tirtine baghdir (Loriol et al. 2007).
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Sekil 1.8. Notch reseptoriine O-Fukoz eklenmesinin sematik gosterimi Jafar-Nejad et al.
(2010)’den degistirilerek alinmustir.

Protein O-fukosiltransferaz 1 (insanlar i¢in kisaltilmig POFUT1, Drosophila igin
OFUT1), EGF tekrarlarina O-fukoz eklenmesinden sorumludur (Wang and Spellman
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1998; Wang et al. 2001). EGF tekrarlarindaki O-fukoz rezidiileri, Golgi’de bulunan
Fringe (FNG) proteinleri, fukoz spesifik B1,3 N-asetilglukosaminiltransferazlar
tarafindan da modifiye edilebilmektedir (Miiller et al. 2014). Fringe tarafindan yapilan
Notch modifikasyonu, ligandlarin Notch reseptorlerine baglanma aktivitesini

etkilemektedir.

Ofutl ifadesinin RNA interferans aracili azalmasi veya Ofutl’deki mutasyonlar,
Drosophila’da anormal Notch fenotipleri ile sonuglanmaktadir (Luo et al. 2006).
Drosophila’da embriyonik ndrogenez sirasinda Notch aktivasyonu igin O-fukosilasyonun
Oonemli rol oynadig1 gosterilmistir (Sasamura et al. 2007). Ayrica, fare Pofutl geninin
ifadesinin baskilanmasinin, Notchl eksikligine benzer bir embriyonik 6ldiiriicti fenotipe
neden oldugu belirlenmistir (Shi and Stanley 2003). Fare Notchl iizerindeki spesifik O-
fukoz glikozilasyon bolgelerindeki mutasyonlar, Notch aktivitesini degistirmektedir
(Rampal et al. 2005). Ofutl’in ifadesinin azalmasiyla Notch reseptorii iizerindeki O-
fukosilasyonun azalmasinin, Notch reseptorii ve ligandlart arasindaki baglanmay1 6nemli
Olglide azalttigi, bunun da O-fukosilasyonun Notch reseptorii-ligand etkilesimlerinde
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Okajima et al. 2003). POFUT1’in Notchl nakavt
farelerin paraksiyal mezoderminde ER’de biriktigi bildirilmistir (Okamura and Saga
2008). Yapilan bu g¢alisma normal Notch fonksiyonu i¢in Pofutl’in gerekliligini
vurgulamaktadir. Yapilan son ¢aligmalar ayrica Drosophila Ofutl’in bir saperon olarak
islev gorebilecegini ve Notch’un dogru katlanmasi ve hiicre yiizeyi ifadesinde dnemli bir
rol oynayabilecegini dislindiirmektedir. Bu calismalar EGF tekrarlarinin O
fukosiltransferaz 1 aracilifiyla O-fukoz modifikasyonlarinin Notch reseptoriiniin
fonksiyonunda 6nemli rol oynadigimi ortaya koymaktadir (Luo et al. 2006). Ofutl,
Drosophila’da ligandlarin katlanmasi veya islevi i¢in vazgegilmez goriinmektedir, ancak
omurgali ligandlarinin aktivitesi ve lokalizasyonu i¢in O-fukoz modifikasyonunun veya
Pofutl’in fukosiltransferazlardan bagimsiz rolii belirsizdir (Okajima and Irvine 2002).
Kiiltiirdeki memeli hiicrelerinde ve farelerde hematopoietik kok hiicrelerde POFUT1
ifadesinin baskilanmasinin, Notch reseptorlerinin yiizey ifadesini engellememesine
ragmen ligand baglanmasinin ve Notch aktivitesinin azalmasina neden oldugu

gosterilmigtir (Miller et al. 2014).
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POFUT1’in baslica hiicresel islevleri, Notch reseptorii ile ligand baglanmasinin
indiiklenmesi, reseptor aktivasyonunun arttirilmasi, proteolitik boliinmenin uyarilmasi ve
Notch hiicre i¢i domainin (NICD) salinmasi ile ¢ekirdege giderek hedef proteinlerin
ifadesinin diizenlenmesi olarak ortaya ¢ikarilmistir (Okajima et al. 2003; McMillan et al.
2017; Yang et al. 2019). Yapilan son ¢alismalar, POFUT1’in Dowling-Degos hastaligi,
meme, kolorektal, karaciger kanserleri ve hepatoseliiler karsinom dahil olmak iizere cok
sayida patolojik durumla yakindan iliskili oldugunu gostermektedir (McMillan et al.
2017; Chabanais et al. 2018; Du et al. 2018). Bununla birlikte, simdiye kadar POFUT1’in

bas ve boyun karsinogenezi siirecindeki roliinii ortaya koyan ¢alisma yapilmamastir.

1.16. POFUTZ2’in Kanser Siirecinde Rolii

POFUTL geni, kromozom iizerinde 20q11.21 bolgesine lokalizedir. 20g11.21
kromozomal bdlgesinin, kotii prognoza sahip hepatoseliiler karsinom, meme kanseri,
mide kanseri, akut miyeloid 16semi ve kolorektal kanser gibi farkli kanser tiirlerinde
siklikla amplifiye oldugu bilinmektedir (Wang et al. 2022). Kolorektal kanserde POFUT1
ifadesi ile 20ql1 amplikonunun kopya sayisi arasinda pozitif korelasyon oldugu

gosterilmistir (Loo et al. 2013).

Evre | kolorektal kanser hastalarinda, POFUTL1’in yiiksek diizeyde eksprese
edildigi gosterilmis ve bu hastalarda POFUTL’in yiiksek ifadesi, metastatik siirec ile
anlamli derecede iliskilendirilmistir (Chabanais et al. 2018). Mide kanserinde, artan
POFUT1 ifadesinin, daha yiiksek TNM evrelemesi ve tiimor farklilasmasi gibi bazi klinik
ozelliklerle iligkili oldugu ortaya konularak POFUT1’in mide kanserinde potansiyel bir
biyobelirteg olarak rol alabilecegi gdsterilmistir (Dong et al. 2017). Ozafagus kanseri
tiimor doku 6rneklerinde yapilan analiz POFUT1’in tiimdr dokularinda saglikli kontrol
dokularina kiyasla daha yiiksek ifadesine sahip oldugunu gostermektedir. Ayni calismada
adherent hiicrelere kiyasla 6zafagus kanser kok hiicrelerinde POFUT1 ifadesinin arttigi
ortaya konulmustur (Sadeghzadeh et al. 2020). Diisiik POFUT1 mRNA ifadesi, radikal
sistektomi ile tedavi edilen invaziv mesane kanseri hastalarinda daha yiiksek genel
sagkalim ve daha diisiik kanser iliskili 6liim riski ile iligkilendirilmistir (Wahby et al.
2021). Ayrica normal hiicrelere kiyasla gliomalarda POFUT1’in daha yiiksek diizeyde
ifade edildigi de bildirilmistir (Kroes et al. 2007). Kolorektal kanserde POFUT1
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susturulmasmin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicre invazyonunu ve
migrasyonunu azalttigi, hiicre dongiisii ilerlemesini durdurdugu, kolorektal kanser
hiicrelerinin apoptozunu in vitro uyardig: ve kolorektal kanser tiimor biiylimesini in vivo
baskiladig1 gosterilmistir (Komor et al. 2020). Ayrica, kolorektal kanser vakalarinda
POFUT1 geninde mutasyon iizerine yapilan yapi1 ve islev ¢alismalari, nadiren POFUT1
geninde yanlis anlamli mutasyonlarin tespit edildigi ve bu mutasyonlarin in vitro protein
O-fukosiltransferaz aktivitesinde bir artisa yol a¢tigimi gostermistir (Deschuyter et al.
2020).

POFUT!I’in de dahil oldugu Notch reseptorlerini modifiye eden
glikoziltransferazlar, O-glikozilasyon i¢in korunmus dizi ile EGF tekrarlari igeren
proteinleri modifiye etmektedir. Bu nedenle POFUT!’in kanser hiicrelerinin malign
davranig1 iizerindeki etkisine mutlaka Notch sinyali etki etmemesine ragmen simdiye
kadar, farkli kanser tiirlerinde POFUT1 ifade seviyesinin kanser hiicrelerinde Notch
sinyal yolagimi aktive ettigi ve bunun kanser hiicrelerinin malign davranisinin
degismesine neden oldugu bildirilmistir. Meme kanserinde, POFUT1’in yiiksek diizeyde
ifadesi ve aktif NOTCHL1 sinyali, kétii prognozla iliskili olan lenf nodu metastazi ve ileri
timor evresi ile iliskilendirilmistir (Wan et al. 2017). Hepatoselliiler karsinom
hiicrelerinde, POFUT1 overekspresyonunun, Notch ligandi DLL1’in Notch reseptdriine
baglanmasini1 uyarip Notch sinyal yolunu aktive ederek, anormal sekilde aktive olan
POFUT1-Notch sinyal yolunun hepatoselliiler karsinom ilerlemesinde rol oynadigi
gosterilmistir (Ma et al. 2016). Glioblastoma dokularinda yiiksek POFUT1 ifade
seviyelerinin oldugu tespit edilmis ve yiiksek POFUT]1 ifadesi olan glioblastoma
hastalarinin ~ sagkaliminin ~ daha  kisa  oldugu  belirlenmistir. ~ POFUTL’in
overekspresyonunun, glioblastoma hiicrelerinin ¢ogalmasini ve invazyonunu artirirken,
POFUT1 inhibisyonunun, glioblastoma hiicrelerinin ¢gogalmasini ve invazyonunu énemli
Ol¢iide azalttig1 gosterilmistir. Bunun nedeni olarak, POFUT1’in susturulmasi ile Notch
sinyal aktivasyonunun inhibisyonu ve HES1, HEY1 ifadelerinin azaldigi gosterilerek
POFUTZ’in Notch sinyalinin aktivasyonunu artirarak glioblastomada tiiméor indiikleyicisi

olarak rol oynadigi ortaya koyulmustur (Li et al. 2021).

Simdiye kadar POFUT1’in kanser prosesindeki rolii arastirilmasina ragmen

oldukca sinirli sayida calisma bulunmaktadir. Bununla birlikte, POFUT1’in kanser
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stirecinde aldig1 roliin ve altinda yatan molekiiler mekanizmalarin daha fazla aragtirilmasi

gerekmektedir.

1.17. Perinoral Invazyon

Malign hiicrelerin 6nemli 6zelliklerinden biri, primer tiimorden ayrilarak vaskiiler
ve lenfatik kanallar araciligiyla uzak bolgelere metastaz yapma yetenekleridir. Timor
hiicrelerinin yayilim yolu olan metastaz, literatiirde iyi karakterize edilmistir ve timor
biyolojisi {lizerine giincel arastirmalarin  biiylikk c¢ogununun odak noktasini
olusturmaktadir. Bununla birlikte, 1800’lerin ortalarindan itibaren literatiirde sinirlerin
igerisinde veya sinirler boyunca meydana gelen baska bir tiimér yayilim yolu perindral
invazyon (PNI) olarak tanimlanmistir, ancak giinimiize kadar nispeten oldukca az
arastirma konusu olmustur (Liebig et al. 2009). PNI, Avrupa literatiiriinde ilk olarak,
kafatas1 fossaya dogru ilerlerken sinirler boyunca biiylime egilimi gésteren bas ve boyun
kanserlerini tanimlayan bilim adamlari tarafindan rapor edilmistir (Lanska 2021). PNI
tanimlandig: yillardan giiniimiize kadar akciger, pankreas, kolon ve rektum, prostat, safra
yollar1 ve mide dahil olmak {izere ¢ok sayida kanser tiiriiniin anahtar patolojik 6zelligi
olarak ortaya ¢ikmaktadir. PNI, malignitelerin biiyiik ¢ogunlugu igin, kotii prognoz ve
azalan sagkalim ile onemli derecede iliskilidir (Ozaki et al. 1999; Duraker et al. 2003;
Beard et al. 2004; Law and Chu 2004). PNI’nin klinik 6énemi yaygin olarak kabul
edilmesine ragmen, patogenezinin altinda yatan mekanizmalar biiylik Olcilide

bilinmemektedir ve sinir invazyonunu hedefleyen spesifik tedaviler bulunmamaktadir.

"Perindral yayilim" veya "klinik PNI", manyetik rezonans goriintiileme ile
yakalanan semptomatik néral invazyonu tanimlarken, PNI mikroskobik asemptomatik
bulguyu temsil etmektedir (Panizza 2016). Ilk kez bas ve boyun kanserlerinde tanilanan
PNI sinirlerin “‘i¢ine, etrafina ve iginden istila’’ olarak tanimlamistir. Su anda ‘“sinire ¢ok
yakin olan ve ¢evresinin en az %33’{linii i¢eren tiimor veya sinir kilifinin 3 katmanindan
herhangi biri icindeki tiimdr hiicreleridir’” tanimi yaygin olarak kabul edilmektedir
(Liebig et al. 2009). Bu tanim kapsamli bir tanim olmasina ragmen %33’liik tanimlama
goreceli ve bireysel yoruma agik olabilmektedir. Bireysel algilar yorumlamay1
etkilediginden, patologlar arasinda bile PNI'nin nasil saptanacagi ve tanimlanacagi

konusunda biiyiik farkliliklar vardir (Chi et al. 2016). Bu nedenle PNI igin nesnel ve
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yaygin olarak kabul edilen bir tanim formiile etmek olduk¢a zordur. Ayrica, tiim kanser
tiirlerinde tek bir PNI tanimm m1 yoksa yiiksek ndrotropizmi olan tiimoérlerin, tiimor-
noron etkilesimlerinin dogas1 hakkinda daha fazla bilgi igeren tiimore 6zgii bir tanima mi1

sahip olmasi gerektigi belirsizligini korumaktadir (Schmitd et al. 2018).

Periferik sinirler, Schwann hiicreleri, fibroblastlar ve kan damarlar1 dahil olmak
tizere akson, destekleyici hiicre ve dokulardan olusmaktadir. Schwann hiicreleri miyelinli
ve miyelinsiz aksonlari1 korur ve onarir, periferik sinir sisteminde miyelin tiretir. Periferik
sinirler 3 tabakadan olusmaktadir. Endondryum, tek sinir liflerini ve onlar
miyelinlestiren Schwann hiicrelerini ¢evreleyen en igteki tabakayi temsil eder (Olsson,
1990). Aksonlar ve kilcal damarlar kollajen, hiicre dis1 matriks ve fibroblastlardan olusan
endondryum ile sarilir. Aksonlar ve endondryum, bir veya daha fazla epitel benzeri hiicre
katmanina sahip olan perindryum tarafindan sinir demetleri halinde gruplandirilir. Hassas
bir bag dokusu tabakasindan olusan endondryum, beyin veya omuriligin ylizeyinden
aksonun sinaps yaptig1 bolgeye kadar uzanan kesintisiz bir kilif olusturur. Endonéryum
icinde, tek tek lifler, beyin omurilik sivisina benzer ve bir kan-beyin bariyeri olusturmaya
yardimci olan endondryal sivi ile ¢evrilidir. Endondryal hiicreler ayrica hassas aksonlari
destekleme ve koruma islevi goriir. Sinir demetleri, tiim siniri saran, sinirlere kan akisi
saglayan, ancak lenfatik damarlardan yoksun bir kilif olan epindryum tarafindan
gruplandirilir. Epinéryum, dista gevsek bag dokusu tabakasina, kollajen ve elastik lifler
igeren bir i¢ tabakaya sahiptir. Bu tabaka sinirin damarsal kaynagini igerir. Bu tabakanin
altinda diiz bir hiicre tabakasi, bir akson demeti etrafinda tam bir kilif olusturan
perindryum bulunur. Gegirgen fakat secici bir bariyer islevi goren bu tabakayi bazal
membranlara sahip sikica ¢evreleyen endotel hiicreler olusturur (Sekil 1.9) (Stolinski
1995; Bakst and Wong 2016). Sinir kilifinin ii¢ katmanindan herhangi biri igindeki
kanser, PNI olarak tanimlanmaktadir.Bircok patolog ayrica sinir hiicrelerine temas
halinde tiimor hiicrelerinin ve sinir ¢evresine en az iigte bir yakinlikta olan timor
hiicrelerinin varligin1 PNI olarak siniflandirmaktadir. Bununla birlikte, yakin tarihli bir
calisma, klinik olarak anlamli olan intrandral invazyon olarak adlandirilan bu {i¢ tabaka
iginde invazyon olabilecegini de diisiindiirmektedir (Amit et al. 2015). Sinirler genellikle
viicuttaki anatomik vaskiiler dagilimi takip ettiginden, kan damarlar siklikla perindral nis

i¢inde bulunur.
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Sekil 1.9. Epinéryum, Perindryum ve Endondryum tabakalarindan olusan sinir anatomisi

PNIilk olarak Drapiewski ve arkadaslari tarafindan kanser hiicrelerinin iyi bilinen
cevre dokulara dogrudan invazyon, lenfatik metastaz, anjiyogenez ve viicut bosluklari
boyunca yayilim yollarima ek olarak besinci yayilim yolu olarak tanimlanmustir.
Tiimorlerde PNI olusumu sadece ilgili organlarda agr1 ve fonksiyon bozukluguna neden
olmakla kalmamakta, ayn1 zamanda giivenli sinirlar i¢inde cerrahi rezeksiyonu zorlastirip
ve sinirlerin i¢inde veya cevresinde kalan tiimor hiicreleri, kotii klinik prognozla
sonuglanan lokal postoperatif niiksii, infiltrasyonu ve metastaz1 indiikleyebilmektedir
(Marchesi et al. 2008; Amit et al. 2015; Amit et al. 2016). Boylece, PNI’nin patogenezini
aydinlatmak icin ¢ok sayida arastirma baslatilmakta, son zamanlarda, tiimérogenez ve
tedavi direncini yonlendiren, sinirler ve kanser hiicreleri arasindaki etkilesimin
fenotiplerini ve molekiiler temelini anlamaya yo6nelik artan ilgiyle birlikte PNI siireci ile

iliskili derinlesen bilgi birikimi vardir.

PND’nin ilk hipotezi, tiimor hiicrelerinin sinirleri kaplayan bag dokular1 boyunca
pasif olarak veya kiiciik sinir dallar1 ve sinir demetleri araciligiyla yayildigi "diisiik
direngli kanal" hipotezidir (Batsakis 1985; Liang et al. 2016). Son zamanlarda, molekiiler
biyoloji tekniklerinin ve yeni invazyon modellerinin gelistirilmesi, olusumu tek bir
faktoriin degil, malign hiicreler, periferik sinirler ve perindral nis icindeki stromal
hiicreler arasinda siirekli, ayrintili ve aktif bir karsilikli etkilesim siireci olan PNI algisini

derinlestirmistir. PNI sirasinda ¢ok sayida protein ve hiicresel silire¢ rol oynamaktadir.
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Tiimor hiicreleri sinir hiicrelerine dogru invaze oldugunda, burada tiimoér mikrogevresini
olustururlar. Timor hiicrelerinden salgilanan proteinler, tiimdr hiicreleri ve sinir arasinda
cift yonlii bir iletisim baslatan, neoplastik yonelime dogru noérit bliylimesini, yeniden
sekillenmesini ve aksogenezi indiiklemektedir. Bu siirecte, sinir hasar1 ve onarimi sinir
hiicrelerini tiimor istilasina karsi daha savunmasiz hale getirmektedir. Hasar sonucu
onarilamayan, o6len sinirler bir dizi norotransmitterler (katekolaminler, asetilkolin ve
noropeptitler), membrana bagl proteinler (MUC1 ve LLCAM), matriks metalloproteazlar
(MMP’ler), kodlamayan RNA’lar (miRNA, IncCRNA ve cirRNA), norotrofik faktorler
(GDNF, NGF, BDNF, NT3 ve CSF1), nis igerisine salinabilen veya tiimér hiicrelerinde
eksprese edilen reseptorlerine (GFRal, TRKA, TRKA, TRKC, CSF1R, CXCR4, CCR2,
CCR5 ve CX3CR1) spesifik olarak baglanabilen kemokinler (CXCL12, CCL2, CCL5 ve
CX3CL1) salgilayarak hem nis igerisindeki inflamatuar yanitt hem de tiimoriin sinire
dogru yonelim hareketini desteklemektedir (Sekil 1.10). Norotrofik faktorler, aksonlarin
gelisiminin yani sira olgun noronlarin korunmasini diizenleyen bir protein ailesidir.
Norotrofik faktorler temel olarak periferik ve merkezi sinir sisteminin gelisiminde rol
almakla birlikte, son kanitlar, hem kanser hiicrelerinin hem de noral hiicrelerin, kanser
hiicrelerinin sinirler boyunca biiylimesini ve sinirlere dogru yayilimini kolaylastirabilecek
norotrofik faktorleri yukari regiile ettigini gostermektedir (Bakst and Wong, 2016).
GDNF biiytime faktorleri ailesinin, birgok grup tarafindan PNI’de 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. GDNF’nin hem sinirler hem de makrofajlar dahil destek hiicreleri
tarafindan salgilandig1 bilinmektedir (Cavel et al. 2012). GDNF ifadesinin azalmasinin
hem in vitro hem de in vivo olarak sinirlere invazyonu azalttigi gosterilmistir. PNI
vakalarinda siklikla adjuvan olarak uygulanan terapotik radyasyon, sadece kanser hiicresi
6liimiinii indiikleyerek degil, ayn1 zamanda GDNF seviyelerini de baskilayarak PNI’yi
baskilayabilmektedir. Kanser motilitesi tizerindeki etkilere ek olarak, GDNF’nin insan
oral skuamoz hiicreli karsinomlarinda daha invaziv bir kanser fenotipini destekleyebilen
daha yiiksek matriks metalloproteaz (MMP’ler) ifadesini indiikledigi de gosterilmistir
(Bakst and Wong 2016). Kemokinler, yakindaki duyarli hiicrelerde kemotaksiyi
indiikleme Kkabiliyetine sahip bir sinyal proteini ailesidir. Kemokinlerin kanserin
ilerlemesinde rol oynadigi uzun zamandir bilinmektedir; ancak, PNI siirecindeki rolii
yakin zamanda arastirilmistir (Murphy 2001). GDNF ve NGF tarafindan eksprese edilen
MMP’lerin PNI prevalansinin yiiksek oldugu karsinomlarda yiiksek diizeyde ifade
edildigi gosterilmistir (Okada et al. 2003; Okada et al. 2004). MMP’ler, PNI siirecinde

onemli terapotik hedefler olarak diisiiniilmesine ragmen, genis spektrumlu MMP
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inhibitorlerinin, ¢esitli klinik ¢alismalarda PNI ve tiimdr gelisimi iizerinde 6nemli bir etki
gostermedigi ortaya konulmustur (Overall and Kleifeld 2006). Ayrica timor iligkili
inflamasyon ile fibroblastlar, makrofajlar, diizenleyici T hiicreleri ve mast hiicreleri gibi
stromal hiicreler timor hiicreleri ve sinir arasindaki etkilesim sirasinda perindral nis
icerisine alinmaktadir (Gasparini et al. 2019; Jurcak and Zheng 2019; Zhang et al. 2021a).
[lk teoriler, PNI’nin basitce lenfatik metastazin bir uzantis1 oldugunu éne siirmiistiir. PNI
patogenezi lizerine sonraki teoriler, timor hiicresi yayilmasi icin diisiik direncli bir kanal
gorevi goren noral kiliflara odaklanmistir (Bakst and Wong 2016). Bununla birlikte,
elektron mikroskobu ve diger tekniklerle sinirlerin dikkatli bir sekilde incelenmesi, sinir
kilifinin aslinda birka¢ kolajen katmani ve esmerkezli olarak diizenlenmis endotel
hiicreleri ile daha yiiksek direngli bir yol oldugunu gostermistir (Akert et al. 1976). Ayrica
yapilan c¢aligmalar PNI'nin bir zamanlar Onerildigi gibi lenf metastazinin uzantisi
olmadigini, lenf kanallarinin sinir kilifinin igerisine girmedigini ortaya koymaktadir. Son
40 yildir, PNI patogenezinin arkasindaki baskin teori, tiimor hiicrelerinin, hiicre gogii i¢in
noral kiliflar boyunca yayilimidir. PNI prosesinde, tiimor hiicreleri sinir kilifi igerisine
girdikten sonra, sinir kilifin1 olusturan kolajen ve bazal membran katmanlari ile metastazi
kolaylastiran biiylime ortami igerisine erisim saglamaktadir. Bazi karsinomlar ileri evrede
metastaz i¢in PNI tercih ederken, diger karsinomlarin metastaz yolu olarak PNI tercih

etmemesinin altinda yatan mekanizma ise heniiz bilinmemektedir.
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Sekil 1.10. PNI siirecinde perindral nisin sematik gosterimi Zhang et al. (2021a)’dan
degistirilerek alinmistir.

Daha yakin zamanlarda yapilan ¢aligmalar, PNI'nin tiimdr hiicreleri ve sinirler
arasindaki karsilikli sinyal etkilesimlerini igerebilecegini ve invaze timor hiicrelerinin,
periferik sinir ortamindaki proinvaziv sinyallere yanit verme yetenegi kazanmis
olabilecegini ortaya koymaktadir. Prostat kanseri hiicreleri ile bir Matrigel matriksinde
ko-kiiltir edilen fare dorsal root gangliyonlarini (DRG) kullanan bir PNI modelinde,
Ayala ve arkadaslari, noritler boyunca orijin gangliyonlarina dogru tiimor hiicresi
goclinlin yani sira ndritlerin kanser hiicresi kolonilerine dogru odaklanmig yonlii
biliylimesini gostermistir. Bu model, PNI sinyal mekanizmalarinin tiimor hiicreleri, sinir
hiicreleri ve stromal hiicreler dahil olmak {izere en az 3 farkli hiicresel grubunu igerdigini

ve otokrin, parakrin mekanizmalari icerebilecegini diistindiirmektedir.

Onceki in vitro calismalarda gdsterilen sinir hiicrelerinde artan nérit olusumu ve
hiicrelerin bu noritler {izerine olan gocii, aksonal gé¢lin PNI siirecinin énemli bir unsuru
olabilecegini gostermektedir. Aksonal biiyiime, norotropik biiyiime faktorleri ve aksonal
kilavuz molekiiller gerektiren karmasik bir siirectir (Bakst and Wong 2016).

PNI siirecinin karmasik olmasi nedeniyle in vitro modeller olduk¢a sinirlidir.

Bununla birlikte, in vitro modeller PNI'yi indiikleyen faktorlerin daha iyi anlasilmasina
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yol acan yiiksek diizeyde kontrollii bir deney ortamina izin vermektedir. Ik kez Ayala
ve arkadaslar1 orijinal olarak Matrigel icerisinde fare DRG’lerinin prostat kanser hiicreleri
ile birlikte kiiltiirlendigi bir in vitro sistem tanimladi (Ayala et al. 2001). DRG Matrigel
icerisine alindiginda, deneysel amaglar i¢in tek tek sinir liflerine benzeyen ndrit
uzantilarini olusturmaktadir. Bu noritler kanser hiicre kolonilerine dogru biiyiirken ayni
zamanda kanser hiicreleri tarafindan da istila edilir. Ozellikle, bu modelde kanser
hiicreleri, PNI'nin tipik olarak merkezi olarak yayildigi klinik gozlemini taklit eden
merkezi gangliyona dogru tek yonlii olarak gog¢ etmektedir (Sekil 1.11). Bu modeli
kullanan Ayala ve arkadaslari, DRG ve kanser hiicreleri ko-kiiltiir yapildiginda hem
kanserin hem de sinirin bliyiime avantajina sahip oldugu PNI'nin simbiyotik dogasini

tanimlayan ilk kisilerdir (Dai et al. 2007; Bakst and Wong 2016).

’ —— Matrigel \ ’ \ ’ \ Kanser Hiicreleri
@® —ors

Sekil 1.11. Perindral invazyonun in vitro dorsal root ganglion (DRG) modeli Bakst and
Wong (2016)’dan degistirilerek alinmistir.

PNI tanilanirken ornekler hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanmaktadir ve
PNI varlig1 uzman patologlar tarafindan incelenmektedir. Sinir kilifinin {i¢ katmanindan
herhangi birinde timor hiicreleri tanimlandiginda, PNI’nin mevcut oldugu kabul
edilmektedir. Timor hiicrelerinin sinir kilifi igerisinde olmayip perinéral ortama yakin
oldugu durumlarda, PNI tanisi i¢in kriter, sinir ¢gevresinin en az %33’ii civarinda timor
hiicrelerinin tutulumu PNI pozitif vaka olarak kabul edilmektedir (Sekil 1.12) (Liebig et
al. 2009; Chatterjee et al. 2012).
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Sekil 1.12. Hematoksilen-eozin ile boyanan o6zofagus skuaméz hiicreli karsinom
orneginde perindral invazyon varligi. (a) Sinir lifi kismen timor hiicreleri
ile gevrili PNI 6rnegi (siyah ok). (b) Perindryuma gomiilii tiimdr hiicreleri
bulunan PNI 6rnegi (siyah ok). Kim et al. (2021)’den degistirilerek
alinmustir.

1.18. Bas ve Boyun Kanserlerinde Perinoral invazyon

Tiimor hiicrelerinin sinirleri istilasinin histolojik bulgusu olan PNI, BBSHK ’larda
genellikle kotii prognozla iliskili en belirgin patolojik 6zelliklerden biri olarak kabul
edilmektedir (Bur et al. 2016). PNI, BBSHK’larda ¢ok sik goriilen bir prognostik
faktordiir ve BBSHK vakalarinin yaklasik olarak %90’inda bulunabilmektedir (Roh et al.
2015; Huyett et al. 2017; Schmitd et al. 2018; Chen et al. 2019). Bas ve boyun bolgesinde
farkli anatomik bolgelerde baglayan tiimorlerin farkli PNI gelistirme riskleri olmakla
birlikte, oral kanserlerin nispeten daha yiiksek PNI riski ile iliskili oldugu belirlenmistir
(Zhang et al. 2019b). PNI-pozitif BBSHK tiimérleri, daha yiiksek lokal-bolgesel niiks ve
uzak metastaz oranlarina sahiptir, bu da PNI olmayan BBSHK hastalarina kiyasla daha
diisiik genel sagkalim ile sonuglanmaktadir (Woolgar and Scott 1995; Fagan et al. 1998;
George et al. 1998; Tai et al. 2012; Huyett et al. 2017).

PNI gelisen hastalarin tedavisi tipik olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi
uygulanarak en {ist diizeye cikarilsa da, bu hastalarin genel sagkalim oranlari, PNI
olmayan hastalara kiyasla %40 kadar daha diisiiktiir (Huyett et al. 2017). Bu nedenle,
mevcut tedavi yaklasimlarinin bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom hastalari i¢in, PNI

ile iliskili olumsuz prognozu iyilestirmede etkisiz oldugu belirgindir. PNI gelistiren bas
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ve boyun skuamdz hiicreli karsinom hastalar1 i¢in hedefe yonelik tedavi yaklasimlari, bu
siireci diizenleyen faktorlerin yeterince anlagilmamasi nedeniyle gelistirilememistir.
Bununla birlikte, erken evre BBSHK hastalarinin sagkalimi PNI gelisiminden belirgin bir
sekilde etkilenmezken, ileri evre bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom hastalarinda
PNI’nin azalan genel sagkalim ile 6nemli derecede iligkili oldugu gosterilmistir (Zhang
et al. 2019b). Bu sonuglar ileri evre hastalarda PNI gelisimine daha fazla dikkat edilmesi
gerektigini ve bu tiir hastalarin tedavileri ile ilgili daha fazla klinik ¢alismaya ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir.

BBSHK hastalar1 {izerinde yapilan yakin tarihli bir ¢alismada, kanser tanisi
konulduktan sonra halen sigara i¢en ve tan1 konmadan 6nce sigara igen hastalarda, hayati
boyunca hig¢ sigara icmeyen ve BBSHK tanisi konan hastalara gére 6nemli 6l¢lide daha
stk PNI gelistigini gostermistir. Yine ayni ¢alismada, yas, cinsiyet ve alkol tiiketiminin
BBSHK hastalari igin PNI varligi ile iliskili dnemli risk faktorleri olmadigi belirlenmistir
(Baumeister et al. 2018). HPV’nin PNI {izerindeki etkisini degerlendirmek i¢in yapilan
bir diger ¢alismada, HPV pozitif BBSHK hastalarinin, HPV negatif hastalar ile
kiyaslandiginda daha diisiik PNI gelistirme olasiligina sahip oldugu ortaya koyulmustur
(Mendelsohn et al. 2010).

Yapilan c¢aligmalar BBSHK hastalarinda PNI'nin prognostik Onemini ortaya
koymus olsa da, mevcut literatiir, PNI ile iliskili sinir-tiimor etkilesimlerinin altinda yatan
patogenez, klinik 6zellikler ve mekanizmalarin BBSHK’da belirsizligini korudugunu
gostermektedir (Schmitd et al. 2019; Zhang et al. 2019b). PNI’nin 6nemini kabul eden
bircok calisma olmasina ragmen, simdiye kadar yapilan ¢alismalarda PNI'nin altinda
yatan mekanizmalar biiylik oranda bilinmemektedir ve klinik PNI sirasinda meydana
gelen molekiiler degisiklikler iyi arastirilmamistir. BBSHK hastalarinda PNI siirecinde
genlerin roliinii arastiran yalnizca birkag calisma yapilmistir (Zhang et al. 2019b).
Bununla birlikte, perindral invazyon gelistiren BBSHK hastalar1 i¢in optimal tedavi
yaklasimi 6nemli bir tartisma konusu olmaya devam etmektedir. Bu nedenle, PNI ile
iliskili mekanizmalarin agiga kavusturulmasi, PNI’yi hedefleyen ve hasta sagkalimini,
yasam kalitesini artirmaya yardimci olacak Ozgiin tedavi stratejilerinin ve yeni

terapotiklerin gelistirilmesini kolaylastirmak icin kritik oneme sahiptir.
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Ma et al. (2016) hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde yiiksek diizeyde POFUT1
ifadesinin, Notch ligandi1 DII1’in Notchl reseptériine baglanmasini indiikleyebilecegi ve
Notchl sinyal yolunu aktive edebilecegi ortaya koyulmustur. POFUT1’in in vitro hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu destekleyebilecegi, POFUT1’in
hepatoselliiler karsinomda tiimor indiikleyici rolii oldugu gosterilmistir. Yiiksek diizeyde
POFUT1 ifadesinin, hepatoselliiler karsinom hastalarinda diisiik sagkalim ve yiiksek niiks
oranlar ile yakindan iliskili oldugu bulunmustur. POFUT1’in hepatoselliiler karsinom
dokularinda ve hiicrelerinde yliksek diizeyde ifade edildigi ve POFUT1’in hepatoselliiler
karsinom hiicrelerinde Notch sinyal yolagimin aktivasyonu araciligiyla malign davranisi

onemli 6l¢iide destekledigi ortaya konulmustur.

Li et al. (2021) yiiksek POFUT1 seviyelerine sahip glioblastoma hastalarinin
diisiik POFUT1 seviyelerine sahip hastalara kiyasla daha kisa bir sagkalim oranina sahip
oldugu belirlenmistir. POFUT1’in glioblastoma hiicrelerinde susturulmasinin, hiicrelerin
proliferatif, invaziv ve EMT potansiyelini belirgin bir sekilde azalttigi ortaya
konulmustur. POFUT1’in susturulmasinin Notch sinyal yolagiin aktivasyonunu inhibe
ettigi, HES1 ve HEYZ1’in ifadesinde azalmaya yol actig1 gosterilmistir. Ayrica, veriler
POFUTL’in susturulmasmin glioblastoma hiicrelerinden olusturulan ksenograft

tiimorlerinin in vivo biiylimesini 6nemli 6l¢lide inhibe ettigini gostermistir.

Du et al. (2018) kolorektal kanser hiicrelerinde POFUT1’in susturulmasinin hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi, hiicre invazyonunu ve gogiinii azalttig1, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesini durdurdugu ve in vitro kolorektal kanser hiicre apoptozunu uyardigi ortaya
koyulmustur. TCGA veritabaninda POFUT1 ifade analizi, POFUTL’in kolorektal
kanserde yiiksek diizeyde ifade edildigini gostermistir. Ayrica, POFUTL1’in
susturulmasinin, in vivo tiimorigenezi baskilayarak kolorektal kanser tiimor bitylimesini

onemli dl¢iide inhibe ettigi gosterilmistir.

Yao et al. (2011) farelerde indiiklenebilir Pofutl inaktivasyonunun miyeloid
hiperplaziye ek olarak T lenfopoezinde ve B hiicrelerinin iiretiminde bir azalma ile

lenfoid gelisimsel kusurlaria yol actig1 gosterilmistir. Pofutl eksikliginin, Notchl ve
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Notch2’nin hiicre yiizeyi ifadesini az miktarda azaltmasina ragmen, Notch reseptorlerinin
Delta benzeri Notch ligandlari ile baglanmasini tamamen ortadan kaldirarak Notch
hedeflerinin aktivasyonunu baskiladigi ortaya konulmustur. Buna ragmen Notch
sinyalinin aktivasyonunun, T lenfopoezi ve kemik iligi miyeloid hiperplazisini ortadan
kaldirdig1 bunun da Notch-ligand etkilesimlerinin modiilasyonu yoluyla hematopoietik
homeostazin Notch diizenlemesinde Pofutl’in 6nemli bir rolii oldugunu ortaya koydugu

gosterilmistir.

Yokota et al. (2013) OSHK hastalarina ait doku 6rneklerinde ve OSHK hiicre
hatlarinda yapilan POFUTL ifade analizi, POFUT1’in OSHK’da mRNA ve protein
diizeyinde ifadesinin anlamli derecede arttigini gostermektedir. OSHK hiicrelerinde
POFUT1 susturulmasinin, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunu baskiladigi
ortaya konulmustur. POFUT1 ifadesi ile OSHK’li hastalarin klinik davranislar
arasindaki iligki arastirildiginda, POFUTL ifadesinin, primer timér boyutu ile 6nemli
Olgiide korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Primer OSHK tiimoérlerindeki POFUT1
protein ifadesinin immiinohistokimyasal analizi, T3/T4 evre tiimor 6rneklerinde POFUT1
immiinohistokimyasal skorlarinin, T1/T2 evre tiimor 6rneklerine kiyasla ¢ok daha yiiksek
oldugunu ve POFUT1 ile OSHK nin ilerlemesi arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu ortaya

koymustur.

Leng et al. (2018) Akciger kanseri hastalarinin timor dokularinda ve plazma
orneklerinde yiiksek POFUT1 mRNA ifadesi oldugu bildirilmistir. Ayn1 c¢aligmada
POFUT1’in yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik ile akciger kanserinin erken tanisi i¢in akciger
kanseri hastalarinda tiimoriin evresi, histolojik tiirli, hastalarin yas1 ve cinsiyetinden
bagimsiz olarak yiiksek tanisal performansli biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

belirlenmistir.

Liu et al. (2017) POFUTY’in normal gebeligi olan kadinlara kiyasla diisiik yapan
hastalarin trofoblastlarinda ifadesinin azaldig gosterilmistir. Kiirtaj hastalarindan alinan
trofoblast hiicrelerinde normal hamile kadinlara kiyasla POFUTL1 seviyesinin azaldigi ve
azalan POFUT1 ifadesinin trofoblast hiicre gogiinii ve proliferasyonunu inhibe ettigi,
POFUT1 stimiilasyonunun hiicrelerin S-fazina geg¢isini indiikleyerek hiicre dongiisiin

ilerlemesini arttirdig1 ve bu sekilde trofoblast hiicrelerinin proliferasyonunu indiikledigi
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ortaya konulmustur. POFUT2’in siklin D1, siklin E, CDK2, CDK4 ve pRb’nin ifadesini
indiikleyerek MAPK ve PI3K/Akt sinyal yolaklarinin inhibitorleri p21 ve p27°nin

ifadesini inhibe ederek trofoblast hiicre proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir.

Wahby et al. (2021) Muskiiler invaziv mesane kanseri hastalarinda ¢ok degiskenli
Cox regresyon analizine gore diisik POFUT1 mRNA ifadesi olan hastalarin, kanser
spesifik 6liim orani i¢in daha fazla risk altinda oldugu gosterilmistir. Lenf nodu metastazi
olmayan muskiiler invaziv mesane kanseri hastalarinin alt grup analizi, diisik POFUT1

ifadesinin azalan sagkalim ile iligkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Wan et al. (2017) Meme kanseri doku 6rneklerinde normal dokulara kiyasla
POFUT1, SLUG ve NICD ifadesinin anlamli derecede arttigi gosterilmistir. POFUT1,
SLUG ve NICD’nin yiiksek ifadesi, ileri evre tiimor, yiiksek histolojik grade ve lenf nodu
metastazi gibi kotii prognostik faktorlerle anlamli derecede iliskilendirilmistir. Yapilan
web tabanli analiz ile yiiksek POFUT1 ve NOTCH1 mRNA ifadesinin meme kanseri
hastalarinda daha kotii sagkalim sonucu ile iligkili oldugu ortaya konulmustur. Meme
kanserinde POFUT1’in Notch protein ifadesi ile pozitif bir korelasyonu oldugu
gosterilmis ve POFUT1’in meme kanserinde de Notchl sinyal yolaginin anormal

aktivasyonundan sorumlu olabilecegi belirlenmistir.
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3.1. Materyal

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar Cizelge 3.1.’de, kullanilan sarf malzemeler,
kimyasal maddeler ve kitler Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Marka Kullanim Amaci
Derin Dondurucu (-20°C) Templow Kimyasal malzemeleri ve
Kitleri saklamak i¢in
kullanildi.
Buzdolabi (4°C) Edesa Kimyasal malzemeleri ve
kitleri saklamak i¢in
kullanildi.
Derin Dondurucu (-80°C) ESCO Lexicon® Hiicreleri, kimyasal

malzemeleri ve kitleri
saklamak i¢in kullanildi.

Epoch Spektrofotometre BioTek EPOCH RNA, protein
konsantrasyonlarinin
Olciilmesi ve hiicre canlilik
testlerinde absorbans
Ol¢timii i¢in kullanildi.

Laminar air-flow (Class I ESCO NordicSafe™ Hiicre kiiltiirii
Safety Cabinet) caligmalarinin steril ve
izole bir ortamda
gergeklestirilmesi igin

kullanildi.
CO; inkiibator ESCO Celculture CO2 Hiicrelere uygun biiyiime
Incubator ortami saglamak amaciyla

kullanildi.
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Cizelge 3.1. (Devam)

Mikropipet

Mini Santrifiij

Sogutmali Santrifiij

Vorteks

Otoklav

Invert Mikroskop

Su Banyosu

Saf Su Cihaz1-UV

Isitici-sogutucu Kuru Blok

Dikey Jel Yiiriitme Sistemi

Axypet

WiseSpin

Hettich Zentrifugen

Wisd Wisemix VM-10

Tomy SX-500E

Leica

Wisd WiseBath

Millipore Direct- Q-3

Bioer, ch 202

Bio-Rad
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Deneylerin tamaminda
kullanilacak sivi
malzemelerin miktarlarini
hacimsel olarak dogru
sekilde belirlemek
amaciyla kullanildi.

Hiicrelerin ¢oktiiriilmesi,
RNA ve protein
izolasyonunda kullanildi.

Hiicrelerin ¢oktiiriilmesi,
RNA ve protein
izolasyonunda kullanildi.

Kati-Siv1 karisimlart
homojenize etmek
amaciyla kullanildi.

Deneylerde kullanilan
materyallerin tamamin1
sterilize etmek amaciyla

kullanildu.

Hiicrelerin
gorlintiillenmesinde ve
fotograflanmasinda
kullanild.

Kullanilacak soliisyonlarin
belirli sicakliklara
1s1tilmasi amaciyla

kullanildi.

Hazirlanan ¢ozeltilerin
¢Oziiclisii olarak kullanildi.

Kullanilacak materyallerin
1sitilmasi-sogutulmasi
amactyla kullanildi.

Proteinlerin SDS-PAGE
jel elektroforezi ile
molekiiler agirliklarina

gore ayrilmasinda
kullanildi.
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Cizelge 3.1. (Devam)

Yatay Jel Yiirlitme Sistemi

Jel Gorlintileme Sistemi

Blotlama Cihazi

Termal Dongii Cihazi

Tissue Lyser LT

Rotor-Gene Q Real-Time

PCR

Calkalamali1 Inkiibator

Inkiibator

Bio-Rad

Bio-Rad ChemiDoc

Bio-RadTrans-Blot®
Turbo™

SensQuest Labcycler

Qiagen

Qiagen

ZHICHENG ZHWY-

2102C

Memmert

zole edilen RNA’larin
integritelerinin kontrol
edilmesinde kullanildi.

Western Blot
membranlarinin, agaroz

jellerin goriintiilenmesinde
kullanildi.

Western blot deneyinde
proteinlerin jelden
Membrana yari-Kuru
transferi i¢in kullanildi.

cDNA’larin
sentezlenmesinde
kullanildi.

Protein izolasyonunda
dokular1 pargalamak
amaciyla kullanildi.

Gen ifadelerinin mMRNA
diizeyinde kantitatif analizi
i¢in kullanildz.

Plazmitlerin bakteri
hiicrelerinde ¢ogaltilmasi
amaciyla kullanildi.

Transformasyon
sonrasinda bakterilerin
petri kaplarinda
biiyiitiilmesi amaciyla
kullanildi.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan Kitlerin, kimyasallar ve sarf malzemelerin listesi

Malzeme

Marka

Kullanim Amaci

High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit

EvaGreen PCR Master
Mix

Aldehyde Dehydrogenase
Activity Colorimetric
Assay Kit

Lipofectamine 3000
Transfection Reagent

EcoPURE Total RNA Kit

EcoSpin Plasmid Isolation
Kit

ClearBand ECL Western
Blot Substrat

Corning® Matrigel®
Basement Membrane
Matrix High Concentration

Corning® Matrigel®
Growth Factor Reduced
(GFR) Basement
Membrane Matrix

Thermo Scientific®

Solis Biodyne

Sigma Aldrich

Invitrogen

EcoTech Biotechnology®
(Turkiye)

EcoTech Biotechnology®
(Turkiye)

EcoTech Biotechnology®
(Turkiye)

Corning®
(USA)

Corning®
(USA)
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Dokulardan ve hiicrelerden
1zole edilen RNA’lardan
cDNA sentezlenmesinde

kullanildi.

Gen ifadesinin mMRNA
diizeyinde kantitatif ger¢ek
zamanli PCR ile
berlilenmesinde kullanildi.

Hiicrelerde ALDH
aktivitesinin
degerlendirilmesinde
kullanildi.

Hiicrelere overekspresyon
ve sShRNA plazmitlerinin
transfeksiyonu igin
kullanildi.

Hiicrelerden RNA
izolasyonu i¢in kullanildi.

Cogaltilan plazmitlerin
stv1 bakteri kiiltiirlerinden
izolasyonu i¢in kullanildi.

Peroksidaz enziminin
substrat1 olarak antijen-
antikor iligkisinin ve
miktarinin belirlenmesinde
ve goriintiilenmesinde
kullanildi.

In vivo fare deneylerinde

hiicrelerin enjeksiyonunda
kullanildi.

Perindral invazyon
deneylerinde dorsal root
ganglialarin
kaplanmasinda kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

TRIzol Reagent

POFUT1 primer antikor

Ki-67 Rabbit Monoclonal

antibody

Rekombinant Epidermal
Biiyiime Faktor

Rekombinant Fibroblast
Biiytime Faktor

Rekombinant Insiilin
Biiyiime Faktor

Sodyum Dodesil Stilfat

Corning BioCoat™
Matrigel Invasion
Chamber

Transwell® Permeable
Supports Chamber

Hydrocortisone

Invitrogen

Santa Cruz
Biotechnology®

Ventana Medikal Systems

PeproTech
(USA)

PeproTech
(USA)

PeproTech
(USA)

BioShop

Corning®

(USA)

Corning®
(USA)

Sigma-Aldrich®
(Germany)
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Dokudan RNA
izolasyonunda hiicrelerin
parcalanmasi igin
kullanildi.

Western blot deneylerinde
POFUT1 proteinlerini
belirlemek amaciyla
kullanildi.

Immiinohistokimya
analizinde proliferatif
marker olarak kullanildi.

In vitro kiirecik olusturma
deneylerinde hiicrelerin
bliylime ortami igerisinde
kullanildi.

In vitro kiirecik olusturma
deneylerinde hiicrelerin
biiylime ortamu igerisinde
kullanilda.

In vitro kiirecik olusturma
deneylerinde hiicrelerin
biliyiime ortami igerisinde
kullanildi.

Western blot deneylerinde
SDS PAGE jeli ve
ylriitme tamponu

icerisinde kullanildi.

Invazyon deneylerinin
gerceklestrilmesinde
kullanildi.

Migrasyon deneylerinin

gerceklestrilmesinde
kullanildi.

SCC-9 hiicrelerinin
biiyiitiilmesinde besiyeri
iceriginde kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

Amonyum Persiilfat

Etanol

Kloroform

Metanol

izopropanol

Dimetil siilfoksit (DMSO)

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

Bis-akrilamid

Akrilamid

Trizma Base

Ponceau S

Crystal Violet

BioShop

Sigma-Aldrich®
(Germany)

Sigma-Aldrich®
(Germany)

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

EcoTech Biotechnology®
(Turkiye)

Sigma-Aldrich®
(Germany)

Sigma-Aldrich®
(Germany)

BioShop

Sigma-Aldrich®
(Germany)

EcoTech Biotechnology ®
(Turkiye)

Sigma-Aldrich®
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SDS PAGE jelinin
hazirlanmasinda kullanildi.

Sterilizasyon amaciyla
kullanildi.

Dokudan RNA
izolasyonunda kullanildi.

Hiicreleri yiizeye
sabitlemek (fiksasyon) i¢in
kullanildi.

SDS PAGE jelinin
hazirlanmasinda kullanildi.

Hiicrelerin dondurma
medyumunun igerisinde
kullanildi.

Akrilamid-Bis akrilamidin
polimerizasyonunu
katalizlemek amaciyla
kullanildi.

SDS PAGE jelinin
polimerizasyonu igin
kullanildi.

SDS PAGE jelinin
polimerizasyonu igin
kullanildi.

SDS PAGE jelinin
hazirlanmasinda kullanildi.

Transfer asamasindan
sonra membrandaki
proteinleri goriiniir hale
getirmek i¢in kullanildu.

Hiicre migrasyon,
invazyon ve tek hiicre
koloni testinde hiicreleri
boyamak i¢in kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

Proteaz Inhibitér Kokteyl

PMSF

Siut Tozu

Laemli Sample Buffer 10x

RIPA Lizis Buffer

L-Glutamin

Penisilin-Streptomisin

Fetal Bovine Serum (FBS)

Tripsin

DMEM F12 besi yeri

Thermo Scientific®

Roche

EcoTech Biotechnology ®
(Turkiye)

EcoTech Biotechnology ®
(Turkiye)

EcoTech Biotechnology ®
(Turkiye)

Sigma-Aldrich®

Gibco®

Gibco®

Gibco®

Gibco®
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Protein izolasyonunda
proteinleri pargalayan
proteazlari inhibe etmek
amactyla kullanildi.

Protein izolasyonu
asamasinda hiicre i¢inde
proteinlerin serin
proteazlar tarafindan
parcalanmasini 6nlemek
amaciyla kullanildu.

Western Blot deneylerinde
spesifik olmayan antikor
baglanmalarii dnlemek

amactyla membrani
bloklamak i¢in kullanildu.

Protein 6rneklerinin
hazirlanmasi i¢in
kullanildi.

Protein izolasyonunda

hiicreleri pargalamak i¢in
kullanildi.

Kiiltiirdeki hiicrelerin
biiyiimesini destekleyici
olarak kullanildi.

Hiicreleri kontaminasyona
kars1 korumak amaciyla
kullanildi.

Hiicrelerin bliyiimesi ve
cogalmasi icin gerekli
biliylime faktorlerini igeren
serum olarak kullanildi.

Hiicreleri pasajlama
asamasinda bulunduklar1
yiizeyden kaldirmak
amaciyla kullanildi.

SCC-9 hucrelerinin
biiyiitiilmesi i¢in besiyeri
olarak kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

RPMI 1640 besi yeri EcoTech Biotechnology ®

(Turkiye)
Puromisin BioShop
Genetisin BioShop
Whatman Kagidi Sigma-Aldrich®
Nitroseliilloz Membran Sigma-Aldrich®
96 kuyucuklu plate Corning® Costar®
6 kuyucuklu plate Corning® Costar®
Steril serolojik pipetler LP Italiana
Falkon tiipleri LP Italiana
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FaDu, Hep-2 ve Detroit-
562 hiicrelerinin
bliyiitiilmesi i¢gin

kullanildi.

Memeli hiicrelerine
plazmitlerin
transfeksiyonu sonrasi
hiicrelerin se¢ilimi i¢n
kullanildi.

Memeli hiicrelerine
plazmitlerin
transfeksiyonu sonrasi
hiicrelerin segilimi ign
kullanildi.

Western Blot deneylerinde
proteinlerin jelden
membrana transferi
asamasinda tampon

akisini saglamak i¢in
kullanildi.

Proteinlerin jelden
transferi i¢in kullanildi.

Hiicre canlilik testleri igin
hiicrelerin kiiltiire edilmesi
amactyla kullanildi.

Tek hiicre koloni testi igin
hiicrelerin kiiltiire edilmesi
amactyla kullanildi.

Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda kullanildi.

S1vi formda bulunan
malzemelerin,
kimyasallarin ve
besiyerlerinin
saklanmasinda, santrifiij
islemleri i¢in kullanildi.
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Cizelge 3.2. (Devam)

96 well Ultra-Low Corning® In vitro kiirecik olusturma
Attachment Plate (USA) deneylerinin
gerceklestirilmesinde
kullanildi.
Eppendorf tiipler (0,2-0,5- LP Italiana S1vi formda 6rneklerle
1,5 ml) calismak i¢in kullanildi.
Hiicre kiiltiirti flasklar SPL (Korea) Hiicrelerin kiiltiire

edilmesinde kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Hastalar ve doku érnekleri

Bas ve boyun skuamdz hiicreli timér doku ve normal doku ornekleri Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’ndan temin edilerek
arsivlendi. Bas ve boyun kanseri tiimor orneklerinin temini ve arsivlenme islemi i¢in
oncelikle BBSHK hastalarindan histopatolojik tan1 i¢in ameliyat ile biyopsi ornekleri
alind1. Biyopsi sonucu skuamoz hiicreli karsinom olduklar1 dogrulanan hastalar caligmaya
dahil edildi. Calismaya dahil edilmeden once tiim hastalar bilgilendirildi ve tiim
hastalardan yazili bigilendirilmis onam alindi. Tiim6r dokularinin ve eslesen normal
dokularin histolojik incelemeleri Atatiirk Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirildi. Tumor doku oOrneklerinin klinik evrelemesi Uluslararasi Kanserle
Miicadele Birligi TNM evreleme sistemine dayali olarak yapildi. Tiim doku 6rnekleri sivi
nitrojen i¢inde aninda donduruldu ve kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucuda
sakland1. Doku Ornekleri kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-
PCR; 30 tiimor-normal doku ¢ifti) analizlerinde, immiinohistokimyasal analizlerde (55
timor ve 27 normal doku 6rnegi) ve western blot analizlerinde (15 tiimor-normal doku
cifti) kullanildi. Calismanin etigi, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan incelenmis ve onaylanmistir (Onay No: B.30.2.ATA.0.01.00/407 ve
B.30.2.ATA.0.01.00/129). Elde edilen timor dokularinin patoloji inceleme sonuglari ve

hastalarla ilgili bilgiler Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dalr’ndan
temin edilen Larenks Kanseri timor 6rneklerine ve hastalara ait bilgiler.

Hasta Yasi Histolojik
J Cinsiyeti Ameliyat Tiirii Timér Tipi TNM Evre Grade
C1 56/E DI-BX Supraglottik ~ T4bN2cMO VB
C2 70/ E Total Larenjektomi Supraglottik ~ T4aNOMO IVA
C3 61/E Total Larenjektomi Supraglottik T3N1IMO i
C4 54/ E DL-BX Supraglottik ~ T2NOMO I
C5 57/E DL-BX Glottik T2N1MO "
C6 70/ E Parsiyel Larenjektomi  Supraglottik T1INOMO I
c7 44| E Total Larenjektomi Glottik T4aN2bMO IVA
Ccs8 63/E Total Larenjektomi Glottik T4aNOMO IVA
C9 52/ E Parsiyel Larenjektomi  Supraglottik T2NOMO I
C10 71/E Total Larenjektomi Glottik T4aNOMO v
Cl1 63/E Total Larenjektomi Glottik T4aNOMO IVA
C12 75/K DL-BX Glottik TINOMO I
C13 52/E DL-BX Glottik T2NOMO I
C14 66/E DL-BX Glottik T2NOMO I
C15 55/E INS-BX Glottik T4bN2MO IVB
C16 52/E - - 0 -
C17 55/E DL-BX Supraglottik ~ T4bN1MO IVB
C18 57/E Parsiyel Larenjektomi ~ Supraglottik ~ T3Nb2MO IVA
C19 53/ E DL-BX Supraglottik ~ T4bN2bMO IVB
C20 56/E Parsiyel Larenjektomi  Supraglottik T2NOMO I
c21 66/ E Total Larenjektomi Glottik T4aNOMO IVA
C22 30/E DL-BX Glottik T2NOMO I
C23 58/E DL-BX Glottik T2NOMO I
C24 51/E DL-BX Supraglottik ~ T2N2bMO IVA
C25 66/ E Total Larenjektomi Glottik T3N2bMO IVA
C26 68/E DL-BX Supraglottik T1INOMO I
c27 60/E Total Larenjektomi Glottik T4aN2aMO IVA
cz28 67/E Total Larenjektomi Glottik T3N2cMO IVA
C29 60/E Total Larenjektomi Glottik T4aN1MO IVA
C30 77/ E DL-BX Glottik T4aNOMO IVA
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3.2.2. In Silico analiz

POFUT1’in onkogenik potansiyelini ortaya koymak adina The Cancer Genome
Atlas (TCGA) veritabanindaki veriler incelendi. Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom
hastalarinin tiimor-normal doku 6rneklerinde POFUT1 mRNA ifadesi ile POFUT1 ifade
seviyesinin klinik evreler ile iliski verileri TCGA veritabanindan elde edildi. POFUTI1
gen  mutasyonu  ve gen ifade  analizi cBioPortal  veritabaninda
(https://www.cbioportal.org) bulunan TCGA ornekleri kullanilarak analiz edildi. Bas ve
boyun tiimor ve normal doku drneklerinde POFUT1 ifadesi ve kopya sayis1 degisiklikleri
Oncomine veritabaninda (https://www.oncomine.org) depolanan Peng, Ginos ve Cromer
verileri kullanilarak arastirildi. POFUT1’in perinoral invazyonun oldugu veya olmadigi
timor doku 6rneklerindeki ifade analizi Gene Expression Omnibus (GEO) veritabaninda

depolanan halka agcik GSE86544 veri seti kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.3. Hiicreler ve Kiiltiir kosullar:

Insan hipofarenks skuamdz hiicreli karsinom hiicre hattt FaDu, insan dil skuamdz
hiicreli karsinom hiicre hattt SCC-9 ve insan normal dis eti fibroblast hiicre hattt HGF-1
hiicreleri 2020-2022 yillar1 arasinda ATCC® hiicre kiiltiir koleksiyonundan satin alindi.
Insan larenks skuamdz hiicreli karsinom Hep-2 hiicre hatti 2020 yilinda SAP
Enstitiisti'nden (Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Ankara, Tiirkiye) satin alindi.
FaDu, Hep-2 ve Detroit-562 hiicreleri, %10 fetal bovin serumu (FBS) (HyClone, Logan
City, Utah, ABD), %1 penisilin-streptomisin (HyClone, Logan City, Utah, ABD) ve 2
MM L-glutamin (HyClone, Logan City, Utah, ABD) iceren, RPMI 1640 (Ecotech
Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) besiyeri icerisinde biiyiitiildii. SCC-9 hiicreleri, %10
FBS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-Glutamin ve 400 ng/ml Hidrokortizon (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ABD) iceren DMEM-F12 besiyeri igerisinde biiyiitiildi. HGF-1
hiicreleri, %10 FBS, %]1 penisilin-streptomisin ve %1 L-Glutamin igeren DMEM
(Ecotech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) besiyeri igerisinde biiyiitiildii. Hiicreler,
37°C %5 COz igeren, nemlendirilmis inkiibatorde standart kosullar altinda biiytitildii.
Hiicrelerin besiyeri 2-3 giinde bir degistirildi ve hiicreler yaklagik olarak %70-80
yogunluga ulastiklarinda pasajlandi. Deneyler, hiicreler ¢oziildiikten sonra ilk 4-10

pasajdaki hiicreler kullanilarak  gergeklestirildi. Hiicre hatlari, mikoplazma
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kontaminasyonu agisindan rutin olarak test edildi ve deneylerin tamaminda mikoplazma

negatif hiicreler kullanildi.

3.2.4. Plazmitler ve hiicrelere stabil transfeksiyonu

BBSHK hiicre hatlarinda POFUT1 overekspresyonu i¢cin POFUT1’in agik okuma
gergevesini igeren insan PCMV6-AC-GFP memeli ekspresyon vektorii (POFUT1
(NMO015352) Human Tagged ORF Clone, Origene Technologies) ve kontrol plazmidi
olarak pCMV6-AC-GFP (Origene Technologies, Inc.) memeli ekspresyon vektorii ticari

olarak satin alindu.

BBSHK hiicre hatlarinda POFUT1 ifadesini inhibe etmek i¢in POFUT1 shRNA
plazmitleri kullanildi. U6 promotorii kontrolii altinda dort farkli POFUT1 shRNA dizisi
ve kontrol shRNA dizisi igeren pGFP-V-RS plazmidleri (Origene Technologies, Inc.)
ticari olarak satin alindi. POFUT1’1 mRNA ve protein diizeyinde en etkili inhibe ettigi

belirlenen iki shRNA sonraki deneylerde kullanilmak {izere secildi.

Transfeksiyon islemi Lipofectamine 3000 Transfection Reagent (Invitrogen, San
Diego, CA) kullanilarak gerceklestirildi. Hiicreler 6 kuyucuklu platelere her kuyu igin
80.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Birgiin sonra transfeksiyon islemi kisaca asagida tarif

edildigi sekilde yapildi.

6 kuyucuklu platelere her kuyu i¢in 1 ul LP3000, 1,25 ul P3000 ve 625 ng plazmit
kullanilarak transfeksiyon islemi gergeklestirildi. 125 pl OPTIMEM besiyeri ile LP3000
ve ayr1 bir tiipte de 125 pl OPTIMEM besiyeri ile P3000 ve plazmit karistirildi. Daha
sonra bu iki karisim birlestirildi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra

hiicreler bu transfeksiyon karisimi ile muamele edilerek 37°C’de inkiibasyona birakildi.

POFUT]1 genini stabil yiiksek diizeyde ifade eden, POFUT1 geninin stabil olarak
susturuldugu hiicreler ile kontrol hiicreleri se¢ilim saglamak amaci ile 37°C’de %5 CO-

iceren inkiibatorde kiiltiir edildi.
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3.25. POFUT1 genini vyiiksek diizeyde ifade eden veya POFUT1 geninin

susturuldugu hiicre hatlarinin olusturulmasi

POFUT1 genini stabil sekilde yiiksek diizeyde ifade eden Hep-2, FaDu hiicreleri
ve kontrol hiicrelerinin  se¢ilimini  saglamak amaciyla %10 FBS, %l
penicilin/streptomisin, %1 L-Glutamin ve 250 pg/ml Geneticin (Santa Cruz
Biotechnology) eklenerek hazirlanan RPMI-1640 besiyeri igerisinde, SCC-9 (SCC-9
POFUT1) hiicreleri ve kontrol hiicreleri ise segilim saglamak amaciyla %10 FBS, %1
penicilin/streptomisin, %1 L-Glutamin, 400 ng/ml Hidrokortizon ve 62,5 pg/ml
Geneticin (Santa Cruz Biotechnology) eklenerek hazirlanan DMEM F12 besiyeri
icerisinde 37°C’de %5 COz igeren inkiibatorde ortalama 1 ay boyunca kiiltiir edildi ve
hiicrelerin segilimi tamamlandi. Secilimi tamamlanan direngli hiicreler daha sonraki

calismalarda kullanilmak {izere ¢cogaltildi.

POFUT1 geninin stabil olarak susturuldugu Hep-2, FaDu hiicreleri ve kontrol
hiicrelerinin segilimini saglamak amaci ile %10 FBS, %1 penicilin/streptomisin, %1 L-
Glutamin ve 0,5 pg/ml Puromisin eklenerek hazirlanan RPMI-1640 besiyeri igerisinde
37°C’de %5 CO:z2 igeren inkiibatdrde ortalama 1 ay boyunca kiiltiir edildi ve hiicrelerin
secilimi tamamlandi. Se¢ilimi tamamlanan direngli hiicreler daha sonraki ¢aligmalarda

kullanilmak tizere ¢ogaltildi.

HGF-1 overekspresyon deneyleri stabil olmayan transfeksiyon ile gerceklestirildi.
Hiicreler Lipofectamine 3000 Transfection Reagent kullanilarak iiretici firmanin
protokolii takip edilerek overekspresyon ve kontrol plazmidi ile transfekte edildi. Hiicre
transfeksiyonundan 24 saat sonra, transfeksiyon ajanina bagl sitotoksisiteyi dnlemek i¢in
kuyulardaki besiyeri uzaklastirildi. Kuyulara taze besiyeri eklendi ve 48 saat boyunca
37°C’de %5 CO; igeren nemli inkiibator icerisinde kiiltiir edildi. inkiibasyon siiresi

sonunda hiicreler toplandi, sayildi ve sonraki deneyler i¢in kullanildi.

3.2.6. Doku érneklerinden protein izolasyonu

POFUTI’in normal ve tiimér doku orneklerinde protein diizeyinde ifadesini

degerlendirmek i¢in doku orneklerinden protein izolasyonu gerceklestirildi. -80°C’de
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saklanan doku ornekleri oncelikle siv1 nitrojen icerisinde havanda doviilerek toz haline
getirildi. Daha sonra doku 6rnekleri 10 mM PMSF ve 1x fosfataz inhibitorii iceren RIPA
Lizis Tamponu (EcoTech Biotechnology) icerisinde iyice pipetaj yapildi ve QIAGEN
TissueLyser LT kullanilarak iiretici firmanin protokolii takip edilerek doku 6rnekleri
homojenize edildi. Homojenize edilen doku 6rnekleri 4°C’de 13.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda proteinlerin bulundugu siipernatantlar yeni
ependorf tiiplere aktarildi. Protein konsantrasyonlar1 6l¢iildii. Protein ornekleri 10X
Laemmli Sample Buffer (EcoTech Biotechnology) ile 100°C’de 5 dakika kaynatild1 ve
ardindan buz iizerine alindi. Ornekler kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucu

buzdolabinda saklandi.

3.2.7. Hiicrelerden protein izolasyonu

POFUT1’in stabil bir sekilde susturuldugu ya da ifadesinin arttig1 hiicrelerde
POFUT!’in protein diizeyinde ifadesini kontrol etmek i¢in hiicrelerden protein
izolasyonu gergeklestirildi. POFUT1’in stabil bir sekilde susturuldugu ya da ifadesinin
arttig1 Hep-2, FaDu ve SCC-9 hiicreleri ile kontrol hiicreleri esit miktarda sayildi. Daha
sonra hiicreler 10 mM PMSF ve 1x fosfataz inhibitorii igeren RIPA Lizis Tamponu
(EcoTech Biotechnology, Tiirkiye) igerisinde siispanse edildi ve ii¢ kez dondur-¢oz
yapilarak iyice pargalandi. Buz iizerinde 5 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra
hiicre lizatlar1 4°C’de 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda
proteinlerin bulundugu siipernatantlar topland1 ve yeni ependorf tiiplere aktarildi. Protein
konsantrasyonlari Ol¢iildii. Protein 6rnekleri 10x Laemmli Sample Buffer (EcoTech
Biotechnology) ile 100°C’de 5 dakika kaynatildi ve hemen buz iizerine alindi. Ornekler

kullanilincaya kadar -80°C derin dondurucu buzdolabinda sakland.

3.2.8. Western blot analizi

Her protein 6rneginden esit miktarlarda kullanilarak proteinler % 10 SDS-PAGE
jel ile ayrild1 ve Trans-Blot® Turbo ™ Transfer Sistemi (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD)

kullanilarak nitroseliloz membranlara aktarildi.
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Membranlar, 1 x PBST tamponunda (EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye)
hazirlanmis % 5 yagsiz siit tozu ile 1 saat oda sicakliginda bloke edildi. 4°C’de gece
boyunca POFUT1 (1:500, Santa Cruz Biotechnology) ve B-aktin (1: 200, Santa Cruz
Biotechnology) primer antikorlari ile blotlandi. Membranlar PBST ile yikandiktan sonra
oda sicakliginda 1 saat HRP ile konjuge sekonder antikorla inkiibasyona birakildi. Protein
sinyalleri Clarity Max ECL Western Blot Substrate (BioRad, United States, Hercules,
CA) veya ClearBand Western Blotting Substrate (EcoTech Biotechnology, Erzurum,
Tirkiye) kullanilarak goriintiilendi. Spesifik protein bant yogunluklar1 ImagelJ programi

kullanilarak ol¢iildii.

3.2.9. POFUTY’in Hep-2, FaDu, SCC-9 ve HGF-1 hiicrelerinin canlihg iizerindeki

etkisinin arastirilmasi

POFUT/!’in hiicre canliligi iizerine etkisi Cell Viability Detection Kit-8 (CVDK-
8, Ecotech Biotechnology, Erzurum, Turkey) kullanilarak tiretici firmanin protokolii takip
edilerek arastirildi. Kisaca, POFUT1 in stabil bir sekilde susturuldugu ya da ifadesinin
artt1g1 hiicrelerden FaDu ve Hep-2 hiicreleri 96 kuyucuklu platelerin kuyularima kuyucuk
basina 2,5x102 hiicre diisecek sekilde ekilirken SCC-9 hiicreleri 96 kuyucuklu platelerin
kuyularma kuyucuk basina 3x10° hiicre diisecek sekilde ekildi ve 24, 48 ve 72 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyulardaki besiyeri
uzaklastirildi ve her kuyuya %10 CVDK-8 soliisyonu igeren besiyeri eklendi. Hiicreler
inkiibator icerisinde 37°C’de karanlikta 3 saate kadar inkiibe edildi. Hiicre canlilig1 Epoch
2 Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT, USA) ile 450 nm’de optik
yogunluk Olciilerek belirlendi. Hiicre canlilik oranindaki degisiklikler, kontrol gruplari

referans alinarak hesaplandi. Deneyler en az ii¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi.

3.2.10. POFUTY’in Hep-2, FaDu, SCC-9 ve HGF-1 hiicrelerinin koloni olusturma

potansiyeli iizerindeki etkisinin arastirilmasi

POFUT/!’in hiicrelerin koloni olusturma potansiyeli lizerine etkisi tek hiicre
koloni testi kullanilarak degerlendirildi. POFUT]1 ’in stabil bir sekilde susturuldugu ya da
ifadesinin arttig1 FaDu, SCC-9, Hep-2 ve HGF-1 hiicreleri 6 kuyucuklu platelerin her bir
kuyusuna 3.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Kuyulardaki besiyeri her 3-4 giinde bir
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degistirildi. Hiicreler yaklasik olarak iki hafta boyunca inkiibasyona birakildi. ki hafta
sonunda yeterli biiyiikliige ulasan koloniler %100 metanol ile sabitlendi ve 20 dakika
boyunca %2 etanol ve %0,1 kristal viyole igeren soliisyon ile boyandi. Koloniler invert
mikroskop yardimiyla sayildi ve morfolojik olarak holoklon, meroklon ve paraklon
koloni tiirlerine gore simiflandirildi. Sikica paketlenmis kiiclik hiicrelerden olusan
yuvarlak koloniler holoklonlar, i§ yapisinda veya yass1 goriiniime sahip daginik formda
daha biiyiik hiicrelerden olusan koloniler paraklonlar, holoklon ve paraklon tipi
kolonilerin ara 6zelliklerine sahip olan koloniler meroklonlar olarak adlandirildi (Sekil
3.1).

Holoklon Meroklon Paraklon

Sekil 3.1. Holoklon, Meroklon ve Paraklon tiirli kolonilerin kristal viyole ile boyanan
temsili gortintiileri.

3.2.11. Dokudan RNA izolasyonu

-80°C’de saklanan tiimor ve normal doku ¢iftlerinden esit miktarda kullanilarak
stv1 nitrojen icerisinde havanda doviilerek toz haline getirildi ve 500 pL TRIzol soliisyonu
icerisinde pipet yardimiyla iyice homojenize edildi. Homojenize edilen dokular,
dokularin iyice pargalanmasi ve niikleik asitlere baglanan proteinlerin denatiirasyonu igin
TRIzol soliisyonu igerisinde oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Daha sonra drneklerin
tizerine 200 pL kloroform (Sigma-Aldrich, St. Louis-MO-USA) eklendi ve tiipler 5-6
kere ters diiz edilerek oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakild1. inkiibasyon siiresi
sonunda 4°C’de 12.000g’de 15 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda organik faz,
ara faz ve suda ¢oziinen faz ayrimi gergeklesti. RNA’larin bulundugu en iistteki suda
coziinen faz yeni bir tiipe aktarildi. RNA presipitasyonu i¢in {izerine esit hacimde
izopropanol eklendi ve drnekler oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildiktan
sonra 4°C’de 12.000g’de 10 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda siipernatantlar
uzaklastirildi ve tiipilin altinda beyaz renkte- renksiz ¢okelti seklinde goriilebilen RNA’lar
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1 ml %75 etil alkolle (Sigma-Aldrich, St. Louis-MO-USA) yikanarak 4°C’de 7.500g’de
5 dakika santriflij yapildi. Santrifiij sonunda etil alkol dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.
RNA pelletleri oda sicakliginda kurumaya birakildi ve iyice kuruduktan sonra niikleaz
icermeyen molekiiler grade su igerisinde ¢oziildi (Sekil 3.2). RNA’larin
konsantrasyonlar1 ve safligi Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski,
VT, USA) cihazi ile 260/280 ve 260/230 nm’de absorbans dlgiilerek belirlendi. RNA
integriteleri jel elektroforez yardimiyla kontrol edildi. RNA ornekleri kullanilincaya

kadar -80°C’de saklanda.

+ Trizol + Kloroform + izopropanol +dH20
- [
- - - —— b . ,
- - = -» [ =
i }‘ inkiibasyon \' 1 Santrifij = N .
~ P - \ i \ \ f
\'r‘ \ ,{* "/ RNA \
" \/ \"/ Y/ RNA v.
. - » pelleti = RNA
Dokularin Hucrelerin Faz Ayrismasi Ekstraksiyon/ Resispansiyon
Hazirlanmasi Pargalanmasi Presipitasyon

Sekil 3.2. Dokudan RNA izolasyonu basamaklar1

3.2.12. Hiicrelerden RNA izolasyonu

POFUTT/’in stabil bir sekilde susturuldugu ya da ifadesinin arttig1 hiicrelerden
RNA izolasyonu EcoPure Total RNA Kit (Ecotech Biotechnology, Erzurum, Turkey)
kullanilarak {iretici firmanin protokolii takip edilerek gerceklestirildi. RNA’larin
konsantrasyonlar1 ve safligi Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski,
VT, USA) cihazi ile 260/230 ve 260/280 nm’de absorbans Ol¢iilerek belirlendi. RNA
integriteleri jel elektroforez yardimiyla kontrol edildi. RNA ornekleri kullanilincaya

kadar -80°C’de saklanda.
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Cizelge 3.4. Larenks Kanseri tiimor ve normal orneklerinden izole edilen RNA’larin
saflik ve konsantrasyonlari.

Tiimér Doku Normal Doku
Ornek adi Kons. (ng/pl) A260/A280 Kons. (ng/ul) A260/A280
C1 616 2,0 703 1,9
Cc2 1.656 2,0 252 1,6
C3 1.717 1,9 276 1,7
C4 865 2,0 265 18
C5 1.357 2,0 373 1,9
C6 927 1,9 376 1,6
C7 877 19 340 1,7
Cs8 1.686 19 690 18
C9 370 18 151 1,6
C10 121 1,7 160 15
Cl11 823 18 407 19
C12 869 2,0 354 19
C13 1.548 18 142 1,9
C14 2.174 1,7 373 1,7
C15 1.098 1,9 516 1,6
C16 21 18 390 18
C17 199 1,7 60 18
C18 164 2,0 83 18
C19 634 2,0 640 2,0
C20 1.002 2,0 297 1,9
c21 579 2,0 360 1,9
C22 117 1,7 76 15
C23 761 19 1.379 18
C24 1.392 1,9 1.373 1,8
C25 1.660 1,8 218 1,6
C26 1.733 1,9 470 1,7
Cc27 1.577 2,0 648 2,0
Cc28 544 1,9 440 1,9
C29 638 1,9 407 1,9
C30 2.508 1,8 154 1,8
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3.2.13. cDNA sentezi

Total RNA’dan cDNA sentezi High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit’
(Thermo, ABD) kullanilarak {iretici firmanin protokolii takip edilerek gerceklestirildi.
Kisaca, kitin igerigindeki bilesenler kullanilarak 2X RT master mix hazirlandi ve 20 pL
reaksiyon i¢in 1.000 ng RNA kullanilarak cDNA sentezi yapildi. cDNA sentez islemleri
SensQuest Labcycler termal dongii cihazi (PZR) ile sirasiyla 25°C’de 10 dakika, 37°C’de
120 dakika ve 85°C’de 5 dakika basamaklar takip edilerek gergeklestirildi.

3.2.14. Kantitatif ger¢ek zamanh PZR

POFUT!’in normal ve tiimor doku orneklerindeki ifadesi SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) ile iiretici firmanin protokolii takip edilerek Rotor-
Gene qRT-PCR cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Simdiye kadar calismaya dahil edilen
hastalarin normal ve tiim6r doku Orneklerinde POFUTI1’in rolatif ifade diizeyi,
POFUT1’in stabil bir sekilde susturuldugu ya da ifadesinin arttig1 Hep-2, FaDu ve SCC-
9 hiicrelerinde POFUT1’in, EMT ve kok hiicre isaretcilerinin rolatif ifade diizeyi
degerlendirildi. Primerlerin 6zgiinliigli, erime egrisi analizi ile dogrulandi. Gen
ifadelerinin normalizasyonu ig¢in dokularda ¢ok miktarda bulunan GAPDH internal
kontrol olarak kullanildi. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi ve rolatif
kantitasyon analizi delta-delta-CT metodu kullanilarak yapildi. Calisma kapsaminda

kullanilan primerlerin dizisi Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.5. Kantitatif gercek zamanli PCR deneylerinde kullanilan primerler ve
sekanslart.

Gen Sekans
GAPDH-F 5’- CCATCTTCCAGGAGCGAGATC-3’
GAPDH-R 5’- GGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3’
POFUT1-F 5’-GGCCCATTCTGGGATCAGTT-3’
POFUT1-R 5’-TCCCGTCTTCACCATTTCGTC-3’
SOX2-F 5’-CTCCGGGACATGATCAGC-3’
SOX2-R 5’-GGTAGTGCTGGGACATGTG-3’
KLF4-F 5’-CCCAATTACCCATCCTTCCTG-3’
KLF4-R 5’>-GTCTTCCCCTCTTTGGCTTG-3’
OCT4-F 5’-CTGGAGAAGGAGAAGCTGGA-3’
OCT4-R 5’>-CAAATTGCTCGAGTTCTTTCTG-3’
ABCG2-F 5’-AGCAGCAGGTCAGAGTGTGG-3’
ABCG2-R 5’-GATCGATGCCCTGCTTTACC-3’
E-Cad-F 5’-TGCCCAGAAAATGAAAAAGG-3’
E-Cad-R 5’-GTGTATGTGGCAATGCGTTC-3’
N-Cad-F 5’-ACAGTGGCCACCTACAAAGG-3’
N-Cad-R 5’-CCGAGATGGGGTTGATAATG-3’
SNAIL1-F 5’-AAGATGCACATCCGAAGCC-3’
SNAIL1-R 5’-CGCAGGTTGGAGCGGTCAGC-3’
SNAIL2-F 5’-ATACCACAACCAGAGATCCTCA-3’
SNAIL2-R 5’-GACTCACTCGCCCCAAAGATG-3’
ZEB1-F 5’-GATGATGAATGCGAGTCAGATGC-3’
ZEBI1-R 5’-ACAGCAGTGTCTTGTTGTTGTAG-3’
ZEB2-F 5’-AACAACGAGATTCTACAAGCCTC-3’
ZEB2-R 5’-TCGCGTTCCTCCAGTTTTCTT-3’
Vimentin-F 5’-GAGAACTTTGCCGTTGAAGC-3’
Vimentin-R 5’-GCTTCCTGTAGGTGGCAATC-3’
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3.2.15. Transwell migrasyon testi

POFUT1’in hiicre gogii iizerine etkileri Transwell insert testi ile Transwell®
Permeable Supports (24-well insert, por ¢ap1: 8.0-um; Corning, Tewksbury, MA, USA)
kullanilarak degerlendirildi. POFUT1’in stabil bir sekilde susturuldugu ya da ifadesinin
arttig1 Hep-2 ve FaDu hiicreleri (2.5x10* hiicre) 250 pL serum igermeyen RPMI-1640
besiyeri icerisinde, SCC-9 hiicreleri (8x10* hiicre) 250 pL serum icermeyen DMEM-F12
besiyeri icerisinde ve HGF-1 hiicreleri (7.5x10* hiicre) ise 250 pL serum igermeyen
DMEM besiyeri igerisinde siispanse edildi ve ii¢ tekrarli olacak sekilde insertlerin
icerisine eklendi. Insertler, igerisinde kemoreaktan olarak %10 FBS iceren besiyeri
bulunan 24 kuyucuklu plakalarin kuyularina yerlestirildi. FaDu ve Hep-2 hiicreleri 24
saat boyunca, SCC-9 ve HGF-1 hiicreleri 48 saat boyunca 37°C’de %5 CO2 i¢eren nemli
inkiibatdr icerisinde kiiltiir edildi. inkiibasyon siiresi sonunda gd¢ etmeyen hiicreler
pamuk swap yardimiyla chamberlarin iist tarafindan kazindi ve filtrenin alt yiizeyine go¢
eden hiicreler %100 metanol ile sabitlendi. Daha sonra chamberlar %2 etanol ve %0,1
kristal viyole igeren soliisyon igerisine birakildi ve 20 dakika boyunca boyandi. Boyay1
uzaklastirmak i¢in chamberlar 1X PBS (Ecotech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) ile 2-
3 kez yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra membranlar slaytlarin iizerine
sabitlendi, farkli bolgelerden hiicre sayimi yapildi ve invert mikroskop (Leica, Wetzlar,

Germany) kullanilarak fotograflar ¢ekildi.

3.2.16. Transwell matrigel invazyon testi

POFUTT1 in hiicrelerin invazyon potansiyeli tizerindeki etkilerini degerlendirmek
icin ‘Corning BioCoat™ Matrigel Invasion Chamber’lar kullanildi. POFUT1 in stabil bir
sekilde susturuldugu ya da ifadesinin arttigt Hep-2 ve FaDu hiicreleri (5x10% hiicre) 250
uL serum igermeyen RPMI-1640 besiyeri igerisinde, SCC-9 hiicreleri (10x10 hiicre) 250
pL serum icermeyen DMEM-F12 besiyeri icerisinde ve HGF-1 hiicreleri (8x10* hiicre)
ise 250 uL serum icermeyen DMEM besiyeri igerisinde siispanse edildi ve ii¢ tekrarh
olacak sekilde insertlerin igerisine eklendi. Insertler igerisinde kemoreaktan olarak %10
FBS igeren besiyeri bulunan 24 kuyucuklu plakalarin kuyularina yerlestirildi. FaDu ve
Hep-2 hiicreleri 24 saat boyunca, SCC-9 ve HGF-1 hiicreleri 48 saat boyunca 37°C’de

%5 CO; igeren nemli inkiibatdr igerisinde kiiltiir edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda go¢
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etmeyen hiicreler pamuk swap yardimiyla chamberlarin iist tarafindan kazindi ve filtrenin
alt yiizeyine go¢ eden hiicreler %100 metanol ile sabitlendi. Daha sonra chamberlar %2
etanol ve %0,1 kristal viyole igeren soliisyon igerisine birakildi ve 20 dakika boyunca
boyandi. Boyay1 uzaklastirmak igin chamberlar 1x PBS (Ecotech Biotechnology,
Erzurum, Tirkiye) ile 2-3 kez yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra
membranlar slaytlarin iizerine sabitlendi, farkli bolgelerden hiicre sayimi yapildi ve invert

mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany) kullanilarak fotograflar ¢ekildi.

3.2.17. Kiirecik olusturma deneyi

POFUT!’in stabil bir sekilde susturuldugu ya da ifadesinin arttig1 hiicreler 100
pug/ml penicilin/streptomisin igeren 20 ng/ml rekombinant epidermal biiyiime faktor
(EGF) (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), 10 ng/ml rekombinant fibroblast biiylime
faktor (FGF) (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) ve 5 pg/ml rekombinant insiilin biiyiime
faktor (IGF) (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) eklenmis serumsuz besiyeri igerisinde 96
well ultra-low attachment plakalarin (Corning, 3473, Kennebunk, ME, USA) herbir
kuyusuna 1.000 hiicre gelecek sekilde 3 tekrarli olarak ekildi. Hiicrelerin ekildigi ilk giin
0. giin olarak kabul edildi ve hiicreler kiirecik olusturmak tizere 37°C’de %5 CO2 igeren
nemli inkiibator icerisinde 7 giin boyunca kiiltiir edildi. Besiyert li¢ glinde bir taze besiyeri
ile degistirildi. 7 giin sonra, her kuyudaki kiirecikler (kiirecik ¢ap1 > 50 um) sayildi ve her
gruptan rastgele secilen bolgelerin fotograflar1 invert mikroskop (Leica, Wetzlar,

Germany) kullanilarak ¢ekildi.

3.2.18. Immunohistokimya analizi

Tiimor ve normal doku 6rnekleri, %10 paraformaldehit i¢erisinde oda sicakliginda
bir gece boyunca fikse edildi. Multiblok doku kesitleri 4 um kalinliginda kesildi. Tiim
immiinohistokimya prosediirleri otomatize histostainer sistem (Benchmark ULTRA;
Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) kullanilarak gergeklestirildi. Deparafinize,
rehidrate edilen ve antijen ile muamele edilen slaytlar, %3 hidrojen peroksit ve %5 keci
serumu ile bloke edildi. POFUTL1 ifadesi, POFUT1’e 6zgii ticari olarak satin alinan
monoklonal antikor (Abcam, Cambridge, MA) kullanilarak degerlendirildi. Tiimor

hiicrelerinin proliferatif indeksi, primer monoklonal Ki-67 antikoru ile tespit edildi.
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Formalinle fikse edilen ve parafine gomiilen doku kesitleri, primer antikorlarla 36°C’de
40 dakika siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, UltraView Universal Detection
Kit/760-700 (Ventana Medical Systems) kullanilarak boyama gergeklestirildi. Son olarak
kesitler hematoksilen ile boyandi, sonra dehidrate edilerek temizlendi ve degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal boyamanin yogunlugu, tiim klinik bilgilere kor olan iki bagimsiz
patolog tarafindan her doku igin rastgele secilen {i¢ bolgeden analiz edildi. Goriintiiler

400x% biiyiitmede 1s1k mikroskobu kullanilarak degerlendirildi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.2.19. Ksenograft fare modellerinin olusturulmasi ve in vivo deneyler

6-8 haftalik erkek BALB/c-nu/nu (nude) fareler (20-30g) Kobay Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan satin alindi. Ksenograft fare modelleri POFUT1’in stabil
bir sekilde susturulmus oldugu shPOFUT1-1 FaDu hiicreleri ve kontrol FaDu hiicreleri
kullanilarak olusturuldu. Enjeksiyondan once farelerin agirliklar dl¢iildii, fareler rastgele
ve esit olarak iki gruba ayrildi. POFUT1 in stabil bir sekilde susturuldugu shPOFUT1-1
FaDu hiicreleri ve kontrol FaDu hiicreleri logaritmik biiyiime fazinda topland1 ve hiicreler
sayildi. Tiimér olusumunu indiiklemek igin her enjeksiyonda 1x10° hiicre serum
icermeyen besiyeri icerisinde siispanse edildi ve Matrigel ile karistirildiktan sonra 0,1
mL’lik hiicre siispansiyonu farelerin deri altindan cift tarafli olarak enjekte edildi. Her
grupta ti¢ fare kullanildi ve tiimdrler enjeksiyondan sonra 21 giin boyunca gozlemlendi
(Sekil 3.3). Tiimor hiicreleri enjekte edildikten sonra, farelerin genel durumu ve biiyiimesi
yakindan gézlemlendi. BALB/c-nu/nu (nude) fareler, patojen igermeyen kosullar altinda,
ad-libitum yiyecek ve su bulunan kafeslerde biiyiitiildii. Deney siiresi boyunca kafesler,
22-28°C sabit sicaklik ve %45-60 sabit nem igeren odalarda bulunduruldu. Olusan
tiimdrler kaliper kullanilarak 3 giinde bir dl¢iildii ve tliimor hacimleri ab2/2 (a: tiimdriin
en uzun dikey ¢api, b: tiimdriin en kisa dikey c¢ap1) formiilii kullanilarak hesaplandi. 21
giin sonra farelere servikal dislokasyon ile 6tenazi yapildi, timorler daha ileri analizler
icin hizli bir sekilde ¢ikarildi. Tiimoérlerin hacimleri, agirliklar 6l¢iildii ve fotograflar
cekildi. Daha sonra tiimor dokulari immiinohistokimyasal patolojik analiz i¢in %4
formaldehit igerisine alinarak fikse edildi. Deneyler Kobay Deney Hayvanlar
Laboratuvari’nda (Ankara, Tiirkiye) tamamlandi ve hayvanlarin bakimi, beslenmesi,

Otenazi protokolleri Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvart Etik Kurulu (Ankara,

77



3. MATERYAL ve YONTEM

Tiirkiye) tarafindan gozden gegirilerek onaylandi. Deneylerin tamami uluslararasi hayvan

deneyleri yonetmeligine uygun olarak gerceklestirildi.

Matrigel ile Kanistinlan
Hicrelerin
Inokiilasyonu
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Sekil 3.3. Ksenograft fare modellerinin olusturulmasi ve in vivo deney asamalari
3.2.20. Dorsal Root Ganglion (DRG) izolasyonu

6-8 haftalik erkek Sprague Dawley si¢anlar1 (yaklasik 180-200g agirliginda)
Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM)
Laboratuvari’ndan temin edildi. Siganlarin beslenmesi, bakimi, kullanim1 ve bu ¢alisma
i¢in sicanlardan DRG izolasyon protokolii Atatiirk Universitesi Hayvan Etik Kurulu
tarafindan gozden gegirildi ve onaylandi (Onay Tarihi 27.01.2021, Onay Numarasi:
77040475-641.04-E.2100022061). Kisaca, Sprague Dawley sicanlarina CO2 kabini
kullanilarak otenazi yapildi. Sigcanlarin sirt yiizeyindeki tiiyler traglandi ve alkol ile
sterilize edilerek sicanlar DRG izolasyonu i¢in hazirlandi. Daha sonra omuriligi ortaya
cikarmak i¢in kuyruk kokiinden siganin bas kismina kadar omurga boyunca siganlarin
mediodorsal derisi kesildi. DRG ve sinirler omurganin servikal, torasik ve lumbar
boliimlerinden izole edildi ve soguk PBS kullanilarak 2-3 kez yikandi. Izole edilen
DRG’ler steril kosullar altinda antibiyotik igeren soguk DMEM besi yeri icerisine alindi
ve buz iizerinde inkiibe edildi. DRG’lerin etrafindaki aksonlar ve DRG yiizeyinde
bulunan kapsiil mikroskop altinda DRG’lere hasar vermeden dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi (Sekil 3.4). izolasyonu tamamlanan DRG’ler 4°C’de saklanarak ayni giin

icerisinde in vitro perindral invazyon deneyi i¢in kullanildi.
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DRG iZOLASYONU
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Sekil 3.4. Sprague Dawley sicanlarindan DRG izolasyonu

3.2.21. In vitro perinoral invazyon

Izole edilen DRG’ler 33 mm petri kaplarinin ortasina yerlestirildi ve iizerine 20
ul biiyiime faktorii azaltilmis Matrigel eklenerek DRG’lerin iizeri kaplandi. Uzeri
Matrigel ile kaplanmis olan DRG’lerin kurumasina izin verilmeden Matrigel katilasmasi
icin oda sicakliginda yaklagik olarak 20 dakika inkiibasyona birakildi. Matrigel
katilastiktan sonra, petri kaplarina %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
gulutamine igeren besi yeri eklendi. DRG’lerden noral uzantilarin olusmasina izin vermek
icin inkiibator igerisinde 5 giin boyunca inkiibasyona birakildi (Sekil 3.5). Daha sonra,
her petri kabina 10.000 hiicre ekildi ve kanser hiicrelerinin perindral invazyon
potansiyelini ex-vivo arastirmak icin 2 giin daha inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 7.
giinlinde DRG’lerden olusan néral uzantilara go¢ eden hiicreler invert mikroskop (Leica,

Wetzlar, Almanya) yardimiyla sayildi ve fotograflar ¢ekildi.
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0.Gin 3.Gun 5.Gun

Sekil 3.5. DRG’lerden 0, 3 ve 5. giinlerde olusan uzantilarin temsili goriintiisii (Huyett et
al. 2017)’den degistirilerek alinmstir.

3.2.22. Aldehit dehidrogenaz aktivite analizi

Bas ve boyun kanseri hiicrelerinde total ALDH enzim aktivitesi Aldehyde
Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
ile tretici firmanin protokolii takip edilerek degerlendirildi. Kisaca, hiicreler 200 uL
soguk ALDH assay buffer igerisinde stispanse edildi ve 13.000 g’de 10 dakika santrifiij
yapildi. Santrifiij sonunda siipernatantlar yeni tiiplere toplandi. Daha sonra her 6rnekten
50 ul, ALDH binding buffer, ALDH substrate ve asetaldehit ile karistirildi. Ornekler {i¢
tekrarl olacak sekilde 96 kuyucuklu platelerin kuyularina yiiklendi ve oda sicakliginda
karanlikta 5 dakika inkiibasyona birakildi. Epoch 2 Microplate Spectrophotometer
(BioTek, Winooski, VT, USA) kullanilarak 450 nm’de absorbans o6l¢iildii. Kontrol
orneklerinin absorbans okumalar1 en yiiksek standartin absorbans okumasindan daha
yiiksek oluncaya kadar her 2-3 dakikada bir 6l¢iimler tekrarlandi. Her 6rnegin ALDH

aktivitesi, iiretici firmanin protokolii takip edilerek hesaplandi.

3.2.23. istatistiksel analiz

Tiim veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Gruplar arasindaki
istatistiksel karsilastirmalar, kontroller ile kiyaslanarak  Mann-Whitney-U testi
kullanilarak yapilmistir. Figiirler GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA) ve Adobe Photoshop 21 Kkullanilarak olusturulmustur. Tiim istatistiksel analizler
Student’s t test araciligiyla gergeklestirilmistir ve 0,05°e esit veya daha kiigiik degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Bas ve Boyun Kanseri Dokularinda POFUT1 ifade Diizeyi Analizi

POFUTT!’in onkogenik potansiyelini ortaya koymak adina The Cancer Genome
Atlas (TCGA) veritabanindaki veriler incelendiginde NCI/60, Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE) 2012 ve CCLE 2019 hiicre hatt1 kiitiiphanelerinde hiicrelerin
yaklagik %10’unda POFUT1 genini de i¢ine alan genomik bolgede amplifikasyon oldugu
gosterildi (Sekil 4.1).

NCI/60 - I Amplifikasyon

I Delesyon
CCLE (Novartis/Broad 2012)

0 5

Sekil 4.1. NCI1/60, Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) 2012 ve CCLE 2019 hiicre
hatt1 kiitiiphanelerinde POFUTT1’1 igerisine alan genomik bolgede degisim
siklig1.

10

cBioPortal online veri tabani araciligiyla yapilan analiz bas ve boyun
kanserlerinde POFUT1’in yiiksek siklikta amplifiye oldugunu ortaya koymaktadir.
Ayrica yapilan bir diger analiz neticesinde POFUTI1 geni ile iliskili genomik
degisikliklerin sadece amplifikasyonlarla sinirli olmadigint ve %20’ye yakin siklikla

goriilen mRNA diizeyinde ifade artis1 seklinde de goriildiigii tespit edildi (Sekil 4.2).

%2.4 .

%20 I

l Amplifikasyon | mRNA Yiiksek ﬂ mRNA Diisiik  Degisiklik Yok

Sekil 4.2. Bas ve boyun kanseri doku 6rneklerinde POFUT1’in bulundugu kromozomal
bolgede saptanan genetik degisiklikler.
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Oncomine veritabaninda bas ve boyun kanserli hasta 6rneklerinin oldugu veri

setleri incelendiginde POFUT1’in BBSHK tiim6r dokularinda artan kopya sayisina sahip
oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Oncomine veri tabaninda bulunan Peng veri setindeki POFUT1'in rdlatif kopya
sayisl.

Oncomine veritabanindaki Peng, Ginos ve Cromer verileri incelendiginde ise
POFUT1 mRNA ifade seviyesinin normal dokular ile karsilastirildiginda bas ve boyun

kanseri tiimor dokularinda anlamli derecede artmis oldugu gosterilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Oncomine veri tabaninda bulunan Peng, Ginos ve veri setindeki POFUT1'in
rolatif mRNA ifade seviyesi.
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Bas ve boyun kanseri olusumu ile POFUT1’in ifade seviyesi arasindaki iligkiyi
dogrulamak i¢in TCGA veri tabaninda bulunan normalize edilmis gen ifade verileri de
kullanilmistir. 519 bas ve boyun tiimér dokusu ve 44 normal dokuda POFUT1I mRNA
ifade seviyesi incelendiginde POFUT1 ifade seviyesinin tiimor dokularinda normal

dokulara gore onemli derecede artmis oldugu gosterilmistir (Sekil 4.5).

TCGA
80

60
40

iE:

0

N .
S 5
,'500\\ R &

Transkript (Milyonda)

Sekil 4.5. TCGA veri tabaninda bulunan bag ve boyun tiimor doku 6rneklerinde rolatif
POFUT1 ifadesi.

Ayrica bag ve boyun kanseri hastalarinda POFUT1 mRNA ifade seviyesinin artan
timor gradesi, T evresi ve N evresine paralel olarak artig gosterdigi de ortaya konulmustur

(Sekil 4.6).

TCGA TCGA TCGA
80 80 80+
¥ o) * * *
= * ] =
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Sekil 4.6. TCGA veri tabaninda bulunan klinik olarak farkli tiimor grade, T evresi ve N
evresine sahip bas ve boyun tiimor doku orneklerinde rélatif POFUT1 ifade
seviyesi.
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4.2. Bas ve Boyun Kanseri Doku Orneklerinde POFUT1 ifade Diizeyi Analizi

Bas ve boyun kanseri hastalarinin normal ve tiimor doku 6rneklerinde POFUT1’in
rolatif ifade diizeyi kantitatif gercek zamanli PZR kullanilarak degerlendirilmistir. Gen
ifadelerinin normalizasyonu i¢in GAPDH internal kontrol olarak kullanilmis ve rélatif
kantitasyon analizi delta-delta-CT metodu kullanilarak yapildi. Hastalara ait kliniko-
patolojik veriler Cizelge 4.1°de paylasilmistir.

Cizelge 4.1. Larenks Kanserli hastalara ait klino-patolojik bilgiler

Larenks Kanserli Doku

Ornekleri
Yas
<60 16
> 60 14
Cinsiyet
Erkek 29
Kadin 1
Tiimoér Tipi
Supraglottik 12
Subglottik -
Glottik 18
TNM Evreleme
TlveT2 13
T3ve T4 17
Tiimor Hacmi
<2cm? 19
>2cm? 21

Histolojik Grade
I 3
1 7
i 3
v 17

84



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Tumorli larenks doku Orneklerinde normal larenks doku Ornekleri ile
karsilastirildiginda POFUT1 ifadesinin 2,33+0,52 kat arttig1 tespit edildi (p<0,01; Sekil
4.7).

5
Normal
m Tumor
4
Z
s *
p
[
g 24
-]
]
E
1+
0-
POFUT1

Sekil 4.7. Larenks tiimor ve normal doku drneklerinde POFUT] ifade seviyesi

Ayrica POFUTI1 ifadesi i¢in T evresi, N evresi ve tiimor grade’sine gore
kargilastirma yapildiginda da anlamli olmamakla birlikte T3 ve T4 evre timor
dokularinda T1 ve T2 evre dokularina gore, grade III ve IV tiimor dokularinda grade I ve
IT tiimor dokularina gore yiiksek POFUT1 ifadesi tespit edildi (Sekil 6). N evresine gore
yapilan degerlendirmede ise N2 ve N3 evre tiimor dokularinda POFUT]1 ifadesinin NO ve
N1 evre tiimor doku &rneklerine gore anlamli olarak artmis oldugu gosterildi (p<0,01;

Sekil 4.8).

I-II T1-T2 NO-N1
- IV . T3-T4 . N2-N3
4 44
g 51
< < <
] ] S
< 7] < ] <
21 24 4
g g g
o 24 o 2 o)
< k5 <
: : :
1 1] 2
0- 0- 0-
POFUT1 POFUT1 POFUT1

Sekil 4.8. Larenks tiimor ve normal doku 6rneklerinde POFUT1 ifade seviyesi
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Larenks kanseri hastalarina ait 15 ¢ift normal ve tiimor doku Orneklerinde
POFUT]1 seviyesi protein diizeyinde western blot analizi ile degerlendirildiginde de
tiimor doku 6rneklerinde POFUT1 ifade seviyesinin normal dokulara kiyasla belirgin bir

sekilde artmis oldugu ortaya konuldu (p<0.01; Sekil 4.9).

2.0
Normal
NI TI N2 T2 N3 T3 N4 T4 N5 TS = Tmor
POFUTI [ v | - [ == [— = | — — 154 *
B-aktin [ e | [ w— | [  [—— (g - g
&£
N6 T6 NTT7 N8 T8 N9 T9 N10 T10 =
] -
vorvn [ M [CT®) = [N - 0
o
Poakiin [ ——) [ —— [ — (— ]
<
s
N19 TII NI2 TI2 NI3 T13 NI4 TI4  NI5 TI5 & 0.5
POFUT! [ | = (e . =
B-aktin (s amp| [w—— [ ——] e ] | — -
0.0-
POFUTI

Sekil 4.9. Larenks kanseri normal ve tiimdr dokularinda POFUT1’in protein diizeyinde
ifade seviyesi.

Ayrica, 55 adet primer bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom ve 27 adet normal
doku kullanilarak anti-POFUT1 protein poliklonal antikoru ile yapilan semi-kantitatif
immiinohistokimyasal analiz, normal dokularin yalnizca nadir bir grubunun POFUT1
ifadesi igin pozitif oldugunu ortaya koymasina ragmen, timoér dokularinin biiyiik

cogunlugunun POFUTL1’1 yiiksek seviyelerde ifade ettigini gostermistir (Sekil 4.10).
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0000000 3 Lokal Pozitif
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Sekil 4.10. Normal ve Timoér Doku Orneklerin POFUTI1 ifade diizeyinin
immiinohistokimyasal analizi.

4.3. Bas ve Boyun Kanseri Hiicre Hatlarinda POFUT1 ifade Diizeyi Analizi

POFUT1’in ifade seviyesi tlimorojenik olmayan agiz i¢i fibroblast HGF-1
hiicreleri ile FaDu, SCC-9, Hep-2 ve Detroit-562 hiicre hatlarinda mRNA seviyesinde
kantitatif gergek zamanli PZR ile, protein diizeyinde ise western blot analizi ile arastirildi.
Sekil 20°de gosterildigi gibi BBSHK hiicre hatlarinin tamaminda HGF-1 hiicreleri ile
karsilagtirildiginda hem mRNA hem de protein seviyesinde POFUT1 ifadesi artmistir
(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda POFUT1 mRNA ve protein ifade
seviyesinin analizi.

Bulgularimiz, POFUT!1’in hem klinik tiimor doku 6rneklerinde hem de bas ve
boyun skuamoz hiicreli karsinom hiicre hatlarinda énemli dlgiide yliksek diizeyde ifade
edildigini ve bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomda POFUT1’in onkogenik

fonksiyona sahip oldugunu gostermistir.

4.4. POFUT1 Overekspresyon ve shRNA Plazmitleri ile Transfekte Edilen Bas ve
Boyun Kanseri Hiicrelerinde POFUT1 Ifade Diizeyi Analizi

POFUT!’in bas ve boyun skuamo6z hiicreli karsinomda fonksiyonel onkogenik
roliinii in vitro arastirmak i¢in POFUT1’in agik okuma ¢ergevesinin klonlandigi pPCMV6-
AC-GFP vektori ticari olarak satin alinmistir. Kontrol olarak pCMV6-AC-GFP vektorii
kullanilmistir. Plazmitler sonrasinda ¢ogaltilarak transfeksiyon islemleri i¢in hazir hale
getirildi. POFUT1’in overekspresyon plazmitleri FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerine
transfekte edildi, hiicrelerin segilimi tamamlandi ve POFUT1 ifade artist RNA ve protein
diizeyinde dogrulandi (Sekil 4.12).
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A FaDu B SCC-9 C Hep-2
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Sekil 4.12. POFUTI1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinde POFUT1 mRNA ve protein ifade

diizeyi.

POFUT1’in bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomda fonksiyonel onkogenik
roliinii in vitro arastirmak i¢in ayrica POFUT 1'in stabil sekilde susturulmasi igin gerekli
olan shRNA pGFP-V-RS plazmitleri ticari olarak satin alindi. Kontrol olarak pGFP-V-
RS vektorii kullanildi. Plazmitler sonrasinda c¢ogaltilarak transfeksiyon islemleri igin
hazir hale getirildi. POFUT1'in stabil sekilde susturulmasinda kullanilacak shRNA’lar
FaDu ve Hep-2 hiicrelerine transfekte edildi, hiicrelerin segilimi tamamlandi, RNA ve

protein diizeyinde susturma isleminin gergeklestirildigi dogrulandi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinde
POFUT1 mRNA ve protein ifade diizeyi.
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4.5. POFUTY’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Hiicre Canhligi Uzerindeki

EtkKisinin Arastirilmasi

POFUT1’in FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinin canlilig: tizerindeki etkisi Cell
Viability Detection Kit-8 (CVDK-8, EcoTech Biotechnology, Turkey) kullanilarak
tiretici firmanin protokolii takip edilerek degerlendirildi. Bulgularimiz artan POFUT1
ifadesinin FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde hiicre canliligini artirdigini ortaya koydu
(Sekil 4.14).
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A

FaDu B
200 e Kontrol 200+
== POFUT1
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= Kontrol
mm POFUT1

24h 48h

Hep-2

200+

o Kontrol
s POFUT1

150+
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50+

24h 48h  72h

Sekil 4.14. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinde hiicre canlilig.

POFUT!’in susturuldugu FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde ise hiicre canliliginin
azaldig1 ortaya konuldu (Sekil 4.15).

A FaDu
150+ [ Kontrol
B sh-POFUTI-1
e sh-POFUT1-2
,ED 1 00 7
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24h

48h
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o

o
1

a
o
|

Hep-2

0 Kontrol
B sh-POFUTI1-1
o sh-POFUTI-2

24h 48h

Sekil 4.15. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinde

hiicre canlilig.
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4.6. POFUT1’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Koloni Olusturma Potansiyeli

Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

POFUT1’in koloni olusturma potansiyeli tizerindeki etkileri tek hiicre koloni testi
kullanilarak degerlendirildi. Bulgularimiz, artan POFUT1 ifadesinin FaDu, SCC-9 ve
Hep-2 hiicrelerinde koloni olusturma potansiyelini artirdigin ortaya koydu (Sekil 4.16).

A B C
FaDu SCC-9 Hep-2
200+ 400 300
*
2 Kontrol % Kontrol x Kontrol
* -
& 150+ < 300+ | s
g g ‘ £, 200
3 3 3
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= = < 100
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Sekil 4.16. POFUTI1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinde koloni olusturma potansiyeli.

Ayrica, artan POFUT]1 ifadesinin FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde holoklon
tiirii koloni sayilarini artirirken, meroklon ve paraklon tiirii koloni sayilarini azalttigi

gosterildi (Sekil 4.17).

A FaDu B SCC-9 C Hep-2
S
100 1001 wlw o= 1004 T, T
9 Il Holoklon 9 I Holoklon g [ Holoklon
: : :
£ 50+ Bl Merokion = 50+ [ Meroklon £ 50 [ Meroklon
i . ‘g
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v M o
0- 0- 0-
& & &
o N & ) g
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Sekil 4.17. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinde koloni olusturma potansiyeli.
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POFUT1’in susturuldugu FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde ise koloni olusturma

potansiyelinin azaldigi ortaya konuldu (Sekil 4.18).

A FaDu B Hep-2
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3 s 3
z z "
5 : E i
S : :
% 50 = .
g sh-POFUT1-2 § = sh-POFUTI-2
g g -
0_
'éo\ '\'\ \ﬂa 'éo\ \;\ 04
S&E & & Q‘s&\
& O &
&8 °
¥ ¥ B

Sekil 4.18. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinde
koloni olusturma potansiyeli.

Ayrica, susturulan POFUT]1 ifadesinin FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde holoklon tiirii
koloni sayilarmni azaltirken, paraklon tiirii koloni sayilarin1 artirdigir gosterildi (Sekil

4.19).

A FaDu B Hep-2
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Sekil 4.19. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinde
koloni olusturma potansiyeli.
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4.7. POFUTYI’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Hiicre Gogii Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

POFUT1’in bas ve boyun kanseri hiicrelerinin hiicre gogii iizerine etkileri

Transwell insert testi kullanilarak degerlendirildi.

Bulgularimiz artan POFUT1 ifadesinin FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde hiicre
goglinii artirdigini ortaya koydu (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinin migrasyon potansiyeli.

POFUT1 in susturuldugu FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde ise hiicre gociiniin azaldig:
ortaya konuldu (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinin
migrasyon potansiyeli.

4.8. POFUTY’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Hiicre invazyonu Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

POFUT1’in hiicrelerin invazyon potansiyeli tizerindeki etkilerini degerlendirmek

icin ‘Corning BioCoat™ Matrigel Invasion Chamberlar kullanildi.

Bulgularimiz artan POFUT1 ifadesinin FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde

hiicrelerin invaziv potansiyelini artirdigint ortaya koydu (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinin invazyon potansiyeli.
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POFUT1’in susturuldugu FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde ise hiicrelerin invaziv

potansiyelinin azaldig: tespit edildi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinin
invazyon potansiyeli.

4.9. POFUTI’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerde EMT Genlerinin ifadesi

Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi

POFUT!’in FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinin migrasyon ve invazyon
potansiyeli iizerindeki roliinlin incelenmesinden sonra POFUT1’in stabil bir sekilde
susturuldugu ya da ifadesinin arttig1 bas ve boyun kanseri hiicrelerinde E-Cadherin, N-
Cadherin, SNAIL-1, SNAIL-2, ZEB-1, ZEB-2 ve Vimentin EMT isaret¢ilerinin ifadeleri
mRNA diizeyinde qRT-PCR kullanilarak degerlendirildi.

Bulgularimiz, artan POFUTL1 ifadesinin Hep-2 hiicrelerinde EMT genlerinin
ifadelerinin artmasina yol agtigini ortaya koydu (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. POFUTI1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinde EMT genlerinin ifadeleri.

POFUT1’in susturuldugu Hep-2 hiicrelerinde ise epitelyal isaret¢ci olan E-
Cadherin ifadesi artarken, mezenkimal isaretgilerin biiyiik cogunlugunun ifadeleri azaldi
(Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilen A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinde
EMT genlerinin ifadeleri.
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4.10. POFUT!’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Kiirecik Olusturma

Potansiyeli Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

POFUT1’in bas ve boyun kanseri olusumunda kok hiicre karakteristigi ile

iligkisinin belirlenmesi i¢in dncelikle kiire olusturma testi yapildi.

Bulgularimiz artan POFUTI1 ifadesinin FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde

kiirecik olusturma potansiyelini artirarak kok hiicre potansiyelini artirdigini ortaya koydu

(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinde kiirecik olusturma potansiyeli.

POFUT!’in susturuldugu FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde kiirelerin biiyiikliigli ve

sayisinin azaldigi ortaya konuldu (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinde
kiirecik olusturma potansiyeli.
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4.11. POFUTT’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin Kok Hiicre Isaretcilerinin

ifadesi Uzerindeki Etkisinin Arastirillmasi

POFUT!’in FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinin kiirecik olusturma ve koloni
olusturma potansiyeli iizerindeki roliiniin incelenmesinden sonra POFUT1in stabil bir
sekilde susturuldugu ya da ifadesinin arttig1 bas ve boyun kanseri hiicrelerinde SOX2,
KLF4, OCT4 ve ABCG2 kok hiicre isaretcilerinin ifadeleri mRNA diizeyinde qRT-PZR
kullanilarak degerlendirildi.

Bulgularimiz, artan POFUTT ifadesinin FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde kok

hiicre isaretcilerinin ifadelerinin artmasina yol agtigini ortaya koydu (Sekil 4.28).

A FaDu B SCC9 C Hep-2
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Sekil 4.28. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinde kok hiicre isaretgilerinin ifadeleri.

POFUT1’in susturuldugu FaDu ve Hep-2 hiicrelerinde ise kok hiicre
isaret¢ilerinin ifadesinin azaldig1 ortaya konuldu (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. POFUT1 shRNA’lar ile transfekte edilmis A)FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinde
kok hiicre isaretcilerinin ifadeleri.

4.12. POFUTY’in Bas ve Boyun Kanseri Hiicrelerinin ALDH Aktivitesi Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

POFUT1’in koOk hiicre oOzelliklerinin kazanilmasindaki rolinii daha fazla
arastirmak i¢in, POFUT 1 in stabil bir sekilde susturuldugu ya da ifadesinin arttig1 bas ve

boyun kanseri hiicrelerinde ALDH aktivitesi incelendi.

Bulgularimiz, artan POFUT1 ifadesinin FaDu, SCC-9 ve Hep-2 hiicrelerinde
ALDH aktivitesini artirdigini ortaya koydu (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. POFUTL1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilmis A) FaDu,
B) SCC-9 ve C) Hep-2 hiicrelerinde ALDH aktivite analizi.
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POFUT!’in susturuldugu Hep-2 hiicrelerinde ise ALDH aktivitesinin azaldig1
tespit edildi (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. POFUT1’in susturuldugu A) FaDu ve B) Hep-2 hiicrelerinde ALDH aktivite
analizi.

4.13. POFUT1 Overekspresyon Plazmiti ile Transfekte Edilen HGF-1 Hiicrelerinde
POFUT!1 ifade Analizi

POFUT!’in HGF-1 hiicrelerinde fonksiyonel onkogenik roliinii in vitro
aragtirmak i¢in hiicreler POFUT1 overekpresyon plazmitleri ile transfekte edildi ve 48
saat sonra hiicreler toplanarak deneyler gerceklestirildi. POFUT1 overekspresyon

plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde POFUT]1 ifade artist RNA ve protein
diizeyinde gosterildi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
POFUT1 mRNA ve protein ifade diizeyi.

4.14. POFUTI’in HGF-1 Hiicrelerinin Hiicre Canlihgi Uzerindeki Etkisinin

Arastirilmasi

POFUT!’in HGF-1 hiicrelerinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi CVDK-8 testi
kullanilarak arastirildi. Bulgularimiz artan POFUT1 ifadesinin tiimorojenik olmayan
normal HGF-1 hiicrelerinde bas ve boyun kanseri hiicrelerine benzer sekilde hiicre

canliligini artirdigini ortaya koydu (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
hiicre canlilig.

4.15. POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin Hiicre Migrasyonu ve invazyonu Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

POFUT1’in HGF-1 hiicrelerinin hiicre migrasyonu ve invazyonu lizerindeki etkisi
Transwell insert testleri kullanilarak degerlendirildi. Bulgularimiz, HGF-1 hiicrelerinde
artan POFUTI1 ifadesinin hiicre migrasyonunu onemli Olgiide artirdigini ortaya
koymaktadir. Ardindan, POFUT]1 ifadesi ile hiicrelerin invazyon potansiyeli arasindaki
iliski aragtirilmistir. Beklendigi gibi, bulgularimiz POFUT1 1 yliksek diizeyde ifade eden
HGF-1 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre hareketliliginin (Sekil 4.34) ve

hiicrelerin invazyon potansiyelinin arttigin1 gostermektedir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.34. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
hiicre go¢ii.
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Sekil 4.35. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
hiicre invazyonu.

4.16. POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin EMT Genlerinin ifadesi Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

POFUT!’in HGF-1 hiicrelerinde EMT f{izerindeki indiikleyici roliiniin altinda
mekanizmayi arastirmak i¢in EMT siireci ile iligkili genlerin ifadeleri mRNA diizeyinde
gRT-PZR kullanilarak degerlendirildi. Bulgularimiz, POFUT1’i yiiksek diizeyde ifade
eden HGF-1 hiicrelerinde epitel biyobelirtecin (E-Cadherin) ifadesinde belirgin bir

104



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

degisiklik olmadigini, mezenkimal biyobelirte¢lerin (N-Cadherin, Vimentin, SNAIL 1,
SNAIL 2, ZEB1 ve ZEB2) ifadesinin arttigini ve bu da artan POFUT1 ifadesinin HGF-1
hiicrelerinde EMT ile iliskili genlerin diizenlenmesi araciligiyla hiicrelerde EMT

fenotipinin kazanimina yol agabilecegine isaret etmektedir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
EMT genlerinin ifadeleri.

4.17. POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin Kiirecik Olusturma Potansiyeli Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

HGF-1 hiicrelerinde yiiksek diizeyde POFUT1 ifadesinin kok hiicre potansiyeli
ile iliskisi kiirecik olusturma testi ile arastirildi. Bulgularimiz, POFUT 1’1 yiiksek diizeyde
ifade eden HGF-1 hiicrelerinin kontrol hiicrelere kiyasla daha biiyiik ve daha fazla sayida
kiirecik  olusturdugunu, POFUTI1’in HGF-1 hiicrelerinde kiirecik olusumunu
indiikledigini ortaya koydu (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
kiirecik olusturma potansiyeli.

4.18. POFUT!’in HGF-1 Hiicrelerinin Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

POFUT1’in HGF-1 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyeli iizerindeki etkisi tek
hiicre koloni testi kullanilarak degerlendirildi. Bulgularimiz POFUT1’in HGF-1
hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifadesinin koloni olusturma potansiyelini indiikledigini

ortaya koymaktadir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
koloni olusturma potansiyeli.
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Ayrica artan POFUTI1 ifadesinin tiimdrojenik olmayan HGF-1 hiicrelerinde
kanser kok hiicre 6zelligine sahip hiicrelerce zengin holoklon tipi kolonilerin oranim
artirirken, ¢ogunlukla farklilagmis hiicrelerden olusan paraklon tipi kolonilerin oranini

azalttig1 ortaya konuldu (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
koloni olusturma potansiyeli.

4.19. POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin Kok Hiicre Isaretcilerinin ifadesi Uzerindeki

Etkisinin Arastirilmasi

POFUTT! 1 yiiksek diizeyde ifade eden HGF-1 hiicrelerinde SOX2, KLF4, OCT4
ve ABCG?2 kok hiicre isaretgilerinin ifadeleri mRNA diizeyinde qRT-PCR kullanilarak
degerlendirildi. Bulgularimiz POFUT1’i yiiksek diizeyde ifade eden HGF-1 hiicrelerinde
kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda kok hiicre isaretgilerinin ifadesinin arttigini
ortaya koymaktadir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1 hiicrelerinde
kok hiicre isaretgilerinin ifadeleri.

4.20. POFUT1’in HGF-1 Hiicrelerinin ALDH Aktivitesi Uzerindeki Etkisinin

Arastirllmasi

HGF-1 hiicrelerinde kok hiicre karakterinin kazaniminda POFUT1’in roliinii daha
fazla arastirmak i¢in hiicrelerde kok hiicre isaretcisi olan ALDH aktivitesi analizi yapildi.
Bulgularimiz POFUT!’1 yiiksek diizeyde ifade eden HGF-1 hiicrelerinde kontrol
hiicreleri ile karsilastirildiginda ALDH aktivitesinin 6nemli derecede arttigin1 ortaya

koymaktadir (Sekil 4.41).

HGF-1
2.0
S
3 1.5
5
4 1.0
jan]
a
2
2 0.5
2
0.0- N
&° \Sﬂ\
‘{-&\Qo“

Sekil 4.41. POFUT1 overekspresyon plazmitleri ile transfekte edilen HGF-1
hiicrelerinde ALDH aktivitesi.
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4.21. POFUTY’in Bas ve Boyun Kanserinde Roliiniin Ksenograft Modeller ile

Arastirilmasi

POFUT1’in bas ve boyun kanserinde in vitro fonksiyonel roliinii arastirdiktan
sonra POFUT1’in bas ve boyun kanseri hiicrelerinin tiimorijenik roliinii in vivo olarak
diizenleyip diizenleyemeyecegi ksenograft fare modelleri kullanilarak incelendi.
POFUTZ’in in vivo bas ve boyun kanseri hiicrelerinin tiimor biiyiimesi lizerindeki
fonksiyonel roliinii aragtirmak i¢in, kontrol plazmiti veya sh-POFUT1-1 plazmiti ile stabil
transfekte edilmis FaDu hiicreleri BALB/c-nu/nu (nude) farelere enjekte edilerek

ksenograft tiimorler olusturuldu.

Farelerin tiimor biiylimesi ve viicut agirligi, 3 hafta boyunca her ii¢ giinde bir

izlendi ve deney siiresi boyunca énemli bir viicut agirligr degisikligi gdzlenmedi (Sekil
4.42).
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Sekil 4.42. FaDu kontrol ve FaDu-shPOFUT1-1 hiicrelerinin enjekte edildigi farelerin
viicut agirhigi.

Deney sonunda tiimorler ¢ikarildi ve formaldehit icerisine alinarak
immiinohistokimyasal analiz ile POFUT1 ifadesi degerlendirildi. immiinohistokimyasal
analiz, kontrol grubuna kiyasla FaDu shPOFUTI1-1 hiicreleri tarafindan olusturulan

ksenograft timorlerde POFUT1 protein ifadesinin azaldigini dogrulad: (Sekil 4.43).
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H&E POFUTI1

Kontrol

sh-POFUT1-1

Sekil 4.43. Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu ksenograft tiimorlerde
H&E boyamasi.

Hiicreler enjekte edildikten sonra 3 gilinde bir tiimor hacimleri 6lgiildii. Deney
sonunda ¢ikarilan timdrler fotograflandi. Bulgularimiz, in vitro bulgularimizla paralel
olarak, POFUT1 ifadesinin baskilanmasinin, kontrol grubuna kiyasla daha kiigiik boyutlu
tiimorlerin olusumuna yol agtigini ortaya koydu (Sekil 4.44-Sekil 4.45).
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Sekil 4.44. Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu ksenograft tiimorlerin
Olgiilen hacimleri.
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Kontrol

sh-POFUT1-1
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Sekil 4.45. Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu ksenograft tiimorlerin
temsili goriintiileri.

Ayrica hiicreler enjekte edildikten 21 giin sonra fareler otenazi yapildi ve
ksenograft tiimorler c¢ikarillarak agirliklart  6l¢iildii.  Gruplar arasinda  tiimor
biiylimesindeki farklilik degerlendirildi. Bulgularimiz, FaDu sh-POFUT1-1 grubu
ksenograft timorlerinin ortalama tiimor agirhiginin, kontrol grubu ksenograft tiimorleri
ile karsilastirildiginda belirgin sekilde daha diisiik oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil
4.46).
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Sekil 4.46. Deney sonunda Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu
ksenograft timdrlerin dlgiilen agirlig.
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Daha sonra, POFUTI!’in susturulmasmin anti-timér etkilerini daha fazla
dogrulamak icin, ksenograft tiimdrlerde immiinohistokimyasal analiz ile protein
seviyesinde hiicre proliferasyon markorii Ki-67’nin ifadesi incelendi. Sekil 4.47'de
gosterildigi gibi immiinohistokimyasal boyama, FaDu shPOFUT1-1 hiicrelerinden olusan
ksenograft timorlerde Ki-67 ifadesinde onemli bir azalma oldugunu dogruladr (Sekil
4.47).
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Sekil 4.47. Kontrol ve FaDu-POFUT1-1 hiicrelerinin olusturdugu ksenograft tiimorlerde
rolatif Ki67 seviyesi.

Bulgularimiz, POFUT1'in yalmizca in vitro bas ve boyun kanserini
indiikklemedigini, ayn1 zamanda ksenograft tiimér modelinde in vivo tiimorigenezi

indiikledigini ortaya koymaktadir.

4.22. POFUTI’in Bas ve Boyun Kanserinin Perinoral Invazyonu ile iliskisinin

Arastirilmasi

Bas ve boyun kanserinde POFUT1’in ifade seviyesi ve klinik 6zellikler arasindaki
iliski TCGA veritabaninda bulunan veri seti kullanilarak arastirildi. cBioPortal
kullanilarak yapilan 372 bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom hastasindan olusan

TCGA veri setinin in silico analizi, POFUTZ’in farkl: ifadesi ile 6nemli 6l¢iide iliskili
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birka¢ prognostik klinik 6zellikten birinin PNI oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil
4.48).

372 BBSHK Hastast

73 Hasta 299 Hasta

POFUT] Ifadesi
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Degisen
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Sekil 4.48. TCGA veri tabaninda bulunan bas ve boyun kanseri doku 6rneklerinde
POFUT1 ifade degisiklikleri ve PNI arasindaki iligki.

Daha sonra PNI invazyon olan ve PNI invazyon olmayan bas ve boyun kanseri
doku orneklerinde POFUT]1 ifadesi GEO veri tabani kullanilarak arastirildi. GEO veri
tabanindan elde edilen GSE86544 veri setinin incelenmesi neticesinde klinik PNI
gelismeyen hastalara kiyasla PNI gelisen bas ve boyun kanseri doku orneklerinde
POFUT’in yiiksek seviyede ifade edildigi belirlendi (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. GEO veri tabaninda bulunan GSE86544 veri setinde PNI'li veya PNI'siz bas
ve boyun skuamdz hiicreli karsinom doku orneklerinde POFUT1'in
diferansiyel ifadesi.
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Ardindan in siliko verilerimizi desteklemek amaciyla POFUT1’in bas ve boyun
kanserindeki rolii immiinohistokimyasal analiz ile daha fazla arastirildi. 27 adet PNI-
pozitif ve 28 adet PNI-negatif doku 6rneginin dahil edildigi primer bas ve boyun skuamoz
hiicreli karsinom hastalarima ait tiimor dokularindan olusan bir doku grubunun
immiinohistokimyasal analizi ger¢eklestirildi. Bulgularimiz POFUT1 ifadesinin, PNI'nin
olmadig tiimoér doku 6rneklerine kiyasla PNI’nin oldugu klinik tiimor doku 6rneklerinde
onemli Olglide artmis oldugunu gostermektedir (Sekil 4.50). Elde edilen bulgular,
POFUTZY’in PNI siireci ile iliskili olduguna dair in siliko verileri destekleyici nitelikte

onemli veriler ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.50. A) PNI olan veya olmayan BBSHK dokularinda POFUT]1 ifadesini gosteren
immiinohistokimya bdliimlerinin temsili gorilintiileri (Beyaz ok sinir
demetlerini ve kirmizi ok tiimor hiicrelerini gostermektedir) ve B)
Immiinohistokimya boliimlerinde POFUT1 ifadesinin semi-kantitatif analizi.

Daha sonra POFUT1’in bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom hiicrelerinin PNI
tizerindeki etkisi Ko-kiiltiir modeli kullanilarak ex vivo arastirildi. Kanser hiicresi- DRG
ex vivo ko-kiiltiir modeli POFUT1’in yiiksek diizeyde ifade edildigi bas ve boyun kanseri
hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicrelerin DRG’lerden disar1 dogru uzanan noral uzantilara

etkili bir sekilde invaze oldugunu gostermektedir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. POFUTI1" yiiksek

diizeyde ifade eden FaDu hiicrelerinin ndral uzantilara

dogru invazyonunu gosteren temsili goriintiiler ve bu ex vivo modelde DRG
uzantilarina go¢ eden rolatif POFUT1’1 yiiksek diizeyde ifade eden hiicre

say1sl.

Ayrica, POFUT1’in susturuldugu gruplarda DRG’lerin néral uzantilarina invaze

olan FaDu hiicrelerinin sayisinin, kontrol grubuna kiyasla onemli Ol¢lide azaldig:

gosterildi (Sekil 4.52). Bulgularimiz, POFUT]1 ifadesinin bas ve boyun skuaméz hiicreli

karsinom hiicrelerinin PNI

koymaktadir.
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Sekil 4.52. POFUT!'in susturuldugu FaDu hiicrelerinin néral uzantilara dogru
invazyonunu gosteren temsili goriintiiler ve bu ex vivo modelde DRG
uzantilarina gog¢ eden rélatif POFUT 1 in susturuldugu hiicre sayist.
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POFUT]I, bir dizi salgilanan glikoprotein ve hiicre yiizey proteinlerinin EGF
benzeri tekrarlarina O-fukoz modifikasyonu saglayan glikoziltransferaz O-Fuc ailesinin
bir tiyesidir (Wang et al. 1996; Du et al. 2018). POFUT1, insan embriyonik kok
hiicrelerinde ve uyarilmis pluripotent kok hiicrelerde rekiiren fonksiyon kazanimi goriilen
20q11.21 kromozomal bdlgesinde bulunmaktadir (Martins-Taylor et al. 2011; Lund et al.
2012; Nguyen et al. 2013). 20ql11.21 amplifikasyonunu insan embriyonik kok
hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelini artirdigi ve hiicre apoptozunu azalttigi
gosterilmistir (Nguyen et al. 2014). ilging bir sekilde 20q11.21 amplifikasyonu, insan
embriyonik kok hiicrelerinde kanserle ilintili ¢ok sayida genin zenginlesmesine neden
olmustur (Werbowetski-Ogilvie et al. 2009). Son ¢alismalar, POFUT1 geninin memeli
embriyolarinda anterior-posterior somit bigimini etkiledigini ve memelilerde miyeloid
farklilasmasini diizenledigini bildirmistir (Schuster-Gossler et al. 2009; Stanley and
Guidos 2009). POFUT1’in overekspresyonu temel olarak kromozomal amplifikasyon ve
gen kopya sayisi varyasyonlari ile iligskilendirilmistir (Yokota et al. 2013; Deschuyter et
al. 2020). POFUT1 ifadesindeki diizensizlikler, ergenlik sonrasi retikiilat deri
hiperpigmentasyonu ile karakterize edilen, nadir goriilen bir genetik bozukluk olan
Dowling-Degos hastaligi ile baglantilidir (Du et al. 2018; Wu et al. 2021b). Ayrica birkag
caligma, oral skuamoz hiicreli karsinom, miyeloid displastik sendrom, akut miyeloid
16semi, glioblastoma ve kolorektal kanser dahil olmak tizere farkl1 malignitelerde anormal

POFUT1 ifadesi bildirmistir (Mackinnon et al. 2010; Loo et al. 2013; Yokota et al. 2013).

Simdiye kadar, yalnizca sinirl sayida ¢alisma, POFUTL1’in tlimor biyolojisi ve
ilerlemesindeki roliinii arastirmistir. POFUTL ifadesi, oral skuamoz hiicreli karsinom
hastalarinda artan timor boyutu ve ileri timdr evresi ile iliskilendirilmistir (Yokota et al.
2013). Diger bir caligmada, hem glioma hiicre hatlarinda, hem de primer insan beyin
timori dokularinda POFUT1’in yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterilmistir (Kroes et
al. 2007). Meme kanserinde, POFUT1’in yiiksek diizeyde ifadesi, ileri evre tiimor, lenf
nodu metastazi ve daha kisa sagkalim ile iligkilendirilmistir (Wan et al. 2017). POFUT1
overekspresyonun, Notch sinyal yolaginin aktivasyonu yoluyla hepatoseliiler karsinomun
ilerlemesini, hiicre proliferasyonunu ve gogiinii indiikledigi gosterilmistir (Ma et al.

2016). POFUT1 geninin susturulmasinin, ekstravilloz eksplant kiiltiir modellerinde
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trofoblast biiyiimesini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica ayni ¢calismada,
POFUTL’in susturulmasmin PI3K/Akt sinyal yolunu inhibe ettigi ve kiiltiire edilen
trofoblast hiicrelerinde EMT, hiicre invazyonu ve migrasyonunu baskiladigi
gosterilmistir (Liu et al. 2014; Cui et al. 2020). Bu bulgular, POFUT!’in tiimor

patogenezinde ve tiimdr progresyonunda 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Bu tez kapsaminda, POFUT1 ifadesinin, bas ve boyun kanseri hastalarinin timor
orneklerinde ve BBSHK hiicre hatlarinda, normal 6rneklere kiyasla 6nemli 6l¢giide arttigi
ortaya konulmustur. Ayrica, artan POFUT1 ifadesinin, agresif tiimor fenotipleri ile de
belirgin sekilde iligkili oldugu gosterilmistir. POFUT1’in BBSHK’daki rolii islevsel
olarak arastirilmistir. Bulgularimiz, degisen POFUT1 ifadesinin kanser agresifligi ile
iliskili fenotipleri hem in vitro hem de in vivo olarak 6nemli 6lglide degistirdigini ortaya
koymaktadir. Elde edilen bu bulgular, BBSHK hiicrelerinin bir¢ok malign fenotipinin,
yiiksek diizeyde POFUT1 ifadesi ile iliskili oldugunu gostermektedir.

Perinoral invazyon (PNI), kanser hiicrelerinin sinirler boyunca biiylimesi i¢in bir
secenek olan bu hiicrelerin sinirlerin igerisine, ¢evresine veya sinirler boyunca invaze
oldugu bir kanser ilerlemesi siirecidir. PNI prevalansi kanser tiirleri arasinda énemli
farkliliklar gosterse de BBSHK’de %30-82’ye kadar ulastig1 bildirilmektedir (Lin et al.
2017). Onemli bir kanser yayilim siireci olan PNI, primer BBSHK’li hastalarda yiiksek
risk faktorleri arasinda kabul edilmis ve kot klinik sonuglarla 6nemli derecede
iliskilendirilmistir (Zhang et al. 2021b). PNI, artan lokal niiks ve servikal metastaz riski
ile iligkilidir (Mukherjee et al. 2020). Ayrica PNI’li BBSHK hastalarinda PNI gelismeyen
hastalara kiyasla hem nodal hem de uzak metastazda anlamli artis oldugu gosterilmistir
(Goepfert et al. 1984). PNI’nin 6nemini kabul eden bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen,
simdiye kadar PNI'nin altinda yatan mekanizmalar tam olarak tanimlanmamistir. Tez
kapsaminda, POFUT1’in BBSHK hiicrelerinin perinéral invazyonuna aracilik ettigi
gosterilmektedir. Yapilan bu ¢aligma, BBSHK’de POFUT1’in onkogenik potansiyelini
ortaya ¢ikaran ve BBSHK kanser hiicrelerinin perindral invazyonunda POFUT1 geninin
roliinii belirleyen ilk calismadir. Tez kapsaminda, POFUT1 geninin yiiksek diizeyde

ifadesine bagli olan BBSHK hiicrelerinin bir dizi onkogenik fenotipi tanimlanmaktadir.
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Bulgularimiz, POFUT1 ifadesinin bas ve boyun kanserli hastalar igin potansiyel
bir prognostik belirteg olabilecegini ve BBSHK tedavisi i¢in bir hedef olabilme
potansiyelini gostermektedir. Bununla birlikte, bas boyun kanserleri ve diger kanserlerin
karsinogenezi stirecinde POFUT1 geninin rolii hakkinda daha fazla ayrintiy1 netlestirmek
icin daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. POFUT1’in peri-noral invazyonla ilgili
fonksiyonlarini daha iyi tanimlamak icin daha fazla molekiiler aragtirmanin yapilmasi

gerekmektedir.
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