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ÖZET 

Tığlı H. Anjiyogenez ile İlgili Trombospondin-1, HIF-1α ve CA9 Moleküllerinin 
Böbrek Kanserli Hastalarda Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri 
Enstitüsü, Temel Onkoloji ABD. Doktora Tezi. İstanbul. 2008.  

Tümörlerin büyümesinde ve metastazında önemli role sahip olan tümör anjiyogenezi, 
pro ve antianjiyogenik etmenler tarafından kontrol  edilmektedir. Bu  etmenler doğrudan 
ya da dolaylı olarak HIF-1α (Hipoksi ile indüklenen etmen) tarafından düzenlenir. CA9 
(Karbonik Anhidraz9), düşük oksijen varlığında HIF-1α aracılığıyla düzenlenen bir 
zargeçen hücre yüzey proteini, TSP (Trombospondin)-1 ise potansiyel anjiyogenez 
baskılayıcısıdır. TSP-1 geninin promotör bölgesinde meydana gelen metillenmenin 
genin anlatımını engellediği gözlenmiştir. Bu nedenle bizim çalışmamızda anjiyogenez 
ile ilgili olan TSP-1, HIF-1α ve CA9’ un nicel gen ifade düzeyleri ve TSP-1 geninin 
promotör metilasyon durumu incelenmiştir. Aynı zamanda TSP-1, HIF-1α ve CA9 
genlerinin ürünleri olan proteinlerin miktarları tayin edilmiştir. HIF-1α ve CA9 gen 
ifade düzeyleri arasında beklendiği gibi anlamlı korelasyon gözlenmektedir (p=0,029). 
Tümör doku örneklerinde HIF-1α  gen ifadesinin anlamlı derecede yüksek olduğu 
görülmüştür (p=0,017). HIF-1α protein düzeyleri tümörde normal dokuya göre anlamlı 
derecede yüksektir (p=0,035). Çalışmamızda tümör örneklerinde, hem CA9 gen ifadesi 
hem de protein düzeyi anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0,001). CA9 gen 
ifadesi ve grad arasında zıt yönde bir ilişki vardır(p=0,010). Normal dokudaki TSP-1 
gen ifadesi (p=0,026) ve protein düzeyi (p=0,001) tümör dokusuna oranla anlamlı 
derecede yüksektir. TSP-1 gen ifadesinin ve protein düzeyinin metilasyona bağlı olarak 
azaldığı görülmektedir (p=0,052 ve p=0,011). Sonuçlarımız çalıştığımız üç 
parametrenin (CA9, HIF-1α  ve TSP-1) böbrek kanserinin oluşum ve seyri ile yakından 
ilgili olabileceğini göstermekte olup hastalığın takibi açısından da uygun belirleyiciler 
olabileceklerini ortaya koymaktadır.   

Anahtar Kelimeler :  Böbrek kanseri, Anjiyogenez, TSP-1, HIF-1α, CA9 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 
  desteklenmiştir. Proje No: T-845/02062006  
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ABSTRACT 

Tigli H. Investigation of Angiogenesis Related Genes  TSP-1, HIF-1α and CA9 in 
Patients   with  Renal Cancer.  Istanbul University, Institute of Oncology, Basic 
Oncology Department. Doctorate Thesis. Istanbul. 2008.   
 

Tumor angiogenesis, a major requirement for tumor outgrowth and metastasis, is 
regulated by pro- and antiangiogenic factors. These  factors are regulated directly or 
indirectly by HIF (Hypoxia Inducible Factor)-1α. The transmembrane CA (Carbonic 
anhydrase) 9 cell surface protein, is mediated by HIF-1α under hypoxic conditions. TSP 
(Thrombospondin)-1 is a potent inhibitor of angiogenesis. Alterations in DNA 
methylation also appear to play a role in TSP-1 regulation, and promoter- associated 
CpG island methylation has been implicated recently in transcriptional inactivation of 
TSP-1. In our study quantitative expression levels of angiogenesis related genes HIF-1α, 
TSP-1, CA9 and methylation of  the TSP-1  promoter region were investigated. Protein 
levels of CA9, HIF-1α and TSP-1 were also determined. HIF-1α gene expression level 
was significantly higher in tumor tissues (p=0.017). A positive correlation was detected 
between HIF-1α and CA9 gene expression in neoplastic tissue samples (p=0.029). HIF-
1  protein levels were significantly higher in tumor tissue compared to normal kidney 
tissue (p=0.03). In our study both expression and proteins level of CA9 were 
significantly higher in tumor tissues (p<0.001). There was a negative correlation 
between CA9 gene expression and grade (p=0.010). TSP-1 gene expression and protein 
levels were significantly higher in normal tissue compared to tumor tissue (p=0.026, 
p=0.001,respectively). There was a negative correlation between TSP-1 gene 
methylation and TSP-1 gene expression and protein levels (p=0.052, p=0.011, 
respectively). Our findings are consistent with the fact that HIF-1α, CA9 and TSP-1 
gene products are involved in the tumorigenesis and pathogenesis of renal cell cancer.  

 

Key Words: Kidney cancer, angiogenesis, HIF-1α , TSP-1, CA9. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Böbrek kanseri, damarlanması yoğun olan tümörlerden olduğundan 

anjiyogenezin etkinleşmesi ve baskılanmasından sorumlu moleküller bu kanserin 

prognozunda önemli yer tutmaktadır. Çalışmamızda HIF-1α, CA9 ve TSP-1 genlerinin 

böbrek kanseri ile ilişkisi araştırılmıştır.  

Tümörün baskılanması ile ilgili genlerin promotör bölgesinde yer alan CpG 

adalarının aşırı metillenmesi ile yazılımsal olarak sessizleşmesi bu genlerin 

etkinsizleşmesinde yaygın bir mekanizmadır. TSP-1 geninin baskılanması üzerinde 

metillenmenin etkisini değerlendirmek amacıyla TSP-1 geninde promotör bölge 

metillenmesi araştırılmıştır. Çalışma sonuçlarımız, bu molekülleri hedef alarak yapılan 

tedavi çalışmaları açısından da yol gösterici olabilecektir. 

Tümörlerin büyümesinde ve metastazında önemli role sahip olan anjiyogenez, 

pro ve antianjiyogenik etmenler tarafından kontrol  edilmektedir. Bu etmenler doğrudan 

ya da dolaylı olarak doku oksijen dengesinin düzenleyicisi olan HIF-1α tarafından 

düzenlenir.  

HIF-1α, doku O2 seviyesi azaldığında (hipoksi) anjiyogenez, glukoz taşınması 

ve anaerobik metabolizma ile ilgili genlerin anlatımını etkinleştirir. Bir çok anjiyogenik 

etmeni etkinleştirerek damar oluşumuna yol açar ve  oksijen seviyesini  yükseltir. HIF-

1α etkinliği nedeniyle  CA9 gibi pro-anjiyogenik etmenlerin hedef genlerinin yazılımı 

etkinleşir. CA9, hipoksik koşullar altında hızla ve aşırı derecede ifade edilen, tümör 

hücre hipoksisi ile ilgili olduğu en iyi bilinen genlerden biridir. CA9, tümör büyümesi 

ve hastalığın ilerlemesindeki rolünü hipoksiye cevap olarak pH’yı azaltarak sağlar. Bu 

da CA9’un gen ifade düzeylerinin klinik seyri tahmin etmek için uygun bir belirteç 

olabileceğini göstermektedir.  

TSP-1, potansiyel bir anjiyogenez baskılayıcısıdır. Birçok anjiyogenik uyarıya 

karşın endotel hücre göçünü baskılayabilir, yeni damar oluşumunu önleyebilir ve 

endotel hücre apoptozunu etkinleştirebilir.  
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Çalışmamızda böbrek kanserli hastalardan alınan normal ve tümör dokularında 

anjiyogenezin etkinleşmesinde önemli role sahip olan HIF-1α’nın ve onun etkinleşmesi 

ile uyarılan CA9’un gen ifade düzeylerine Gerçek Zamanlı Kantitatif PCR ile 

bakılmıştır. Aynı zamanda böbrek kanserinde damarlanmanın yoğun olması nedeniyle 

anjiyogenezi baskılayan etmenlerin etkisini kaybetmesi de beklendiğinden 

anjiyogenezin baskılanmasında görevli olan TSP-1’in gen ifade düzeyine de bakılarak 

bu varsayımın geçerliliği araştırılmıştır. TSP-1 geninin baskılanmasından sorumlu 

olarak promotör metillenmesi incelenmiştir. Ayrıca uygulanan bu yöntemlere ek olarak 

ilgili moleküllerin protein seviyeleri ölçülerek gen ifadeleri ile aralarındaki ilişki 

araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Böbrek Tümörleri 

 

Üriner sistemde çok çeşitli selim ve habis tümörler görülür. Böbrekte en sık 

görülen habis tümörlerden biri böbrek hücreli karsinomlar (BHK)’dır (1). Bunu Wilms 

tümörleri ile kaliks ve pelvislerin birincil tümörleri izlemektedir. Üriner yollarda  tümör 

görülme sıklığı böbrek hücreli karsinomdan iki kat daha fazladır. 

 

2.1.1. Böbrek Hücreli Karsinom (BHK) 

  

BHK, genellikle böbrek kanseri terimi ile tanımlanan neoplazmdır. BHK, 

tübüler epitelden köken alan bir adenokarsinom olup böbrekte görülen tüm habis 

tümörlerin  % 80-90’ını  ve tüm solid tümörlerin yaklaşık %3’ünü oluşturur (1-4). 

BHK’lar prostat ve mesane kanserinden sonra üçüncü en sık gözlenen genitoüriner 

kanser olup ürolojik kanserler içerisinde en öldürücü olanıdır. Prostat ve mesane 

kanserli hastaların %20’si hastalıkları nedeniyle ölürken,  BHK’li hastaların yaklaşık 

%40’ı bu hastalıktan ölür (5). Hastalığın görülme sıklığı  100.000 de 7,5’ tur (1,2,6) . 

Tüm dünyada ve Avrupa’da BHK’da yıllık yaklaşık %2 oranında artış gözlenmektedir 

(7). Avrupada ve Amerikada her yıl yaklaşık 30.000 yeni hastaya böbrek kanseri tanısı 

konulmakta ve bunların yaklaşık 12.000 kadarı bu hastalık nedeniyle hayatını 

kaybetmektedir. Görülme sıklığı Kuzey ülkelerinde daha fazla, Asya ülkelerinde ise 

daha azdır (7-11). Ayrıca böbrek kanserinin zencilerde görülme oranı daha yüksektir 

(1,2).  

Böbrek kanseri genellikle ileri yaşlarda ortaya çıkar ve 60-70’li yaşlarda en 

yüksek seviyelere ulaşır (5). Erkeklerde görülme sıklığı kadınlara göre 1,5 kat fazladır. 

BHK çocuklukta ender görülür. Çocukluk yaşındaki tüm böbrek tümörlerinin ancak 

%2-6’sı BHK’ dır.  Küçük çocuklarda Wilms tümörü çok daha sık görülür. Çocuklarda 

ortalama görülme yaşı 8-9 olup, cinsiyet dağılımı erişkinlerden farklı olarak kız ve 

erkek çocuklarında aynıdır. 
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Ulusal Kanser Enstitüsü BHK olgularının çoğunun sporadik,  % 4’ünün ise 

ailesel olduğunu belirlemiştir (5,12,13). 

 

VHL (Von Hippel-Lindau) sendromlu hastaların %40’ında bilateral ve 

çoğunlukla da multiple BHK’lar gelişir ve 60 yaşlarında sıklığı %75’in üzerindedir. 

(14,15). VHL sendromuyla birlikte görülen tümörler primer olarak berrak hücreli 

tiptedir ve kromozom 3p’de lokalize VHL tümör baskılayıcı geninin mutasyonuyla 

ilişkilidir (16). VHL, otozomal dominant geçiş gösteren, tümör baskılayıcı gen 

kusurlarından kaynaklanan bir hastalıktır. VHL geni yazılımın düzenlenmesinden ve 

büyüme etmenlerinin sentezinden sorumlu pVHL proteinini kodlar (17). 

 

Birt-Hogg-Dube ve Kalıtsal Leiomiyomatöz genetik sendromları da BHK ile 

ilişkilendirilmişlerdir. Bu sendromlar hem böbrek kanserine, hem de deri hastalıklarına 

neden olur. Ayrıca tüberöz sklerozlu hastalar da yüksek kanser riskine sahiptir (1,2). 

 

2.1.1.1. BHK’un Etiyolojisi 

 

Günümüzde bilimsel olarak en çok kabul gören ve kısmen de kanıtlanan risk 

etmenleri, obezite, sigara kullanımı, son dönem böbrek yetmezliği ve diyaliz ile 

böbreğin edinsel kistik hastalıklarıdır. Ancak genel olarak risk etmenleri 3 grupta ele 

alınmaktadır (Tablo1). Sporadik formlarda etiyoloji kesin olarak bilinmemekle birlikte, 

en önemli risk etmenleri son dönem böbrek yetmezliğine eşlik eden diyaliz veya 

edinsel böbrek kisti, obezite ve sigara kullanımı olarak gösterilmektedir (5,18,19). 
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Tablo 2-1: Sporadik Böbrek Hücreli Karsinom İçin Risk Etmenleri 

 

Yaşam Tarzı / Diyet Çevresel Etmenler Diğer Etmenler 

Sigara ve Tütün Kadmiyum Uzun Dönem Diyaliz 

Obezite Klorlu Çözücüler Hipertansiyon 

Yağdan zengin gıda Petrol-kimya ürünleri Uzun dönem analjezik kullanımı 

 Asbest  

 

 

  Tablo 2-2: Sporadik Böbrek Hücreli Karsinomda Risk Etmenlerinin Genel 

Topluma Göre Risk Oranları 

Risk Etmeni Kanser Riskinde Artış 

Son dönem böbrek yetmezliği ve diyaliz 32 kat 

Son dönem böbrek yetmezliği ile birlikte edinsel kistik hastalık  > 100 kat 

Obezite 3,6 kat 

Sigara ve tütün kullanımı 2,3 kat 

Hipertansiyon 1,4 kat 

Kuru temizlemede çalışan işçiler 1,4 kat 

Hipertansiyon olmaksızın diüretik kullananlar 1,3 kat 

Trikloretilene maruz kalma 1 kat 

Uzun dönem fenasetin kullanımı 1,1-6 kat 

Polikistik böbrek hastalığı 0,8-2 kat 

Kadmiyuma maruz kalma 1-3,9 kat 

Arsenik maruziyeti  1,6 kat 

Asbestozis 1,1-1,8 kat 

 

Son dönem böbrek yetmezliği olan hastalarda başta böbrek hücreli karsinom 

olmak üzere, birçok organda kanser görülme sıklığının arttığı artık bilinen bir gerçektir. 

Ayrıca son dönem böbrek yetmezliği olan hastalarda (özellikle diyaliz tedavisi 

görenlerde) edinsel böbrek kistik hastalığı görülme sıklığı da artmaktadır (5,19,20). 
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Uzun süre diyalize giren hastalarda kanseröz kistler oluşabilir. Ancak bunlar genellikle 

erken fark edilirler.  

Sporadik BHK’ların önemli ikinci risk etmeni obezite olarak kabul 

edilmektedir. EAU (Avrupa Üroloji Birliği) 2006 kılavuzunda sporadik böbrek hücreli 

karsinom için en önemli risk etmeninin obezite olduğu bildirilmiş ve genel topluma 

göre bu tümörü arttırma riskinin 3,6 kat olduğu belirtilmiştir (21). Riski arttıran bir 

diğer etmen yüksek yağlı diyettir (1,2). Böbrek hücreli karsinom riski BMI (vücut kitle 

indeksi) ile paralellik göstermektedir (9,22,10). Son yıllarda aşırı şişmanlık ile ilişkisi 

östrojen hormonları ile de ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. Bazı östrojen 

muadillerinin hayvanlarda böbrek tümörlerine neden olduğu gösterilmiştir. Ayrıca 

böbrek hücreli karsinom ile hipertansiyon arasında da bir ilişki saptanmıştır (1,2,9). 

Obezitenin böbrek kanserine yol açma mekanizması kesin olarak bilinmemekle birlikte, 

birkaç mekanizmanın böbrek kanserine neden olabileceği belirtilmektedir. Obezlerde 

insulin ve insulin benzeri büyüme etmeni-1 (IGF-1)’in artması ve bunların kanser 

uyarıcı moleküller olması, obezitenin hipertansiyon ve diyabete yol açması ve bu her 

iki hastalıkta da böbrek kanseri riskinin artması, ayrıca obezitenin östrojen düzeyini, 

glomerüler filtrasyon hızını ve renal plazma akımını artırması da olası mekanizmalar 

olarak düşünülmektedir (10,15,22). 

 

Sigara kullanımı ve tütün çiğneme obeziteden sonra önemli ikinci risk etmeni 

olarak kabul edilmektedir. Sigarada bulunan yüzlerce karsinojen madde, diğer birçok 

organda değişik rölatif risk oranları ile kansere yol açtığı gibi, böbrek hücreli 

karsinomun gelişme riskini de 1,4-2,3 kat arttırmaktadır. BHK’lerin erkeklerde 

%30’una, kadınlarda ise %25’ine sigara sebep olmaktadır (23,24). 

    

İçme suyunda yer alan arseniğin riski arttırdığı belirtilmektedir. Bunun dışında 

organik çözücüler, pestisidler ve mantar toksinleri gibi birçok çevresel kimyasal da 

BHK’dan sorumlu tutulmuş ancak ispatlanamamıştır (9). 
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2.1.1.2. BHK’un  Evrelemesi 
 

 

Şekil 2-1: Böbrek Hücreli Karsinomun Evreleri 

 

2.1.1.3. BHK’un Sınıflandırması  

Böbrek hücreli karsinomların %70-80 kadarı berrak hücreli, %10-15 kadarı 

papiller, %4-5 ‘i kromofobik, %3-7’ si de onkositom tip olarak sınıflandırılmaktadır. 

 

Böbreğe sınırlı,<2,5cm 

 

Böbreğe sınırlı,>2,5cm 

 

Sürrenal veya periferik doku tutulumu 

 

Tümör gerota fasyası dışına çıkmış 

 

Tümör böbrek venine ulaşmış 
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2.2. Tümör Anjiyogenezi   
 

Mevcut kan damarlarından yeni kan damarlarının gelişmesi demek olan 

anjiyogenez, proanjiyogenik ve anti anjiyogenik etmenler tarafından kontrol edilir (25). 

 

 

Şekil 2-2: Yeni Damar Oluşumu 

Aniyogenezin  fizyolojik ve patolojik olmak üzere 2 çeşidi vardır. Fizyolojik 

angiyogenez gelişmekte olan fetüsde başlar ve doğum sonrasında, erişkin dokulardaki 

normal kan damarlarını oluşturacak biçimde devam eder. Fizyolojik anjiyogenez kendi 

kendini sınırlayan bir olay olmasına rağmen patolojik anjiyogenez uzun süre devam 

eder (26). 

Fizyolojik anjiyogenezde kan damarları, düzenli, birbirinden yakın boşluklarla 

ayrılmış ve iyi düzenlenmiş bir dağılım gösterirler. Patolojik anjiyogenezde ise uyarılan 

yeni kan damarları (örneğin tümörler tarafından) son derece anormaldir, düzensiz 

dallanırlar ve belirli bir düzene uymazlar. Ayrıca yapısal ve işlevsel açıdan heterojen ve 

plazma proteinlerine ve plazmaya karşı genellikle yüksek derecede geçirgendirler. 

Yüzeylerinde pek çok büyüme etmen almaçları taşırlar (27,28) (Şekil 2-3). 

Anjiyogenezin sıkı biçimde denetlendiği döllenmeden sonra plasentanın 

gelişmesi, yara iyileşmesi, menstruasyondan sonra uterus iç tabakasının yenilenmesi 

gibi fizyolojik durumlar dışında anjiyogenez organizmada oldukça sınırlıdır (29). 

Normal koşullarda anjiyogenez, endotel hücrelerinin çoğalmasını ve etkinleşmesini 

sağlayan pek çok büyüme etmeni ile, buna karşı gelen anti-anjiogenik etmenler 

arasında oluşan bir denge ile düzenlenir (30). Bu etmenler arasındaki denge 

bozulduğunda anjiyogenez kontrol edilemez. Bu olay özellikle tümörlerin yayılmasında 

önemlidir. Anjiyogenez ayrıca iskemik kardiyovasküler hastalıklar, retinopatiler, yara 

Lümen 

Perisit Bazal membran 

Endotel 

 Hücre 

 göçü 

Bölünen  

endotel 

hücre 

Endotel 

 hücreler 
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iyileşmesi ve enflammasyon gibi pek çok önemli hastalık durumunu da önemli ölçüde 

etkiler (27,31).  

 

                                       

 

              Şekil 2-3: Normal ve Patolojik  Anjiyogenez   

 

Anjiyogenez oldukça karmaşık bir mekanizma ile gerçekleşir. Hücre dışı matris 

ve matrisi çevreleyen hücrelerden salınan pek çok büyüme etmeni, sitokinler ve 

bunların almaçları anjiyogenezde temel rol oynar (28,32-34). 

 

Tablo 2-2: Anjiyogenezi Uyaran ve Engelleyen Etmenler  

 

VEGF (Vasküler endotelyal büyüme etmeni)  Trombospondin- 1  

PGF (Plasental büyüme etmeni)  Anjiostatin  

FGF (Asidik, bazik fibroblast büyüme etmeni)  Endostatin  

FGF-3 (Fibroblast büyüme etmeni-3)  Vazostatin  

FGF-4 (Fibroblast büyüme etmeni-4)  Vaskuler eldotelyal büyüme faktörü inhibitörü  

TGF-α (Transforme edici büyüme etmeni-α)  Trombosit factor-4 parçacığı  

TGF-β (Transforme edici büyüme etmeni-β)  Prolaktin derivesi  

EGF (Epidermal büyüme etmeni)  Restin  

HGF (Hepatosit büyüme etmeni)  Proliferinle ilgili protein  

TNF-α (Tümör nekroz etmeni-α)  İnterferon-α-β  

PDGF (Trombosit kaynaklı büyüme etmeni)  Anjiopoetin-2  

GCSF (Granülosit koloni uyaran etmen)  Antitrombin-3 fragmanı  

IL- 8 (İnterlökin-8)  İnterferon ile indüklenebilen protein- 10  

Anjiogenin  

Proliferin  

Anjiyogenezi Uyaran Etmenler Anjiyogenezi Engelleyen Etmenler 

Kör nokta 
Hipoksi 

Geçici 

kapanma 

Çeper  

bozulmaları 

        Normal                                                                      Tümör 
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Tümörün büyüklüğü 0,5 mm3’ün üstüne çıkınca tümörün beslenmesi yeni 

damarların oluşumuna bağımlıdır. 0,5 mm3’den daha küçük bir tümör, oksijen ve gıdayı 

difüzyon ile alabilir (32-34). Tümörün büyümesi sırasında ortamdaki oksijen miktarının 

azalması ve tümör hücrelerinin yeterli oksijen alamaması durumunda mikrodamarlar, 

tümöre besin, oksijen ve büyüme etmenleri sağlayabilmek için sayıca büyük oranda 

artış gösterirler.  Henüz tam olarak belirlenememiş bazı uyaranlar, tümör hücrelerini, 

enflamasyonda rol alan hücreleri ve bağ dokusu hücrelerini uyararak anjiyogenezi 

başlatan moleküllerin (VEGF, FGF, TGF-beta, PDGF gibi) oluşumuna yol açar (35,36). 

 

Şekil 2-4: Normal Doku Onarımı ve Tümörde Anjiyogenezin Ortak Yolları  

 

                            YARA                      TÜMÖR 
      

       DOKU HASARI              SÜREKLİ ÇOĞALMA 

 

       HİPOKSİ 

 

            VEGF,TNF- , FGF, TGF-  

     

        HİPERPERMEABİLİTE 

 

           FİBRİN OLUŞUMU 

 

                                                              ANJİYOGENEZ VE FİBRİNOLİZ 
 

DOKUNUN YENİDEN ŞEKİLLENMESİ  TÜMÖR GELİŞİMİ VE 

       VE NORMAL DAMARLANMA   İŞLEVİ BOZULAN DAMARLANMA 

 

Tümörlerde anjiyogenezin düzenlenmesi, fizyolojik anjiyogeneze göre 

farklılıklar göstermektedir. Uyaranlar ve engelleyiciler arasındaki dinamik denge 

bozulurken, bu dengenin bozulmasında tümör ve endotel hücreleri temel rol oynar. 

Anjiyogenik büyüme etmeni belirgin olarak aşırı ifade edilmedikçe, tümörün 

büyüyemeyeceği gösterilmiştir. Anjiyogenezi uyarmak için yalnızca anjiyogenik 

etmenlerin artması yeterli olmayıp, tümörün anjiyogenik özellik kazanması için 

anjiyogenez engelleyicilerinin de azalması gerekmektedir (35,36).  
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Tümör dokusunda yeni damar oluşumu, anjiyogenezi uyaran ve engelleyen 

etmenler arasındaki ince bir denge ile düzenlenir. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2-5: Anjiyogenezin Etkinleşme ve Engellenmesi 

 

2.2.1. Bazı Anjiyogenik Etmenlerin Özellikleri 

2.2.1.1. Vasküler Endotel Büyüme Etmeni (VEGF)  

 

Başlangıçta damar geçirgenliğini arttıran bir etmen olarak tanımlanan VEGF, 

endotel hücrelerinin çok sayıdaki biyolojik işlevini, sitokin sentezi ve salınımını, 

trombolitik ve pıhtılaşma yollarında yer alan moleküllerin ifade edilmesini ve düz kas 

hücre hiperplazisini düzenler. VEGF postnatal damarlanma, yara iyileşmesi, kanser, 

romatoid artrit, retinada yeni damarlanma ve kalp-damar hastalıkları dahil olmak üzere 

çok sayıdaki patofizyolojik durumda  önemlidir (37-42).  

VEGF üretimi, tümörler tarafından yaygın şekilde ifade edilen EGF, TGF-  ve 

 , fibroblast büyüme etmeni (FGF) ve trombosit türevi büyüme etmeni (PDGF) gibi 

çeşitli önemli büyüme etmenleri tarafından düzenlenmektedir.  

VEGF 

Trombin 

FGF 

TNF-  

IL-8 

MMP 

Fibrin-E- 

fragmenti 

Trombospondin 

Endostatin 

İnterferonlar  , ,  

PDGF 

Anjiyopoietin-1 

Fibrinojen-E-

fragmenti 

ANJİYOGENEZ



 12

VEGF, birçok kanser türünde, anjiyogenezde rol oynayan en önemli 

etmenlerden biridir. VEGF mikrovasküler geçirgenliği arttırır, endotel hücrelerin 

göçünü, bölünmesini ve anjiyogenezi uyarır. Gen ifadesini tekrar programlar ve endotel 

hücrelerinde apoptozu önler. Kanser tedavisinde önemli bir hedeftir. VEGF gen 

ifadesinin BHK damarlanması ile uyum gösterdiği bulunmuştur. VEGF geninin ifadesi  

BHK’lerin %70’inde artmaktadır. Ayrıca VEGF gen ifadesi ile tümör evresi arasında 

ilişki olduğu da belirlenmiştir (43).  

Hipoksi, VEGF mRNA düzeylerinde hızlı ve güçlü bir artışı tetikler. Bu durum 

özellikle, tümörlerin nekrotik alanları etrafında daha belirgin bir şekilde görülür. 

Hipoksik hücrelerden salgılanan adenosin, adenosin A2 almaçlarına bağlanır ve c-AMP 

bağımlı protein kinaz (PKA) yolağı üzerinde VEGF’nin ifadesini arttırır (44). 

VHL geninin etkinsizleştirilmesi, p53 mutasyonları ve ras’ın onkojenik 

mutasyonu ya da amplifikasyonu gibi çeşitli olaylar da VEGF’nin ifade edilmesini 

uyarabilmektedir (45).  

 

2.2.1.2. Epidermal Büyüme Etmeni (EGF) 
 

EGF, polipeptid yapısında olup birçok dokuda bulunur ve trombosit 

degranülasyonu sırasında salınır. Epitel hücreler, endotel ve fibroblastlar için 

kemotaktiktir. Anjiyogenezi ve kollagenaz etkinliğini uyarır (46).  

 

2.2.1.3. Fibroblast Büyüme Etmeni (FGF)  
 

FGF, mezenkimal hücreler için bir mitojendir. Endotel hücre çoğalma ve 

hareketliliğini arttırıp yeniden damarlanmayı hızlandırarak anjiyogenezde etkili olur. 

Ayrıca heparinin etkilerini güçlendirmek, kollajen sentezini uyararak, yaranın 

kontraksiyonunu ve epitellenmesini sağlamak ve fibronektin ve proteoglikan sentezini 

uyararak yapışmayı kolaylaştırmak gibi etkileri vardır (47).  
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2.2.1.4. Trombosit Kökenli Büyüme Etmeni (PDGF) 

 

  PDGF, trombositlerin alfa granülleri içinde bulunur. Tümörler, endotel hücreler, 

makrofajlar, düz kas hücreleri ve trombositler PDGF benzeri büyüme etmenleri 

salgılar. PDGF, makrofajların ve polimorf nüveli lökositlerin kemotaksisini uyarır. 

Fibroblastlarda ve düz kas hücrelerinde hem kemotaksisi, hem mitogenezi etkinleştirir. 

PDGF, kollajen ve fibronektin sentezini de uyarır; ayrıca kollajenaz etkinliğini de 

arttırır (48).  

 

2.2.1.5. Transforme Edici Büyüme Etmeni-β (TGF-β) 
 
Trombositler, makrofajlar, lenfositler, kemik, böbrek gibi farklı dokulardan 

izole edilmiş olan TGF-β trombositlerin alfa granülleri içinde yoğun miktarda bulunur,  

hasarlanan bölgeye degranülasyonla salınır. TGF-β düşük dozda anjiyogenik, yüksek 

dozda antianjiyogenik özellikler gösterir ve monositleri uyararak FGF, PDGF, TNF-α, 

IL-1 gibi büyüme etmenlerinin salgılanmasını sağlar. TGF-β makrofajlar için 

kemotaktik olup fibroblast kemotaksisi ve çoğalmasını uyarır, fibroblastlarda 

fibronektin ve proteoglikan sentezini uyarak yara kontraksiyonunda rol oynar. Ayrıca 

epitel hücrelerin çoğalmasını uyarır (49).  

2.2.1.6. Tümör Nekroz Etmeni-Alfa (TNF) 

 TNF, kanser kaşeksisi ve endotoksik şokta yer alır. Ateş yükseltici özelliği 

vardır. TNF düşük dozda endotel hücre çoğalmasını ve tübül oluşumunu sağlarken, 

yüksek dozda zıt etki gösterir. Proenflamatuar özellikleri ile in vivo olarak yeni 

damarların oluşumuna yol açar (44). 

2.2.2. BHK’ da Anjiyogenez 

BHK uzun yıllardan beri en çok damarlanma görülen kanserlerden birisi olarak 

bilinmektedir. BHK’da anjiyogenezi başlatanın VEGF olduğu düşünülmektedir (50). 

BHK olgularının çoğunda tümör baskılayıcı VHL geninin etkinsizleşmesinden dolayı 

VEGF geninin ifadesi artmaktadır (5,51). VHL geninin etkinsizleşmesi ya da 

mutasyona uğraması, hipoksi, açlık ve diğer streslere karşı oluşan hücresel cevabın 

düzenlenmesinde rol oynayan HIF-1α’in düzensiz ifade edilmesine yol açmaktadır. Bu 
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etmen hücre çoğalması, yeniden damarlanma ve hücre dışı matris oluşumunda 

görevlidir. HIF-1α’in etkinleşmesi sonucunda VEGF, BHK’a özgü tümöre bağlı antijen 

olan tümör büyüme etmeni (TGP), karbonik anhidraz-9 gibi hipoksi ile uyarılan genler 

etkinleşir (5,14,50,52).   

BHK’da fibroblast büyüme etmeni (bFGF) düzeylerinde artış bildirilmiştir. 

Artış gösteren diğer etmenler, TGF- 1, anjiogenin, IL-8 ve hepatosit büyüme etmenidir 

(51).   

2.2.2.1. Anjiyogenez Engelleyicileri İle Tedavi 
 

Anjiyogenez bağımlılığı ve etkin sistemik tedavilerin yokluğu BHK için bazı 

antianjiyogenik yaklaşımları gündeme getirmiştir (53-55).  

 Antianjiyogenik ilaçların kimyasal tedavi ve ışın tedavisi ile biraraya getirilerek 

yapıldığı tedavi çalışmalarında ilerlemeler sağlanmıştır. Anjiyogenez engelleyicileri, 

farklı mekanizmalar ile etki göstermektedir (56). Matris yıkılımının engellenmesi, 

anjiyogenez etkinleştiricilerinin engellenmesi veya endotel hücrelerinin doğrudan 

engellenmesi gibi etkiler gözlenebilir. Tek bir anjiyogenez baskılayıcısı ile yapılan 

tedavilerin kanser hücreleri tarafından oluşturulan çok sayıdaki anjiogenik etmen ile 

mücadelede yetersiz kalabileceği düşünülmektedir. Tümör tedavisinde anjiyogenez 

baskılayıcılarının ve diğer klasik ajanların birlikte kullanılması daha da etkili olabilir. 

Anjiyogenez engelleyicilerinin, kemoterapi ile birleştirilmesi daha etkili sonuçlar 

vermiştir. Kemoterapi ile tümör kitlesi küçültülüp antianjiyogenik ajanlarla tümörün 

durağan kalması sağlanabilir.  Bu nedenle gelecek yıllarda anjiyogenezin moleküler 

temellerinin daha iyi belirlenmesi yeni tedavi modellerinin geliştirilmesi açısından 

önemli olabilecektir. Çok daha önemli bir konu anjiyogenik yanıtın bireyler arasında 

farklı olabileceğinin de düşünülmesidir (42). 

Tümörlerin içindeki damarlanma, endotel büyüme etmeni almaçlarının sahte 

ligandlar, protein kinaz engelleyicileri veya monoklonal antikorlar ile durdurulmasıyla 

engellenebilmektedir. Bundan dolayı özellikle berrak hücreli BHK’de VEGF ve VEGF 

almacı (VEGFR) gibi etkenler ilaç tedavisi için ilginç hedeflerdir. İleri evre BHK’li 

hastalarda VEGF, VEGFR, CA9, EGFR, PDGFR, bFGF, TSP-1, Endotelin-1 almacı  

ve m-TOR‘u hedef alarak hazırlanan ilaçlar güncel tedavi stratejilerinde 

kullanılmaktadır (57). 
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2.3. Hipoksi İle İndüklenen Etmen-1  (HIF-1 )  

 

      Ortamda yeterli oksijen bulunamadığı durum olarak tanımlanan hipoksi, 

aralarında kanserin de bulunduğu pek çok hastalığın patogenezinde önemli rol oynar 

(58). Bir tümörün oksijen alımının, tümörün agresifliği veya metastaz yeteneği ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir. Oksijenin eksik olması durumunda, kanser hücrelerinin 

anjiyogenik proteinler salarak  hipoksiye uyum sağladığı ve yayılmasının kolaylaştığı 

gözlenmiştir. 

Hipoksik tümörler daha agresif ve tedaviye dirençlidir. Hipoksinin kötü prognoz 

ile ilgili olduğu ve hipoksi ile etkinleşen moleküler yolların (anjiyogenez, anaerobik 

metabolizma veya apoptozun inhibisyonu) Radyoterapi (RT) ve Kemoterapi (KT)’ye 

direnç oluşturduğu, aynı zamanda kanser hücrelerinin göç etme ve metastazla 

sonuçlanan farklı organlarda yaşama yeteneklerini de arttırdığı belirlenmiştir (59).  

Radyoterapi sırasında serbest radikallerin sabitlenmesi ve maksimum hücre 

ölümü için ortamda  moleküler oksijen bulunmalıdır. Tümörde kan damarlarından  

uzakta kalan bölgeler aşırı derecede hipoksik olduğundan ışınlama bu bölgeler için 

küçük bir etkiye sahiptir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          Şekil 2-6: Tümör Dokusunda ve Normal Dokuda Hipoksi 

             T: Tümör dokusu, N: Normal doku. Yeşil renkli alan hipoksik kısmı   

belirlemektedir. 
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Hipoksi, HIF-1α yazılım etmeni tarafından denetlenir (55). Düşük oksijen 

basıncı (hipoksi), HIF-1α düzeylerini ve ayrıca HIF-1α’nın DNA’ya bağlanma 

kapasitesini de arttırır. Hipoksik koşullarda  HIF-1α, hipoksiye hücresel cevap için 

gerekli olan hedef genlerin yazılımını etkinleştirir (60). 

Normal koşullarda tümör baskılayıcı VHL geni, HIF-1α ve -2 α etmenlerinin 

ubikütin aracılı yıkımını düzenler. Oksijen miktarı normal olduğunda HIF-1α’nın prolin 

kalıntısı oksijen bağımlı prolil 4-hidroksilazlar (PHD) tarafından hidroksillenir. Bu olay 

pVHL’ye bağımlı ubikütinleşmeye yol açar ve HIF-1α’nın hızlı proteazomal yıkımı 

gerçekleşir (61). Hidroksillenmemiş HIF-1α’lar ise VHL’ye bağlanamaz ve hücrede 

birikir (53,61-68) (Şekil 2-7). 

 

 

          Şekil 2-7: HIF’ in Düzenlenmesi  ve  Etkinliğinin Şematik Gösterimi 

A: HIF’in normal oksijen içeren ortamda VHL aracılı yıkımı. B: Hipoksik ortamda HIF-

1  ve HIF-1  (ARNT) altbirimlerinin birleşerek kalımlılık kazanması ve hücrede 

etkiledikleri mekanizmalar. 

Anjiyogenez 

Eritropoiezis 

     Hücre çoğalması 

ve sağkalım 

Glukoz metabolizması 

pH düzenlenmesi 

Proteoliz 

Apoptoz 

Prolinin Hidroksillenmesi ile HIF-1 ’nın Düzenlenmesi 

Proteolitik 
 yıkım 

26s 
proteazom 

Hipoksi

 

Çekirdek 

HIF-1 hedef  genleri 

A

B

Normal Oksijen Koşulları 
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HIF-1α altbirimleri oksijen düzeyi normal olan hücrelerde bulunmaz, ancak, 

hipoksik koşullarda HIF’nın α ve   altbirimleri birleşerek hipoksiye karşı hücresel 

cevap için gerekli olan hedef genlerin yazılımını uyarır. HIF-1α birçok anjiyogenik 

etmeni etkinleştirerek damar oluşumuna yol açar ve oksijen düzeyini yükseltir (69). Bir 

yazılım etmeni olan HIF-1α  hipoksik koşullrda anjiyogenez, glukoz taşınması ve 

anaerobik metabolizma ile ilgili genlerin ifade edilmesini uyararak damarlanmanın 

yoğun olduğu doku hücrelerinde hayati bir rol oynar (70). HIF1α’nın engellenmesi 

yalnız tümör anjiyogenezine değil, aynı zamanda glikolitik metabolizmaya ve tümör 

hücre büyümesine de müdahele anlamına gelir (64).  

VHL mutasyonu taşıyan tüm böbrek tümörlerinde HIF-1α’nın  ubikütinlenmesi 

kusurludur. VHL etkinsizleştiğinden dolayı HIF-1α’nın yıkımı durur. Bunun sonucunda 

hücrede HIF birikimi olur (61-68).  

 

 

               Şekil 2-8: VHL ve HIF-1  İlişkisi 

 

         Etkinsizleşen VHL geni 

HIF-1 geninin etkinleşmesi

          

HIF-1 α

      HIF α /HIF   karışımı 

VEGF          PDGF-       TGF-α   EPO 
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Şekil 2-9: Dokuda O2 , HIF-1   ve Anjiyogenez  

 

 

Hipoksik koşullarda artan HIF-1α etkinliği nedeniyle VEGF, PDGF, bFGF, 

eritropoetin ve TGF-α gibi büyüme etmenleri salgılanır (71). Salgılanan VEGF ve 

PDGF kendilerine ait özel almaçlara bağlanır ve bu da hücre içinde tirozin kinaz (TK) 

almaçlarının uyarılaması ile sonuçlanır. TK almaçlarının uyarılması endotel hücre 

çoğalması, hücre sağ kalımının artması, anjiyogenezde artış ve tipik yoğun damarlı 

BHK histolojisi ile sonuçlanır (57). 
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Şekil 2-10: HIF-1α’in VEGF Üzerine Etkisi 

 

HIF-1α  aracılı gen ifadesi doğrudan veya dolaylı olarak PTEN, p53, p16, p14 

ve EGFR’ nin de dahil olduğu onkogen ve tümör baskılayıcı genlerdeki değişimleri de 

düzenler. Genetik değişimlerin aynı zamanda HIF-1α dan bağımsız trombospondin-1 

(TSP-1) gibi anti-anjiyogenik etmenlerin ifadesini de etkilediği düşünülmektedir  (60).  

HIF-1α birikimi ayrıca birçok zar proteininin de  etkinleşmesine yol açar. 

Bunlardan bir tanesi G250 zar proteini olarak da adlandırılan bir karbonik anhidraz 

(CA9) izoenzimidir (72).  

2.4. Karbonik Anhidraz 9 (CA9)  
 

Böbrek Hücreli Karsinomda tümörün immun özellikleri PRAME, RAGE-1, 

gp75 ve CA9 gibi birçok tümörle ilişkili antijen (TAA) tarafından belirlenir. 

CA9, şimdiye kadar böbrek kanserleri için tanımlanmış en önemli tümör ilişkili 

antijendir. G250 veya MN olarak da adlandırılan CA9, berrak hücreli böbrek kanseri 

olgularında potansiyel bir belirteç gibi görülmektedir (73).  

 CA9 düşük oksijen varlığında HIF-1α aracılığıyla hızla ve aşırı derecede ifade 

edilen, tümör hücre hipoksisi ile ilgili en iyi bilinen genlerden biridir. CA9 proteini,  

NORMOKSİ 

% 20 02

HİPOKSİ 

% 1-2  02 

 Yıkım 
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zargeçen bir hücre yüzey glikoproteinidir. Bu protein tümör büyümesi ve hastalığın 

ilerlemesi sırasında etkisini hipoksiye cevap olarak  pH’yı azaltarak gösterir (74). 

CA9’un enzimatik etkinliği karbondioksidin karbonik aside dönüşmesini sağlayarak,  

tümörün çevresinde asidik ortamı arttırır (58,59).  

 

HCO3
- + H+ CO2 + H2O  

 

 

                 Şekil 2-11: Karbonik Anhidraz Aracığıyla HCO3
- ün  CO2‘e Dönüşümü 

 

Böbrek hücreli karsinomların çoğunda tümör baskılayıcı VHL geninde işlev 

kaybı görülür. VHL’nin etkinsizleşmesinden dolayı HIF-1α yıkımı engelleneceğinden 

HIF-1α’ nın  ifadesi artar (61). Bu da HIF-1α ile düzenlenen CA9 gibi pro-anjiyogenik 

hedef genlerin yazılımının artmasına neden olur (75). Hipoksi aracılı bu yolda VEGF, 

PTEN gibi moleküler proteinler de görev alır. CA9, CA12 ve PTEN, hipoksi yolunun 

kritik elemanlarıdır ve tümörlerin oksijenden yoksun ortama uyumunu sağlarlar. CA9 

geninin aşırı ifadesi, VHL mutasyonlarının doğrudan bir sonucudur (76,77). BHK’lı 

olgularda normal VHL geninin ürünü olan proteinin verilmesinin CA9 gen ifadesini 

baskıladığı gözlenmiştir (59). 

CA9 geni insan tümörlerinin birçoğunda ifade edilirken, normal dokularda 

genellikle ifade edilmez (78). Solid tümörlerde özellikle berrak hücreli böbrek 

karsinomu, serviks, over, kolon, baş-boyun, mesane ve küçük hücre dışı akciğer 

karsinomlarında CA9’un aşırı ifade edildiği görülmüştür (78,79).  

Hücrelerarası   

Alan 

Tübüler 

 lümen 
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CA9’un hücrenin iç bölgesinde bulunan tirozin birimi EGF bağımlı yolda 

fosforillenir (59). Fosforillenmiş CA9’un,  PI-3-kinazın düzenleyici altbirimi ile ilişki 

kurarak Akt etkinleşmesine katkı sağladığı düşünülmektedir. Bu da BHK’un 

ilerlemesine ve kötü prognoza katkıda bulunabilir.  

 

 
  

Şekil 2-12: CA9’un BHK daki Olası Etki Mekanizması 

 

CA9 hücre dışı ortamın asitleşmesine katkı sağlaması nedeniyle katepsin B ve 

matris metalloproteinaz 9 gibi hücre yüzey proteazlarının etkinleşmesine destek olur ve 

büyüme etmenleri serbest kalır.  

Hipoksi ile düzenlenen genlerin ifadesinin tümörün agresifliğini etkilediğine 

dair artan kanıtlar mevcuttur (58,78). Çalışmalar CA9 ifadesinin kötü prognozla ilişkili 

ve anjiyogenezden bağımsız olarak anlamlı bir prognostik etmen olduğunu 

göstermektedir (59,80). 

   Metastaz 
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BAD yıkımı  

Sağkalım 
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Ribozom 

Karmaşımı 

BAD: Bcl-2 
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Hem hipoksi, hem de asidik pH agresif tümör davranışı ve kanserin RT ve 

KT’ye direnci ile ilgilidir. Bu nedenle CA9 hipoksi belirteci olmasının yanında tedavi 

için de çarpıcı bir hedeftir. CA9’un ifade düzeyi, hipoksiye yönelik tedavilerden ya da 

indirgeyici ilaçlardan fayda görecek hastaları belirlemek amacıyla kullanılabilmektedir 

(78). 

 

2.5. Trombospondin-1 (TSP-1) 

Pro ve antianjiyogenik etmenler tarafından düzenlenen tümör anjiyogenezi 

tümörün büyümesi ve metastaz için önemli bir gereksinimdir. 450 kDa ağırlığında 

matris bağımlı bir glikoprotein olan TSP-1, yapısal özellikleri aynı olan, çok işlevli,  5 

üyeden oluşan bir ailenin üyesidir (81,82). Trombospondinler kalsiyum bağlayan 

hücredışı glikoproteinlerdir.  TSP-1, anjiyogenik uyaranların değişik türlerine cevap 

olarak endotel hücrelerde hücre göçünü durdurma, apoptozu uyarma ve yeni damar 

oluşumunu önleme yeteneğine sahip potansiyel bir anjiyogenez baskılayıcısıdır. TSP-1 

kanser hücrelerinde, endotel hücre çoğalmasını, hücre hareketini ve metastazı 

baskılayıcı role sahiptir (83-84).  

Transforme hücreler ve tümör hücre soylarında TSP-1 geni genellikle çok düşük 

düzeyde ifade edilir. Bu hücre soylarında TSP-1’in ifadesi arttığında tümörogenezin 

baskılandığı gözlenmiştir. Artan TSP-1 gen ifadesi damarlanmanın da azalmasına 

neden olur. TSP-1 ayrıca endotel hücrelerinde bulunan CD36 almaçlarına bağlanabilir 

ve apoptotik yolakları da etkinleştirebilir (45) (Şekil 2-15). p53, anjiyogenezin temel 

engelleyicisi olan ve hücre dışı matrisin normal bileşiminde yer alan TSP-1’i uyarır. 

Buna karşılık mutant p53 bunu yapamaz (85).  
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Şekil 2-13: TSP-1 İle Anjiyogenezin Baskılanması (86)  

 

Doku oksijen seviyesindeki azalma sonucunda CA9 gibi hücrenin hipoksiye 

uyumunda gerekli genlerin uyarıldığı TSP-1’in ise engellendiği görülmüştür. Bunun 

sonucunda da yeni damar oluşumları gözlenmiştir (87) (Şekil 2-16). 

  

Şekil 2-14: TSP-1’nin Baskılanması ile Yeni Damar Oluşumu  

 

Apoptoz

Sitoplazma
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Hücre farklılaşması

Hücre göçü

Hücre  bölünmesi

                     Baskılanan TSP-1  
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TSP-1’in bir çok çalışmada tümör baskılayıcı özelliklere sahip olduğu 

gözlenmiştir. Farklılaşmamış ileri evre tümörlerde TSP-1 sessiz iken, lokalize 

tümörlerde bu genin ifade edildiği görülmüştür (82). 

 TSP-1’in düzenlenmesinde DNA metillenmesindeki değişimlerin rol oynadığı, 

genin ifadesinin promotör bölgesinde meydana gelen metillenmeyle engellendiği 

bildirilmiştir (83,84). Metillenme ortadan kaldırıldığında genin yeniden ifade edilerek 

tümörün baskılanmasında etkili olduğu gösterilmiştir (83,84,88).   

2.6. Epigenetik Mekanizmalar  
  

 Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisinde bir değişme olmaksızın, genlerin 

işlevini düzenleyen kalıtsal değişimlerdir. Epigenetik değişimler genlerin 

sessizleşmesine neden olur. Bu olay geni sessizleştiren  mutasyon veya delesyon gibi 

genetik mekanizmalara eşdeğerdir ve kanser oluşumunda bunlar kadar etkilidir. Ancak 

epigenetik değişimler geri dönüşümlü oluşları ve DNA’nın baz dizisinde bir değişime 

neden olmamaları gibi özellikleriyle genetik değişimlerden ayrılırlar (89).  

  

 Metillenme, en önemli epigenetik değişikliklerden biridir. DNA metillenmesi, 

insanlarda ve pek çok memelide bilinen tek doğal DNA modifikasyonudur ve yalnızca 

Guanozin (G)’den önce yer alan Sitozin (C) bazlarını etkiler. Böylelikle, DNA 

metillenmesi yalnızca CpG alanlarında gözlenir (Şekil 2-17).  

 

 

                                    

 Şekil 2-15: DNA Metillenmesi (90) 

Sitozin bazına (C)  DNA Metil transferaz aracılığıyla metil (M) grubunun  eklenmesi  

5-Metilsitozin Sitozin 

DNA metiltransferaz  

S-adenozilmetionin 
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 Bir DNA dizisinde herhangi bir ikili nükleotidin bulunma olasılığı 1/16 ya da        

~ %6 iken insanlarda CpG ikili nükleotidi tüm genomun % 1’lik kısmını oluşturur. Bu 

alanlara CpG adacıkları denilmektedir (CpG yoğunluğunun fazla olduğu yerler). CpG 

adacıklarının öncelikli olarak, ifade edilen genlerin 5’ bölgesinde bulundukları 

gözlenmiştir. İnsanda promotörlerin % 60’ından fazlası CpG adacıkları içerir. CpG 

alanlarının %70-80’i metillenmiştir. Bu düzenleyici bölgelerdeki CpG ikili 

nükleotidlerindeki somatik metillenme yazılım etkinliğini düzenler. Diğer bir deyişle, 

DNA’nın metillenmesi genlerin etkin olup olmamasını düzenleyebilir. Promotörle 

ilişkili CpG adacıklarında ilgili genin yazılabilmesi için metillenme olmaması 

gerekmektedir (91-93).  

 

 

 

Şekil 2-16: Normal ve Kanser Hücresinde Metillenme Durumu (94)  

A ve B’de promotör bölgedeki metillenmenin gen ifadesi üzerine etkisi görülmektedir. A’da 

gen ifadesi olurken  B’de ise metillenen promotör bölge nedeniyle gen ifade edilemez. 

 

 

A. Normal hücre 

B. Kanserli hücre 

           Gen ifadesi (-)

  Gen ifadesi (+)

Metillenmemiş CpG adası 

Metillenmiş CpG adası
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇ 

 
 Çalışmamızda  Şubat 2006 ve Mart 2008 tarihleri arasında İ.Ü. Tıp Fakültesi 

Üroloji Anabilim Dalı’na böbrek kanseri tanısı ile başvuran, ameliyatına karar verilmiş 

hastalardan elde edilen tümör ve normal dokular kullanılmıştır. Dokuların saklanması 

ve deney aşamaları İ.Ü. Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı Araştırma 

Laboratuarları’nda yapılmıştır. Hastalardan ameliyat sırasında alınan tümör ve normal 

doku örnekleri buz içinde bölümümüze nakledilerek -800C de saklanmıştır. Ortalama 

yaşları 61,6 ( 11,5) olan böbrek kanserli 60 hastanın tümör ve normal dokularında 

HIF-1α, CA9 ve TSP-1 genlerinin gen ifade düzeyleri ve protein miktarı nicel olarak 

tayin edilmiştir. Ayrıca TSP-1 geninin promotör metillenme durumu da incelenmiştir.  

Çalışma İ.Ü. İstanbul Tıp Fakültesi Yerel Etik Kurul’unun  07.03.2006 tarih ve T-

845/02062006 sayılı kararı ile uygun görülmüştür.  

 

3.1.1.     Kimyasal Maddeler ve Malzemeler 
 

Agaroz (Sigma, Almanya), Benzamidine(Sigma, Almanya), Bromfenol Mavisi (BFB) 

(Ambresco, ABD), Borik Asit (Applichem, Almanya) , Deoksiribonükleotitfosfatlar 

dNTP’ler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas, Litvanya), DTT 

(Dithiothreitol)(Sigma, Almanya), Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA) (Sigma, 

Almanya), Etidyum Bromür (EtBr) (Merck, Almanya), Etanol (Riedel De Haen, 

Almanya), HEPES (2-Hidroksietilpiperazine 2-etansulfonikasit) (Sigma, Almanya), 

İzopropanol (Merck, Almanya), Magnezyum klorür (MgCl2) (25mM) (Fermentas, 

Litvanya), PMSF (Fenilmetilsülfonilflorid) (Sigma, Almanya), Primerler (IDT, ABD), 

Problar (TIB MOLBIOL, ABD), Taq Polimeraz (Fermentas, Litvanya) , 10XPCR 

Tamponu [100mM Tris-HCl (pH:8,8, 25 C), 500mM KCl, %0,8 Nonidet P40], Tris 

(Applichem, Almanya), Tripsin inhibitörü (Sigma, Almanya) .  

- MagNA  Lyser Green Beads ( Roche, Almanya).  

- Lightcycler Kapillerleri (Roche, Almanya). 
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- cDNA Sentez Kiti - Ters Transkriptaz Tepkime Tamponu  5X, RNaz inhibitör 

40U/ L, Deoksinükleotid karışımı-herbiri 10mM, Ters Transkriptaz enzimi 20U/ L, 

Random hexamer primerler 600pmol/ L (Fermentas, Litvanya). 

- SV Total RNA İzolasyon Sistemi - Nükleazsız su, RNA Parçalama Tamponu, RNA 

Sulandırma Tamponu, MnCl2, 0,9M, Yellow Core Tamponu, DNaz I, RNA Yıkama 

Tamponu , Spin Kolon , Elüsyon tüpleri, DNase Durdurma Tamponu,  -merkapto 

etanol (Promega, ABD). 

 

- Human-G6PDH Housekeeping Gen Set - h-G6PDH Tespit Karışımı-10X, MgCl2-

25mM, h-G6PDH Standart1,2,3,4,5   (Roche, Almanya). 

 

- Fast Start DNA Master Hibridizasyon Prob Kiti - Light Cycler Fast Start Enzim, 

Light Cycler Fast Start Reaksiyon Karışımı HybProb, MgCl2-25mM (Roche, 

Almanya). 

 

- Light Cycler Fast Start DNA Master Syber Green I Kit - LC Fast Start Enzim, 

LC Fast Start Reaksiyon Karışımı, SYBR Green I-10X, MgCl2-25mM (Roche, 

Almanya). 

 

- Wizard Genomik DNA Saflaştırma Kiti - Parçalama Tamponu, RNaz Tamponu, 

Protein Çöktürme Tamponu, DNA Sulandırma Tamponu (Promega, ABD). 

 

- EZ DNA Metilasyon-Gold TM  Kit - CT Dönüşüm Solüsyonu, M-Sulandırma 

Tamponu, M-Çözücü Tamponu, M-Bağlanma Tamponu, M-Yıkama Tamponu, M-

Kükürtsüzleştirme Tamponu, M- Elüsyon Tamponu, Zymo-Spin IC kolonları, Toplama 

Tüpleri ( Zymo Research, ABD). 

 

- İnsan Karbonik Anhidraz IX İmmunoassay - Karbonik Anhidraz IX Mikroplate, 

Karbonik Anhidraz IX Konjugat , Karbonik Anhidraz IX Standart, Örnek Çözücü RD1-

21, Kalibratör Çözücü RD6-12, Yıkama Tamponu, Renk Tamponu A, Renk Tamponu 

B, Durdurma Tamponu (Quantikine -R&D Systems, ABD). 
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-İnsan Trombospondin-1 Immunoassay - Trombospondin-1 Mikroplate, 

Trombospondin-1 Konjugat , Trombospondin-1 Standart, Örnek Çözücü RD1-56, 

Kalibratör Çözücü RD5-33, Yıkama Tamponu, Renk Tamponu A, Renk Tamponu B, 

Durdurma Tamponu ( Quantikine- R&D Systems, ABD). 

 

- Surveyor TM  IC (Intracellular) İnsan/ Fare Total HIF-1α - Total HIF-1α 

Mikroplate, Total HIF-1α Standart, Total HIF-1α Tespit Antikoru, Parçalama 

Tamponu, Çözücü Tampon 2(10x), Yıkama Tamponu (25X), Renk Tamponu A, Renk 

Tamponu B, Streptavidin-HRP, Durdurma Tamponu ( R&D Systems, ABD). 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 
- Bidistile Su Cihazı (Labconco, ABD) 

- Çalkalayıcı (Edmund Bühler, Almanya) 

- Derin Dondurucu (-200C) (Ariston) 

- Derin Dondurucu (-800C) (Nuaire, ABD) 

- Etüv 560C (Elektromag, Türkiye) 

- Etüv 370C (Heraeus, Almanya) 

- Güç Kaynağı - Power Pack P25 (Biometra, Almanya) 

- Homojenizatör-MagNA Lyser  (Roche, Almanya) 

- Jel Dökümentasyon Sistemi ( Vilber Lourmat, Fransa)(Bio-Profil 1D Software) 

- Lightcycler Real Time PCR cihazı 1.2 (Roche, Almanya) 

- Manyetik Karıştırıcı (Snijders, Hollanda) 

- Mikropipetler (Gilson, ABD) 

- Soğutmalı Santrifüj- Mikro 200R (Hettich , Almanya) 

- Spektrofotometre (ND-1000 , ABD) 

- Spektrofotometre (Rayto, Çin) 

- Su Banyosu  (Köttermann, Almanya)  

- TermalCycler - Progene (Techne, İngiltere) 

- TermalCycler - Touchgene  (Techne, İngiltere) 

- Vortex  (Snijders, Hollanda) 

- Yatay Elektroforez Tankı - HORIZON11.14 (BRL, ABD) 
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3.1.3.    Tampon ve Çözeltiler 

3.1.3.1.  Agaroz Jel Elektroforezi Tamponları 
 

10X TEB (Tris-Borat Tamponu) :                        : 0,88 M Borik Asit 
  
                                                                                 5 M Tris bazı 
 

     0,02M EDTA (pH:8,0) 

Etidyum Bromür :                                                 : 10 mg / ml 

 

3.1.3.2.  Jel Yükleme Tamponları 

10X Yükleme Tamponu (2ml)                           : % 1 SDS 

               5mg BFB 

               2ml Gliserol     

3.1.3.3. DNA İzolasyonunda Kullanılan Tampon ve Çözeltiler 

DNA Sulandırma Tamponu                                    :  10mM Tris-HCl (pH: 7,4) 

                                                                                   1mM EDTA (pH: 8,0)  

RNaz A                                                                    :  4mg/ml 
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3.1.3.4. RNA İzolasyonunda Kullanılan Tampon ve Çözeltiler 

SV Parçalama Tamponu             : 4M Guanidinyumizotiyosiyanat 

      0,01M Tris (pH: 7,5) 

      %0,97 Merkaptoetanol 

SV Yıkama Tamponu                                                :162,8 mM Potasyumasetat 

                  27,1 mM Tris-HCl (pH: 7,5)                                   

SV DNaz Durdurucu Tamponu                               :  5M Guanidiniumizotiosiyanat 

                  10mM Tris-HCl (pH: 7,5) 

DNaz I Karışımı                                                        : 0,0225 Tris 

             0,0025 % sarı renkli boya  

                               0,09M MnCl2  

                   5 L DNaz I     

 

3.1.3.5. cDNA Sentezinde Kullanılan Tampon ve Çözeltiler  
Ters Transkriptaz Tepkime Tamponu-5X    :           250mM Tris-HCl 

       150mM KCl 

                   40mM MgCl2 

RNaz inhibitör 40U/ L 

Deoksinükleotid karışımı-herbiri 10mM 

Ters Transkriptaz enzimi 20U/ L 

Random hexamer primerler 600pmol/ L 
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3.1.3.6.  DNA Uzunluk Belirtecinin Parça Boyutu 

100bp  DNA Uzunluk Belirteci       : 1.200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,    

                                                                                 400, 300, 200,100 bç                  

                                              

3.1.3.7. Polimeraz Zincir Tepkimesinde   Kullanılan Tampon 

10X PCR Tamponu                                            : 20mM Tris-HCl ( pH: 8,0) 

                                                                              100mM KCl 

                                                                               0,1mM EDTA 

                                                                               1mM DTT 

                                                                               %0,5 Tween20 

                                                                               %0,5 Nonidet P-40 

                                                                               %50 Gliserol 

3.1.3.8. Gerçek Zamanlı PCR da Kullanılan Tampon 

Light Cycler FastStart Tepkime Karışımı            : DNA Master HybProb 10X 

              FastStart Taq DNA Polimeraz 

                                                                                Reaksiyon tampon dNTP karışımı 

                                                                                MgCl2 10mM 
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3.1.3.9.  ELISA Öncesi Doku Parçalama Tamponu (HEPES Tamponu) 

 
20mM HEPES, PH 7,4 

1,5 mM EDTA 

0,5 mM PMSF 

0,5 mM Benzamidine 

10  g/ml Tripsin inhibitörü  

1mM DTT  

          

3.2. YÖNTEM  
 

Ameliyat esnasında böbrek kanserli hastalardan alınan normal ve tümörlü 

dokular üç parçaya ayrılarak -800C de muhafaza edildi. Birinci grup doku parçaları 

RNA ve gen ifade analiz işlemleri için, ikinci grup DNA izolasyonu ve metillenme 

analizleri için, üçüncü grup ise ELISA işlemi için kullanıldı. Hastalara ait tümörlü ve 

normal dokular ayrı ayrı DNA, RNA ve ELISA parçalama tamponları ile -800C de 

soğutulmuş havan içinde veya MagNA  Lyser Green bead tüplerine alınarak MagNA 

Lyser (Roche, Almanya) cihazında homojenleştirildi. 

 

3.2.1. Dokudan RNA İzolasyonu 
 

Dokudan RNA eldesi için SV Total RNA İzolasyon kiti (Promega, ABD) 

kullanıldı. Yöntemin akış şeması Tablo 3-1’de verilmektedir. 
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                              Tablo 3-1: Dokudan RNA İzolasyonu 

 

      30-60 mg doku + 175µl  RNA Parçalama Tamponu 

    Homojenleştirme 

      350 µl  RNA sulandırma tamponu 

      700C  3 dakika inkübasyon 

      3000xg 10 dak. Santrifüj 

      Üst faz + 200 µl %95’lik etanol 

      Filtreli toplama kolonuna yükleme 

      3000xg 1 dak. Santrifüj 

      600 µl  RNA yıkama tamponu 

      13000xg 1 dak. Santrifüj 

      50 µl DNase karışımı filtreli toplama kolonuna eklenir 

      Oda sıcaklığında 15 dak.  İnkübasyon 

      200µl  SV DNase durdurma tamponu 

      13000xg 1 dak. Santrifüj 

      600 µl  SV RNA yıkama tamponu 

      13000xg 1 dak. Santrifüj 

      250 µl  SV RNA yıkama tamponu 

      13000xg 2 dak. Santrifüj 

      Filtreli tüp temiz bir eppendorfa alınır 

      Filtre üzerine 100 µl nükleazsız dH2O 

      13000xg 1 dak.  Santrifüj 

      RNA’lar -800C’de saklanır. 
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3.2.2. Dokudan DNA İzolasyonu 
Dokudan DNA İzolasyonu için Wizard Genomik DNA Saflaştırma Kiti 

(Promega, ABD) kullanıldı. Yöntemin akış şeması Tablo 3-2’de verilmektedir. 

 

                                              Tablo 3-2: DNA İzolasyonu 

 

30-60 mg doku + 600µl  soğutulmuş DNA Parçalama Tamponu 

Homojenleştirme 

650C de 15-30 dakika inkübasyon 

  3µl RNaz  solüsyonu 

370C de 15-30 dakika inkübasyon 

Oda ısısında soğutma 

200µl Protein çöktürme  Tamponu 

       Vorteks   

         5 dakika buzda soğutma 

13000xg - 16000xg 4 dak. Santrifüj 

         600 µl izopropanol 

13000xg - 16000xg 1 dak. Santrifüj 

         600 µl %70 etanol 

13000xg - 16000xg 1 dak. Santrifüj 

 Pellet 15 dakika kurumaya bırakılır 

   100 µl DNA sulandırma tamponu 

                                    1 saat 650C de inkübasyon 

                DNA lar +40C de saklanır. 
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3.2.3.  Spektrofotometrik Analiz 
 DNA örneklerinin derişimi spektrofotometrede (Nanodrop, ABD) 260nm dalga 

boyunda, RNA örneklerinin ise 280 nm dalga boyunda optik yoğunlukları okunarak 

belirlendi. 

3.2.4. Agaroz Jellerin Hazırlanması 
RNA ve PCR ürünlerinin izlenmesi için %1,5’lik, DNA örneklerinin izlenmesi 

için ise %0,8’lik agaroz jel 0,5XTBE tamponu ile hazırlandı. Bantların jelde 

izlenebilmesi için 0,5mg/ml olacak şekilde etidyumbromür eklendi. Jel, 

polimerleştikten sonra 0,5X TBE tamponu içeren jel tankına alındı. Örnekler, son 

derişimi 1X olacak şekilde yükleme tamponu ile jele yüklendi ve 100-160 V’ta 

yürütülerek UV ışık altında incelendi. 

RNA izolasyon kiti aracılığıyla elde edilen RNA’lar, spektrofotometrede 

ölçümleri yapılarak miktarlarının eşit olarak uygulanması amacı ile 250 ng/µl olacak 

şekilde sulandırılarak  cDNA sentez kiti (Fermentas, Litvanya) aracılığıyla cDNA’ya 

dönüştürüldü. Tepkime koşulları Tablo  3-3 ’de gösterilmiştir. 

                                            

   Tablo 3-3: cDNA Sentez Koşulları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kimyasallar Derişim 

Toplam RNA 100ng 

Random hexamer primer 2,5 µM 

          Toplam hacim 12 µl’ye tamamlanır 

       Karışım 700C’de 5 dakika  inkübe edilir 

Tepkime tamponu (5 x) 1 X 

RNA engelleyici 20 U 

dNTP karışımı 1mM her biri 

                250C’de 5  dakika  inkübe edilir 

Ters transkriptaz 10U 

                250C’de 10  dakika inkübe edilir 

                420C’de 60 dakika inkübe edilir 

                700C’de 10  dakika inkübe edilir 
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3.2.5. Gen İfade Analizleri 
 

TSP-1, HIF-1α ve CA9 genlerinin nicel anlatım analizleri Lightcycler Fast 

Start DNA Master Hibridizasyon Prob kiti (Roche, Almanya)  ve  hG6PDH House 

Keeper Gene Set (Roche, Almanya) kullanılarak Light Cycler cihazında (Roche, 

Almanya) yapıldı.  

LightCycler cihazı kullanılarak ilgili genlerin hedef bölgelerine özgü primerler 

ve hedef bölge ile melez oluşturacak şekilde melezleme prob çiftleri dizayn edildi. 

(LightCycler Software-Roche-Almanya). Melezleme prob çiftinin biri 5’ucundan Red 

640 ile (alıcı boya) diğeri ise 3’ucundan “florescein” adlı floresan boya ile işaretli 

olarak sentezletildi.  

Floresanla işaretli olan prob, floresan rezonans enerji transfer (FRET) vericisi 

olarak, 5’ucundan Red 640 ile işaretli prob ise alıcı olarak görev yapar. Enerji transferi 

ancak iki prob melezlendiği zaman floroforların yaklaşması ile gerçekleşir (Şekil 3-1). 

Birkaç nukleotid uzaklıktaki iki florofor arasında gerçekleşen enerji transferi sırasında 

açığa çıkan floresan emisyonu PCR döngüleri esnasında eşzamanlı olarak görüntülenir.  

 

      

   Şekil 3-1: Lightcycler Cihazında Kullanılan HybProb Sistemi  

TSP-1, HIF-1α ve CA9 genlerinin ifade analizi için 4mM MgCl2, 0,5µM primer 

karışımı, 0,2µM prob karışımı, 1X Hybprobe tampon karışımı ve 12,5µl’ye 

tamamlanacak şekilde dH2O eklenerek hazırlanan karışım kapillerlere koyuldu ve her 

bir kapillere 2,5 µl cDNA eklendi. 

Floresan

Red-640 

h  

Florofor vericisi

Florofor alıcısı
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Aynı cDNA’lar referans gen G6PDH’ın ifadesi için de kullanıldı.  Kapillerler 

700g’de 10 saniye santrifüjlenerek LightCycler (Roche, Almanya) rotoru içine 

yerleştirildi.  

Normal ve tümör dokularında  gen ifade düzeyleri G6PDH gen kopya sayıları 

ile karşılaştırılarak hesaplandı. 

Kullanılan primer ve prob dizileri Tablo 3-4’de, tepkime için uygulanan 

protokol ise Tablo 3-5‘de verilmiştir.  

Tablo 3-4:   TSP-1, HIF-1  ve CA9 Primer ve Prob Çiftleri 

HIF-1   Primer Çiftleri: CA9 Primer Çiftleri: TSP-1 Primer Çifti: 

İleri-5’-GAC ACC TAG TCC TTC CG-3’ İleri–5’- CGT GGT TCA CCT CAG C-3’ İleri-5’- CTG CGA TAG CCT CAA CA-3’ 

Geri-5’-TTG GGA TAT AGG GAG CTA AC-3’ Geri-5’- CAT ATT GGA AGT AGC GGC-3’ Geri-5’- AGG GTT TCC CGT TCA T-3’ 

HIF-1  Prob1 CA9 Prob 1 TSP-1 Prob 1 

5’- CTG AAG ACA CAG AAG CAA AGA 

ACCC-FL 
5’- GAA GGC TCA GAG ACT CAG GTC C--FL 5’-TCC TCG GTC CAG ACA CGG—FL 

HIF-1  Prob2 CA9 Prob 2 TSP-1 Prob 2 

5’-LC640-TTT CTA CTC AGG ACA CAG ATT 

TAG ACT TGG-PH  

5’-LC640- GGACTGGACATATCTGCACTCC-

PH 

5’- LC640- CTG CCA CAT TCA GGA GTG 

TGAC-PH 

Tablo 3-5: Gen İfade Analizleri İçin Gerçek Zamanlı PCR Koşulları 

                            G6PDH, TSP-1, HIF-1α ve CA9 

İşlem Sıcaklık Süre 

İnkübasyon  95 C 10dk 

Denatürasyon 95 C 10sn 45 

Döngü 
Primer bağlanması 58 C 10sn 

Uzama  72 C 10sn 

Soğuma 40 C  
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3.2.6. Metillenme Analizi : 
Tümör ve normal doku DNA örnekleri 200-500 ng olacak şekilde sulandırıldı. 

TSP-1 geninin promotör bölgesindeki metillenmeyi tespit etmek için EZ DNA 

Methylation-Gold Kit (Zymo Research, ABD) kullanılarak modifikasyon 

gerçekleştirildi (Tablo3-6).  

Tablo 3-6: Bisülfit Modifikasyon  İşlemi 

130 l CT Değişim Solüsyonu +20 l  DNA  

 

 980C    10 dakika  inkübasyon 

 640C    2,5 saat     inkübasyon 

 40C  

  600 l   M- Bağlama Tamponu Zymo Spin kolona eklenir.  
 
    
  DNA örneğini ekleyerek karıştırılır. 
 
 
  Maksimum hızda 30 saniye santrifüjlenir 
 
  100 l     M-Yıkama Tamponu kolona eklenir  
 
  Maksimum hızda 30 saniye santrifüjlenir 
   
  Kolona  200 l  M-Desülfonasyon Tamponu eklenir 
 
  15-20 dakika inkübasyona bırakılır 
    
  Maksimum hızda 30 saniye santrifüjlenir 
 
  200 l     M-Yıkama Tamponu kolona eklenir  
 
 
  Maksimum hızda 30 saniye santrifüjlenir 
 
 
  Tekrar 200 l yıkama tamponu eklenerek santrifüjlenir 
 

 
10  l M-Elüsyon Tamponu 1.5 ml’lik yeni tüpe yerleştirilmiş kolon         
matriksine uygulanır  
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            Elde edilen ürünler -200C de ya da -800C de saklanır. 
 Modifikasyon aracılığıyla DNA örneklerindeki metillenmemiş sitozinler urasile 

dönüştürülür (Şekil 3-2). Metillenmiş sitozinler ise değişmeden kalır.  

 

Şekil 3-2: Sitozinin Bisülfit Modifikasyonu İle Urasile Dönüşümü 

 

Modifiye edilen örnekler Lightcycler Syber Green kit (Roche, Almanya) 

kullanılarak, ilgili gene ait metillenmiş diziye uygun primer çifti ile uygun koşullarda 

çoğaltıldı. Primer dizisi ve uygun PCR koşulları  Tablo 3.8. de verilmiştir.  

  

 Bu çalışmada kullanılan Gerçek Zamanlı PCR yönteminde yalnızca çift sarmallı 

DNA’ya bağlandıklarında floresan veren bir boya olan Syber Green kullanılmıştır. 

Şekil 3-2’de Syber Green’in çalışma prensibi gözlenmektedir. 

 

 

Sitozin Sülfonat    Sitozin 

Urasil sülfonat Urasil 

Alkali 

Desülfonasyon 

Sülfonasyon
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Şekil 3-3: SYBR Green Çalışma Prensibi (95) 

Primer DNA iplikçiğine bağlandığında az miktarda boya molekülü de bağlanır ve ışın yaymaya 

başlar. Uzama aşamasında ise yeni sentezlenmekte olan DNA ya daha fazla boya molekülü 

bağlanır ve yayılan floresan artar.  

 

      Tablo 3-7: Primer Dizileri ve Tepkime Koşulları 

     Metillenmiş Ürünleri Tespit Etmek  İçin Kullanılan Primer Çifti: 
    
 

İleri -5’- TGC GAG CGT TTT TTT AAA TGC-3’ 

Geri- 5’-  TAA ACT  CGC AAA CCA ACT CG-3’ 

 
 

İşlem Sıcaklık Süre  

İnkübasyon  95 C 10dk  

Denatürasyon 95 C 10sn 45 

Döngü 
Primer bağlanması 58 C 10sn 

Uzama  72 C 10sn 

Soğuma 40 C   

 

Oluşan PCR ürünleri etidyum bromid içeren agaroz jelde yürütüldü. Metillenme 

düzeyleri jel dökümentasyon sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa) BIO-1D programı 

kullanılarak jel görüntüsü üzerinde hacim oranları yardımıyla belirlendi.      

 

Yayılan Işın

     Polimeraz 
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3.2.7. ELISA (Enzim Linked İmmuno Sorbent Assay) 
 
  

 Hastaların tümör ve normal dokuları HEPES tamponu kullanılarak MagNA  

Lyser Green bead tüplerine alınarak MagNA Lyser cihazında (Roche, Almanya) 

homojenize edildi. Elde edilen homojenatların toplam protein miktarları 1mg/ l olacak 

şekilde ayarlandı. Homojenatların CA9, TSP-1 ve HIF-1α protein miktarları İnsan 

Karbonik Anhidraz IX, İnsan Trombospondin-1 Immunoassay ve HIF-1α  kitleri (R&D 

Systems, ABD) kullanılarak  ELISA yöntemi ile belirlendi.  

Homojenattaki ilgili proteinin miktarını saptamak için standartlar ve örnekler 

özgül monoklonal antikor  ile önceden kaplanmış bir plağın kuyucuklarına pipetlendi. 

Ortamdaki ilgili protein kendine özgü antikora bağlandıktan sonra bağlanmayan  

moleküller yıkama ile uzaklaştırıldı ve kuyucuklara ilgili proteine karşı biotin işaretli 

ikincil antikor eklendi. Bağlanmayan antikorları ayırmak için yapılan yıkamadan sonra, 

ilgili proteini saptamak için kuyucuklara streptavidin – HRP substrat çözeltisi eklendi. 

Bağlanan protein miktarına bağlı olarak gelişen renk yoğunluğu 450nm’de ölçüldü. 

Tablo 3-8’de  ELISA yönteminin uygulanışı görülmektedir. 
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Tablo 3-8: ELISA’ nın Uygulanışı 

Örnek ve standartlar hazırlanır 

 

50 l test çözeltisi eklenir 

 

100 l standart ve örnekler kuyucuklara eklenir 

2 saat oda ısında çalkalayıcıda inkübe edilir 

 

4 kere yıkanır 

 

200 l konjugat her bir kuyucuğa eklenir 

 2 saat oda ısında çalkalayıcıda inkübe edilir 

 

4 kere yıkanır 

 

200 l substrat tamponu her bir kuyucuğa eklenir 

30 dakika karanlıkta inkübe edilir 

 

50 l durdurucu tampon her bir kuyucuğa eklenir 

30 dakika içinde 450 nm de okunur 

 

3.2.8.  Verilerin İstatistiksel Olarak Değerlendirilmesi 
 

 Hastalara ait tümör dokusu ile normal dokulardaki  CA9, TSP-1 ve HIF-1α 

genlerine ait mRNA ifade farklılıkları, ELISA yöntemi ile saptanan protein miktarları 

ve metillenme sonuçlarının istatistiksel anlamlılığını değerlendirmek için SPSS 12 

programı kullanıldı. Mann-Whitney U testi, Kruskal Wallis ve Spearman's rho testleri 

kullanılarak elde edilen p değerlerine göre anlamlılıklar değerlendirildi.  
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4. BULGULAR 

Çalışmamızda 60 böbrek kanserli hastanın hem tümör, hem de normal dokuları 

incelendi. Aynı hastaların tümörlü dokularından elde edilen sonuçlar, normal 

dokularından elde edilen sonuçlar ile kıyaslanarak değerlendirildi. Çalışılan hastalara 

ait deneysel sonuçlar patoloji evreleri, patoloji gradları, tümör büyüklükleri, invazyon 

ve metastaz durumları ile birlikte değerlendirildi. Hastalara ait klinik parametreler 

Tablo 4-1’de görülmektedir.  

                                      

                               Tablo 4-1: Hastalara ait Klinik Paramaetreler  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KLİNİK PARAMETRELER 
Hasta sayısı 

(n=60) 

 

 (%) 

Evre   

I 16 %27,6 

II 14 %24,1 

III 20 %34,5 

IV 8 %13,8 

Grad   

1 2 %3,6 

2 14 %25 

3 26 %46,4 

4 14 %25 

Tümör çapı   

3-6 cm arası 28 %46,7 

7-10cm arası 21 %35 

10cm den büyük 11 %18,3 
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4.1. Gen İfade Analizleri  
 

TSP-1, HIF-1α  ve CA9 genlerinin nicel ifade analizleri için Lightcycler cihazı 

ile Lightcycler Fast Start DNA Master Hibridizasyon Prob kiti ve referans gen olarak 

da G6PDH geni kullanıldı. G6PDH’ın 5x106, 5x105, 5x104, 5x103 ve 5x102  sayıda 

mRNA kopyası içeren standartları kullanılarak standart eğri oluşturuldu. Şekil 4-1’de 

G6PDH standartlarının Gerçek Zamanlı PCR eğrileri görülmektedir. 

 

 

Şekil 4-1: G6PDH Standartlarına Ait Floresan Eğriler  

Standart 1: 5x106,  Standart 2: 5x105 , Standart 3: 5x104, Standart 4: 5x103, Standart 5: 5x102 

kopya. 

 

Gerçek Zamanlı PCR ile nicel miktarları belirlenen örnekler aynı zamanda PCR 

sonrası %1,5 agaroz jelde de yürütülerek elde edilen bantların doğruluğu belirlendi. 

PCR sonucunda HIF-1α için 212, TSP-1 için 206 ve CA9 için ise 230 baz çiftlik PCR 

ürünleri oluşmaktadır. 
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                A                                                                        B 

            Şekil 4-2: Gerçek Zamanlı PCR Sonrası Örneklerin Jelde Görünümü 

A- 1. CA9 (230bç), 2. G6PDH (123bç), 3. kuyucuk TSP-1(206bç),  

B- 1. HIF-1α (212bç), 2. G6PDH. Her iki jelin son kuyucukları  100 bç lik DNA belirtecini 
göstermektedir. 

Örneklerde HIF-1α, CA9 ve TSP-1 genlerinin ifade düzeylerini hesaplamak için 

aşağıdaki bağıntı kullanıldı. 

İfade  Düzeyi= Örnekte ilgili gen kopya sayısı/ Örnekte G6PDH kopya sayısı  

 

Hastaların tümör ve normal dokularına ait HIF-1α, CA9 ve TSP-1 gen ifade 

analizlerinin  sonuçları toplu olarak Tablo 4.1 de görülmektedir. 

4.1.1.  HIF 1  Gen İfade Analizi İle İlişkili Bulgular 

 

HIF-1α gen ifade analizleri aynı hastaların tümör ve normal dokusuna ait 

cDNA’lar ile HIF-1α genine özgü kullanılan prob ve primerlerle yapılan Gerçek 

Zamanlı PCR ile elde edilen nicel değerler, aynı örneklerin referans gen değerleri ile 

karşılaştırılarak değerlendirildi. 

Örneklere ait HIF-1α floresan diyagramı Şekil 4-3’de görülmektedir. Şekilde 

izlendiği gibi ilgili genin ifade düzeyleri ne kadar fazla ise gözlenen floresan 

değerlerinde yükselme  o kadar erken döngü sayısında başlamaktadır. 

 

230bç 

123bç 
206bç 212bç

123bç

1         2        3                                                                                     1        2 

400bç 
300bç 
 
200bç 
100bç 
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Şekil 4-3: HIF-1  Floresan Diyagramı 

T: tümör, N:normal  

Hastaların tümör ve normal dokularının HIF-1α gen ifadesi kıyaslandığında 

tümör doku örneklerinde ifadenin anlamlı derecede yüksek olduğu görülmüştür            

(p=0,017). HIF-1α gen ifadesinin tümördeki ortanca değeri 1,38, normaldeki ortanca 

değeri ise 0,57’dir (Şekil 4-4).  
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              Şekil 4-4: Tümör ve Normalde HIF-1  Gen İfadesi  

Hastaların HIF-1α gen ifade düzeyleri klinik parametreleri ile 

karşılaştırıldığında anlamlı farklılık görülmemiştir. 
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4.1.2. CA9 Gen İfade Analizi İle İlişkili Bulgular 
 

Hastaların tümör ve normal dokusuna ait cDNA’lar ile CA9 genine özgü 

kullanılan prob ve primerlerle yapılan Gerçek Zamanlı PCR ile okunan nicel değerler, 

aynı örneklerin referans gen değerleri ile karşılaştırılarak örneklerin CA9 gen ifade 

analizleri yapıldı.  

CA9 geninin ifade düzeyleri bölüm 4.2.de belirtilen bağıntı yardımıyla saptandı.  

Örneklere ait grafik şekil 4-5’de görülmektedir.  

 

 

Şekil 4-5: CA9 Floresan Diyagramı 

T: Tümör, N: Normal 

 Tümörler ile normal dokular kıyaslandığında CA9 gen ifadesinin tümör doku 

örneklerinde anlamlı derecede yüksek olduğu görülmüştür (p<0,001). Tümörde CA9 

gen ifadesinin ortanca değeri 0,33, normalde ise CA9 ortanca değeri 0,06’dır (Şekil 4-

6). 
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              Şekil 4-6: Tümör Dokusunda ve Normal Dokularda CA9 Gen İfade Düzeyleri   

  

 CA9 gen ifadesi açısından karşılaştırılan tümörler gradlarına göre 

kıyaslandığında yüksek gradlı tümörlerde gen ifadesinin düşük gradlı tümörlere oranla 

azaldığı gözlenmiştir (p=0,010). Grad 1+2 ’de CA9 gen ifadesinin ortanca değeri 2,05, 

Grad 3’de 1,35, Grad 4’de ise 0,57’dir (Şekil4-7). CA9 gen ifadesi diğer klinik 

parametreler ile karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark bulunmamıştır. 
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          Şekil 4-7: CA9 Gen İfadesi ve Grad İlişkisi 

HIF-1α  ve CA9 gen ifade düzeyleri arasında beklendiği gibi anlamlı bir ilişki 

gözlenmektedir (p=0,029). 
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4.1.3. TSP-1  Gen İfade Analizi İle İlişkili Bulgular 
 

Çalışmamızın bu bölümünde tümör ve normal dokularında, TSP geni mRNA 

düzeylerinin nicel analizi Light Cycler cihazı ile FastStart HybProbe kiti ve referans 

gen olarak G6PDH  kullanılarak yapıldı. 

Aynı hastaların tümör ve normal dokusuna ait elde ettiğimiz cDNA’lar ile TSP-

1 genine özgü kullanılan prob ve primerlerle yaptığımız Gerçek Zamanlı PCR ile 

okunan nicel değerler, aynı örneklerin referans gen değerleri ile karşılaştırılarak 

örneklerin  TSP-1 gen ifade analizleri yapılmıştır.  

TSP-1 geninin ifade düzeylerini hesaplamak için de bölüm 4.2.de belirtilen 

bağıntı kullanılmıştır. 

Örneklere ait grafik Şekil 4-8’de görülmektedir.  

 

 

Şekil 4-8: TSP-1 Floresan Diyagramı 

T: Tümör, N: Normal 

 

 Hastaların tümör ve normal dokuları arasında TSP-1 gen ifadesi açısından 

anlamlı farklılık vardır. Normal dokuda gen ifadesi tümöre göre anlamlı derecede 

yüksek olduğu saptanmıştır (p=0,026). Tümörde TSP-1 gen ifadesinin ortanca değeri 

0,87, normalde ise 3,32’dir (Şekil 4-9). 
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                                 Şekil 4-9: Tümör ve Normalde TSP-1 Gen İfadesi  

  

 TSP-1 gen ifadesinin HIF-1α ve CA9 ile beklendiği gibi zıt yönde bir ilişkiye 

sahip olduğu görülmekle birlikte aradaki ilişki istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p=0,49). 

 

 TSP-1 gen ifadesi, ileri evre ve yüksek grad ile ters orantılı olup, fark  

istatistiksel olarak anlamlı değildir.  
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Tablo 4-2: Hastaların Tümör ve Normal Dokularına Ait Gen İfade Analiz Sonuçları 
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4.2.  TSP-1 Metillenme Bulguları 
 

Böbrek kanserli hastaların tümör ve normal dokularından elde edilen DNA 

örnekleri 200-500 ng olacak şekilde sulandırılarak TSP-1 geninin promoter 

bölgesindeki metillenmeyi tespit etmek amacıyla bisülfit modifikasyonu yapıldı. 

Modifiye edilen örnekler Gerçek Zamanlı PCR yöntemiyle ilgili gene ait metillenmiş 

diziye uygun primerleri içeren uygun koşullarda çoğaltıldı. Oluşan PCR ürünleri 

etidyum bromid içeren agaroz jelde yürütüldü. Jel dökümentasyon sisteminde 

örneklerin jel görüntüsü üzerinden hacim hesaplaması yapılarak metillenme oranları 

tespit edildi. 

 

 TSP-1 metillenmesinin Syber Green kullanılarak belirlendiği bir floresan 

diyagramı Şekil 4-12‘de ve metillenmiş örneklere ait agaroz jel fotoğrafı da Şekil 4-13’ 

de görülmektedir.  
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                            Şekil 4-10: TSP-1 Metilasyon Syber Green Floresan Diyagramı 

1-Metillenmiş örnek, 2- Metillenmemiş örnek 

 

Sıcaklık 
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                                    Şekil 4-11: Metillenmiş Örneklerin Jel Görüntüsü 

1-4. kuyucuklarda  74 bp’lik metillenen örnekler, 5. kuyucukta 100 bç.lik DNA 

belirteci ve 6. kuyucukta  ise metillenmemiş bir örnek bulunmaktadır.  

 

Hastaların tümör örneklerinde normallerine göre  daha yüksek TSP-1 promotör 

metillenmesi görülse de, fark istatistiksel olarak anlamlı değildir ( p=0,4)(Şekil 4-14). 
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                           Şekil 4-12: Tümör ve Normaldeki TSP-1 Gen Metilasyonu 

 

TSP-1 gen metillenmesi düşük( % 0-25), orta (%26-55) ve yüksek (%56-100) 

olmak üzere gruplandırılarak metillenme TSP-1’in gen ifade ve protein düzeyleriyle 

kıyaslanarak aralarındaki ilişki değerlendirildi.   
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Düşük, orta ve yüksek düzey TSP-1 gen metillenmesi ile genin ifade düzeyinin 

beklendiği şekilde ters orantılı olduğu gözlendi ( p=0,05). Düşük düzeyde metillenme 

görülen örneklerdeki TSP-1 gen ifadesi ortanca değeri 4,21, orta düzey metillenenlerde 

TSP-1 ortanca değeri 1,29, yüksek düzey metillenenlerde ise 0,82’dir ( Şekil 4-15). 
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        Şekil 4-13: TSP-1 Gen İfadesi İle Metilasyonu Arasındaki Zıt İlişki 

 

TSP-1 metillenmesi ile protein düzeyi arasında da ters orantılı bir ilişki görüldü 

(p=0,011) ( Şekil 4-22). 

 

4.3. ELISA Sonuçları 
  

 Hastaların tümör ve normal dokuları homojenize edildikten sonra CA9, TSP-1 

ve HIF-1  proteinlerinin miktar tayini için ELISA yöntemi uygulandı. İşlem sonrası 

plaklar ELISA okuyucu cihazında (Rayto, Çin) değerlendirildi. 

  

 Tablo 4-3’de hastaların tümör ve normal dokularına ait  HIF-1α, CA9 ve TSP-1   

protein  ölçüm sonuçları görülmektedir. 
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Tablo 4-3: Hastaların Tümör ve Normal Dokularına Ait Protein Düzeyleri 
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4.3.1. Dokuda HIF-1  Protein Düzeyleri 

 

HIF-1  protein düzeyleri tümör örneklerinde normal doku örneklerine göre 

anlamlı derecede daha yüksektir (p=0,035). Tümör örneklerinde HIF-1 proteinin 

ortanca değeri 101,6 pg/ml, normalde ise 80,5 pg/ml dir. 
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        Şekil 4-14: Tümör ve Normal Doku Örneklerinde HIF-1  Protein Düzeyleri  

  

HIF-1  protein düzeyleri hastaların tümörlerinin gradlarına göre kıyaslandığında 

anlamlı derecede farklı bulunmuştur (p=0,001). Ancak diğer parametrelerle anlamlı bir 

fark gözlenmemiştir. 

Düşük gradlı hastalarda HIF-1  proteinin ortanca değeri 74 pg/ml, yüksek 

gradlı hastalarda ise 101 pg/ml dir. 

0

20

40

60

80

100

120

Düşük Grad Yüksek Grad

HIF-1 Protein/Grad

Düşük Grad
Yüksek Grad

 

Şekil 4-15: Hastaların Tümörlerinin Gradlarına  Göre  HIF-1  Protein Düzeyleri 

pg/ml 

pg/ml 
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4.3.2. Dokuda CA9 Protein Düzeyleri 
  

 Hastaların tümör ve normal dokuları CA9 protein düzeyleri açısından 

kıyaslandığında tümörde CA9 protein düzeyinin anlamlı derecede yüksek olduğu 

gözlenmiştir (p<0,001). Tümör doku örneklerinde CA9 proteinin ortanca değeri 2865 

pg/ml iken normal doku örneklerindeki ortanca değeri 14 pg/ml’dir. 
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            Şekil 4-16: Tümör ve Normal Doku Örneklerinde CA9 Protein Düzeyleri 

  

 Hastaların CA9 protein düzeyleri ile gen ifadesi düzeyleri arasında uyumlu bir ilişki 

vardır  (p=0,003). 

 

  

 

4.3.3. Dokuda TSP-1 Protein Düzeyleri 
 

TSP-1 protein düzeyleri, hastaların normal doku örneklerinde tümör doku 

örneklerine oranla anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p=0,001). Tümör 

örneklerinde TSP-1 proteinin ortanca değeri 12,911 ng/ml, normalde ise 17,634 

ng/ml’dir (Şekil 4-17). 

pg/ml 
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                      Şekil 4-17: Tümör ve Normaldeki TSP-1 Protein Düzeyleri 

 

TSP-1 protein düzeyi ile hastaların tümör çapı arasında  ters orantılı bir ilişki 

olduğu görülmektedir (p=0,048). Tümör çapı 3-6cm arası olanlarda ortanca TSP-1 

protein düzeyi 14,748 ng/ml, çapı 6> cm olanlarda ise 11,798 ng/ml dir (Şekil 4-18). 
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            Şekil 4-18: TSP-1 Protein Düzeyleri ve Tümör Çapı Arasındaki İlişki 

TSP-1 protein düzeyi, hastaların diğer klinik parametreleri ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark gözlenmemiştir. 

 TSP-1 geninde metillenme oranı ile genin protein düzeyinin ters orantılı 

oldukları görülmektedir (p=0,011). Düşük derece metillenme (%0-25) görülenlerde 

ortanca TSP-1 protein değeri 17,6ng/ml, orta derece metillenme (%26-55) görülenlerde 

16 ng/ml, yüksek metillenme (%56-100)  görülenlerde ise 15 ng/ml’dir (Şekil 4-19). 
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             Şekil 4-19: TSP-1 Protein Düzeyleri İle Metillenmenin Karşılaştırılması   

TSP-1 protein düzeyleri CA9 ve HIF-1  protein düzeyleri ile kıyaslandığında 

aralarında ters orantılı bir ilişki bulunmuştur (p=0,012, p=0,011).  
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5. TARTIŞMA 

Damarlanması yoğun bir kanser olan böbrek kanserinde anjiyogenez önemli bir 

yer tutmaktadır. Anjiyogenezin etkinleşmesi ve baskılanmasından sorumlu moleküller 

bu kanserin prognozu açısından da önem taşır. 

Bu nedenle çalışma  kapsamında anjiyogenezin etkinleşmesinde önemli role 

sahip olan HIF-1 , onun etkinleşmesiyle ifade düzeyi artan CA9 ve anjiyogenezin 

baskılanmasında görev alan TSP-1 molekülleri incelenmiştir. Bu üç molekülün BHK da 

dahil, pek çok karsinomda tanı, takip ve tedavi açısından ayrı ayrı araştırıldığı 

çalışmalar mevcuttur. Ancak  literatürde üç parametrenin birlikte değerlendirildiği bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Bu moleküller ile yapılan çalışmaların çoğunluğunda 

immünhistokimya, bir kısmında Western Blot, küçük bir kısmında da RT-PCR 

yöntemleri kullanılmıştır. Bizim çalışmamızda mRNA ifade analizi için nicel sonuç 

veren Gerçek Zamanlı-PCR ve protein ölçüm metodlarından da gene nicel sonuç veren 

ELISA yöntemleri seçilmiştir.  

Anjiyogenezi denetleyen etmenlerin bir çoğu doğrudan ya da dolaylı olarak 

doku oksijen dengesinin düzenleyicisi olan HIF-1α tarafından kontrol edilir. HIF-1α 

damarlanmanın yoğun olduğu doku hücrelerinde hayati bir rol oynar. HIF-1α, hem 

glukoz/enerji metabolizmasında gerekli olup hem de anjiyogenez ve tümör progresyonu 

ile ilgilidir. Dokuda O2 seviyesi azaldığında bir çok anjiyogenik etmeni etkinleştirerek 

damar oluşumuna yol açar ve oksijen seviyesini yükseltir (69). HIF-1α’nın etkinleşmesi 

sonucunda VEGF ve CA9 gibi hipoksi ile uyarılan genler etkinleşir (5,14,50,52). 

Prostat, meme gibi yaygın görülen çoğu kanserde artmış damarlanma ve tümör 

progresyonu ile ilgili HIF-1α geninin aşırı ifade edildiği gözlenir (64). 

 Prostat kanserli hastalar ile yapılan bir çalışmada kanda  RT-PCR ile HIF-1α  

gen ifade düzeyi incelenmiş, HIF-1α gen ifade düzeyi erken evre prostat kanserlerinde, 

kanser olmayanlara ve nodüler hiperplazilere oranla anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (96). Çalışmamızda da hastalarımızın tümör ve normal doku örnekleri 

nicel Gerçek Zamanlı PCR yöntemi ile HIF-1α gen ifadesi açısından kıyaslandığında 

tümör doku örneklerinde ifadenin anlamlı derecede yüksek olduğu görülmüştür.  
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 Çalışma grubumuzdaki hastaların tümör örneklerinde de HIF-1α protein 

düzeyleri normallere göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur. Bu bulgu HIF-1α 

protein düzeyinin Western Blot ve immünhistokimya ile incelendiği çalışmalarla aynı 

doğrultudadır (97,100) ve tümörlerde HIF-1α protein düzeyinin yüksek ve mikrodamar 

yoğunluğu ile ilişkili olduğunu bildiren çalışmalarla da uyumludur (63,59). 

 Ancak hastaların HIF-1  gen ifade düzeyi ile protein miktarları 

karşılaştırıldığında aralarında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır.  

HIF-1 proteininin yarılanma ömrü 5 dakikadan azdır ve oda ısısında birkaç 

dakika içinde bozulabilmektedir (100,101). HIF-1’in bu özelliği dikkate alınarak gen 

ifade düzeyi ile protein düzeyi arasındaki uyumsuzluğun doku örneklerinin 

ameliyathaneden optimal saklama koşullarına ulaştırılmasına kadar geçen sürede 

yıkıma uğramasından kaynaklandığı düşünülebilir. Literatürde benzer şekilde, HIF-1 α 

geninin ifadesi ile ve protein düzeyi arasında uyum gözlenmeyen başka çalışmalar 

mevcuttur (100,101). 

 HIF-1α protein düzeyleri hastaların tümör gradlarına göre anlamlı farklılık 

göstermektedir. Bu sonuç belirtilen çalışmalarla uyumlu olup HIF-1α’nın prognoz 

açısından önemine işaret etmektedir (102,103). Diğer yandan HIF-1α’nın agresif 

tümörlerde lokal tümörlere kıyasla anlamlı derecede düşük olduğunu bildiren çalışmalar 

da vardır (97).  

CA9, hipoksik koşullar altında hızla ve aşırı derecede ifade edilen, tümör hücre 

hipoksisi ile ilgili olduğu en iyi bilinen genlerden biridir (74). CA9 geninin solid 

tümörlerde, özellikle berrak hücreli böbrek karsinomu, serviks, over, kolon, baş-boyun, 

mesane ve küçük hücreli dışı akciğer karsinomlarında aşırı ifade edildiği bildirilmiştir 

(59,73,78-80,99). 

Çalışmamızda tümör örneklerinde CA9 gen ifadesinin normal dokuya kıyasla 

anlamlı derecede yüksek olduğu görülmüştür. CA9 gen ifadesi düşük gradlı olgularda 

da yüksek gradlılara göre anlamlı derecede yüksektir. Bu sonuç düşük evreli, düşük 

gradlı ve metastaz varlığı görülmeyen hastalarda  CA9 seviyelerinin daha yüksek 

olduğunu bildiren çalışmalarla uyumludur (73,80,99,104). Buna karşılık BHK dışındaki 

kanserlerde yüksek CA9 gen ifadesinin kötü prognoz ile ilişkili olduğu bildirilmektedir 

(59,79). 

CA9 gen ifadesinin erken evrelerde hipoksiye uyum nedeniyle  arttığı ve bunun 

tümöre büyüme ve yayılma avantajı sağladığı buna karşılık habis tümör büyüdükçe 
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CA9’a gerekliliğin azalması nedeniyle gen ifadesinin de azaldığı ileri sürülmüştür 

(73,80). Çalışmamızda CA9 protein düzeylerinin tümör doku örneklerinde normal doku 

örneklerine kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğu görülmüş CA9 protein miktarları 

ile gen ifade düzeyleri arasında aynı yönde anlamlı bir ilişki bulunmuştur. Bu 

parametrenin klinik gidişi ve tümör davranışını tahmin etmek için kullanılabileceği gibi 

adjuvan immünoterapiden ve CA9’a yönelik tedavilerden yararlanabilecek yüksek 

riskli hastaları belirlemek açısından da yararlı olacağını düşündürmektedir (73,80,104).  

  HIF-1α ve CA9 gen ifade düzeyleri arasında beklendiği gibi anlamlı bir ilişki 

görülmektedir. Bu ilişki gerek BHK gerekse akciğer kanserinde yapılan çalışmalarla 

desteklenmektedir (59,105,106). 

Doku oksijen seviyesindeki azalma ile CA9’un etkinleştiği ve TSP-1’in de  

engellendiği bilinmektedir. Potansiyel bir anjiyogenez baskılayıcısı olan TSP-1’in bir 

çok çalışmada tümör baskılayıcı özelliklere sahip olduğu gözlenmiştir (98). Bu molekül 

anjiyogenik uyaranların geniş bir çeşidine cevap olarak endotel hücre göçünü 

baskılama, endotel hücresinde apoptozu etkinleştirme ve yeni damar oluşumunu 

önleme yeteneğine sahiptir (83,84). Çalışmamızda hastaların tümör ve normal 

dokularında TSP-1 gen ifadesinin belirgin fark gösterdiği bulunmuştur. Normal dokuda 

gen ifadesi ve protein düzeyleri tümöre göre anlamlı ölçüde yüksektir. Bu bulgu BHK 

olgularında daha önce immünhistokimya, Western blot ve Gerçek Zamanlı-PCR 

kullanılarak bildirilmiş olan sonuçlarla uyumludur (45,94,82). TSP-1 protein düzeyi ile 

hastaların tümör çapı arasında  ters orantılı bir ilişki olduğu görülmektedir. BHK da 

yapılan çalışmalarda da benzer olarak TSP-1’in tümör büyüklüğü ve anjiyogenez ile  

ters orantılı olduğu gözlenmiştir (81,107).  

TSP-1 geninin yazılımının baskılanmasının gende metillenmeye bağlı olarak 

gerçekleştiği ileri sürülmüştür. Bazı çalışmalarda BHK ve diğer kanserlerde TSP-1 

geninin promotör bölgesinde yüksek oranda metillenme bildirilmiştir (45,82). 

Çalışmamızda beklentiler doğrultusunda tümör örneklerinde TSP-1 geninde daha 

yüksek düzeyde metillenme gözlenmiş ve TSP-1 geninin metillenmesi ile genin ifade 

düzeyi ve protein düzeyi arasında ters orantılı bir ilişki bulunduğu görülmüştür. Benzer 

bir ilişki TSP-1 geni için beyin epitel hücrelerinde bildirilmiştir (84).  

TSP-1 gen ifade düzeyi ile protein miktarları karşılaştırıldığında aralarında 

anlamlı bir ilişki bulunamamıştır. Protein düzeyi ile gen ifade düzeyi arasında anlamlı 
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bir uyum  bulunmamasının, genin yazılımı sonrasındaki düzenlenme veya proteine 

çevirim aşamalarında, ya da çevirim sonrası gerçekleşen aşamalardaki farklılıklardan 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir. 

 Hastaların TSP-1 protein düzeyleri CA9 ve HIF-1α protein düzeyleri  ile ters 

orantılı olup aralarındaki  ilişki anlamlıdır. İlgili moleküllerin anjiyogenez üzerindeki 

zıt etkileri düşünüldüğünde bu beklenen bir sonuçtur. 

 Bulgularımız HIF-1α, CA9 ve TSP-1 ifadeleri ile protein düzeylerindeki buna 

bağlı değişikliklerin böbrek tümörünün patogenezindeki olası rolünü desteklemekte ve 

bu moleküllerin kanser oluşumu ve hastalık takibi açısından böbrek kanseri için uygun 

belirleyiciler olabileceklerine işaret etmektedir.  
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