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KISATMALAR
AJCC: Amerikan Ortak Kanser Komitesi
AKT: Akt Kinaz
AXL: AXL Reseptor Tirozin Kinaz
Bax: Bcel-2 iliskili X Proteini
Bcl- XL: B Hiicreli Lenfoma- Ekstra Biiytik
CD: Farklilasma Kiimeleri
CDK4: Siklin Bagimli Kinaz-4
CTLA-4: Sitotoktik T Lenfosit Iliskili Antijen
DMSO: Dimetil Siilfoksit
DNA: Deoksiriboniikleik asit
EMA: Avrupa Ilag Ajansi
ERK: Ekstraselliiler Sinyal Diizenleyici Kinaz
ESMO: Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi
EVER: Everolimus
FBS: Fetal Bovin Serum
FDA: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
FGFR: Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptorii
HIF1-a: HIFI-alfa
HUVEC: insan Umblikal Venoz Endotel Hiicresi
ICAM-1: Hiicre i¢i Adezyon Molekiilii 1
VCAM-1: Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii 1

IFN-g: Interferon Gamma

IMDC: Uluslararasi Metastatik Bobrek Hiicreli Karsinom Veritabani

Konsorsiyumu

IP: Intraperitoneal

ITT: Tedavi Amacina Yonelik

JNK: Jun N Terminal Kinaz

KPS: Karnofsky Performans Durumu

MAPK: Mitojen Aktive Edici Protein Kinaz
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MET: Hepatosit Biiyiime Faktorii

MHC: Doku Uygunluk Proteini

MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromid
NCCN: Ulusal Kapsamli Kanser Ag1

NCI: Ulusal Kanser Enstitiisii

NV: Nivolumab

OS: Genel Sag Kalim

OYO: Objektif Yanit Oranm

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PD1: Programli Hiicre Oliimii 1

PDEI1A: Siklik Niikleotid Fosfodiesteraz

PDGFR: Trombosit Tiirevi Biiylime Faktorii Reseptorii
PDL1: Programli Hiicre Oliim Ligandi 1

PFS: Progresyonsuz Sag Kalim

PI: Propidyum Iyodiir

PPARS: Peroksizom Proliferatdr Aktifleyen Reseptor
PS: Fosfatidilserin

RCC: Renal Hiicreli Kanser

RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif Oksijen Tiirevleri

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 1640
RT-PCR: Es Zamanl1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SEER: Siirveyans Epidemiyoloji ve Son Sonuglar
SF: Serum Fizyolojik

TCR: T Hiicre Reseptorii
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THYMOQUINONE'UN DENEYSEL RENAL HUCRELI KANSER
MODELLERINDE ETKIiSI
Doktora Tezi
Ahmet DIRICAN
DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU
Temel Onkoloji Anabilim Dal

OZET

Amac: Nigella sativa tohumlarindan ekstrakte edilen biyoaktif bir bilesen olan
Thymoquinone’un meme, prostat, mesane ve bobrek hiicre kanserine kars1 anti
inflamatuar, antioksidan ve anti tiimor etkinligine sahip oldugu kanitlanmistir.
Thymoquinone’un bir immiin kontrol inhibitérii olan Nivolumab ile
kombinasyon halinde sinerjistik sitotoksik ve apoptotik etkilerini ve renal
hiicreli kanser modellerinde mekanizmasini arastirmay1 amagladik.
Gere¢-Yontem: /n vitro calismalar: Renal kanser hiicre hatt1 olan Renca ile
hiicre kiiltiirii yapildi ve MTT ve Annexin V + PI ile Thymoquinone ve
Nivolumab etkisi analiz edildi. /n vivo ¢alismalar: Renal hiicre kanseri modeli,
dort grupta 8 haftalik erkek, C57BL/6 farelerine Renca hiicreleri subkutan
enjekte edildi. Kontrol grubu, Thymoquinone (1,4,7,14 giin, 20 mg/kg IP),
uygulanan, Nivolumab (1,6,13 giin 10mg/kg IP) uygulanan, Thymoquinone ve
Nivolumab’in kombine uygulandigi kosul olarak gruplar olusturuldu. Her deney
grubunda 7 hayvan randomize edildi. Apoptoz/nekroz oranlari, immiin
belirteclerden CD4, CD8, C20, CD34, CD68, VEGFR, PD-1, PD-L1, Kaspaz-3,
Kaspaz-9 ve gen diizeyleri olarak; c-kit, c-met, [CAM, E-selectin, VCAM, Tie2,
Axl, FIt3, FGFR, Ret, VGFR, PDGFR kantitatif RT-PCR ile timo6r dokusu
lizerinde degerlendirildi. Sistemik yan etkiler acgisindan diger i¢ organlar
patolojik olarak degerlendirildi. Istatistiksel analiz, p<0,05 degerinde Mann
Witney U testi ile yapildi.

viii



Bulgular: Thymoquinone, in vitro ve in vivo olarak anti timor etki gosterdi.
Ayrica Nivolumab grubu, immiin hiicre 6liimiinde artig gosterdi. Kombinasyon

grubunda tiimor dokusu belirgin nekroz veya tedaviye tam yanit gosterdi.

Sonuc¢: Thymoquinone’un renal hiicreli karsinom {iizerinde anti tiimor etkisi
oldugu ve Nivolumab’in immiin hiicre 6limi etkilerini artirdifi sonucuna
vartlmigtir. Ayrica tek bagina veya kombinasyon halinde diger organlara yan
etkisi yoktur.

Anahtar Kelimeler: Renal Hiicreli Kanser, Thymoquinone, immun kontrol

noktasi inhibitorleri

Tezin sayfa adedi: 87

Damisman: Prof. Dr. Safiye AKTAS



EFFECT OF THYMOQUINONE ON EXPERIMENTAL RENAL CELL
CANCER MODELS
Doctorate Thesis
Ahmet DIRICAN
Dokuz Eylul University Health Sciences Institute
Department of Oncology

ABSTRACT
Effect of Thymoquinone in combination with Nivolumab on Experimental
Renal Cell Cancer Models
Objectives: Thymoquinone a bioactive component extracted from the seeds of
Nigella sativa, has been proved to have antiinflammatory, antioxidant properties
anti antitumor efficiency against breast, prostate, bladder, and renal cell cancer.
We aimed to investigate the synergistic cytotoxic and apoptotic effects of
thymoquinone in combination with Nivolumab, an immuno-control inhibitor,
and its mechanism in renal cell cancer models.
Materials-Methods: /n vitro studies: Cell culture was performed with renal
cancer cell line Renca, and the effects of MTT and Annexin V + PI and
thymoquinone and nivolumab were analyzed. In vivo studies: Renal cancer cells
were injected to 8-week-old male, C57BL/6 mice isubcutaneously. Groups were
formed as the control group, Thymoquinone group (1,4,7,14 days, 20 mg/kg IP),
nivolumab treatment group (1,6,13 days 10mg/kg IP) and combined
Thymoquinone and Nivolumab group. Seven animals were randomized in each
experimental group. Apoptosis/necrosis rates, immunomarkers CD4, CDS, C20,
CD34, CD68, VEGFR, PD1, PDL1, Caspase-3, Caspase-9 and gene levels; c-
kit, c-met, ICAM, E-selectin, VCAM, Tie2, Axl, Flt3, FGFR, Ret, VGFR,
PDGFR were evaluated on tumor tissue by quantitative RT-PCR.
Other internal organs were evaluated as pathological in terms of systemic side
effects. Statistical analysis was performed with the Mann Witney U test at

p<0.05.



Results: Thymoquinone showed antitumor effect in vitro and in vivo. It also
showed increase in immune cell death of Nivolumab. Tumor tissue showed
prominent necrosis or complete response to therapy in combination group.

Conclusion: It was concluded that Thymoquinone has an anti-tumor effect on
renal cell carcinoma and increases the immune cell death effects of nivolumab.
In addition, it does not have side effects on other organs alone or in combination.

Keywords: renal cell cancer, Thymoquinone, immune check point inhibitors

Page Number: 87

Advisor: Prof. Dr. Safiye AKTAS
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimlanmasi

Renal hiicreli kanser (RCC) insidans1 1975’ten 2008’e kadar stirekli bir artig
gostermis ve 2008’den sonra bu ivmenin azaldigi goriilmiistiir. 2003-2006
yillart arasinda bes yillik sag kalim %71,3 iken bu oran 2007-2013 yillarinda
%75,3 e yiikselmistir (1). Ozellikle son 10 yilda yeni hedefleyici tedavilerin
kullanilmaya baslanmasi ile 2007-2013 yillarina ait sag kalim verilerindeki bu
iyilesmeye katkis1 oldugu asikardir. Bununla birlikte hedefleyici tedavilere
ragmen metastatik renal hiicreli kanser vakalarimin bes yillik sag kalim oranlar1
%11,6 oraninda kalmis ve plato ¢izmistir.

RCC’nin molekiiler patogenezine iliskin ilk bilgiler, Von Hippel-Lindau
(VHL) hastaliginda yapilan c¢aligmalardan gelmektedir. VHL genindeki
mutasyon sonucunda ortamda hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 alfa (HIF-1a)
birikimine neden olmaktadir. HIF-1a’nin var olan miktarin {izerinde birikmesi
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi anjiyogenezis ve hiicre
bolinmesi ile iligkili proteinleri aktive etmektedir (2). VEGF tiimor
anjiyogenezinde yer alan en 6nemli biiyiime faktoriidiir ve RCC de dahil olmak
lizere bir¢cok insan kanserinin biiylimesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle VEGF yolagin1 ve onlarin reseptorlerini hedefleyen
ajanlar RCC tedavisinde 6nemli rol listlenmistir.

Sunitinib ve pazopanib, renal hiicreli kanser tedavisinde kullanilan VEGF
reseptorleri (VEGFR-1,2,3) trombosit tiirevi biiyiime faktorii reseptorleri
(PDGFR) ve diger anjiyogenezis ile iligkili proteinlerin tirozin kinazlarini inhibe
eden tirozin kinaz inhibitérleridir (TKi). Her iki ajan da yillarda kullanilan
interferon alfa'ya gore daha yiiksek yanit oranlar1 ve daha uzun progresyonsuz
sag kalim ile iliskilendirilirken birbiriyle karsilastirildiginda ise esit etkinlik
saptanmistir (3), (4), (5).

Maalesef, VEGFR-TKI tedavisine belli bir siire sonra direng gelismektedir
(6). Klinik ¢aligmalarda bu tedavilerle orta derece progresyonsuz sag kalim 10
aylar1 gegmemektedir. VEGFR-TKI tedavisine direngte en olasi mekanizma

anjiyogenezis, invazyon ve proliferasyonda rol oynayan alternatif anjiyogenezis



yolaklarin aktive olmasidir. Bu alternatif yolaklara hepatosit biiyiime faktorii
(MET), AXL reseptor tirozin kinaz (AXL) ve Fibroblast biiylime faktor
reseptorlii (FGFR) tirozin kinazlar sayilabilir (7),(8). Faz III ¢aligmalarda bu
TKI’ler ile %100’e yakin oranda yan etki gériilerken bunlarin %71’inde derece
lic-dort diizeyinde ciddi yan etkiler olusturmaktadir. Yine ayni ¢alismalarda yan
etki nedeniyle ortalama %60 hastada doz azaltilirken %20 hastada tedavi
kesilmek zorunda kalinmistir. Tiim bu gelismelerin sonunda giiniimiizde
metastatik RCC hastalarinda anjiyogenezi hedefleyen TKI (sunitinib,
pazoponib, cabozantinib vb.) ajanlari, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag
Dairesi (FDA) ve Avrupa ilag Ajans1 (EMA) gibi kuruluslar tarafindan kabul
edilmis olup rehberler tarafindan hala standart tedavi se¢enekleri arasinda kabul
edilmektedir.

2010’lu yillarin baslarindan itibaren bir¢ok kanserde immiin kontrol noktasi
inhibitorleri ile ¢aligmalar hiz kazanmistir. Devrim niteligindeki bu gelisme
immiin kontrol noktasi inhibitdriinii bulan arastirmacilara 2018 nobel tip
odiliinii getirmistir. Kanser hiicreleri tarafindan salgilanan programli hiicre
olim ligandi-1 (PD-L1)’in, farklilasma kiimeleri-8 (CD8+) sitotoksik T
lenfositleri ilizerinde bulunan programli hiicre 6liimii-1 (PD-1) reseptoriine
baglanmas1 CD8+ sitotoksik T lenfositlerini inhibe etmektedir. Bu mekanizma
kanserin immiin sistemden kag¢is mekanizmalarindan birisi olarak bilinmektedir.
Kanserin CD8+ T lenfositler iizerindeki fren mekanizmasi immiin kontrol
noktasi inhibitdrleri ile ortadan kaldirilmakta ve sonug olarak kanser hiicreleri,
lenfositler tarafindan dldiirtilmektedir.

Immiin kontrol noktas1 inhibitérleri RCC’nin de i¢inde oldugu mutasyon
yiikii fazla olan kanserlerde standart tedavilere goére belirgin sag kalim fark:
olusturmustur. Ozellikle 2018 yilinda agiklanan Keynote 426, Javelin Renal 101
ve Immotion 151 isimli faz IIl ¢alismalarla beraber immiin kontrol noktasi
inhibitérlerinin anti-anjiyogenik TKi’ler ile kombine kullanimi giindeme
gelmistir. Yapilan randomize kontrollii meta analiz ¢aligsmalari ile sunitinib ile
karsilastinildiginda  immiin ~ kontrol  noktasi inhibitérleri ile  TKi
kombinasyonunun hastalarda 6liim riskini 6nemli dl¢iide azalttigi kanitlanmigtir

(9)(10). Bununla birlikte kombine ilag kullanimi beraberinde maliyet ve yan etki



gibi baz1 dezavantajlar1 beraberinde getirmektedir. Kombinasyon ¢alismalarinda
derece tig-dort yan etkiler %70-75’lere kadar ¢ikmaktadir.

Immiin kontrol noktas: inhibitorlerinin etkinligini dngdren en iyi calisiimis
belirteg PD-L1 ekspresyon diizeyidir. Ancak bu belirte¢, RCC’nin de iginde
bulundugu bazi tiimdrlerde tedavi etkinligini iyi derecede ifade etmedigi
anlagilmistir. Tiimorlerde metastaz i¢in gerekli olan anjiyogenezin aktive
olmasiyla; hiicre i¢i adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon
molekiili-1 (VCAM-1) gibi endotelyal adezyon molekiillerinin asagi regiile
oldugu gosterilmistir. Tiimorlii dokuda endotelyal adezyon molekiillerinin
azalmasi, endotel lokosit interaksiyonunu engellemekte ve sonug¢ olarak
lenfositlerin timor dokusuna infiltrasyonunu engellemektedir. Anjiyogenezisin
inhibe edilmesi 16kositlerin dokuya infiltrasyonunu saglamaktadir (11),(12). Bu
mekanizma immiinoterapi ile anti-anjiyogenez TKI ilaglarinin kombine
kullanildig1 faz III calismalarin temelini olusturmaktadir. FDA 10 Agustos
2021'de RCC’li yetigkin hastalarin birinci basamak tedavisi i¢in lenvatinib,
pembrolizumab kombinasyonunun kullanimini onaylamstir.

Pembrolizumab ile lenvatinib alan hastalarin medyan PFS'si 23,9 ay (%95
GA: 20.8, 27.7) ile karsilagtirildiginda sunitinib (HR 0.39; %95 GA: 0.32, 0.49;
p<0,0001). Objektif yanit oranlar1 %71 (%95 GA: 66, 76) ve %36 (%95 GA: 31,
41; p<0,0001); tam yanit oranlari, kombinasyon ve sunitinib kollarinda sirasiyla
%16 ve %4 idi (9).

Yaklagik 1000 y1l1 agkin siiredir dogal tirtinler klinik ¢alismalarda denenmis
olmamasmma ragmen c¢ok farkli hastaliklarin tedavisinde folklorik olarak
kullanilmaktadir. Bu dogal iirlinlerden en iyi bilinenlerden ve iilkemizde ¢orek
otu olarak bilinen Nigella sativa adl1 bitki Akdeniz lilkelerinde yaygin olarak
yetismektedir. Calismalar ¢orek otu tohumlarinin biyolojik etkinliginden major
biyoaktif komponenti (%30-48) olan Thymoquinone’dan (TQ) olusan esansiyel
yag komponentinin sorumlu oldugunu agiga ¢ikarmistir (13),(14). Klinik 6ncesi
calismalar TQ maddesinin kanser, sepsis, aterosklerosiz, diyabet ve

inflamasyonu igeren birgok hastalikta terapotik etkinligi ortaya koymustur

(15),(16).



TQ, VEGF ile indiiklenen ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK)
aktivasyonunu inhibe ederek endotel hiicrelerinin proliferatif aktivitesinde
azalmaya ve tlip formasyonu olusumunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(17). Genel olarak bu bulgular, TQ'nin, neovaskiilarizasyonun proangiyogenik
isaretlemeden endotel hiicre gocii ve tiip olusumuna kadar gerekli tim
asamalarint bozdugunu ortaya koymaktadir. Dirican ve ark. daha 6nce prostat
kanseri hiicre hatlarinda TQ’nin hem tekli hem de zoledronik asit ve dosetaksel
kemotdrapatik ilaglari ile kombine kullaniminin sitotoksik ve apoptotik etkisini
oldugunu gostermistir (18),(19). TQ nin RCC {izerine etkili oldugu klinik éncesi
caligmalarda gosterilmistir (20). TQ’nin RCC’de klinik 6ncesi modellerde
anjiyogenezis ve timor lenfosit infiltrasyonu {izerine etkileri ve ayrica
immiinoterapi ile birlikte olasi sinerjik etkileri ¢alisilmamaistir.

(Caligmalarda TQ nin anti kanser ilaglarin terdpatik etkilerinin artirilmasinin
yaninda kemoterapinin normal doku tizerindeki olumsuz etkilerini azalttig
gosterilmistir (21). Bununla birlikte TQ’nin immiin kontrol noktasi
inhibitorlerinin normal dokular iizerindeki zararli etkilerini Onleyici etkisi
olduguna iligkin literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Sonu¢ olarak RCC
tedavisinde bugiin i¢in daha az toksik etkili yeni kombinasyonlara ihtiyag
bulunmaktadir.

(Caligmamizda anti kanser ve anti toksik etkileri bilinen TQ’nun, olusturulan
RCC modelinde in vitro ve in vivo modeller iizerinde immiin kontrol noktas1
inhibitorii olan Nivolumab (NV) ile kombine kullanimin anjiyogenezis etkisini
ve timor infiltre lenfostiler lizerinden ise sinerjik, sitotoksik ve apoptotik
etkilerini gdstermeyi planladik. Ayrica TQ’nin immiin kontrol noktasi
inhibitorlerinin diger organlar lizerindeki olasi toksik etkilerini engelleyici

ozelligini aragtirmay1 planladik.

1.2. Calismanin Amaci

Calismada oOncelikli olarak RCC modelinde TQ ve NV’nin sitotoksik ve
apoptotik etkisinin arastirilmasi planlanmustir. Ikincil olarak; in vitro bilgiler

1s181inda in vivo RCC modellerinde apoptotik etkinin olasi mekanizmalarini



aciklamaktir. Ayrica, kullanilan ajanlarin anti tiimoral etkisinin yani sira

organlar iizerinde toksik etkili olmadigin1 gostermek amaclanmistir.

1.3. Calismanin Hedefleri

Bu caligmadaki hedefler RCC’de NV ve TQ kombinasyonun;

RCC hiicre hatlarinda TQ-NV’1n sinerjik sitotoksik ve apoptotik etkilerini
incelemek.

Hiicre hatti ile olusturulacak olan BALB/C tiimor modelinde TQ ve NV’nin
tekli ve kombinasyon dozlar1 uygulanarak ilaglara verilen tiimor yanitlarinin
ortaya konulmasi.

Protein ve gen diizeyinde anti-tiimor etkinligin olast mekanizmlarin
aydinlatilmasi

Deney hayvan1 modelinde mevcut ajan kombinasyonunun giivenirligini
ortaya koymak

Ayrica literatiire immiinoterapi ile kullanilabilecek etkin ve daha giivenilir

bir molekiili literatiire sunmaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Renal Hiicreli Kanserde Epidemiyoloji, Etiyoloji ve Olas1 Risk
Faktorleri

Kiiresel olarak, RCC insidans1 bdlgeden bdolgeye biiylik farkliliklar
gostermektedir (22); en yiiksek oranlar Cek Cumhuriyeti ve Kuzey Amerika'da
gozlenir (23). ABD’de her yil RCC'den yaklasik 80.000 yeni vaka ve yaklagik
14.000 olim gerceklesmektedir(24). Diinya ¢apinda, bobrek kanseri nedeniyle
yilda 400.000'den fazla yeni RCC wvakast ve 170.000'den fazla Oliim
kaydedilmektedir (25).

RCC, erkeklerde kadinlara gore yaklasik iki kat daha yaygindir (24). RCC,
agirlikl olarak yasamin altinci ila sekizinci 10 yilinda ortaya ¢ikar ve medyan
tan1 yas1 64 yas civarindadir; 40 yasin altindaki hastalarda olagandisidir ve
cocuklarda nadirdir (26),(27),(28). 2009 ile 2015 yillarim1 kapsayan Ulusal
Kanser Enstitiisii (NCI) Siirveyans, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar (SEER)
kayitlarindan elde edilen verilerde bobrege lokalize hastaliin %65, loko-
rejyonel hastaligin %17, metastatik hastaligin %16, evresi belirlenmemis
hastaligin ise %3 oldugu bildirilmistir (29).

Bobrek kanserli hastalarin bes yillik sag kalim orani, 1954'te %34'ten
1996'da %62'ye ve 2009'dan 2015'e %75'e ¢ikarak son 60 yilda ikiye
katlanmistir (29),(30),(31),(32). RCC insidansi1 6liim oranindan {i¢ kat daha fazla
artmistir (1). Bu iyilestirilmis sagkalim ve vaka-6liim orani, ¢ogunlukla bu
tiimorlerin daha kiiclik boyutlarda (<4 cm) erken saptanmasi ve kiiratif cerrahi
tedaviden kaynaklanmaktadir (31).

Bir ¢ok kanserde oldugu gibi sigara, hipertansiyon ve obezite RCC risk
faktorleri arasinda yer almaktadir (33),(34),(35),(36). RCC gelisiminde en
onemli risk faktorii olarak edinilmis bobregin kistik hastalig1 ve kronik bobrek
hastalig1 yer almaktadir. Bobregin edinilmis polikistik hastaligi olan ve diyalize
giren hastalarda RCC gelisme riskinin genel popiilasyona gore 30 kata kadar
daha fazla oldugu tahmin edilmektedir (37). Kronik diyaliz hastalar1 arasinda
edinilmis kistik hastalik insidansi yaklasik %35 ila 50'dir ve bu hastalarin
yaklasik %6'sinda RCC gelistigi bildirilmistir (38). RCC riski ile iligkili



tamimlanmis diger risk faktorleri arasinda kadmiyum, asbest ve petrol yan
trtinleri gibi toksik bilesiklere mesleki maruziyet, kronik analjezik kotiiye
kullanimi, genetik faktorler, kronik hepatit C enfeksiyonlari, alkol kullanima,

bobrek taslar1 ve diyabet sayilabilir (39-44).

2.2. Renal Hiicreli Kanserin Patolojik Simiflandirmasi

Onceden, RCC'ler hiicre tipi ve biiyiime sekline gore siniflandirilirdr (45).
Bu simiflandirma, farkli adenokarsinom tiirlerinin morfolojisini, biiyiime
modelini, koken aldig1 hiicresini, histokimyasal ve molekiiler temelini daha
dogru yansitacak sekilde degistirilmistir (46),(47),(48). RCC'nin birkag farkli
alt tipi tanimlanmugtir:

Bu alt tipler arasinda; Berrak hiicreli (tiimorlerin % 75-85'1), Papiller
(kromofilik; %10-15), Kromofob (%5-10), Onkositik (% 3-7), Toplayici kanal
(Bellini kanali; ¢ok nadir), Translokasyon renal hiicreli karsinom (nadir) yer
almaktadir. RCC'lerin %5 kadar1 siniflandirilmamis olarak kabul edilir ve bu
tiimorlerin berrak hiicreli kanserlere kiyasla daha kotii bir prognoza sahiptir (49),
(50).

Sarkomatoid 6zelliklere sahip tiimorler, RCC'nin herhangi bir histolojik alt
tipinde sarkomatoid farklilasmasi goriilebildiginden ayri bir alt tip olarak kabul

edilmez.

2.3. Renal Hiicreli Kanser Evreleme

RCC evrelemesinde Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) evreleme
sistemi olan tiimdr-nod-metastaz (TNM) simiflamasi kullanilmaktadir (49).
AJCC 2017 evreleme sisteminin giincel 8. versiyonu Tablo 1’de verilmistir. Bu
sistemde bobrege smirli tiimorler biiyiikliiklerine gére T1 veya T2 olarak
siiflandirilir. T3 tiimorler renal ven veya perinefrik dokulara uzanip, ancak
Gerota fasyasinin Otesine gegmez, T4 tiimorler ise ipsilateral adrenal beze
dogrudan yayilim dahil olmak {izere Gerota fasyasinin otesine uzanmaktadir.

Nodal ve uzak metastazlar basit¢ce yok veya var olarak siniflandirilir.



Tablo 1. AJCC evreleme sistemine gore (8. versiyon 2017) RCC’de TNM
simiflamasi

T: Primer Tiimor
Tx: Degerlendirilemeyen primer timor
TO: Primer tiimor bulgusu yok
T1: Tiimdr en bilylik boyutu <7 cm, bobrekle sinirh
T1a:Tiimdr en bilylik boyutu <4 cm, bobrekle sinirh
T1b:Tiimor >4 cm ama en biiyiik boyutu <7 cm, bobrekle sinirlt
T2: Tiimdr >7 cm en biiyiik boyutta, bobrekle sinirl
T2a: Tiimor >7 cm ama en biiyiik boyutu <10 cm, bobrekle sinirh
T2b: Tiimor >10 c¢cm, bobrekle sinirl
T3: Tiimor major venlere veya perinefrik dokulara uzaniyor, ancak ipsilateral adrenal beze ve
Gerota fasyasini asmamaktadir
T3a: Timdr renal vene veya onun segmental dallarina yayiliyor veya pelvikalisiyel
sistemi invaze ediyor veya perirenal ve/veya renal siniis yagini invaze ediyor ama Gerota

fasyasinin 6tesine gegmiyor

N: Bolgesel Lenf Nodlar:
Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemez
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Boleesel lenf diigiimlerinde metastaz

M: Uzak Metastaz
MO: Uzak metastaz yok
M1: Uzak metastaz

2.4. Renal hiicreli karsinom tedavisi

RCC'li bir hastaya ilk yaklagimda, hastaligin yayginliginin yani sira
hastanin yasi1 ve ko-morbiditesi dikkate alinmalidir. Tiim tiimorlerde oldugu gibi
oncelikle hastalik acisindan lokalize hastalik (evre I, II ve III) veya ileri evre

hastalik ayrimi yapilmalidir.

2.4.1. Lokalize Bobrek Hiicre Karsinomu Tedavisi

Metastazi olmayan RCC’li hastalarin ¢ogunda cerrahi tedavi kiiratiftir. Bu
nedenle evre I, II ve I1I hastalig1 olan hastalar i¢in cerrahi tercih edilen tedavidir.

Cerrahi tedavide radikal nefrektomi gerektirebilir, ancak uygun sekilde se¢ilmis



hastalarda renal parankimi korumak icin parsiyel nefrektomi tercih edilir.
Cerrahi prosediiriin se¢imi, hastaligin yayginligina ve ayrica yas ve ko-morbidite
gibi hastaya 6zgii faktorlere baglidir. Cerrahi, geleneksel bir yaklagimla veya
laparoskopi gibi minimal invaziv bir yaklagimla gerceklestirilebilir. Cerrahi
olarak c¢ikartilabilir bir primer timoér ve es zamanh tek metastaz ile basvuran
dikkatli se¢ilmis hastalarda, metastazin cerrahi rezeksiyonu, radikal nefrektomi
ile kiiratif olabilir.

Diger ablatif prosediirler (6rnegin, kriyoterapi, radyofrekans ablasyon),
cerrahi aday1 olmayan nispeten kiigiik bobrek kitleleri olan hastalar i¢in 6nemli

bir alternatif olabilir.

2.4.2. Adjuvant Tedavi

Giiniimiize kadar RCC’nin adjuvant tedavisi icin TKI’ler yeterli basariy
saglayamamigtir. Sunitinib ile yapilan caligmalarda genel sag kalim avantaji
saglanmazken hastaliksiz gegen siirede 1liml1 iyilesme goriilmiistiir. Beraberinde
getirdigi toksisite ve maliyet diisiiniildiiglinde tedavi rehberlerinde 6n planda

Onerilmemektdir.

Bununla birlikte KEYNOTE-564 faz III ¢alismasinda orta-yliksek veya
yiiksek hastalik niiksii riski i¢in patolojik kriterleri karsilayan hastalar i¢in, bir
y1l adjuvan pembrolizumab kullanimi hastaliksiz sag kalim avantaji saglamistir
(51). Bu verilere dayanarak FDA, nefrektomiyi takiben orta-yiiksek veya yiiksek
rekiirrens riski olan veya nefrektomi ve metastatik lezyonlarin rezeksiyonu
sonrasinda RCC'li hastalarin adjuvan tedavisi i¢in pembrolizumab i¢in onay

vermistir (52).

2.4.3. ileri Evre Bobrek Hiicre Karsinomu Tedavisi

Evre I ila III RCC’de cerrahi rezeksiyon her ne kadar kiiratif bir yaklagim
olsa da hastalarin tigte biri niiks etmektedir. Ek olarak, RCC'li hastalarin yaklasik
yiizde 15'1, cerrahinin kiiratif olmadig1 lokal olarak ilerlemis veya metastatik
RCC ile bagvurur. lerlemis veya metastatik RCC’li hastalarda hastaligin dogal
seyri, hastaligin klinik, patolojik, laboratuvar ve radyografik 6zelliklerine bagh

olarak birkag aydan birkag yila kadar degisebilir.



PD-1 yolagini ve/veya sitotoksik T lenfosit ile iligkili antijen 4'i (CTLA-4)
hedefleyen kontrol noktas1 inhibisyonu, berrak hiicre dahil bir¢ok malignitelerin
tedavisinde onemli bir rol almistir. Anti PD-1 antikoru NV ve anti CTLA-4
antikoru ipilimumab’in kombinasyonu, orta ve diisiik riskli hastalarin
tedavisinde yer almaktadir (53),(54). Tek ajan olarak NV ayrica, birinci basamak
anti anjiyogenik tedaviden sonra progresyon gosteren hastalarda genel sagkalim
(OS) yarar1 gostermistir (55),(56). Kombine immiinoterapiye ilave olarak anti
anjiyogenik tedaviler, ileri veya metastatik RCC’li hastalarda immiinoterapi
kombinasyonlar1 gibi kabul gérmiis tedavilerdir. OS yarar1 ile bu tiir
kombinasyonlarin 6rnekleri arasinda pembrolizumab art1 axitinib, cabozantinib
artt NV ve lenvatinib art1 pembrolizumab bulunmaktadir.

Mevcut baska bir kombinasyon olarak avelumab arti axitinib de
mevcuttur. NV arti ipilimumab gibi kombinasyonlara kiyasla anti-
VEGF/immiinoterapi kombinasyonlarmin roliinii tanimlamak i¢in randomize
caligmalardan elde edilen olgun sonuglara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica,
sonuglarin, az ya da ¢ok yarar saglama veya ciddi toksisite yagama olasilig1 olan
belirli hasta alt gruplart olup olmadigimi analiz edilmesi gerekmektedir.
Kombinasyon tedavisi ile ilgili ¢oziilmesi gereken dnemli konular arasinda, bu
tiir denemelerle gozlemlenen herhangi bir iyilestirilmis etkinligin sinerjistik mi
yoksa basitce katki maddesi mi oldugu ve bu ajanlarin sirali kullanimiyla benzer
sonuglara ulasilabilecegi yer almaktadir. Kombinasyon tedavilerinde 6nemli ek
konular ise, farklt kombinasyon rejimleri ile iliskili nispi etkinlik ve toksisiteyi
ve birden fazla ajanin ayni anda kullanilmasindan kaynaklanan ilag

maliyetlerindeki artis1 igerir.

2.5. Renal Hiicreli Kanser Tedavisinde Prognozun Onemi

[lerlemis hastalig1 olan hastalar icin tedavi segimi, tarihsel olarak cephe hatt:
vaskiiler endotelyal biiyiime faktdrii reseptorii (VEGFR)- TKi’ler caginda
gelistirilen prognostik risk faktorlerine dayanmaktadir. Uluslararast Metastatik
Bobrek Hiicreli Karsinom Veritabani1 Konsorsiyumu (IMDC) prognostik modeli
alt1 olumsuz faktorii igermektedir (57).

Bu risk faktorleri;

eKarnofsky performans durumu (KPS) <yiizde 80
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eTanidan tedaviye kadar gegen siire <1 yil

eHemoglobin konsantrasyonu normalin alt sinirindan daha diisiik

e Serum kalsiyumu normalin iist sinirindan fazla

o Notrofil sayisi normalin iist sinirindan fazla

ePlatelet sayis1 normalin {ist sinirindan fazla

Bu risk faktorlerinden higbirine sahip olmayan hastalar olumlu risk, bir veya

ikisine sahip olanlar orta riskli ve li¢ veya daha fazlasina sahip olanlar kotii risk
olarak kabul edilir. Klinik arastirmalarda NV art1 ipilimumab kombinasyonu orta
ve kotii risk faktorlerde iyi bir etkinlik gosterirken iyi risk faktorlii hastalarda
VEGF TKI olan sunitinib den verileri daha kétii gikmustir. Diger immiinoterapi
art1 VEGF TKI kombinasyonlari tiim risk faktorlii hastalarda etkin bulunmustur.
Bununla birlikte iyi risk faktérlii hastlarda tek ajan VEGF TKI tedaviside etkin
oldugunu gosterir veriler bulunmaktadir. Bu nedenle IMDC prognostik
kriterlerinin kombinasyon tedavileri belirlemede immiinoterapi ¢agindaki 6nemi
heniiz tam olarak belirlenmemistir. Alternatif immiinoterapiye dayali prognostik
kriterlerin yoklugunda, bu kriterler hastalar1 risk smiflandirmak i¢in klinik
caligmalarda ve klinik kilavuzlar tarafindan tedaviyi yonlendirmek igin

kullanilmaya devam etmektedir (58).

2.6 Thymoquinone

Yaklagik 1000 yili gegkin siiredir dogal iiriinler bilimsel dayanagi
olmamasina ragmen cok farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
dogal iirlinlerden en iyi bilinenlerden olan ve iilkemizde ¢orek otu olarak bilinen

Nigella sativa adl1 bitki Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak yetismektedir (Sekil
1).

Sekil 1. Nigella Sativa Bitkisi
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Calismalar ¢orek otu tohumlarinin biyolojik etkinliginden pre-dominant
(ylizde 30-48) TQ’den olusan esansiyel yag komponentinin sorumlu oldugunu
aciga cikarmistir (13),(14). TQ ekstraksiyon ile elde edildikten sonra (59) bu
bilesigin kanser, sepsis, aterosklerosiz, diyabet ve inflamasyonu igeren bir ¢ok
hastalikta terapdtik etkinligi calisilmistir. Bu ¢aligmalar TQ nin bir ¢ok farkli
etkilerini ortaya koymustur (Sekil 3)(60). Bununla birlikte kansere karsi etkinligi

icin yeterli kesin kanit bulunmamaktadir.

O CH;
CHs

HaC
0

Sekil 2. TQ’nin kimyasal yapis1

12



Enhancement of

chemo-drugs
Tumour
suppressors % f

Cell cycle ¢ @
arrest Thymogquinone :

Pro-inflammatory
cytokines/mediato Anti-oxidant

enzymes

G &5

/ : PPAR-y
Anti-
proliferation
Chemo-drugs
Anti-metastasis and toxicity protection
anti-angiogenesis

Sekil 3. TQ’nin kanser ve inflamatuvar hastaliklardaki etki mekanizmalari

2.6.1 Thymoquinone anti kanser etkileri

Bu bilesigin en temel olarak aciklanan bazi anti kanser etkileri
bulunmaktadir. Bunlar;

e Anti proliferatif etkileri

e Kanser hiicrelerinde hiicre siklusu iizerine etkileri

e Pro-apoptotik etkileri

e Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) {izerinden etkileri

e Kemoterapdtik ilaclarla kombinasyonunda sitotoksik etkilerinin arttirilmasi

e In vivo kemopreventif ve kemoterapétik etkinlikleri

e Metastaz ve anjiyogenezis iizerine etkileri

e Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ve diger potansiyel yolaklar
tizerine etkileri

e Anti proliferatif etkileri: Bu bilesigin glioma/glioblastoma, meme kanseri,
16semi, akciger kanseri, kolorektal kanser, pankreatik kanser, osteosarkoma,

prostat kanserini igeren bir ¢ok farkli kanserin biiylimesini inhibe ettigi
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gosterilmistir (60), (61), (62),(63), (64) . Ayrica bu bilesigin kanserli
olmayan hiicreler iizerine ise ¢ok az bir etkisi oldugu gosterilmistir (60),
(63),(65).

Kanser hiicrelerinde hiicre siklusu iizerine etkileri: Hiicre siklusunun
GO0/G1 fazini, G1 den S fazina geg¢isi, G2/M fazin1 durdurcu etkileri birgok
kanserde gosterilmistir. Bu etkileri siklin D1°de azalma, p16 ekspresyonun
artigl, p53 regiilasyonu, sikilin bagimli kinaz-4 (Cdk-4), siklin bagimli
kinaz-2 Cdk-2 ve siklin A aracili@i ile gergeklestigi caligmalarda
gosterilmistir (64), (66), (67).

Pro-apototik etkileri: Kematerdpatik ilaclarin apoptosizi indiiklemesi
kanser tedavisindeki etkinligin belirlenmesinde énemli bir faktordiir (65).
TQ’nun apoptozisi, p53 bagimli ve p53 bagimsiz yoldan indiikledigi
gosterilmigtir. HCT116 insan kolorektal kanser hiicrelerinde Bcl-2
inhibisyonu ile birlikte p53 ve p21 up-regiile oldugu bulunmustur (64).
Benzer sekilde birgok kanserde benzer pro-apoptotik etkiler gdsterilmistir.
Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) iizerinden etkileri: En son ¢alismalarda
TQ’nun ROS iiretimi ile apoptosizi indiikledigi gosterilmistir. ROS tiretimi
Akt Kinaz (AKT) aktivasyonunun inhibisyonuna neden olarak apoptosizi
inhibe etmektedir (68).

Kemoterapotik ilaglarla kombinasyonunda sitotoksik etkileri
artirabilir: Kemoterapotik ilaglarla kombine edildigi zaman sitotoksik
etkileri artirmaktadir. NCI-H460 kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre
hatlarinda sisplatin ile kombine edildiginde anti tiimdr etkiler artigi
saptanmustir (62). Ayni1 sekilde multipl myelomda talidomid ve bortezomib
etkilerini artirmistir(69). KBM-5 hiicrelerinde doksorubusin veya paklitaxel
ile kombine edildiginde apoptosizi arttirmaktadir (70).

In vivo kemopreventif ve kemoterapétik etkinlikleri: TQ nun anti-timor
aktivitesi farkli dozlarda fare ksenograft tiimor modellerinde aragtirilmistir.
HCT-116 hiicresi ile olusturulan ksenograft fare modelinde apoptosizi
indiikleyerek tiimor biiylimesini geciktirdigi gosterilmistir. HPAC hiicre
hatt1 ile olusturulan ortotropik fare modelinde TQ’nun, gemsitabin veya

oksaliplatin ile kombinasyonunda tiimor dokusunda B hiicreli lenfoma-
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ekstra biiyiik (Bcl-X1), survivin ve X bagl apopotoz inhibitorii (XIAP)
proteinlerinin asag1 regiilasyonunu sagladigi ve Kaspaz-3 aktivitesini
artirdig1, ayrica nodal metastaz ve lokal invazyonun azaldig1 gosterilmistir
(71).
Metastaz ve angiyogenezis iizerine etkileri: PC-3 prostat kanseri hiicre hatti
ile olusturulan modellerde tiimdr i¢inde anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir (72). Ayni ¢alismada TQ nun insan umblikal vendeki endotelyal
hiicre migrasyonu, invazyon ve tiip formasyon olusumun inhibe ettigi
gosterilmistir (72). Benzer ¢aligsmalarda farkli kanserlerde de anjiyogenezi ve
invazyonu inhibe ettigi gosterilmistir (73),(62),(74),(75). Bu etkilerinin
molekiiler mekanizmalarin agiklanmasi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag
bulunmaktadir.
Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ve diger potansiyel yolaklar
iizerine etkileri: EI-Najjar ve ark. TQ maddesinin Jun N-terminal kinaz (JNK)
ve ERK yolaklarinda, ilgili proteinlerin fosforilasyonu artirarak aktive edip,
apoptosiz ve oksidatif stresi arttirdigini gostermistir (63). Baska bir ¢alismada
ise TQ ile tedavi edilen FG/COLO357 hiicre hatlarinda Mucin-4’ii asag1 regiile
ederek JNK ve p38 MAPK yolagini aktive ettigi gosterilmistir (73). TQ nun
anti kanser etkileri ve MAPK rolii hakkinda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir
ve ileri caligmalarin yapilmasim1 gerektirmektedir. Ek olarak, TQ’nun
peroksizom proliferator-aktifleyen reseptor (PPARs) aktivitesini indiikledigi
bulunmustur. Bu reseptdriin alt grubu olan PPAR-g ise, bazi ¢caligmalarda anti
kanser mekanizmalarda anahtar roldedir. Yine TQ’nun, MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde bu reseptorii indiikledigi gosterilmistir(74). TQ nun epigenetik
integratorii olan ubikutin benzeri yiizikk parmak-1 (UHRF1)’in yeniden
ekspresyonu, siklik niikleotid fosfodiesteraz (PDE1A)’ nin asag1 regiilasyonu,
20S proteozom inhibisyonu , p53 ve Bcl-2 iligkili x proteini (Bax)
akiimiilasyonu diger anti kanser etkileridir (75),(76),(77).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari

RCC hiicre hatt1 olan Renca hiicresi, sekonder bir hiicre hatti olup -80°C’de
muhafaza edildi. Renca hiicresini kiiltiire etmek i¢in Roswell Park Memorial
Institute 1640 ortami (RPMI 1640) (Cat No: E0500-360, Cegrogen) kullanildi.
Ortamin igerisine yilizde 20 Fetal Bovin Serum (FBS) (Cat No: FBS-ES-12A,
Capricorn), yiizdel L-glutamin 200mM (Cat No: K0100-670, Cegrogen) ve
yiizdel Penisilin/Streptomisin 100x (Cat No:PS-B, Capricorn) eklenerek
komplet ortam haline getirildi. -80°C’den ¢ikartilan hiicre hizla ¢ozdiiriildi ve
temiz, steril 25 cm?’lik flaska 5 mL komplet RPMI 1640 eklenerek, flaska hiicre
ekildi. Ardindan yiizde 5 CO’li 37°C inkiibatdr igerisinde inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin, flaskin yiizeyine tutunma gosteren hiicrelerin olup olmadigi
151k mikroskobunda kontrol edildi. Tutunan hiicrelerin konfluensi orani yiizde
70-80°e geldiginde hiicreler pasajlandi. Bunun i¢in 25 ¢m?’lik flaskta tutunan
hiicrelerin ortam1 tamamen uzaklastirildi ve lizerine 2 mL Tripsin/EDTA yiizde
0,05 (Cat No: TRY-1B, Capricorn) eklendi ve yiizde 5 CO>’li 37°C inkiibatore
kaldirilip bes dakika bekletildi. Bekleme siiresinin ardindan Tripsin/EDTA ile
kaldirilan hiicreler, temiz ve steril 15 mL’lik falkonda toplandi ve 1500 rpm’de
5 dakika boyunca santrifiij edildi. Ardindan siipernatant uzaklastirildi ve dipte
kalan pellet 1 mL ortam ile sulandirildiktan sonra thoma lam1 yardimai ile sayim
yapildi. 2.1 x 10° hiicre olacak sekilde 75 cm?’lik flasklara ekim yapildi.
Pasajlama islemine, iki giinde bir hiicrelerin yogunlugu kontrol edilerek devam
edildi. Ayrica hiicreler, daha sonraki adimlarda kullanilmak {izere

dimetilsiilfoksit (DMSO) ile dondurularak -80°C’de stoklandi.

£33 PRI T

Sekil 4. Konfluent olan Renca hiicresi
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3.2 MTT Canhhlik Analizleri

Canlilik testlerini  gergeklestirmek igin  (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) (MTT) (Cat No: A2231, Panreac AppliChem)
reaktifi kullanildi. 96 kuyucuklu plaklara, her bir kuyuda 10* hiicre olacak
sekilde 200 pLve 6 tekrarli Renca hiicresi ekildi ve yiizde5 CO;’li 37°C
inkiibatorde inkiibe edildi. Ertesi giin, TQ ve NV’1n farkli konsantrasyonlarda
dozlar1 hazirlandi. TQ i¢in dozlar 5 pm, 10 pm, 20 pm, 40 pm, 60 pm, 80 pm
ve 100 pm’dir. NV i¢in dozlar 1 pm, 5 pm, 10 pm, 20 pm, 40 pm, 80 pm, 160
pm ve 200 um’dir. Her bir doz, kuyu basina 100 pL olacak sekilde, yiizde 1
FBS igeren RPMI 160 ortaminda seyreltilerek taze hazirlandi. Konfluent olan
hiicrelerin iizerindeki kiiltiir ortamlar1 c¢ekilerek uzaklastirildi. Daha sonra
hiicrelerin tizerlerine TQ ve NV dozlar1 eklendi. Kontrol olarak belirlenen
kuyulara yiizde 1 FBS igeren RPMI 1640 ortami verildi. 24, 48 ve 72 saat ajan
denemeleri i¢in ayr1 ayr1 96 kuyucuklu plaklar ile ¢aligildi.

kontrol 1

200 20
TQ — 40¢ 40 —~
60 80

NV

806G 160
100, 200

Sekil 5. MTT Testi

(TQ ve NV’nin farkli doz konsantrasyonlari ile gerceklestirildi.)

24, 48 ve 72. saatlerin sonunda hiicrelerin iizerine 10 pL MTT ajan1 eklendi.
MTT eklenen plaklar yiizde5 CO>’li 37°C inkiibator icerisine konuldu ve dort
saat bekletildi. Bekleme siiresinin sonunda, kuyulardan 50 pL ortam
uzaklastirilip, 50 pL. DMSO eklendi ve formazan kristallerinin ¢okmesi igin
plaklar tekrar ylizde5 CO;’li 37°C inkiibatore konuldu. 15 dakika bekletildikten
sonra ELISA plak okuyucuda (Thermo, Multiskan, 51119000) 570 nm dalga
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boyunda okumalar gerceklestirildi ve absorbans degerleri alindi. Elde edilen

absorbanslardan 6rneklerin canlilii, kontrole oranlanarak verildi.

3.3. Deney Hayvami Calismalari

Caki-1 hiicreleri McCoy ortaminda kiiltiire edildikten sonra 37°C yiizde 5
CO2 inkiibatorde iiretildi. 2 adet ¢iplak fare ve C57/BL6 siyah fareye subkutan
sag yan tarafa insiilin enjektorii ile 0.3 mL inkomplet ortam i¢inde, sol yan tarafa
0.3 mL matrijel iginde 10° hiicre enjekte edildi. Timér gelisimi haftada 5 giin
takip edildi. Bir ayda tiimor olusmayinca ayni enjeksiyonlar 5x 10° hiicre ile
tekrarlandi. Bir ay sonra yine timor olugsmayinca tiglincii tekrar olarak 107 hiicre
verildi. Ugiincii ay sonunda tiimdr olusmayinca hiicre hatt1 degistirilmesine
karar verildi ve in vitro ¢alismalarda kullanilan fare kékenli Renca hiicre hatti
temin edildi.

On denemede ikinci enjeksiyonda 45 giin iginde ciplak farede tiimor
gelisimi goriildi. Yapilan literatiir giincellemesi ile TQ nun NV ile sinerjitik
etkisini daha net gosterebilmek amaciyla C57/BL6 siyah farelerde timor
denenmesine karar verildi. Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’na fare tiir degisikligi bilgisi verilip onay alind1.

C57/BL6 siyah farelerde subkutan matrijel i¢inde ikinci enjeksiyonda iki
ayda timoér 6n denemede olustu. 28 adet 4 gruba randomize edilmek {izere
C57/BL6 siyah fare kullanildi. Fareler 4’er tane kafese konuldu. Serbestge yem
ve suya ulagsmalar1 saglandi. Fareler ¢alisma siiresince oda 1sisinda (20 + 2°C) ve
12'ser saatlik aydinlik / karanlik ortaminda tutuldu. Bir hafta ortam
adaptasyonlari sonrasi ylizde 20 FBS i¢ceren komplet RPMI iginde iiretilen Renca
hiicreleri 107 adet 0.3mL matrijel iginde subkutan sol sirt yana enjekte edildi.
Timor gelismeyenlere bir ay sonra enjeksiyon tekrarlandi. Ortalama {igiincii
enjeksiyonda tiimor gelisimi goriildii. Kumpas ile 6l¢timlerde 9 mm ¢apa ulasan
timorli fareler, 4 gruptan birine randomize edilerek kimyasallar tek tek ya da
kombine olarak ya da kontrol grubu i¢in serum fizyolojik (SF) 0.1 mL hacim

icinde intraperitoneal (IP) enjekte edilmistir.
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In-Vivo Hayvan Gruplari ve Ajan Uygulamalari:

Tablo 2. Deney Hayvani Gruplari

SF uygulanan kontrol grubu.

Kontrol Grubu (n=7) IP; 1.,4.,6.,7.,10.,11.,13. giinler

TQ 20 mg/kg

TQ Grubu (n=7) IP; 1.,4., 7., 11. giinler

NV 30mg/kg

NV Grubu (n=7) IP; 1.,6.,10.,13. giinler

TQ (20mg/kg) ve NV (30mg/kg)

TQ+NV Kombinasyon Grubu IP; 1.,6.,10.,13. giinler

NV (Bristol-Myers Squibb; 100mg/10 ml injeksiyonluk flakon): Likid formu 30
mg/kg olacak sekilde kanser olusan farelerde in vivo ortam kosullarinda
implantasyon sonrasi 1., 6.,10.,13. giinlerde IP uygulandi. Bu doz daha &nceki
EMA Nisan 2015 raporunda NV i¢in fare modellerinde etkin kullanilan doz
olarak belirlenmistir (78).

Ug giinde bir tiimér voliimleri 6lgiildii. ilk ilag uygulamasinin 30. giiniinde
sakrifikasyon islemi uyguladi. Sakrifikasyon esnasinda farelerden kardiyak kan
alindi.

TQ (Sigma Cat No. 274666, 5 gram) toz halinde DMSO’da (3,5 gram 2 mL
DMSO’da) ¢oziilerek daha sonra SF ile seyreltildi. DMSO miktarinin yiizde
0,01’in altinda olacak sekilde hayvanlara IP olarak uygulandi.

Sakrifikasyon sirasinda 6rnekler, ileri analizler i¢in stoklandi. Taze tiimor
dokusundan tek hiicre stispansiyonu yapilip akis sitometri ile Annexin V (FITC
isaretli) +PI (PE okuma) ile canli hiicre apoptoz (erken ge¢) ve nekroz oranlarini
belirlemek amaciyla stoklandi. Tiimor dokularindan riboniikleik asit (RNA)
izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) caligmalarini ger¢eklestirmek
amaciyla yedek dokular alind1 ve hizla yiizde bir antibiyotik iceren RPMI 1640
dondurma ortamina konulup -80 °C’de stoklandi. Histopatolojik analizler igin

timorin bir kismi kasetlenerek formolde saklanda.
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3.4 Histopatolojik Incelemeler

Fare dokularmin ¢ikarilmasini takiben dokular kaset icerisinde yiizde 10
formole alinip fikse edildi. Uygulanan fiksasyon siiresi en az 24 saat olmak
tizere, dokular formol igerisinde en az bir gece bekletildi. Dokularin tespitinden
sonra doku takibine baglandi. Doku takibi otomatik sistem doku takip cihazinda
(RVG-1, Intelsit) gergeklestirildi. Doku takip prosediirii asagidaki gibidir (Tablo
3).

Tablo 3. Uygulanan doku takip prosediirii

ADIM SOLVENT SICAKLIK
01 %70 Alkol 0
02 %90 Alkol 0
03 %96 Alkol 1 0
04 %96 Alkol 11 0
05 %100 Alkol I 0
06 %100 Alkol 1T 0
07 %100 Alkol III 0
08 Ksilen I 35
09 Ksilen II 40
10 Ksilen III 45
11 Parafin [ 60
12 Parafin II 60
13 Parafin III 60
14 Bloklama 60

3.4.1 Parafin Bloklama ve Kesit Alma

Doku takibinden ¢ikarilan dokular, 60°C’de erimis sicak parafine gomiildii
(KSA,2015). Sicak parafin bloklar, hizlica sogumasi igin soguk tablaya (KSA
2001) konuldu ve parafin donduruldu. Daha sonra, her bir bloktan lizinlenmis

lamlara kesitler alindi. Doku kesitleri, Leica mikrotom cihazinda (RM2125) bes
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mikron inceliginde kesildi. Daha sonra lamlar en az bir gece kuru etiivde 60°C’de

bekletildi.

3.4.2 Hematoksilen & Eozin Boyama

Hematoksilen-eozin boyanacak olan lamlar, oncelikle lam sepetine
yerlestirildi ve 30 dakika ksilolde bekletildi. Ksilol sonrasinda, dokularin
kurumasina da izin vermeden tiim ksilol uguruldu. Lamlar daha sonra yiizde 100
etil alkol igerisinde bes dakika bekletildi. Daha sonra yiizde 80 etil alkole alind1
ve bes dakika bekletildi. Alkol serisinin en sonunda yiizde 60 ve yiizde 40 alkol
serilerinde sirayla bes dakika daha bekletildi. Daha sonra distile su ile yikama
yapildi ve lamlar Hematoksilen (Tek-Path,160146) icerisine alind1 ve iki dakika
bekletildi. Siirenin sonunda lamlar iki kez ve ikiser dakika ¢esme suyu ile
yikandi. Daha sonra lamlar Eozin Y yiizde 1 (Tek-Path,12647) icerisine alind1
ve bir dakika kadar boya igerisinde bekletildi. iki kez ikiser dakika ¢esme suyu
yikamasi ardindan, iki dakika distile su igerisine alind1 ve yikama islemi
tamamlandi. Artan alkol serisi (ylizde 40, yiizde 60, yiizde 80, ylizde 100)
uygulandiktan sonra tiim lamlar seffaflama ksilolii igerisine alind1 ve 30 dakika
bekletildi. Ksiloliin ugurulmasi beklenmeden lamlar entellan ile {izerine lamel

kapatilarak mikroskobi i¢in hazir hale getirildi.

3.4.3 immiinohistokimyasal Boyamalar

Kesit alinan lamlar, immiinohistokimyasal boyama (IHK) i¢in 6n hazirliga
tabi tutuldu. Bunun ig¢in;
Tiim lamlarin ylizeyine metanol damlatildi ve 10 dakika bekletildi.
Kuruduktan sonra yiizde 10 formolde 10 dakika bekletildi.
Distile suda bes dakika yikandi.

Lamlar daha sonra, yiizde 3 H>O»> igerisinde 10 dakika bekletildi. Distile su ile
bes dakika, PBS ile ii¢ dakika yikandiktan sonra bir damla inhibitor blokan
damlatild1 ve bes dakika bekletildi. Lamlara boyanacak olan primer antikorlar
(CD20 (SantaCruz, sc-393894), CD4 (Bioss, Bs-0647R), CD8 (Bioss, Bs-
0648R), CD68 (SantaCruz sc-17832), VEGFRI1 (Abcam, ab283654), PDI
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1)

2)
3)

4)

5)

(Abcam, ab237728), PDL1(Abcam ab205921), CASP3 (Abcam, ab32351),
CASP9 (Abcam, ab32539)), 100 pL distile suya 0.5 pL antikor gelecek sekilde
seyreltilerek lamlarin iizerine kondu. iki saat bekletildi. Iki saatin sonunda
damlar PBS ile bes dakika yikandi ve daha sonra sekonder HRP antikor
(OmniMap anti-Rt HRP, 760-4311) eklendi ve 30 dakika bekletildi. Bekleme
stiresinin sonunda PBS ile bes dakika yikandi. Lamlara, yiizde 3 H>O» ile
karistirilarak bir damla DAB boyasi (ChromoMap DAB kit, 760-159) damlatild1
ve on dakika bekletildi. Cesme suyu yikamasi ardindan distile su ile yikanan
lamlar, artan alkol serisinden ikiser dakika tutulduktan sonra kurutuldu.

Seffaflama ksiloliinde bir saat bekletildi. Daha sonra lamlar entellan ile kapatildi.

3.5. Apoptoz/Nekroz Oranlarinin Belirlenmesi

Apoptoz, birden fazla olayin bir sinyal dizisi gibi gergeklestigi ve farkl
noktalarini1 degerlendirmek i¢in birgok firsat saglayan siirectir. Bu siireg, akis
sitometrik olarak degerlendirilebilmektedir. Farkli apoptotik evrelerdeki
hiicreler Annexin V ve propidyum iyodiir (PI) kullanilarak ayirt
edilebilmektedir.

Akis sitometrik apoptoz tayininde BD Accuri C6 fakii sitometri cihazi ve
Biolegend FITC Annexin V Detection Kit with PI (Katalog No: 640914)

kullanildi. Yontemin basamaklart asagidaki gibidir:

Apoptoz degerlendirmesine alinacak hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de on
dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonras1 iist kisim atildi. Pellet 500 ml PBS ile iki kez yikandi.
Yikama sonras1 yapilan santrifiij sonrasinda elde edilen pellet 200 pL Annexin
Binding Buffer (1X) soliisyonu ile resilispanse edildi.

Resiispanse edilen hiicreler, tiip bagina 1 x 10° hiicre olacak sekilde iki tiipe
boliindii. Tiiplerden birisi boyanin konmadigi i¢ kontrol olan “Unsatined” tiipti,
diger ise boyanacak hiicreler olan “Stained” tiiptidiir.

Boyanacak hiicrelerin bulundugu “Stained” tiiplerine 5 uL Annexin V-FITC
ve 5 uL PI boyalar1 eklendi.
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6)

7)

8)
9)

Nazik¢e vortekslendi, oda sicakliginda ve karanlikta 15-20 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrast tiim tiiplerin iizerine 400 uL Annexin Binding Buffer (1X)
eklendi.

Hiicrelerin kiimelenmesini engellemek adina tiipler filtre edildi.

Annexin V-FITC (494 nm Eksitasyon dalga boyu, 518 nm emisyon dalga
boyu) FL-1 kanalinda, PI (535 nm Eksitasyon dalga boyu, 617 nm emisyon
dalga boyu) ise FL-2 kanalinda flow sitometrik okutulmas1 yapildi.

10) Okutma sonucunda Annexin V-FITC ve PI baglanmamus hiicreler canli, sadece

annexin V-FITC baglanmis hiicreler erken apoptotik, sadece PI baglanmis
hiicreler nekrotik ve hem annexin V-FITC hem de PI baglanmis hiicreler geg

apoptotik olarak degerlendirildi.

3.6 Molekiiler Analizler

3.6.1 Dokudan RNA izolasyonu

Doku ornekleri, mekanik dagitici yardimiyla homojen hale getirildikten
sonra, dokularin iistline 200 pL Tissue Lizis buffer ve 40 pL Proteinaz K
eklenmis ve 37°C de gece boyunca inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon siiresinin
ardindan, High Pure RNA Isolation Kit (Roche, 11828665001) kiti kullanilarak
izolasyona baslandi. Dokularin iistiine 100 puL no:1 Tissue Lysis buffer eklendi.
Daha sonra 40 pL no:2 Proteinaz K soliisyonu eklendi. Ependorflar vortekslendi
ve spin yapildi. Kuru 1s1 blogunda 85°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi.
Ornekler 1s1 blogundan cikartilip oda sicakligina getirildikten sonra {izerine 80
uL no:2 soliisyonu eklendi. Kuru 1s1 blogunda 55°C’de 30 dakika boyunca
inkiibe edildi. Ornekler 1s1 blogundan ¢ikartilip oda sicakligina getirildikten
sonra iizerine 325 pL no:3 soliisyonu ve 325 pL yiizde 100 etanol eklendi.
Pipetaj yapilarak karistirildi. Orneklerin tiimii, mikropipet ile kitin iginde
bulunan spin-kolon tiiplere alindi. Tiipler 6000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.
Altta kalan tiip ekarte edildi, kolonlar temiz yeni bir tlipe aktarildi. Tiipler 16.000
g’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Altta kalan tiip ekarte edildi, kolonlar
temiz yeni bir tiipe aktarildi. Spin-kolon tiiplerin filtrelerinin tizerine 100 uL

DNAz working solution eklendi ve 15 pL boyunca oda isisinda bekletildi.
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Orneklerin iizerine, 500 uL no:4 soliisyonu eklendi ve 6000 g’de 30 saniye
santrifiij edildi. Tlpiin altindaki stipernatant dokiildii ve filtrenin {istiine 500 pL
no:5 soliisyonu eklendi. 6000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Ikinci kez, tiipiin
altindaki siipernatant dokiildii ve filtrenin {istiine 500 pL no:5 soliisyonu eklendi.
6000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Tiipiin altindaki siipernatant dokiildii,
maksimum hizda iki dakika boyunca santrifiij edildi. Altta kalan tiip ekarte
edildi, tstte filtrenin oldugu kisimlar temiz 1,5 mL’lik ependorflarin iizerine
yerlestirildi.

Filtrelerin iizerine 50 puL no:8 Eliisyon buffer eklendi ve oda 1sisinda bir
dakika boyunca beklendi. 6000g ‘de bir dk boyunca santrifiij edildi. Filtre
kisimlari ¢ikartilip ekarte edildi. 1.5 mL’lik ependorflarda altta kalan, elde edilen
RNA’lar PCR ¢alismasinda kullanilmak tizere -80 °C’ye kaldirild.

3.6.2 cDNA izolasyonu ve PCR Analizleri

Doku orneklerinden izole edilen RNA’lar, ¢alisma oOncesi -80°C’den
cikartilip soguk bloga kondu ve eritildi. Abm cDNA kiti (abm G236)
kullanilarak RNA’larin cDNA’ya ¢evrilmesi gerceklesti. 10 uL RNA, 1 uL oligo
dt, I pL random primer, 1 pL dntp ve 1,5 pL dH2O, temiz PCR striplerine, her
ornekten ayr1 hazirlanacak sekilde birlestirildi ve 65°C’de bes dakika kuru 1s1
blogunda bekletildi. Daha sonra hemen buza konuldu. RT2, RT6 ve RT7’den 5X
buffer, total 6rnek miktarina gore hazirlandi ve miks olusturuldu. Hazirlanan
miks, 5,5uL 6rnek bagina PCR striplerine dagitildi. Boylece total konsantrasyon
20uL’ye tamamlandi. Konvansiyonel PCR cihazinda (NYXTechnik, ATC401)
cDNA’ya ¢evrim programi kullanilarak ¢evrimler yapildi.

Program dongiisli asagidaki gibi uygulanda.

25°C 10 dk

50°C 30 dk

85%C 5 dk

Siirenin sonunda ornekler buza alindi.

cDNA ornekleri, Fast Start Essential DNA Probe Master (Roche,
06402682001) kullanilarak gerceklestirildi. Buna gore, FGFR1, PDGFRB3,
VEGFR, c-Kit, c-Met, RET, AXL, Flt-3, Tie2, ICAM1, VCAMI1, E-Selectin

genlerinin Forward ve Reverse primerleri ve kontrol geni olarak ise ACTB
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kullanilarak real-time PCR gergeklestirildi. Master miks’ten 16 uL ve drnekten
4 pL kullanilarak hacim toplamda 20 uL’ye tamamlandi. Roche LightCycler
Nano cihazi kullanilarak real-time PCR yapild1.

Program dongiisii asagidaki gibidir.

e Denatiirasyon 1 Dongii, 95°C 10 dakika
e Amplifikasyon 45 Dongti,

o 95°C 10 saniye

o 60°C 30 saniye

o 72°C 1 saniye
e Sogutma 1 Dongii, 40°C 30 saniye

Analiz i¢in, relatif kantitasyon, A Ct analiz yontemi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Canlilik Analiz Sonuclar

Renca hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72. saat ajan uygulamasinda MTT
sonuclar1 Sekil 7-9 de gosterilmistir. Bu sonuglara gore hiicre canlili1 iizerine
en etkin doz olarak, TQ’nun 72. saat uygulamasinda 100 uM ve NV i¢in 72. saat
uygulamasinda 200 uM olarak tespit edildi.

100

80

60

40

20

o

TQS5Sum TQ10 TQ20 TQ40 TQ60 TQS8O0 TQ100 NV 1 NV5 NV10O NV20 NV40 NVS80 NV 160 NV 200
um UM um UM um um um UM um um UM um umMm um

Sekil 6. ilag uygulamalar1 Renca hiicre hatlarinda 24. saat MTT analiz sonucu

RenCa 48 s MTT analizi

NVl N\IS

TQ5um TQ10 TQ20 TQ40 TQ60 TQS80 TQ100 NV 10 P\\. ’0 NV40 NVEO NV 160 NV 200
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Sekil 7. ilag uygulamalar1 Renca hiicre hatlarinda 48. saat MTT analiz sonucu
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Sekil 8. ilag uygulamalar1 Renca hiicre hatlarinda 72. saat MTT analiz sonucu

4.2. Apoptozis/Nekroz Sonuglari

MTT analizinde belirlenen dozlara gére NV ve TQ tekli ve kombinasyon
uygulamalarinin Annexin V+PI apoptozis sonuglar1 Tablo 4’te 6zetlenmistir.
Buna gore; En yiiksek apoptotik 6lim oran1 TQ+NV kombinasyon grubunda

gorliliirken, en diisiik apoptotik etkiye sebebiyet veren ajan TQ’dur.

Tablo 4. [n vivo Annexin V+PI ile apoptozis sonuglar

APOPTOSIS NECROSIS
CONTROL %35.,3 %9,6
TQ %10,4 %12,25
NV %18.,4 %S3,7
TQ+NV %25 %14
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Tablo 5. Kontrole Kiyasla Tedavi Gruplarinin Apoptoz/Nekroz Sonuglarinin
Istatistiksel Anlamlilik Degerleri

APOPTOSIS* NECROSIS*
TQ 0.067 0.054
NV 0.021 0.027
TQ+NV 0.034 0.851

4.3. Hematoksilen Eozin Boyama Sonugclar:

Hematoksilen Eozin boyama sonuglart i¢in mikroskobik olarak tiimor i¢i ve tiimor
cevresindeki inflamatuvar yanit degerlendirilmistir. Tiimor i¢i inflamatuvar yanitin

kontrole oranla TQ+NV kombinasyon grubunda artmis oldugu tespit edilmistir.

Sekil 9.TQ+NV Kombinasyon Grubunda Tiimor Cevresinde Artmis
Inflamatuvar Yanit Ornekleri

3 s N
Sekil 10. Kontrol grubunda sakrifikasyon sonrasi total eksize edilmis timor
dokusu.
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Hayvanlarda hiicre hatti ile ksenograft tiimér modeli olusturulduktan sonra
tedavi sonrasi tim gruplar sakrifiye edilmistir. ilk makroskopik bulgular;
tlimOriin yumusak kivaml, iyi sinirli, solid, kanama nekroz igermedigini ve kesit

yiizli heterojen balik eti kivaminda bej renkli oldugunu gosterdi.

Sekil 11. Kombinasyon ve TQ tedavi grubunda makroskobik tiimor bulgular

Kombinasyon grubunda (sol) ve TQ grubunda (sag) tiimoérde makroskobik

olarak kiiciilme izlenmedi. I¢ organlarda metastaz bulgusuna rastlanmadi.

4.4. immunohistokimya Analiz Sonuclar

Tablo 6°da, in vivo deneylerde uygulanan TQ ve NV’nin tekli ve
kombinasyon gruplarinda protein analizleri amaciyla histokimyasal boyama
yapilan gruplarin analizleri gosterilmektedir. Immiin belirteglerde CD8+
sitotoksik T lenfositlerde kontrol grubuna oranla NV verilen tedavi grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme gosterdi (p<0,05). Ayni etki, kontrolle
kiyaslandiginda kombinasyon grubu olan TQ+NV’de de goriildii (p<0,05).

CD68 tiimor iligkili makrofaj belirtecinin ekspresyon seviyelerinde hem NV
tedavi grubunda hem de TQ+NV kombinasyon tedavisi grubunda kontrole

kiyasla anlaml1 bir azalma goriildii (p<0,05).

Bir apoptotik 6liim belirteci olan kaspaz 9 ve kaspaz 3 ekspresyon seviyeleri

ise kontrole kiyasla en fazla NV verilen grupta goriildii (p<0,05).
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Tablo 6. /n vivo ilag Uygulamalar1 Sonrasi Kontrole Kiyasla Tedavi
Gruplarmin IHK Sonugclarmin Istatistiksel Anlamlilik Degerleri

CD20* | CD4* | CD8* | CD68* | VGFR* | PD-1* | PD-L1* CASP3* CASP9*
TQ 0.439 0.211 | 0.823 | 0.776 0.242 0.356 | 0.329 0.334 0.432
Grubu
NV 0.373 0.232 | 0.019 | 0.034 0.464 0.794 | 0.696 0.049 0.018
Grubu
TQ+NV | 0.515 0.375 | 0.024 | 0.022 0.533 0.372 | 0.767 0.527 0.286
Grubu

*p degerleri

4.5. PCR Gen Analizi Sonuc¢lar

Tablo 7, in vivo gruplar arasinda yapilan gen analizlerinin kiyaslanmasi

ile elde edilen verileri gostermektedir. Anjiyopoietin reseptdr proteinini

kodlayan gen olan Tie2 geninde TQ+NYV tedavisi verilen grubun kontrole oranla

gen ekspresyon seviyesi anlamli derecede azaldi (p<0,05).

Axl geninde de benzer etki olarak, TQ+NV tedavisi verilen grubun kontrole

oranla gen ekspresyon seviyesi anlamli derecede azald1 (p<0,05).

VEGEFR gen ekspresyon diizeyleri, yalnizca TQ verilen grupta kontrole kiyasla

azalma gosterdi (p<0,05). F1t-3 gen ekspresyon diizeyleri de yalnizca TQ verilen

grupta belirgin bir azalma gosterdi (p<0,05). Benzer sekilde FGFR diizeyleri de

yine TQ grubunda kontrole gore belirgin azaldi (p<0,05).

Tablo 7. In vivo Ilag Uygulamalar1 Sonras1 Kontrole Kiyasla Tedavi
Gruplarmim RT-PCR Sonuglarmnin Istatistiksel Anlamlilik Degerleri

TQ Grubu NV Grubu TQ+NV Grubu
c-kit* 0.144 0.670 0.439
c-met* 0.386 0.465 0.606
ICAM* 0.109 0.873 0.337
E-Selectin* 0.157 0.831 0.462
VCAM* 0.439 0.337 0.631
Tie2* 0.055 0.631 0.025
Axl* 0.631 0.873 0.028
Flt3* 0.025 0.749 0.337
FGFR* 0.025 0.631 0.200
Ret* 0.109 0.200 0.273
VEGFR* 0.016 0.522 0.150
PDGFR* 0.631 0.337 0.522

*p degerleri
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5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler statistical package for social sciences, versiyon 22.0 (SPSS,
Chicago, Ill) software programi kullanilarak analiz edilmistir. Dokudaki timor
hiicrelerinde ve cevresindeki immiin sistem hiicrelerinde IHK ekspresyon
oranlar1 ile ila¢g uygulamasi sonrasi tedavi yanit oranlar1 karsilastirilarak
incelenmistir. Istatistiksel degerlendirmede bagimsiz degiskenler timor
hiicreleri ve T hiicrelerinde IHK inceleme sonuglari, hiicre canlhilik yiizdeleri,
yas, cisiyet, tiimor hiicrelerinin patolojik oOzellikleri, tiimér boyutu ve
yerlesimidir. Bagimli degiskenleri ise her bir ilag i¢in hiicre kiiltiirii kosulunun
3 kez tekrarlaridir. Bagimsiz degiskenler Mann Whitney U test, Kruskal-Wallis
test ve x* test ile karsilastirilmigtir. Bagimli degiskenler i¢in istatiksel analiz
yapilmamis, sadece ortalamalar1 almmustir. ilag gruplarmin kendi kontrolleri ile
karsilastirilmasinda ise Wilcoxon test kullanilmistir. Analizlerde anlamlilik

p<0.05 kesim noktasi ile degerlendirilmistir.
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6. TARTISMA

Evre I ila III RCC’nin cerrahi rezeksiyonu kiiratif bir tedavi yaklagimi
olmasina ragmen bu hastalarin iicte biri niiks etmektedir. Ek olarak, RCC’li
hastalarin yaklasik ylizde 15'1, cerrahinin kiiratif olmadigi lokal olarak ilerlemis
veya metastatik RCC ile bagvurmaktadir. Metastatik RCC’li hastalarda
hastaligin dogal seyri, hastalifin klinik, patolojik, laboratuvar ve radyografik
ozelliklerine bagl olarak birkac aydan birkag¢ yila kadar degisebilir. Metastatik
RCC’nin tedavideki tarihsel gelisimine baktigimizda interlokin, interferon gibi
spesifik olmayan immiinoterapi tedavilerinden son yillarda en ¢ok ¢alisilan TKI
hedefli tedavilere (anti VEGF) ve son olarak immiin kontrol noktas1 inhibitdrleri
(anti PD-1, anti PD-L1 ve anti CTLA-4) ile olduk¢a zenginlestigini gormekteyiz.
Bu 6nemli terapdtik gelismelere ragmen, metastatik RCC’1i hastalarin beg yillik
sag kalim oranlari, 6zellikle olumsuz prognostik faktorleri olan hastalarda zayif
kalmaktadir (79). Ozellikle son bes yilda bu tedavilerin kombine kullanilmasi
sag kalimlar {izerine olumlu sonuglar iiretmistir. VEGF hedefleyici ajanlarin
TKI’ler ile kombinasyonu, tek basina TKIi smirlamalarinin iistesinden
gelebilecek ve hem anjiyogenez kaskadini hem de tiimér mikro ortamini
hedefleyebilecek terapotik bir alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir. Anti-VEGFR
inhibitorleri (sunitinib, cabozantinib vb) anti anjiyogenik etkilerine ek olarak,
immiin modiilator etkiler de gostermektedir. VEGF' nin inhibitdr freninin
kilidini agmak ile, efektor hiicrelerin infiltrasyonunu ve aktivasyonunu tesvik
etmek ve immiin siipresif hiicreleri inhibe etmektedir (80).NV ile iliskili
sunitinib veya pazopanib ile ilgili ilk ¢alismalarin yiiksek karaciger ve
gastrointestinal toksisite orani gostermekte ve olumsuz sonuglart olmasina
ragmen (81), yeni kombinasyonlarin da aktif oldugu ve daha iyi tolere edildigi
kanitlanmistir (82),(83),(84). Yine de kombinasyon caligmalarinda toksisite
etkilerinin daha aydinlatict olarak ¢alisilmasina ve bulgularin  ortaya
konulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

IMmotionl51 calismasinda, anti VEGF ajan1 bevacizumab ile kombine
anti PD-L1 atezolizumab, PD-Ll1pozitif tiimdrleri olan hastalarda sunitinib
mono terapisinden daha iyi performans gostermistir (HR = 0.74 [yiizde 95 GA
= 0.57-0.96]; p = 0.02]; bununla birlikte, tedavi amac¢lh popiilasyonda, medyan
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OS, kombinasyon kolunda 33,6 aya karsilik sunitinib kolunda 34,9 ay olarak
kaydedilmis ve sonuglar (HR = 0.93) heniiz anlamlilik sinirin1 gegmemistir.
IMmotion151'in 6nceden belirlenmis bir alt grup analizi, sunitinib tedavi koluna
kiyasla bevacizumab art1 atezolizumab tedavi kolunda sarkomatoid 6zellikleri
olan RCC'li hastalarda progresyonsuz sag kalim (PFS) ag¢isindan 6nemli bir
fayda gostermistir (85).

Bu calismalardan faz IIl Keynote 426 calismasinda, daha Once tedavi
edilmemis metastatik RCC’li 861 hasta, pembrolizumab art1 aksitinib veya
sunitinib kollarina atanmigstir. Birincil sonlanim noktasi, tedavi amacina yonelik
(ITT) popiilasyonundaki OS ve PFS ve ikincil sonlanim noktalar1 ise objektif
yanit oranlar1 (OYO) idi. 12.8 aylik medyan takipten sonra, bu ¢alisma PFS
(15.1'e aya kars1 11,1 ay, HR = 0,69; yiizde 95 CI = 0,57-0,84; p = 0,001) ve
OYO (yiizde 59,3'e kars1 ylizde 35.7, p=0,001) PD-L1 durumu ve prognostik
risk kategorisinden bagimsiz olarak kombine tedavi kolu lehine sonuglanmistir
(84). Keynote-426 galismasinin uzun dénem (medyan takip 30,6 ay) sonuglari
medyan GS agisindan kombinasyon kolunun iistiinliigiinii korumaktadir. Ancak
caligmanin alt grup analizlerine bakildiginda GS farki kombinasyon kolunda
orta-kotii risk faktorli hastalarda istatistiksel olarak anlamliyken iyi risk faktorlii
hastalarda ise anlamli degere ulasmamistir [HR = 1.06; (%95 CI = 0,60-1,86)].
Tedaviyle iligkili tim derecelerdeki yan etki sikligina bakildiginda her iki kolda
ortalama ylizde 97 saptanirken derece 3-5 yan etki olarak bu oran yilizde 67
saptanmuistir.

Tedaviye bagli herhangi bir immiin yan etki ise 3. derece veya daha yiiksek
yan etkiler kombinasyon kolunda yilizde 10,7 saptanirken sunitinib kolunda
yiizde 1,9 saptanmistir. Bu yan etkiler arasinda en sik hepatitis, pndmonitis,

kolitis, nefritis ve hipotiroidi saptanmigtir.

Baska bir faz III ¢alisma olan CheckMate-9ER calismasinda metastatik
RCCigin birinci basamak tedavi olarak NV ve cabozantinib kombinasyonu ile
sunitinib kombinasyonunu karsilagtirmistir ve randomize kontrolli bir
calismadir. Calismanin ilk analizinde, standart tedaviye gore kombinasyon

kolunun {istlinliigiiniin, 6liim riskini yiizde 40 azaltarak ii¢ etkinlik sonlanim
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noktalarinin tiimiinii karsiladig1 gosterilmistir [HR = 0.60 (%98,89 CI = 0.40-
0.89); p = 0.0010]. Cabozantinib ve NV kombinasyonu ile tedavi edilen
hastalarda, calismanin birincil sonlanim noktas1 olan medyan PSK, yalnizca
sunitinib alan hastalara kiyasla iki katina ¢ikarmistir: 8,3 aya kiyasla 16,6 ay [HR
= 0,51 (ytizde 95 GA = 0,41-0,64), p=0.0001]. Tiim bu sonuglari, dnceden
belirlenmis alt gruplarda ve IMDC ve PD-L1 ifadesine gore tiim risk
kategorilerinde tutarlilik gdstermektedir (86),(87). Bu calismaya dayanarak,
Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) ve Ulusal Kapsamli Kanser Agi
(NCCN) kilavuzlari, tim prognostik alt gruplarda gegerli bir birinci basamak
tedavi olarak NV ve kabozantinib kombinasyonunu 6nermektedir (87). NV art1
ipilimumab kombinasyonu sunitinib ile karsilagtirildiginda orta-kotii risk
faktorlii hastalarda sag kalimi1 anlaml bir sekilde iyilestirirken iyi risk faktorlii
hastalarda tek ajan sunitinib kombinasyon koluna {stlinlik sagladigi
gOriilmiistiir (88).

Su anki haliyle, immiino-hedef kombinasyonu, 6zellikle tiimorii zayif
immiin infiltrasyon ile karakterize edilen ve tek basina immiin kontrol noktasi
inhibitorleri bazli tedaviye yanit verme olasiliginin daha diisik oldugu
diisiiniilen “soguk™ fenotipli hastalarda o6zellikle gecerli bir firsat1 temsil
edebilmektedir.

Mikro ortam RCC, tiimor infiltre eden immiin hiicrelerin heterojen bir
poplilasyonu ile karakterize edilmekte; ancak bugiine kadar celigkili veriler
bulunmaktadir. CD8+ lenfositler ve M1 makrofajlar gibi efektor T hiicrelerinin
infiltrasyonu daha iyi bir prognoz ile iliskilendirilebilirken, T regiilatdr hiicre
(TREG) ve M2 makrofajlar gibi diizenleyici T hiicrelerinin infiltrasyonu daha
koti bir sonuca sahiptir (87-90). Bunun tersine, yliksek tiimor i¢i ve peri-timor
CD8+ hiicre yogunlugu da kotli prognozla koreledir (91). Tiimoér hiicreleri
tizerindeki PD-L1 ekspresyonunun, CD8+ infiltrath iki timor grubunu ayirt
ederek daha yliksek CD8+ T hiicre infiltrasyonuna yol agabilecegi ve immiin
kontrol noktalarmin diisiik ekspresyonuna ve olgun dendritik hiicrelerin
lokalizasyonuna sahip grubun iyi bir prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir.
(92). IMmotion150 caligmasinin bir kesif analizi, PD-L1 ekspresyonu ve T

CDS8+ hiicrelerinin infiltrasyonu ile iliskili bir T efektdr immiin geninin,
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atezolizumab kolunda daha yiiksek bir OYO ve uzun siireli PFS ile iliskili
oldugunu bildirmistir. Ozellikle VEGF blokajinin, T hiicrelerinin timor
mikrogevresine infiltrasyonunu destekleyebildigi ve bdylece immiin kontrol
noktast inhibitorlerinin etki mekanizmasini giiclendirdigi gézlemlenmistir (94).

Giiniimiizde metastatik RCC tedavisinde TKI ve VEGFR/TKI
kombinasyonlar1 standart tedavi haline gelmistir. Bu iki ila¢ grubunun sinerjik
etkilerinin anlasilabilmesi i¢in kanser bagisiklik dongiisii ve timor
anjiyogenezin tiimdr mikro g¢evresine etkisinin iyi bilinmesi gerekmektedir.
Kanser bagisiklik dongilisii kanser hiicresinden antijenlerin salinmasiyla
baglayan ve kanser hiicrelerinin oldiiriilmesiyle biten ¢ok farkli siirecleri
icermektedir. Timor hiicreleri tarafindan antijenik peptitlerin salinmasiyla
birlikte baglayan siirecte bu antijenler daha sonra yakalanir ve dendritik hiicreler
tarafindan isleme tabi tutulur. Tehdit olarak tanimlanan tiimdr antijenlerinin bu
sekilde taninmasi, yiiksek mutasyon yiikii tagiyan bazi timorler ve dolayisiyla
timoér neoantijenleri i¢in kendiliginden olabilirken, diger durumlarda
kemoterapi ve/veya radyoterapinin uygulanmasindan sonra ortaya ¢ikmayabilir.

Dendritik hiicreler daha sonra doku uygunluk proteinleri (MHC) sinif 1
(CD8+ ile etkilesim) ve siif II (CD4+ ile etkilesim) yoluyla tiimdr antijenlerini
sunar. Ardindan, efektor T hiicreleri (CD4+ ve CD8+) ve ayni zamanda rolii
temel olan diizenleyici T lenfositler ile ilgili olan bagisiklik hiicrelerinin
baslatma ve aktivasyon agamasi gelir. Aktive edilmis T lenfositler, timore gog
edecek ve tiimor mikro ortamina girecektir. Timor hiicrelerini taniyip T hiicre
reseptorii (TCR) yoluyla ona baglanirlar. Bu adim, PD-1/PD-L1 baglanmasi
yoluyla bagisiklik sisteminden kagmak icin tiimor hiicreleri tarafindan atlanan
ana adimlardan biridir. Yeterli lenfosit proliferasyonu, timor sitoliziyle
sonuclanir.

RCC’ye o6zgii kanser-bagisiklik déngiisiindeki farklar TKI yamitim1 da
belirlemektedir. Bu dongiiniin immiinoterapiyi destekleyen dikkate deger
RCCl'ye 6zgii 6zellikleri arasinda, RCC'ye 6zgii salinan antijenler (insan endojen
retrovirlisii kaynakli antijenler dahil), genellikle yiiksek seviyelerde CD8+ T
hiicre infiltrasyonu ve ekspresyonu antijen sunumu ile ilgili genler ve tiimor

hiicresi 6ldiirmeyi destekleyen T hiicre fenotipleri yer almaktadir. Tersine, anti
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timor bagisikligi, genellikle diisiik tiimor mutasyon yiikii, sinirli sayida tigiinciil
lenfoid yapilar, immiinostipresif sitokinlerin veya VEGFnin varlig1 tarafindan
bozulabilir. RCC’de anti anjiyogenik tedavinin énemi VHL genindeki mutasyon
ile normal iskemik kosullarda bile anjiyojenezin tetklendigi HIF-1la
yikilamamasi ile anlasilmistir. Tabi ki RCC’deki anjiyogenik faktorlerin asiri
salinmas1 sadece anti anjiyogenik tedaviler i¢in degil tiimér mikro ¢evresinde
bazi immiinsiipresif etkiye neden olmasi agisindan Onemlidir. Bu immiin
stipresif etkiler arasinda; dentrik hiicrelerin matiirasyonun engellenmesi, M1
makrofajlardan M2 makrofajlarin polarizasyonun saglanmasi, tiimor iliskili
makrofajlarin myeloid kokenli kok hiicrelerin aktive olmasi gibi etkiler
sayilabilmektedir.

Ozellikle TREG hiicrelerinden salinan interlokin-4 (IL-4), IL-10, IL-13
artmig seviyelerinin monositlerin timor iliskili makrofajlara farklilagmasini
arttirdig bilinmektedir.

Diger bir immiin siipresif etki ise CD8+ iizerindeki PD-1 ekspresyonun
artmasidir. Anti anjioyogenik ilaglarin kullanilmas: interferon gamma (IFN-y)
aracili vaskiiler yeniden modelleme saglayarak tiimor igerisine artmis efektor
immiin hiicre infiltrasyonu saglamaktadir. Ayrica yukarida bahsedilen immiin
stipresif mekanizmalar1 da geri c¢evirmektedir. Anti anjiyogenik tedavilerle
immiin terapdtik ilaglari beraber kullanimi bu etkiyi potansiyelize etmektedir.
Bu mekanizmalar giiniimiizdeki metastatik RCC’deki kombinasyon
tedavilerinin temelini olusturmaktadir.

RCC’de NV, ilk onay almig anti PD-1 immiin kontrol noktasi
inhibitoriidiir. RCC’ deki FDA’nin ilk onay verdigi CheckMate 025 ¢alismasi
ile metastatik ikinci basamak tedavide yer almistir. Bu ¢alismada, o dénemin
ikinci basamakta standart tedavisi olan Everolimus (EVER) ile karsilastirilmig
ve EVER’da genel sag kalim farki ortaya koymustur (25,9 ay vs 19,6 ay,
p<0.05). Sonrasinda birinci basamakta CABOSUN c¢aligmasi ile Sunutinibe
kars1 objektif yanit oranlar1 agisindan dstiinliikk saglamistir. Giincel olarak
CheckMate 214 ¢alismasi ile NV/Ipilimumab kombinasyonu ile orta-kétii risk
faktorlii hastalarda CheckMate 9ER g¢alismasi ile Cabozantinib/NV
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kombinasyonu tiim risk faktorlii metastatik RCC tedavisinde yliksek kanit
diizeyi ile yerini almistir.

Metastatik RCC tedavisinde kombinasyon tedavilerindeki olumlu
gelismelere ragmen beraberinde birtakim olumsuzluklar1 da beraberinde
getirmektedir. Bunlar arasinda kombinasyon tedavilerinin getirtigi ek yan etki
toksisiteleri sayilabilmektedir. Diger bir problem ise tedavideki en etkin iki ajan1
beraber kullanip hastalik ilerlemesi sonrast hangi tedavinin verileceginin
belirsizligidir.

Cok farkli bir tedavi segenegi su an i¢in bulunmamaktadir. Son bir yildir
aciklanan HIF1-a inhibitorleri ile ilgili c¢alismalar heyecan vermektedir.
Metastatik RCC tedavisinde yeni tedavi segeneklerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

TQ’nun; anti inflamatuvar etkileri olan ve apoptosis sinyallerini
diizenleme, anjiyogenezis inhibisyonu ve hiicre siklusunu durdurucu 6zelligi ile
timor biliylimesini durdurdugu in vitro ve in vivo c¢alismalarda bir¢ok kez
gosterilmistir. TQ ile kemosensitizasyon c¢ogunlukla in vitro calismalarla
simnirhidir ve kanser igin terapdtik strateji potansiyeline sahiptir. TQ'nin
kemoterapi ile kombinasyon c¢aligmalarinin sonuglar1 genellikle etkinligin ve
terapotik etkinligin arttig1 lehine sonuglanmaktadir. Bununla birlikte TQ' nin anti
PD-1 veya anti PD-L1 ajanlarla kombinasyon deneyleri literatiirde
bulunmamaktadir. Simdiye kadar TQ’nun, RCC dahil bir¢ok kanser hiicre
hatlarinda hiicre profilerasyonunu inhibe ettigini gostermistir. Caki hiicre
hatlarinda 24. saatte TQ’ nin 25, 50 ve 75 uM dozlarda doz bagimli olarak
sitotoksik etkili oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada kaspaz inhibitorii zZVAD
kaspaz inhibitorii (zZVAD)’1 TQ tarafindan indiiklenen apoptozda kaspazlarin
iliskisini incelemek i¢in kullanilmigs ve TQ’nun kaspazi indiikledigi tespit
edilmistir. Bu deneyde deoksiriboniikleik asit (DNA) pargalanmasinin bir
sonucu olan sitoplazmik histon seviyesinin arttig1 ve dolayisiyla TQ kaynakli
DNA pargalanmasinin arttig1 gozlemlenmistir.

TQ’nun; rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR) yolagini
hedefledigini géstermek i¢in yapilan in vitro calismada RCC hiicre hatlar1 olan
786-0O ve ACHN ile TQ, farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 20, 40, 60, 80, 100
umol/L) sirasiyla 24 saat veya 48 saat siireyle inkiibe edilmistir (89). Sonuglar,
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TQ'mun 24 saatte 786-O'da 55 umol/L ve ACHN'de 72 umol/L IC50 degeri ile
RCC hiicrelerinde hiicre biiyiimesi lizerinde konsantrasyona bagli inhibisyon
sergiledigini gostermistir. 40 umol/L TQ, her iki hiicre hattinda da ylizde 20'den
daha az bir hiicre proliferasyonunu inhibe etme orani sergilemistir.

Aynmi calismada TQ'nun normal renal tiibiiler epitel hiicresi HK-2
tizerindeki etkisini gozlemlenmis ve diisiik TQ dozlar1 (60 umol/L'den az)
altinda HK-2'de hiicre biiylimesinde énemli bir azalma olmadigin1 gostermistir.
Bu nedenle, bu calismada sonraki deneylerde 24 saatte 40 upmol/L'lik
konsantrasyonda TQ kullanilmistir. Ayni ¢aligmada 10 adet erkek ¢iplak farede
786-0 hiicreleri ile tiimor olusturulmus ve TQ 20 mg/kg olacak sekilde her ii¢
giinde bir IP olarak uygulanmustir. 4 hafta sonra tiimorlerin boyutlarinin kontrol
grubunda yaklasik 500 mm?®'e ve TQ grubunda 270 mm?'e ulastig1 goriilmiistiir.
Bu da TQ'nun in vivo olarak RCC hiicre biiylimesini inhibe ettigini
diistindiirmiistiir. Ayrica, ihk ve western blot analizini kullanarak EMT ile ilgili
olarak TQ grubunda E-kaderin ekspresyonunu arttigini ve N-kaderin
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Akciger dokularinin hematoksilen eozin
boyamasi1 ile, kontrol grubuna kiyasla TQ ile tedavi edilen farelerin
akcigerlerindeki metastatik nodiillerin sayisinda 6nemli bir azalma oldugu
ortaya konulmustur. Bu veriler, TQ'nun in vivo olarak RCC hiicre biiylimesini
ve metastazi engelledigini gostermektedir.

Kou ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada 769-P ve 786-0 hiicreleri,
farkli zamanlarda (0, 24, 48 ve 72 saat) farklit TQ dozlar1 (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15
ve 20 uM) verilerek deney olusturuldu (90). Konsantrasyona ve zamana bagh
bir sekilde kademeli olarak diisiik TQ dozlar1 (10 uM'ye kadar) yiizde 10'dan
daha az hiicre biiyiimesini inhibe etme orani sergilerken, daha yiiksek TQ dozlar1
(10 uM'nin iistiinde) 6nemli bir hiicre proliferasyonu inhibisyonu sergilemistir.
TQ'nun normal renal tiibiiler epitelyal HK2 hiicre hatt1 {izerinde 24 saat boyunca
TQ tedavisi ile hiicre biliylimesinde 6nemli bir degisiklik olmadigini, 48 ve 72
saat boyunca TQ tedavisi ile hiicre biiylimesinde hafif bir diisiis gézlemlendigini
gosterdi, bu da TQ'nun normal epitel hiicreleri iizerinde diisiik sitotoksik etki

gosterdigini aciklamaktadir.
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Calismamizda RCC modelini olusturmak amaci ile Renca hiicre hattini
kullandik. Literatiire bakildiginda, daha 6nce TQ ile Renca hiicre hatlar
calisilmamisti. Calismamizda TQ’un etkili dozu 100 uM bulunmus olup, NV
etkin dozu ise 200 uM olarak saptanmistir. Apoptozda ise en fazla apoptotik
oliim oran1 TQ ve NV’nin kombinasyon olarak verildigi kosulda goriilmiistiir.
Nekroz orani ise yine en fazla kombinasyon grubunda gériilmektedir. /n vivo
asamada kontrol grubunda timor ¢api1 ortalama 11 mm? kadar biiyiirken bu oran
TQ verilen grupta 6.5 mm?® ‘e kadar gerilemis olup, TQ ile NV kombinasyon
grubunda 5.1 mm?® ‘e kadar gerilemistir (p=0,042). Bu veriler dogrultusunda;
kombinasyon grubunda apoptozun en yiiksek oranda etkili olmasi ile timor
hacimlerinin kii¢lilmesi arasinda dogru orant1 vardir. Kombinasyon tedavisinin,
ozellikle sitotoksite ve apoptoz sonuglarina uygun olarak in vivo kosullarda
sitotoksik etkili oldugu gdsterilmistir.

Immiinoterapi ilaglarmin in vivo ¢aligmalar1 yapilirken segilecek olan
hiicre hattinin murin solid tiimoér modellerinde immiinoterapi yaniti ¢alisilmig ve
tanimlanmis hiicre hatlarinin secilmesine 6zen gosterilmelidir. Daha 6nce bu
amagla alti murin tiimér modelinin (CT26, 4T1, MAD109, RENCA, LLC ve
B16) immiin profilleri, immiinoterapi rejimlerine karsi yanit olarak tlimor
regresyonu c¢alisilmistir(91). Her model i¢in kapsamli profiller, kantitatif RT-
PCR, ihk ve akis sitometrisi tekniklerinin yani sira baskilayic1 hiicre
popiilasyonlarinin fonksiyonel ¢aligmalar1 kullanilarak, tiimdr i¢i ve drene olan
lenfoid dokular1 analiz edilerek calisilmistir. Calisilan bu alti modelde timor
infiltre eden sitotoksik T lenfositlerinin ve olgun dentritik hiicrelerinin varligina
rastlanilmamis  olup, model olusturulan alt1 timoérde  kullanilan
immiinoterapilerle gecikmis timor biliylimesi ve yasam siiresi artmis ve ayrica
tiimdr immiinojenitisi ile iligkilendirilmistir. Tiimér MHC sinif I ekspresyonu,
genel tiimoér immiinojenisite seviyesi ile korele olmakla birlikte, bu tedavi
rejimleri ile immiinoterapi yanitin1 tahmin etmek icin en 6nemli belirte¢ olarak
kullanilmistir.

Insan kanserlerinde &rnek olusturmasi igin deneysel tiimdr modelleri
kullanilan bu g¢alismalarda immiinoterapi rejimlerine yanit verme olasilig1 en

yiiksek olan hastalart belirlemek icin bir bagisiklik profilinin segkin
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ozelliklerinin nasil kullanilabilecegini gostermektedir(92). Biz de ¢alismamizda,
literatiire uyumlu olarak TQ ile immiinoterapi ajani olan NV kullanildig1 igin
olusturulan modelin immiinojenik olmasi gerekliligi nedeniyle Renca hiicre
hattin1 kullandik.

(Calismadaki en 6nemli ¢ikis noktalarindan birisi TQ’nun anti anjiyogenik
etkisinin, NV’nin anti tiimoral etkisini potansiyelize ettigini gostermektir.
TQ’nun birgcok in vitro ve in vivo kanser modellerinde anti anjiyogenik etkisi
gosterilmistir (93). Daha 6nceki ¢aligsmalarda TQ’nun bir anjiyogenez modeli
olarak insan umblikal vendz endotel hiicreleri (HUVEC'ler) kullanilarak,
TQ'nun VEGF'ye bagimli 6nemli bir rol oynayan VEGFR-2 aktivasyonu
tizerinde dogrudan bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir(94). Bununla birlikte
TQ’ nin damar biiylimesini ve anjiyogenezin ¢esitli adimlarin1 modiile ettigini
gosterilmistir  (93). Genel olarak, c¢alismalar TQ'nun pro anjiyogenik
sinyallesmeden endotelyal hiicre gociine ve tiip olusumuna kadar neo
vaskiilarizasyonun tiim temel basamaklarina miidahale ettigini gostermektedir
(17). Biz de c¢alismamizda literatiirle iligkili olarak anti anjiyogenik gen
ekspresyon diizeylerinin, kombinasyon tedavi grubu olan TQ+ NV grubunda

onemli 6l¢iide azaldigini tespit ettik.
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7. SONUC VE ONERILER

Metastaik RCC tedavisinde son on yilda énemli gelismeler olmustur. Anti
anjiyogenik TKI’lerin &nemli etkilerinin iizerine onkolojide immiinoterapi
cagiyla beraber daha da ilerlemeler kaydedilmistir. En son Metastatik RCC’nin
tedavisinde anti VEGF TKI ve immiino terapi kombinasyonlar1 giindeme gelmis
ve bu tedavilerle hastalarin sag kalimlar1 6nemli 6l¢iide iyilesmistir. Ancak
beraberinde toksisite problemlerini de getirmistir. Tiim bu gelismelerle
metastatik RCC tedavisinde farkli ila¢ gruplarina ihtiya¢ devam etmektedir.

TQ, folklorik olarak kullanilan ¢orek Otu (Nigella Sativa) bitikisinin en
aktif bilesenidir. Gilinlimiize gore gerek in vitro gerek in vivo ¢aligmalarda anti
kanser 6zellikleri ¢ok iyi calisilmistir. Ayrica anti kanser tedavilerinin toksik
etkilerini azalttigina iliskin ¢ok fazla miktarda veri bulunmaktadir. Bu nedenle
kanser tedavisinde kombinasyon olarak kullaniminin etkinligi artirirken yan
etkilerin azaltabilecegi fikrini olusturmaktadir. Biz de ¢alismamizda bu amagla
in vitro ve in vivo RCC modelinde daha once c¢alisilmamis olan NV ve TQ
kombinasyonu kullandik.

Calismamiz sonuglarina gore literatiire uygun olarak TQ’nun anti kanser
etkilerini oldugu gordiik. Ayrica kombinasyon deney kolonun timdr igi
inflamatuvar cevabi arttirtig1, timor ¢apini azalttigini, CD8 sitotoksik T lenfosit
sayisint  artirtigimi - gosterdik. Metastatik RCC  dednemli anjiogenezis
yolaklarindan olan Tie2 ve Axl gen ekspresyonunuda anlamli bir sekilde
azalttigin1 gosterdik.

Bizim caligmamiz literatiirde ulasilabildigimiz kadariyla NV ve TQ
kombinasyonun kullanildig: ilk ¢aligmadir. Bu kombinasyonun 6zellikle etkin
olabilecegini ve toksik bir tedavi olmadigim1 sunmus bulunmaktayiz.
Calismamiz sonuglart ve diger olasi etki mekanizmalar1 ek c¢aligmalarla

desteklenmelidir.
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ABSTRACT

We investigated the effects of thymoquinone (TQ) in combination with Nivolumab on
experimental renal cell cancer models.TQ is a bioactive component extracted from
Nigella sativa seeds, TQ has anti-inflammatory, antioxidant, and anti-tumor properties
against various cancers. The effect of TQ and Nivolumab were analyzed using cell line
Renca with MTT and Annexin V + PI assays. Renca cells were subcutaneously
injected into 8-week-old male C57BL/6 mice. Groups were designed as control, TQ,
NV, TQ+NV. Tumor tissues were analyzed for apoptosis/necrosis rates, expression of
immunomarkers and RNA expression. at significance level of p < 0.05. The results
showed that TQ had anti-tumor effects both in-vitro and in-vivo. The combination
treatment with Nivolumab led to an increase in immune mediated tumor cell death,
resulting in significant necrosis or complete response to therapy in the tumor tissue.
TQ has anti-tumor properties against renal cell carcinoma and enhances the immune

mediated tumor cell death effects of Nivolumab.
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Abstract:

Objective: We investigated the effects of thymoquinone (TQ) in
combination with Nivolumab on experimental renal cell cancer models.TQ
is a bioactive component extracted from Nigella sativa seeds, TQ has
anti-inflammatory, antioxidant, and anti-tumor properties against
various cancers.

Methods: The effect of TQ and Nivolumab were analyzed using cell line
Renca with MTT and Annexin V + PI assays. Renca cells were
subcutaneously injected into 8-week-old male C57BL/6 mice. Groups
were designed as control, TQ, NV, TQ+NV. Tumor tissues were analyzed
for apoptosis/necrosis rates, expression of immunomarkers and RNA
expression. at significance level of p < 0.05.

Results: The results showed that TQ had anti-tumor effects both in-vitro
and in-vivo. The combination treatment with Nivolumab led to an
increase in immune mediated tumor cell death, resulting in significant
necrosis or complete response to therapy in the tumor tissue.
Conclusion: TQ has anti-tumor properties against renal cell carcinoma
and enhances the immune mediated tumor cell death effects of
Nivolumab.
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Clinical characteristics and prognosis of hepatocellular carcinoma: an international

multicentre study by the QncoBridge Study Group

Ahmet Dirican,' Dogan Uncu,? Marina Sekacheva,” Mehmet Artag,* Archil Aladashvil,’ Atjikg P. Erdogan,®
Muhammet A. Kaplan,” Ahmet Alacacioglu,® Igannis, Boukovinas® and Nazim S. Turhal'”

Abstract

Background: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a significant health problem, and the
associated mortality rate is increasing.

Aim: We aimed to determine the clinical characteristics and prognostic factors for HCC in
member countries of the QncoBridge Study Group.

Methods: In this study we recruited 630 patients diagnosed with HCC between 2013 and 2019.
The participants were from 4 countries (Turkey, Russia, Georgia and Greece). Univariate and
multivariate analyses were carried out to investigate clinical and laboratory prognostic factors.
Receiver operating characteristic (ROC) analysis was also used to determine the prognostic
value of the neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) and alpha-fetoprotein (AFP) value.

Results: The 3 most common etiological factors were hepatitis B infection (39.7%), hepatitis
C virus infection (17.0%) and non-alcoholic fatty liver disease (9.0%). Median overall survival
for the whole group was 25 [95% confidence interval (CI): 15.7-34.2] months. Cut-off values
for AFP and NLR were accepted as 200 ng/mL and 3.45, respectively. The area under the ROC
curve values for AFP, NLR and NLR+AFP were 0.625 (95% CI: 0.547-0.704), 0.589 (95% CI.:
0.512-0.667) and 0.657 (95% CI: 0.583-0.731). From the multivariate analysis, advanced
tumour size, lymph node involvement and metastasis (TNM) stage; presence of cirrhosis; high
AFP, and high NLR values were associated with poor survival.

Conclusion: Alpha-fetoprotein, NLR, advanced TNM and presence of cirrhosis might predict
prognosis in patients with HCC. However, this should be supported by studies involving more
countries.

Keywords: hepatocellular carcinoma, prognosis, neutrophil to lymphocyte ratio
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Abstract

Background Atezolizumab (ATZ) has demonstrated antitumor activity and manageable safety in previous studies of patients
with metastatic platinum-resistant urothelial carcinoma. However, the response rate of Atezolizumab was modest. In the
current study, we evaluated the pretreatment prognostic factors for overall survival in patients with metastatic urothelial
carcinoma who have progressed after first-line chemotherapy in the Expanded-Access Program of Atezolizumab.

Patients and methods In this study, we present a retrospective analysis of 113 patients with urothelial cancer treated with
ATZ after progression on first-line chemotherapy. Data of the patients was obtained from patient files and hospital records.
Eligible patients included metastatic urothelial carcinoma patients treated with at least one course of ATZ. Univariate analysis
was used to identify clinical and laboratory factors that significantly impact OS. Variables were retained for multivariate
analysis if they had a statistical relationship with OS (p < 0.1), and then included a final model of p < 0.05.

Results The median follow-up duration was 23.5 months. Of the patients, 98 (86.7%) were male and 13.3% were female.
The median age was 65 years of age (37-86). In univariate analysis, primary tumor location in the upper tract, increasing
absolute neutrophil count (ANC), increasing absolute lymphocyte count, neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)> 3, liver
metastases, baseline creatinine clearance less (GFR) than 60 ml/min, Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) per-
formance status (1 >), and hemoglobin levels below 10 mg/dl were all the significantly associated with OS. Three of the five
adverse prognostic factors according to the Bellmunt criteria were independent of short survival: liver metastases HR 3.105;
95% CI 1.673-5.761; p <(0.001), ECOG PS (1>) HR 2.184; 95% CI 1.120-4.256; p =0.022, and Hemoglobin level below
10 mg/dl HR 2.680; 95% CI 1.558-4.608; p <(0.001). In addition, NLR > 3 hazard ratio [HR] 2.092; 95% CI 1.031-4.243;
p=0.041 and GFR less than 60 ml/min HR 1.829; 95% CI 1.1-3.041; p=0.02, maintained a significant association with
OS in multivariate analysis.

Condlusions This model confirms the Bellmunt model with the addition of NLR > 3 and GFR less than 60 ml/min and can
be associated with clinical trials that use immunotherapy in patients with bladder cancer.

Keywords Atezolizumab - Urothelial carcinoma - Bladder cancer - Immunotherapy
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Background: Atezolizumab (ATZ) has demonstrated antitumor activity and manageable
safety in previous studies in patients with locally advanced or metastatic platinum-
resistant urothelial carcinoma.

Objective: To compare the real-life experience and data of clinical trials on ATZ treat-
ment in metastatic urothelial carcinoma.

Design, setting, and participants: Patients with urothelial cancer treated with ATZ after
progression on first-line chemotherapy from an expanded access program were retro-
spectively studied. Data of patients were obtained from their files and hospital records.
Safety was evaluated for patients treated with at least one cycle of ATZ

Outcome measurements and statistical analysis: The primary endpoint was objective
response rate (ORR). The secondary endpoints are overall survival (OS), progression-free

survival (PFS), duration of response, and safety profile of patients. Kaplan-Meier
methods were used to calculate median follow-up and estimate PFS and OS.
Results and limitations: Data of 115 enrolled patients were analyzed. Most of the
patients (92.3%, n = 106) had received chemotherapy regimen only once prior to
ATZ. The median follow-up duration was 23.5 mo. The complete response rate, partial
response rate, and ORR were 8.7% (n = 10), 20.0% (n=23), and 28.7% (n = 33), respectively.
The median duration of response was 20.4 mo (95% confidence interval [Cl), 6.47-28.8).
Of the 33 patients who responded to treatment, 60% (n = 20) had an ongoing response at
the time of the analysis. PFS and OS with ATZ were 3.8 mo (95% Cl,2.25-5.49) and 9.8 mo
(95% Cl, 6.7-12.9), respectively. All-cause and any-grade adverse events were observed
in 113 (98%) patients. Of the patients, 64% experienced a treatment-related adverse
event of any grade and 24 (21.2%) had a grade 3-4 treatment-related adverse event.
Limitations of the study included its retrospective design, and determination of treat-
ment response based on clinical notes and local radiographic studies.
Conclusions: Inthese real-life data, ATZ was effective and well tolerated in patients with
metastatic urothelial carcinoma who have progressed with platinum-based first-line
chemotherapy. ATZ is an effective and tolerable treatment for patients with locally
advanced or metastatic platinum-resistant urothelial carcinoma in our study, similar to
previously reported trials.
Patient summary: Atezolizumab is effective and well-tolerated in patients with meta-
static urothelial cancer who progressed with first-line chemotherapy, consistent with
the outcomes of the previous clinical trials in this setting.

© 2020 Published by Elsevier B.V. on behalf of European Association of Urology.
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Summary

Purpose: Gastroenteropancreatic tumors (GEPNETS) is a
heterogeneous disease with variable clinical course. While
promising therapeutic options exist for other adult cancers,
there are no new molecular-based treatments developed for
GEPNETSs. One of the main targets of cancer immunotherapy
is the Programmed Cell Death Ligand-1 (PD-L1) pathway.
Our purpose was to investigate the profile of PD-L1 expres-
sion in different organs of GEPNETs and compare the con-
ventional immunohistochemistry (IHC) with the RNA ex-
pression analysis via real time polymerase chain reaction
(RT-PCR) in order to determine which patients might be ap-
propriate for immune check point-targeted therapy.

Methods: A total of 59 surgically or endoscopically resected
GEPNET tissues were retrospectively collected. The expres-
sion of PD-L1 and mRNA was evaluated with IHC.

Results: The expression of PD-L1 was significantly asso-
ciated with the high-grade classification (p=0.012). PD-L1

mRNA expression in tumor samples appeared to be higher
compared to the corresponding normal tissues. In appendix,
stomach and small intestine, the expression of PD-L1 mRNA
was higher in the tumor tissues compared to the respective
controls. In pancreas and colon, control tissues tend to have
a higher PD-L1 mRNA expression compared to tumor tis-
sues. PD-L1 mRNA expression was higher in GEP carcino-
mas (p=0.0031).

Conclusion: RT-PCR was found to be more sensitive in
detecting PD-L1 expression than conventional IHC. This
study may provide an important starting point and useful
background information for future research about immuno-
therapy for appendix, stomach and small intestine neuroen-
docrine carcinomas.

Key words: PD-1, PD-L1, GEPNET, GEP carcinomas,
RT=PCR, immunohistochemistry
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ABSTRACT

Objectives: Thymoquinone a bioactive component extracted from the seeds of Nigella sativa, has been proved to have antiinflammatory, antioxidant
properties anti antitumor efficiency against breast, prostate, bladder, and renal cell cancer. We aimed to investigate the synergistic cytotoxic and apoptotic
effects of thymoquinone in combination with nivolumab, an immuno-control inhibitor, and its mechanism in renal cell cancer models.

Materials and Methods: In vitro studies: Caki-1 and Renca renal cancer cell lines with mononuclear cells were cocultured and thymoquinone and
nivolumab effect were analyzed by MTT and Annexin V + PI. In vivo studies: Renal cell cancer model was provided by subcutaneous injection of RENCA
cells to C57BL/6, male, 8 weeks old mice in four groups. Control group, thymoquinone (1,4,7,14days,20mg/kglP), nivolumab administered (1,6,13days10mg/
kglP), thymoquinone and nivolumab. Seven animals was randomized in each experimental group. Apoptosis, necrosis, CD4,CD8,C20,CD34,CD31,VEGF-A by
immunohistochemistry, FGFR-1,PDGFRbeta,VEGFR-2,c-kit,RET,c-Met,AXL,FIt-3,TIE2, ICAM-1,VCAM-1 and E-selectin mRNA levels by quantitative real-time-
PCR were evaluated on tumor tissue. Liver, kidney, brain, lung and heart tissues was evaluated for side effects. Plasma biochemistry tests were performed.
Statistical analysis was be performed with Mann-Whitney U test with p <0.05 value.

Results: Thymoquinone showed antitumor effect in vitro and in vivo. It also showed increase in immune cell death of nivolumab. Tumor tissue showed
prominent necrosis or complete response to therapy in combination group.

Conclusions: We conclude that thymoquinone has antitumor effect on renal cell carcinoma and increases the effect of nivolumab immune, cell death
effects. Besides, it does not have side effect on other organs whether alone or in combination.
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