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ÖZET 

Amaç: Nigella sativa tohumlarından ekstrakte edilen biyoaktif bir bileşen olan 

Thymoquinone’un meme, prostat, mesane ve böbrek hücre kanserine karşı anti 

inflamatuar, antioksidan ve anti tümör etkinliğine sahip olduğu kanıtlanmıştır. 

Thymoquinone’un bir immün kontrol inhibitörü olan Nivolumab ile 

kombinasyon halinde sinerjistik sitotoksik ve apoptotik etkilerini ve renal 

hücreli kanser modellerinde mekanizmasını araştırmayı amaçladık. 

Gereç-Yöntem: In vitro çalışmalar: Renal kanser hücre hattı olan Renca ile 

hücre kültürü yapıldı ve MTT ve Annexin V + PI ile Thymoquinone ve 

Nivolumab etkisi analiz edildi. In vivo çalışmalar: Renal hücre kanseri modeli, 

dört grupta 8 haftalık erkek, C57BL/6 farelerine Renca hücreleri subkutan 

enjekte edildi. Kontrol grubu, Thymoquinone (1,4,7,14 gün, 20 mg/kg İP), 

uygulanan, Nivolumab (1,6,13 gün 10mg/kg İP) uygulanan, Thymoquinone ve 

Nivolumab’ın kombine uygulandığı koşul olarak gruplar oluşturuldu. Her deney 

grubunda 7 hayvan randomize edildi. Apoptoz/nekroz oranları, immün 

belirteçlerden CD4, CD8, C20, CD34, CD68, VEGFR, PD-1, PD-L1, Kaspaz-3, 

Kaspaz-9 ve gen düzeyleri olarak; c-kit, c-met, ICAM, E-selectin, VCAM, Tie2, 

Axl, Flt3, FGFR, Ret, VGFR, PDGFR kantitatif RT-PCR ile tümör dokusu 

üzerinde değerlendirildi. Sistemik yan etkiler açısından diğer iç organlar 

patolojik olarak değerlendirildi. İstatistiksel analiz, p<0,05 değerinde Mann 

Witney U testi ile yapıldı. 
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Bulgular: Thymoquinone, in vitro ve in vivo olarak anti tümör etki gösterdi. 

Ayrıca Nivolumab grubu, immün hücre ölümünde artış gösterdi. Kombinasyon 

grubunda tümör dokusu belirgin nekroz veya tedaviye tam yanıt gösterdi. 

Sonuç: Thymoquinone’un renal hücreli karsinom üzerinde anti tümör etkisi 

olduğu ve Nivolumab’ın immün hücre ölümü etkilerini artırdığı sonucuna 

varılmıştır. Ayrıca tek başına veya kombinasyon halinde diğer organlara yan 

etkisi yoktur. 

Anahtar Kelimeler: Renal Hücreli Kanser, Thymoquinone, immun kontrol 

noktası inhibitörleri 

Tezin sayfa adedi: 87 

Danışman: Prof. Dr. Safiye AKTAŞ 
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CANCER MODELS 

Doctorate Thesis 

Ahmet DİRİCAN 
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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: In 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, CD8, 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. 
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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 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

1.1. Problemin Tanımlanması 
 

Renal hücreli kanser (RCC) insidansı 1975’ten 2008’e kadar sürekli bir artış 

göstermiş ve 2008’den sonra bu ivmenin azaldığı görülmüştür.  2003-2006 

yılları arasında beş yıllık sağ kalım %71,3 iken bu oran 2007-2013 yıllarında 

%75,3’e yükselmiştir (1).  Özellikle son 10 yılda yeni hedefleyici tedavilerin 

kullanılmaya başlanması ile 2007-2013 yıllarına ait sağ kalım verilerindeki bu 

iyileşmeye katkısı olduğu aşikardır. Bununla birlikte hedefleyici tedavilere 

rağmen metastatik renal hücreli kanser vakalarının beş yıllık sağ kalım oranları  

%11,6 oranında kalmış ve plato çizmiştir. 

RCC’nin moleküler patogenezine ilişkin ilk bilgiler, Von Hippel-Lindau 

(VHL) hastalığında yapılan çalışmalardan gelmektedir. VHL genindeki 

mutasyon sonucunda ortamda hipoksi ile indüklenebilir faktör-1 alfa (HIF-1α) 

birikimine neden olmaktadır. HIF-1a’nın var olan miktarın üzerinde birikmesi 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) gibi anjiyogenezis ve hücre 

bölünmesi ile ilişkili proteinleri aktive etmektedir (2). VEGF tümör 

anjiyogenezinde yer alan en önemli büyüme faktörüdür ve RCC de dahil olmak 

üzere birçok insan kanserinin büyümesinde ve ilerlemesinde önemli bir rol 

oynamaktadır. Bu nedenle VEGF yolağını ve onların reseptörlerini hedefleyen 

ajanlar RCC tedavisinde önemli rol üstlenmiştir. 

Sunitinib ve pazopanib, renal hücreli kanser tedavisinde kullanılan VEGF 

reseptörleri (VEGFR-1,2,3) trombosit türevi büyüme faktörü reseptörleri 

(PDGFR) ve diğer anjiyogenezis ile ilişkili proteinlerin tirozin kinazlarını inhibe 

eden tirozin kinaz inhibitörleridir (TKİ).  Her iki ajan da yıllarda kullanılan 

interferon alfa'ya göre daha yüksek yanıt oranları ve daha uzun progresyonsuz 

sağ kalım ile ilişkilendirilirken birbiriyle karşılaştırıldığında ise eşit etkinlik 

saptanmıştır (3), (4), (5). 

Maalesef, VEGFR-TKİ tedavisine belli bir süre sonra direnç gelişmektedir 

(6). Klinik çalışmalarda bu tedavilerle orta derece progresyonsuz sağ kalım 10 

ayları geçmemektedir. VEGFR-TKİ tedavisine dirençte en olası mekanizma 

anjiyogenezis, invazyon ve proliferasyonda rol oynayan alternatif anjiyogenezis 
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yolakların aktive olmasıdır. Bu alternatif yolaklara hepatosit büyüme faktörü 

(MET), AXL reseptör tirozin kinaz (AXL) ve Fibroblast büyüme faktör 

reseptörü (FGFR) tirozin kinazlar sayılabilir (7),(8). Faz III çalışmalarda bu 

TKİ’ler ile %100’e yakın oranda yan etki görülerken bunların %71’inde derece 

üç-dört düzeyinde ciddi yan etkiler oluşturmaktadır. Yine aynı çalışmalarda yan 

etki nedeniyle ortalama %60 hastada doz azaltılırken  %20 hastada tedavi 

kesilmek zorunda kalınmıştır. Tüm bu gelişmelerin sonunda günümüzde 

metastatik RCC hastalarında anjiyogenezi hedefleyen TKİ (sunitinib, 

pazoponib, cabozantinib vb.) ajanları, Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve İlaç 

Dairesi (FDA) ve Avrupa İlaç Ajansı (EMA) gibi kuruluşlar tarafından kabul 

edilmiş olup rehberler tarafından hala standart tedavi seçenekleri arasında kabul 

edilmektedir.  

2010’lu yılların başlarından itibaren birçok kanserde immün kontrol noktası 

inhibitörleri ile çalışmalar hız kazanmıştır. Devrim niteliğindeki bu gelişme 

immün kontrol noktası inhibitörünü bulan araştırmacılara 2018 nobel tıp 

ödülünü getirmiştir. Kanser hücreleri tarafından salgılanan programlı hücre 

ölüm ligandı-1 (PD-L1)’in, farklılaşma kümeleri-8 (CD8+) sitotoksik T 

lenfositleri üzerinde bulunan programlı hücre ölümü-1 (PD-1) reseptörüne 

bağlanması CD8+ sitotoksik T lenfositlerini inhibe etmektedir. Bu mekanizma 

kanserin immün sistemden kaçış mekanizmalarından birisi olarak bilinmektedir. 

Kanserin CD8+ T lenfositler üzerindeki fren mekanizması immün kontrol 

noktası inhibitörleri ile ortadan kaldırılmakta ve sonuç olarak kanser hücreleri, 

lenfositler tarafından öldürülmektedir.  

İmmün kontrol noktası inhibitörleri RCC’nin de içinde olduğu mutasyon 

yükü fazla olan kanserlerde standart tedavilere göre belirgin sağ kalım farkı 

oluşturmuştur. Özellikle 2018 yılında açıklanan Keynote 426, Javelin Renal 101 

ve Immotion 151 isimli faz III çalışmalarla beraber immün kontrol noktası 

inhibitörlerinin anti-anjiyogenik TKİ’ler ile kombine kullanımı gündeme 

gelmiştir. Yapılan randomize kontrollü meta analiz çalışmaları ile sunitinib ile 

karşılaştırıldığında immün kontrol noktası inhibitörleri ile TKİ 

kombinasyonunun hastalarda ölüm riskini önemli ölçüde azalttığı kanıtlanmıştır 

(9)(10). Bununla birlikte kombine ilaç kullanımı beraberinde maliyet ve yan etki 
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gibi bazı dezavantajları beraberinde getirmektedir. Kombinasyon çalışmalarında 

derece üç-dört yan etkiler %70-75’lere kadar çıkmaktadır.  

İmmün kontrol noktası inhibitörlerinin etkinliğini öngören en iyi çalışılmış 

belirteç PD-L1 ekspresyon düzeyidir. Ancak bu belirteç, RCC’nin de içinde 

bulunduğu bazı tümörlerde tedavi etkinliğini iyi derecede ifade etmediği 

anlaşılmıştır. Tümörlerde metastaz için gerekli olan anjiyogenezin aktive 

olmasıyla; hücre içi adezyon molekülü-1 (ICAM-1) ve vasküler hücre adezyon 

molekülü-1 (VCAM-1) gibi endotelyal adezyon moleküllerinin aşağı regüle 

olduğu gösterilmiştir. Tümörlü dokuda endotelyal adezyon moleküllerinin 

azalması, endotel lökosit interaksiyonunu engellemekte ve sonuç olarak 

lenfositlerin tümör dokusuna infiltrasyonunu engellemektedir. Anjiyogenezisin 

inhibe edilmesi lökositlerin dokuya infiltrasyonunu sağlamaktadır (11),(12). Bu 

mekanizma immünoterapi ile anti-anjiyogenez TKİ ilaçlarının kombine 

kullanıldığı faz III çalışmaların temelini oluşturmaktadır. FDA 10 Ağustos 

2021'de RCC’li yetişkin hastaların birinci basamak tedavisi için lenvatinib, 

pembrolizumab kombinasyonunun kullanımını onaylamıştır.  

Pembrolizumab ile lenvatinib alan hastaların medyan PFS'si 23,9 ay (%95 

GA: 20.8, 27.7) ile karşılaştırıldığında sunitinib (HR 0.39; %95 GA: 0.32, 0.49; 

p<0,0001). Objektif yanıt oranları %71 (%95 GA: 66, 76) ve %36 (%95 GA: 31, 

41; p<0,0001); tam yanıt oranları, kombinasyon ve sunitinib kollarında sırasıyla 

%16 ve %4 idi (9). 

Yaklaşık 1000 yılı aşkın süredir doğal ürünler klinik çalışmalarda denenmiş 

olmamasına rağmen çok farklı hastalıkların tedavisinde folklorik olarak 

kullanılmaktadır. Bu doğal ürünlerden en iyi bilinenlerden ve ülkemizde çörek 

otu olarak bilinen Nigella sativa adlı bitki Akdeniz ülkelerinde yaygın olarak 

yetişmektedir. Çalışmalar çörek otu tohumlarının biyolojik etkinliğinden majör 

biyoaktif komponenti (%30-48) olan Thymoquinone’dan (TQ) oluşan esansiyel 

yağ komponentinin sorumlu olduğunu açığa çıkarmıştır (13),(14). Klinik öncesi 

çalışmalar TQ maddesinin kanser, sepsis, aterosklerosiz, diyabet ve 

inflamasyonu içeren birçok hastalıkta terapötik etkinliği ortaya koymuştur 

(15),(16). 
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TQ, VEGF ile indüklenen ekstrasellüler sinyal düzenleyici kinaz (ERK) 

aktivasyonunu inhibe ederek endotel hücrelerinin proliferatif aktivitesinde 

azalmaya ve tüp formasyonu oluşumunda azalmaya neden olduğu gösterilmiştir 

(17). Genel olarak bu bulgular, TQ'nin, neovaskülarizasyonun proangiyogenik 

işaretlemeden endotel hücre göçü ve tüp oluşumuna kadar gerekli tüm 

aşamalarını bozduğunu ortaya koymaktadır. Dirican ve ark. daha önce prostat 

kanseri hücre hatlarında TQ’nin hem tekli hem de zoledronik asit ve dosetaksel 

kemotörapatik ilaçları ile kombine kullanımının sitotoksik ve apoptotik etkisini 

olduğunu göstermiştir (18),(19). TQ’nin RCC üzerine etkili olduğu klinik öncesi 

çalışmalarda gösterilmiştir (20). TQ’nin RCC’de klinik öncesi modellerde 

anjiyogenezis ve tümör lenfosit infiltrasyonu üzerine etkileri ve ayrıca 

immünoterapi ile birlikte olası sinerjik etkileri çalışılmamıştır.  

Çalışmalarda TQ’nin anti kanser ilaçların teröpatik etkilerinin artırılmasının 

yanında kemoterapinin normal doku üzerindeki olumsuz etkilerini azalttığı 

gösterilmiştir (21). Bununla birlikte TQ’nin immün kontrol noktası 

inhibitörlerinin normal dokular üzerindeki zararlı etkilerini önleyici etkisi 

olduğuna ilişkin literatür bilgisi bulunmamaktadır. Sonuç olarak RCC 

tedavisinde bugün için daha az toksik etkili yeni kombinasyonlara ihtiyaç 

bulunmaktadır.  

Çalışmamızda anti kanser ve anti toksik etkileri bilinen TQ’nun, oluşturulan 

RCC modelinde in vitro ve in vivo modeller üzerinde immün kontrol noktası 

inhibitörü olan Nivolumab (NV) ile kombine kullanımın anjiyogenezis etkisini 

ve tümör infiltre lenfostiler üzerinden ise sinerjik, sitotoksik ve apoptotik 

etkilerini göstermeyi planladık. Ayrıca TQ’nin immün kontrol noktası 

inhibitörlerinin diğer organlar üzerindeki olası toksik etkilerini engelleyici 

özelliğini araştırmayı planladık. 

1.2. Çalışmanın Amacı 

Çalışmada öncelikli olarak RCC modelinde TQ ve NV’nin sitotoksik ve 

apoptotik etkisinin araştırılması planlanmıştır. İkincil olarak; in vitro bilgiler 

ışığında in vivo RCC modellerinde apoptotik etkinin olası mekanizmalarını 
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açıklamaktır. Ayrıca, kullanılan ajanların anti tümöral etkisinin yanı sıra 

organlar üzerinde toksik etkili olmadığını göstermek amaçlanmıştır.    

 
1.3. Çalışmanın Hedefleri 

 
Bu çalışmadaki hedefler RCC’de NV ve TQ kombinasyonun; 

1- RCC hücre hatlarında TQ-NV’ın sinerjik sitotoksik ve apoptotik etkilerini 

incelemek.  

2- Hücre hattı ile oluşturulacak olan BALB/C tümör modelinde TQ ve NV’nin 

tekli ve kombinasyon dozları uygulanarak ilaçlara verilen tümör yanıtlarının 

ortaya konulması. 

3- Protein ve gen düzeyinde anti-tümör etkinliğin olası mekanizmların 

aydınlatılması 

4- Deney hayvanı modelinde mevcut ajan kombinasyonunun güvenirliğini 

ortaya koymak 

5- Ayrıca literatüre immünoterapi ile kullanılabilecek etkin ve daha güvenilir 

bir molekülü literatüre sunmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 
 

2.1. Renal Hücreli Kanserde Epidemiyoloji, Etiyoloji ve Olası Risk 
Faktörleri 

 
Küresel olarak, RCC insidansı bölgeden bölgeye büyük farklılıklar 

göstermektedir (22); en yüksek oranlar Çek Cumhuriyeti ve Kuzey Amerika'da 

gözlenir (23). ABD’de her yıl RCC'den yaklaşık 80.000 yeni vaka ve yaklaşık 

14.000 ölüm gerçekleşmektedir(24). Dünya çapında, böbrek kanseri nedeniyle 

yılda 400.000'den fazla yeni RCC vakası ve 170.000'den fazla ölüm 

kaydedilmektedir (25). 

RCC, erkeklerde kadınlara göre yaklaşık iki kat daha yaygındır (24). RCC, 

ağırlıklı olarak yaşamın altıncı ila sekizinci 10 yılında ortaya çıkar ve medyan 

tanı yaşı 64 yaş civarındadır; 40 yaşın altındaki hastalarda olağandışıdır ve 

çocuklarda nadirdir (26),(27),(28). 2009 ile 2015 yıllarını kapsayan Ulusal 

Kanser Enstitüsü (NCI) Sürveyans, Epidemiyoloji ve Son Sonuçlar (SEER) 

kayıtlarından elde edilen verilerde böbreğe lokalize hastalığın  %65, loko-

rejyonel hastalığın %17, metastatik hastalığın %16, evresi belirlenmemiş 

hastalığın ise %3 olduğu bildirilmiştir (29). 

Böbrek kanserli hastaların beş yıllık sağ kalım oranı, 1954'te %34'ten 

1996'da %62'ye ve 2009'dan 2015'e %75'e çıkarak son 60 yılda ikiye 

katlanmıştır (29),(30),(31),(32). RCC insidansı ölüm oranından üç kat daha fazla 

artmıştır (1). Bu iyileştirilmiş sağkalım ve vaka-ölüm oranı, çoğunlukla bu 

tümörlerin daha küçük boyutlarda (<4 cm) erken saptanması ve küratif cerrahi 

tedaviden kaynaklanmaktadır (31). 

Bir çok kanserde olduğu gibi sigara, hipertansiyon ve obezite RCC risk 

faktörleri arasında yer almaktadır (33),(34),(35),(36). RCC gelişiminde en 

önemli risk faktörü olarak edinilmiş böbreğin kistik hastalığı ve kronik böbrek 

hastalığı yer almaktadır. Böbreğin edinilmiş polikistik hastalığı olan ve diyalize 

giren hastalarda RCC gelişme riskinin genel popülasyona göre 30 kata kadar 

daha fazla olduğu tahmin edilmektedir (37). Kronik diyaliz hastaları arasında 

edinilmiş kistik hastalık insidansı yaklaşık  %35 ila 50'dir ve bu hastaların 

yaklaşık %6'sında RCC geliştiği bildirilmiştir (38). RCC riski ile ilişkili 
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tanımlanmış diğer risk faktörleri arasında kadmiyum, asbest ve petrol yan 

ürünleri gibi toksik bileşiklere mesleki maruziyet, kronik analjezik kötüye 

kullanımı, genetik faktörler, kronik hepatit C enfeksiyonları, alkol kullanımı, 

böbrek taşları ve diyabet sayılabilir (39-44). 

2.2. Renal Hücreli Kanserin Patolojik Sınıflandırması 
 

Önceden, RCC'ler hücre tipi ve büyüme şekline göre sınıflandırılırdı (45). 

Bu sınıflandırma, farklı adenokarsinom türlerinin morfolojisini, büyüme 

modelini, köken aldığı hücresini, histokimyasal ve moleküler temelini daha 

doğru yansıtacak şekilde değiştirilmiştir (46),(47),(48).  RCC'nin birkaç farklı 

alt tipi tanımlanmıştır: 

Bu alt tipler arasında; Berrak hücreli (tümörlerin % 75-85'i), Papiller 

(kromofilik; %10-15), Kromofob (%5-10), Onkositik (% 3-7), Toplayıcı kanal 

(Bellini kanalı; çok nadir), Translokasyon renal hücreli karsinom (nadir) yer 

almaktadır. RCC'lerin  %5 kadarı sınıflandırılmamış olarak kabul edilir ve bu 

tümörlerin berrak hücreli kanserlere kıyasla daha kötü bir prognoza sahiptir (49), 

(50).  

Sarkomatoid özelliklere sahip tümörler, RCC'nin herhangi bir histolojik alt 

tipinde sarkomatoid farklılaşması görülebildiğinden ayrı bir alt tip olarak kabul 

edilmez.  

2.3. Renal Hücreli Kanser Evreleme  
 

RCC evrelemesinde Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) evreleme 

sistemi olan tümör-nod-metastaz (TNM) sınıflaması kullanılmaktadır (49). 

AJCC 2017 evreleme sisteminin güncel 8. versiyonu Tablo 1’de verilmiştir. Bu 

sistemde böbreğe sınırlı tümörler büyüklüklerine göre T1 veya T2 olarak 

sınıflandırılır. T3 tümörler renal ven veya perinefrik dokulara uzanıp, ancak 

Gerota fasyasının ötesine geçmez, T4 tümörler ise ipsilateral adrenal beze 

doğrudan yayılım dahil olmak üzere Gerota fasyasının ötesine uzanmaktadır. 

Nodal ve uzak metastazlar basitçe yok veya var olarak sınıflandırılır. 
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Tablo 1. AJCC evreleme sistemine göre (8. versiyon 2017) RCC’de TNM 
sınıflaması 

T: Primer Tümör 

Tx: Değerlendirilemeyen primer tümör 

T0: Primer tümör bulgusu yok 

T1: Tümör en büyük boyutu ≤7 cm, böbrekle sınırlı 

       T1a:Tümör en büyük boyutu ≤4 cm, böbrekle sınırlı 

       T1b:Tümör >4 cm ama en büyük boyutu ≤7 cm, böbrekle sınırlı 

T2: Tümör >7 cm en büyük boyutta, böbrekle sınırlı 

       T2a: Tümör >7 cm ama en büyük boyutu ≤10 cm, böbrekle sınırlı 

       T2b: Tümör >10 cm, böbrekle sınırlı 

T3: Tümör majör venlere veya perinefrik dokulara uzanıyor, ancak ipsilateral adrenal beze ve 

Gerota fasyasını aşmamaktadır 

       T3a: Tümör renal vene veya onun segmental dallarına yayılıyor veya pelvikalisiyel 

sistemi invaze ediyor veya perirenal ve/veya renal sinüs yağını invaze ediyor ama Gerota 

fasyasının ötesine geçmiyor        

          T3b: Tümör diyaframın altında vena kavaya uzanıyor 

        T3c Tümör, diyaframın üzerinde vena kava içine uzanır veya vena kava duvarını invaze 

eder 

T4: Tümör Gerota fasyasının ötesine yayılmıştır (ipsilateral adrenal beze bitişik uzantı dahil)        

 

N: Bölgesel Lenf Nodları 

Nx: Bölgesel lenf nodları değerlendirilemez  

N0: Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1: Bölgesel lenf düğümlerinde metastaz  
M: Uzak Metastaz  

M0: Uzak metastaz yok 

M1: Uzak metastaz 

 

 

2.4. Renal hücreli karsinom tedavisi 

RCC'li bir hastaya ilk yaklaşımda, hastalığın yaygınlığının yanı sıra 

hastanın yaşı ve ko-morbiditesi dikkate alınmalıdır. Tüm tümörlerde olduğu gibi 

öncelikle hastalık açısından lokalize hastalık (evre I, II ve III) veya ileri evre 

hastalık ayrımı yapılmalıdır. 

2.4.1. Lokalize Böbrek Hücre Karsinomu Tedavisi 
 

Metastazı olmayan RCC’li hastaların çoğunda cerrahi tedavi küratiftir. Bu 

nedenle evre I, II ve III hastalığı olan hastalar için cerrahi tercih edilen tedavidir. 

Cerrahi tedavide radikal nefrektomi gerektirebilir, ancak uygun şekilde seçilmiş 
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hastalarda renal parankimi korumak için parsiyel nefrektomi tercih edilir. 

Cerrahi prosedürün seçimi, hastalığın yaygınlığına ve ayrıca yaş ve ko-morbidite 

gibi hastaya özgü faktörlere bağlıdır. Cerrahi, geleneksel bir yaklaşımla veya 

laparoskopi gibi minimal invaziv bir yaklaşımla gerçekleştirilebilir. Cerrahi 

olarak çıkartılabilir bir primer tümör ve eş zamanlı tek metastaz ile başvuran 

dikkatli seçilmiş hastalarda, metastazın cerrahi rezeksiyonu, radikal nefrektomi 

ile küratif olabilir.  

Diğer ablatif prosedürler (örneğin, kriyoterapi, radyofrekans ablasyon), 

cerrahi adayı olmayan nispeten küçük böbrek kitleleri olan hastalar için önemli 

bir alternatif olabilir.  

2.4.2. Adjuvant Tedavi  
 

Günümüze kadar RCC’nin adjuvant tedavisi için TKİ’ler yeterli başarıyı 

sağlayamamıştır. Sunitinib ile yapılan çalışmalarda genel sağ kalım avantajı 

sağlanmazken hastalıksız geçen sürede ılımlı iyileşme görülmüştür. Beraberinde 

getirdiği toksisite ve maliyet düşünüldüğünde tedavi rehberlerinde ön planda 

önerilmemektdir.  

Bununla birlikte KEYNOTE-564 faz III çalışmasında orta-yüksek veya 

yüksek hastalık nüksü riski için patolojik kriterleri karşılayan hastalar için, bir 

yıl adjuvan pembrolizumab kullanımı hastalıksız sağ kalım avantajı sağlamıştır 

(51). Bu verilere dayanarak FDA, nefrektomiyi takiben orta-yüksek veya yüksek 

rekürrens riski olan veya nefrektomi ve metastatik lezyonların rezeksiyonu 

sonrasında RCC'li hastaların adjuvan tedavisi için pembrolizumab için onay 

vermiştir (52). 

2.4.3. İleri Evre Böbrek Hücre Karsinomu Tedavisi 
 

Evre I ila III RCC’de cerrahi rezeksiyon her ne kadar küratif bir yaklaşım 

olsa da hastaların üçte biri nüks etmektedir. Ek olarak, RCC'li hastaların yaklaşık 

yüzde 15'i, cerrahinin küratif olmadığı lokal olarak ilerlemiş veya metastatik 

RCC ile başvurur. İlerlemiş veya metastatik RCC’li hastalarda hastalığın doğal 

seyri, hastalığın klinik, patolojik, laboratuvar ve radyografik özelliklerine bağlı 

olarak birkaç aydan birkaç yıla kadar değişebilir. 
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PD-1 yolağını ve/veya sitotoksik T lenfosit ile ilişkili antijen 4'ü (CTLA-4) 

hedefleyen kontrol noktası inhibisyonu, berrak hücre dahil birçok malignitelerin 

tedavisinde önemli bir rol almıştır. Anti PD-1 antikoru NV ve anti CTLA-4 

antikoru ipilimumab’ın kombinasyonu, orta ve düşük riskli hastaların 

tedavisinde yer almaktadır (53),(54). Tek ajan olarak NV ayrıca, birinci basamak 

anti anjiyogenik tedaviden sonra progresyon gösteren hastalarda genel sağkalım 

(OS) yararı göstermiştir (55),(56). Kombine immünoterapiye ilave olarak anti 

anjiyogenik tedaviler, ileri veya metastatik RCC’li hastalarda immünoterapi 

kombinasyonları gibi kabul görmüş tedavilerdir. OS yararı ile bu tür 

kombinasyonların örnekleri arasında pembrolizumab artı axitinib, cabozantinib 

artı NV ve lenvatinib artı pembrolizumab bulunmaktadır.  

Mevcut başka bir kombinasyon olarak avelumab artı axitinib de 

mevcuttur. NV artı ipilimumab gibi kombinasyonlara kıyasla anti-

VEGF/immünoterapi kombinasyonlarının rolünü tanımlamak için randomize 

çalışmalardan elde edilen olgun sonuçlara ihtiyaç duyulmaktadır. Ayrıca, 

sonuçların, az ya da çok yarar sağlama veya ciddi toksisite yaşama olasılığı olan 

belirli hasta alt grupları olup olmadığını analiz edilmesi gerekmektedir. 

Kombinasyon tedavisi ile ilgili çözülmesi gereken önemli konular arasında, bu 

tür denemelerle gözlemlenen herhangi bir iyileştirilmiş etkinliğin sinerjistik mi 

yoksa basitçe katkı maddesi mi olduğu ve bu ajanların sıralı kullanımıyla benzer 

sonuçlara ulaşılabileceği yer almaktadır. Kombinasyon tedavilerinde önemli ek 

konular ise, farklı kombinasyon rejimleri ile ilişkili nispi etkinlik ve toksisiteyi 

ve birden fazla ajanın aynı anda kullanılmasından kaynaklanan ilaç 

maliyetlerindeki artışı içerir. 

2.5. Renal Hücreli Kanser Tedavisinde Prognozun Önemi 
 

İlerlemiş hastalığı olan hastalar için tedavi seçimi, tarihsel olarak cephe hattı 

vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü (VEGFR)- TKİ’ler çağında 

geliştirilen prognostik risk faktörlerine dayanmaktadır. Uluslararası Metastatik 

Böbrek Hücreli Karsinom Veritabanı Konsorsiyumu (IMDC) prognostik modeli 

altı olumsuz faktörü içermektedir (57).  

Bu risk faktörleri; 

●Karnofsky performans durumu (KPS) <yüzde 80 



11 
 

●Tanıdan tedaviye kadar geçen süre <1 yıl 

●Hemoglobin konsantrasyonu normalin alt sınırından daha düşük 

●Serum kalsiyumu normalin üst sınırından fazla 

●Nötrofil sayısı normalin üst sınırından fazla 

●Platelet sayısı normalin üst sınırından fazla 

Bu risk faktörlerinden hiçbirine sahip olmayan hastalar olumlu risk, bir veya 

ikisine sahip olanlar orta riskli ve üç veya daha fazlasına sahip olanlar kötü risk 

olarak kabul edilir. Klinik araştırmalarda NV artı ipilimumab kombinasyonu orta 

ve kötü risk faktörlerde iyi bir etkinlik gösterirken iyi risk faktörlü hastalarda 

VEGF TKİ olan sunitinib den verileri daha kötü çıkmıştır. Diğer immünoterapi 

artı VEGF TKİ kombinasyonları tüm risk faktörlü hastalarda etkin bulunmuştur. 

Bununla birlikte iyi risk faktörlü hastlarda tek ajan VEGF TKİ tedaviside etkin 

olduğunu gösterir veriler bulunmaktadır. Bu nedenle IMDC prognostik 

kriterlerinin kombinasyon tedavileri belirlemede immünoterapi çağındaki önemi 

henüz tam olarak belirlenmemiştir. Alternatif immünoterapiye dayalı prognostik 

kriterlerin yokluğunda, bu kriterler hastaları risk sınıflandırmak için klinik 

çalışmalarda ve klinik kılavuzlar tarafından tedaviyi yönlendirmek için 

kullanılmaya devam etmektedir  (58). 

2.6 Thymoquinone 
 

Yaklaşık 1000 yılı geçkin süredir doğal ürünler bilimsel dayanağı 

olmamasına rağmen çok farklı hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Bu 

doğal ürünlerden en iyi bilinenlerden olan ve ülkemizde çörek otu olarak bilinen 

Nigella sativa adlı bitki Akdeniz ülkelerinde yaygın olarak yetişmektedir (Şekil 

1). 

   
Şekil 1. Nigella Sativa Bitkisi 
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Çalışmalar çörek otu tohumlarının biyolojik etkinliğinden pre-dominant 

(yüzde 30-48)  TQ’den oluşan esansiyel yağ komponentinin sorumlu olduğunu 

açığa çıkarmıştır (13),(14). TQ ekstraksiyon ile elde edildikten sonra (59) bu 

bileşiğin kanser, sepsis, aterosklerosiz, diyabet ve inflamasyonu içeren bir çok 

hastalıkta terapötik etkinliği çalışılmıştır. Bu çalışmalar TQ’nin bir çok farklı 

etkilerini ortaya koymuştur (Şekil 3)(60). Bununla birlikte kansere karşı etkinliği 

için yeterli kesin kanıt bulunmamaktadır. 

 

 

   
Şekil 2. TQ’nin kimyasal yapısı 
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Şekil 3. TQ’nin kanser ve inflamatuvar hastalıklardaki etki mekanizmaları 

 
2.6.1 Thymoquinone anti kanser etkileri 

 
Bu bileşiğin en temel olarak açıklanan bazı anti kanser etkileri 

bulunmaktadır. Bunlar; 

• Anti proliferatif etkileri 

• Kanser hücrelerinde hücre siklusu üzerine etkileri 

• Pro-apoptotik etkileri 

• Reaktif oksijen türevleri (ROS) üzerinden etkileri 

• Kemoterapötik ilaçlarla kombinasyonunda sitotoksik etkilerinin arttırılması 

• İn vivo kemopreventif ve kemoterapötik etkinlikleri 

• Metastaz ve anjiyogenezis üzerine etkileri 

• Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ve diğer potansiyel yolaklar 

üzerine etkileri 

• Anti proliferatif etkileri: Bu bileşiğin glioma/glioblastoma, meme kanseri, 

lösemi, akciğer kanseri, kolorektal kanser, pankreatik kanser, osteosarkoma, 

prostat kanserini içeren bir çok farklı kanserin büyümesini inhibe ettiği 
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gösterilmiştir (60), (61), (62),(63), (64) . Ayrıca bu bileşiğin kanserli 

olmayan hücreler üzerine ise çok az bir etkisi olduğu gösterilmiştir (60), 

(63),(65). 

• Kanser hücrelerinde hücre siklusu üzerine etkileri: Hücre siklusunun 

G0/G1 fazını, G1 den S fazına geçişi, G2/M fazını durdurcu etkileri birçok 

kanserde gösterilmiştir. Bu etkileri siklin D1’de azalma, p16 ekspresyonun 

artışı, p53 regülasyonu, sikilin bağımlı kinaz-4 (Cdk-4), siklin bağımlı 

kinaz-2 Cdk-2 ve siklin A aracılığı ile gerçekleştiği çalışmalarda 

gösterilmiştir (64), (66), (67). 

• Pro-apototik etkileri: Kemateröpatik ilaçların apoptosizi indüklemesi 

kanser tedavisindeki etkinliğin belirlenmesinde önemli bir faktördür (65). 

TQ’nun apoptozisi, p53 bağımlı ve p53 bağımsız yoldan indüklediği 

gösterilmiştir. HCT116 insan kolorektal kanser hücrelerinde Bcl-2 

inhibisyonu ile birlikte p53 ve p21 up-regüle olduğu bulunmuştur (64). 

Benzer şekilde birçok kanserde benzer pro-apoptotik etkiler gösterilmiştir. 

• Reaktif oksijen türevleri (ROS) üzerinden etkileri: En son çalışmalarda 

TQ’nun ROS üretimi ile apoptosizi indüklediği gösterilmiştir. ROS üretimi 

Akt Kinaz (AKT) aktivasyonunun inhibisyonuna neden olarak apoptosizi 

inhibe etmektedir (68). 

• Kemoterapötik ilaçlarla kombinasyonunda sitotoksik etkileri 

artırabilir: Kemoterapötik ilaçlarla kombine edildiği zaman sitotoksik 

etkileri artırmaktadır. NCI-H460 küçük hücreli dışı akciğer kanseri hücre 

hatlarında sisplatin ile kombine edildiğinde anti tümör etkiler artığı 

saptanmıştır (62). Aynı şekilde multipl myelomda talidomid ve bortezomib 

etkilerini artırmıştır(69). KBM-5 hücrelerinde doksorubusin veya paklitaxel 

ile kombine edildiğinde apoptosizi arttırmaktadır (70). 

• İn vivo kemopreventif ve kemoterapötik etkinlikleri: TQ’nun anti-tümör 

aktivitesi farklı dozlarda fare ksenograft tümör modellerinde araştırılmıştır.  

HCT-116 hücresi ile oluşturulan ksenograft fare modelinde apoptosizi 

indükleyerek tümör büyümesini geciktirdiği gösterilmiştir. HPAC hücre 

hattı ile oluşturulan ortotropik fare modelinde TQ’nun, gemsitabin veya 

oksaliplatin ile kombinasyonunda tümör dokusunda B hücreli lenfoma- 
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ekstra büyük (Bcl-Xl),  survivin ve X bağlı apopotoz inhibitörü (XIAP) 

proteinlerinin aşağı regülasyonunu sağladığı ve Kaspaz-3 aktivitesini 

artırdığı, ayrıca nodal metastaz ve lokal invazyonun azaldığı gösterilmiştir 

(71).  

• Metastaz ve angiyogenezis üzerine etkileri: PC-3 prostat kanseri hücre hattı 

ile oluşturulan modellerde tümör içinde anjiyogenezi inhibe ettiği 

gösterilmiştir (72). Aynı çalışmada TQ’nun insan umblikal vendeki endotelyal 

hücre migrasyonu, invazyon ve tüp formasyon oluşumun inhibe ettiği 

gösterilmiştir (72). Benzer çalışmalarda farklı kanserlerde de anjiyogenezi ve 

invazyonu inhibe ettiği gösterilmiştir (73),(62),(74),(75). Bu etkilerinin 

moleküler mekanizmaların açıklanması için daha ileri çalışmalara ihtiyaç 

bulunmaktadır. 

• Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ve diğer potansiyel yolaklar 

üzerine etkileri: El-Najjar ve ark. TQ maddesinin Jun N-terminal kinaz (JNK) 

ve ERK yolaklarında, ilgili proteinlerin fosforilasyonu artırarak aktive edip, 

apoptosiz ve oksidatif stresi arttırdığını göstermiştir (63).  Başka bir çalışmada 

ise TQ ile tedavi edilen FG/COLO357 hücre hatlarında Mucin-4’ü aşağı regüle 

ederek JNK ve p38 MAPK yolağını aktive ettiği gösterilmiştir (73). TQ’nun 

anti kanser etkileri ve MAPK rolü hakkında yeterli çalışma bulunmamaktadır 

ve ileri çalışmaların yapılmasını gerektirmektedir. Ek olarak, TQ’nun 

peroksizom proliferatör-aktifleyen reseptör (PPARs) aktivitesini indüklediği 

bulunmuştur. Bu reseptörün alt grubu olan PPAR-g ise, bazı çalışmalarda anti 

kanser mekanizmalarda anahtar roldedir. Yine TQ’nun, MCF-7 meme kanseri 

hücrelerinde bu reseptörü indüklediği gösterilmiştir(74). TQ’nun epigenetik 

integratörü olan ubikutin benzeri yüzük parmak-1 (UHRF1)’in yeniden 

ekspresyonu, siklik nükleotid fosfodiesteraz  (PDE1A)’ nın aşağı regülasyonu, 

20S proteozom inhibisyonu , p53 ve Bcl-2 ilişkili x proteini (Bax) 

akümülasyonu diğer anti kanser etkileridir (75),(76),(77). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
3.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

 
RCC hücre hattı olan Renca hücresi, sekonder bir hücre hattı olup -80oC’de 

muhafaza edildi. Renca hücresini kültüre etmek için Roswell Park Memorial 

Institute 1640 ortamı (RPMI 1640) (Cat No: E0500-360, Cegrogen) kullanıldı. 

Ortamın içerisine yüzde 20 Fetal Bovin Serum (FBS) (Cat No: FBS-ES-12A, 

Capricorn), yüzde1 L-glutamin 200mM (Cat No: K0100-670, Cegrogen) ve 

yüzde1 Penisilin/Streptomisin 100x (Cat No:PS-B, Capricorn) eklenerek 

komplet ortam haline getirildi. -80oC’den çıkartılan hücre hızla çözdürüldü ve 

temiz, steril 25 cm2’lik flaska 5 mL komplet RPMI 1640 eklenerek, flaska hücre 

ekildi. Ardından yüzde 5 CO2’li 37oC inkübatör içerisinde inkübasyona 

bırakıldı. Ertesi gün, flaskın yüzeyine tutunma gösteren hücrelerin olup olmadığı 

ışık mikroskobunda kontrol edildi. Tutunan hücrelerin konfluensi oranı yüzde 

70-80’e geldiğinde hücreler pasajlandı. Bunun için 25 cm2’lik flaskta tutunan 

hücrelerin ortamı tamamen uzaklaştırıldı ve üzerine 2 mL Tripsin/EDTA yüzde 

0,05 (Cat No: TRY-1B, Capricorn) eklendi ve yüzde 5 CO2’li 37oC inkübatöre 

kaldırılıp beş dakika bekletildi. Bekleme süresinin ardından Tripsin/EDTA ile 

kaldırılan hücreler, temiz ve steril 15 mL’lik falkonda toplandı ve 1500 rpm’de 

5 dakika boyunca santrifüj edildi. Ardından süpernatant uzaklaştırıldı ve dipte 

kalan pellet 1 mL ortam ile sulandırıldıktan sonra thoma lamı yardımı ile sayım 

yapıldı. 2.1 x 106 hücre olacak şekilde 75 cm2’lik flasklara ekim yapıldı. 

Pasajlama işlemine, iki günde bir hücrelerin yoğunluğu kontrol edilerek devam 

edildi. Ayrıca hücreler, daha sonraki adımlarda kullanılmak üzere 

dimetilsülfoksit (DMSO) ile dondurularak -80oC’de stoklandı.  

          

    Şekil 4. Konfluent olan Renca hücresi 
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3.2 MTT Canlılık Analizleri  
 

Canlılık testlerini gerçekleştirmek için (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-

difeniltetrazolyum bromid) (MTT) (Cat No: A2231, Panreac AppliChem) 

reaktifi kullanıldı. 96 kuyucuklu plaklara, her bir kuyuda 104 hücre olacak 

şekilde 200 µLve 6 tekrarlı Renca hücresi ekildi ve yüzde5 CO2’li 37oC 

inkübatörde inkübe edildi. Ertesi gün, TQ ve NV’ın farklı konsantrasyonlarda 

dozları hazırlandı.  TQ için dozlar 5 µm, 10 µm, 20 µm, 40 µm, 60 µm, 80 µm 

ve 100 µm’dır. NV için dozlar 1 µm, 5 µm, 10 µm, 20 µm, 40 µm, 80 µm, 160 

µm ve 200 µm’dır.  Her bir doz, kuyu başına 100 µL olacak şekilde, yüzde 1 

FBS içeren RPMI 160 ortamında seyreltilerek taze hazırlandı. Konfluent olan 

hücrelerin üzerindeki kültür ortamları çekilerek uzaklaştırıldı. Daha sonra 

hücrelerin üzerlerine TQ ve NV dozları eklendi. Kontrol olarak belirlenen 

kuyulara yüzde 1 FBS içeren RPMI 1640 ortamı verildi. 24, 48 ve 72 saat ajan 

denemeleri için ayrı ayrı 96 kuyucuklu plaklar ile çalışıldı. 

 

Şekil 5. MTT Testi 

 

(TQ ve NV’nin farklı doz konsantrasyonları ile gerçekleştirildi.)  

 

24, 48 ve 72. saatlerin sonunda hücrelerin üzerine 10 µL MTT ajanı eklendi. 

MTT eklenen plaklar yüzde5 CO2’li 37oC inkübatör içerisine konuldu ve dört 

saat bekletildi. Bekleme süresinin sonunda, kuyulardan 50 µL ortam 

uzaklaştırılıp, 50 µL DMSO eklendi ve formazan kristallerinin çökmesi için 

plaklar tekrar yüzde5 CO2’li 37oC inkübatöre konuldu. 15 dakika bekletildikten 

sonra ELISA plak okuyucuda (Thermo, Multiskan, 51119000) 570 nm dalga 
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boyunda okumalar gerçekleştirildi ve absorbans değerleri alındı. Elde edilen 

absorbanslardan örneklerin canlılığı, kontrole oranlanarak verildi.  

3.3. Deney Hayvanı Çalışmaları 
 

Caki-1 hücreleri McCoy ortamında kültüre edildikten sonra 37°C yüzde 5 

CO2 inkübatörde üretildi. 2 adet çıplak fare ve C57/BL6 siyah fareye subkutan 

sağ yan tarafa insülin enjektörü ile 0.3 mL inkomplet ortam içinde, sol yan tarafa 

0.3 mL matrijel içinde 106 hücre enjekte edildi. Tümör gelişimi haftada 5 gün 

takip edildi. Bir ayda tümör oluşmayınca aynı enjeksiyonlar 5x 106 hücre ile 

tekrarlandı. Bir ay sonra yine tümör oluşmayınca üçüncü tekrar olarak 107 hücre 

verildi.  Üçüncü ay sonunda tümör oluşmayınca hücre hattı değiştirilmesine 

karar verildi ve in vitro çalışmalarda kullanılan fare kökenli Renca hücre hattı 

temin edildi.  

Ön denemede ikinci enjeksiyonda 45 gün içinde çıplak farede tümör 

gelişimi görüldü. Yapılan literatür güncellemesi ile TQ’nun NV ile sinerjitik 

etkisini daha net gösterebilmek amacıyla C57/BL6 siyah farelerde tümör 

denenmesine karar verildi. Dokuz Eylül Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu’na fare tür değişikliği bilgisi verilip onay alındı.  

C57/BL6 siyah farelerde subkutan matrijel içinde ikinci enjeksiyonda iki 

ayda tümör ön denemede oluştu. 28 adet 4 gruba randomize edilmek üzere 

C57/BL6 siyah fare kullanıldı. Fareler 4’er tane kafese konuldu. Serbestçe yem 

ve suya ulaşmaları sağlandı. Fareler çalışma süresince oda ısısında (20 ± 20C) ve 

12'şer saatlik aydınlık / karanlık ortamında tutuldu. Bir hafta ortam 

adaptasyonları sonrası yüzde 20 FBS içeren komplet RPMI içinde üretilen Renca 

hücreleri 107 adet 0.3mL matrijel içinde subkutan sol sırt yana enjekte edildi. 

Tümör gelişmeyenlere bir ay sonra enjeksiyon tekrarlandı. Ortalama üçüncü 

enjeksiyonda tümör gelişimi görüldü.  Kumpas ile ölçümlerde 9 mm çapa ulaşan 

tümörlü fareler, 4 gruptan birine randomize edilerek kimyasallar tek tek ya da 

kombine olarak ya da kontrol grubu için serum fizyolojik (SF) 0.1 mL hacim 

içinde intraperitoneal (IP) enjekte edilmiştir.  
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• İn-Vivo Hayvan Grupları ve Ajan Uygulamaları: 

Tablo 2. Deney Hayvanı Grupları 

 
 

Kontrol Grubu (n=7) 

SF uygulanan kontrol grubu. 

IP; 1.,4.,6.,7.,10.,11.,13. günler 

 

 
TQ Grubu (n=7) 

TQ 20 mg/kg 

IP; 1., 4., 7., 11. günler 

 

 
NV Grubu (n=7) 

NV 30mg/kg 

IP; 1.,6.,10.,13. günler 

 

 
TQ+NV Kombinasyon Grubu 

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

IP; 1.,6.,10.,13. günler 

 

NV (Bristol-Myers Squibb; 100mg/10 ml injeksiyonluk flakon): Likid formu 30 

mg/kg olacak şekilde kanser oluşan farelerde in vivo ortam koşullarında 

implantasyon sonrası 1., 6.,10.,13. günlerde IP uygulandı. Bu doz daha önceki 

EMA Nisan 2015 raporunda NV için fare modellerinde etkin kullanılan doz 

olarak belirlenmiştir (78). 

Üç günde bir tümör volümleri ölçüldü. İlk ilaç uygulamasının 30. gününde 

sakrifikasyon işlemi uyguladı. Sakrifikasyon esnasında farelerden kardiyak kan 

alındı. 

TQ (Sigma Cat No. 274666, 5 gram) toz halinde DMSO’da (3,5 gram 2 mL 

DMSO’da) çözülerek daha sonra SF ile seyreltildi. DMSO miktarının yüzde 

0,01’in altında olacak şekilde hayvanlara IP olarak uygulandı.  

Sakrifikasyon sırasında örnekler, ileri analizler için stoklandı. Taze tümör 

dokusundan tek hücre süspansiyonu yapılıp akış sitometri ile Annexin V (FITC 

işaretli) +PI (PE okuma) ile canlı hücre apoptoz (erken geç) ve nekroz oranlarını 

belirlemek amacıyla stoklandı. Tümör dokularından ribonükleik asit (RNA) 

izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) çalışmalarını gerçekleştirmek 

amacıyla yedek dokular alındı ve hızla yüzde bir antibiyotik içeren RPMI 1640 

dondurma ortamına konulup -80 0C’de stoklandı. Histopatolojik analizler için 

tümörün bir kısmı kasetlenerek formolde saklandı.  
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3.4 Histopatolojik İncelemeler 
 

Fare dokularının çıkarılmasını takiben dokular kaset içerisinde yüzde 10 

formole alınıp fikse edildi.  Uygulanan fiksasyon süresi en az 24 saat olmak 

üzere, dokular formol içerisinde en az bir gece bekletildi.  Dokuların tespitinden 

sonra doku takibine başlandı. Doku takibi otomatik sistem doku takip cihazında 

(RVG-1, Intelsit) gerçekleştirildi. Doku takip prosedürü aşağıdaki gibidir (Tablo 

3).  

 

Tablo 3. Uygulanan doku takip prosedürü 

ADIM SOLVENT SICAKLIK 

01 %70 Alkol 0 

02 %90 Alkol 0 

03 %96 Alkol I 0 

04 %96 Alkol II 0 

05 %100 Alkol I 0 

06 %100 Alkol II 0 

07         %100 Alkol III 0 

08 Ksilen I 35 

09 Ksilen II 40 

10 Ksilen III 45 

11 Parafin I 60 

12 Parafin II 60 

13 Parafin III 60 

14 Bloklama 60 

 

3.4.1 Parafin Bloklama ve Kesit Alma 
 
Doku takibinden çıkarılan dokular, 600C’de erimiş sıcak parafine gömüldü 

(KSA,2015). Sıcak parafin bloklar, hızlıca soğuması için soğuk tablaya (KSA 

2001) konuldu ve parafin donduruldu. Daha sonra, her bir bloktan lizinlenmiş 

lamlara kesitler alındı. Doku kesitleri, Leica mikrotom cihazında (RM2125) beş 
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mikron inceliğinde kesildi. Daha sonra lamlar en az bir gece kuru etüvde 600C’de 

bekletildi.  

3.4.2 Hematoksilen & Eozin Boyama 
 

Hematoksilen-eozin boyanacak olan lamlar, öncelikle lam sepetine 

yerleştirildi ve 30 dakika ksilolde bekletildi. Ksilol sonrasında, dokuların 

kurumasına da izin vermeden tüm ksilol uçuruldu. Lamlar daha sonra yüzde 100 

etil alkol içerisinde beş dakika bekletildi. Daha sonra yüzde 80 etil alkole alındı 

ve beş dakika bekletildi. Alkol serisinin en sonunda yüzde 60 ve yüzde 40 alkol 

serilerinde sırayla beş dakika daha bekletildi. Daha sonra distile su ile yıkama 

yapıldı ve lamlar Hematoksilen (Tek-Path,160146) içerisine alındı ve iki dakika 

bekletildi. Sürenin sonunda lamlar iki kez ve ikişer dakika çeşme suyu ile 

yıkandı. Daha sonra lamlar Eozin Y yüzde 1 (Tek-Path,12647) içerisine alındı 

ve bir dakika kadar boya içerisinde bekletildi. İki kez ikişer dakika çeşme suyu 

yıkaması ardından, iki dakika distile su içerisine alındı ve yıkama işlemi 

tamamlandı. Artan alkol serisi (yüzde 40, yüzde 60, yüzde 80, yüzde 100) 

uygulandıktan sonra tüm lamlar şeffaflama ksilolü içerisine alındı ve 30 dakika 

bekletildi. Ksilolün uçurulması beklenmeden lamlar entellan ile üzerine lamel 

kapatılarak mikroskobi için hazır hale getirildi.  

 

3.4.3 İmmünohistokimyasal Boyamalar  
 

Kesit alınan lamlar, immünohistokimyasal boyama (IHK) için ön hazırlığa 

tabi tutuldu. Bunun için;  

• Tüm lamların yüzeyine metanol damlatıldı ve 10 dakika bekletildi. 

• Kuruduktan sonra yüzde 10 formolde 10 dakika bekletildi. 

• Distile suda beş dakika yıkandı. 

Lamlar daha sonra, yüzde 3 H2O2 içerisinde 10 dakika bekletildi. Distile su ile 

beş dakika, PBS ile üç dakika yıkandıktan sonra bir damla inhibitör blokan 

damlatıldı ve beş dakika bekletildi. Lamlara boyanacak olan primer antikorlar 

(CD20 (SantaCruz, sc-393894), CD4 (Bioss, Bs-0647R), CD8 (Bioss, Bs- 

0648R), CD68 (SantaCruz sc-17832), VEGFR1 (Abcam, ab283654), PD1 
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(Abcam, ab237728), PDL1(Abcam ab205921), CASP3 (Abcam, ab32351), 

CASP9 (Abcam, ab32539)), 100 µL distile suya 0.5 µL antikor gelecek şekilde 

seyreltilerek lamların üzerine kondu. İki saat bekletildi. İki saatin sonunda 

damlar PBS ile beş dakika yıkandı ve daha sonra sekonder HRP antikor 

(OmniMap anti-Rt HRP, 760-4311) eklendi ve 30 dakika bekletildi. Bekleme 

süresinin sonunda PBS ile beş dakika yıkandı. Lamlara, yüzde 3 H2O2 ile 

karıştırılarak bir damla DAB boyası (ChromoMap DAB kit, 760-159) damlatıldı 

ve on dakika bekletildi. Çeşme suyu yıkaması ardından distile su ile yıkanan 

lamlar, artan alkol serisinden ikişer dakika tutulduktan sonra kurutuldu. 

Şeffaflama ksilolünde bir saat bekletildi. Daha sonra lamlar entellan ile kapatıldı.  

 

3.5. Apoptoz/Nekroz Oranlarının Belirlenmesi 
 

Apoptoz, birden fazla olayın bir sinyal dizisi gibi gerçekleştiği ve farklı 

noktalarını değerlendirmek için birçok fırsat sağlayan süreçtir. Bu süreç, akış 

sitometrik olarak değerlendirilebilmektedir. Farklı apoptotik evrelerdeki 

hücreler Annexin V ve propidyum iyodür (PI) kullanılarak ayırt 

edilebilmektedir.  

Akış sitometrik apoptoz tayininde BD Accuri C6 fakıi sitometri cihazı ve 

Biolegend FITC Annexin V Detection Kit with PI (Katalog No: 640914) 

kullanıldı. Yöntemin basamakları aşağıdaki gibidir: 

1) Apoptoz değerlendirmesine alınacak hücre süspansiyonu 1200 rpm’de on 

dakika santrifüjlendi. 

2) Santrifüj sonrası üst kısım atıldı. Pellet 500 ml PBS ile iki kez yıkandı. 

3) Yıkama sonrası yapılan santrifüj sonrasında elde edilen pellet 200 µL Annexin 

Binding Buffer (1X) solüsyonu ile resüspanse edildi. 

4) Resüspanse edilen hücreler, tüp başına 1 x 105 hücre olacak şekilde iki tüpe 

bölündü. Tüplerden birisi boyanın konmadığı iç kontrol olan “Unsatined” tüpü, 

diğer ise boyanacak hücreler olan “Stained” tüpüdür. 

5) Boyanacak hücrelerin bulunduğu “Stained” tüplerine 5 µL Annexin V-FITC 

ve 5 µL PI boyaları eklendi. 
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6) Nazikçe vortekslendi, oda sıcaklığında ve karanlıkta 15-20 dakika inkübe 

edildi. 

7) İnkübasyon sonrası tüm tüplerin üzerine 400 µL Annexin Binding Buffer (1X) 

eklendi. 

8) Hücrelerin kümelenmesini engellemek adına tüpler filtre edildi. 

9) Annexin V-FITC (494 nm Eksitasyon dalga boyu, 518 nm emisyon dalga 

boyu) FL-1 kanalında, PI (535 nm Eksitasyon dalga boyu, 617 nm emisyon 

dalga boyu) ise FL-2 kanalında flow sitometrik okutulması yapıldı. 

10) Okutma sonucunda Annexin V-FITC ve PI bağlanmamış hücreler canlı, sadece 

annexin V-FITC bağlanmış hücreler erken apoptotik, sadece PI bağlanmış 

hücreler nekrotik ve hem annexin V-FITC hem de PI bağlanmış hücreler geç 

apoptotik olarak değerlendirildi.  

3.6 Moleküler Analizler 
 

3.6.1 Dokudan RNA İzolasyonu 
 

Doku örnekleri, mekanik dağıtıcı yardımıyla homojen hale getirildikten 

sonra, dokuların üstüne 200 µL Tissue Lizis buffer ve 40 µL Proteinaz K 

eklenmiş ve 370C de gece boyunca inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresinin 

ardından, High Pure RNA Isolation Kit (Roche, 11828665001) kiti kullanılarak 

izolasyona başlandı. Dokuların üstüne 100 µL no:1 Tissue Lysis buffer eklendi.  

Daha sonra 40 µL no:2 Proteinaz K solüsyonu eklendi. Ependorflar vortekslendi 

ve spin yapıldı. Kuru ısı bloğunda 850C’de 30 dakika boyunca inkübe edildi.  

Örnekler ısı bloğundan çıkartılıp oda sıcaklığına getirildikten sonra üzerine 80 

µL no:2 solüsyonu eklendi. Kuru ısı bloğunda 550C’de 30 dakika boyunca 

inkübe edildi. Örnekler ısı bloğundan çıkartılıp oda sıcaklığına getirildikten 

sonra üzerine 325 µL no:3 solüsyonu ve 325 µL yüzde 100 etanol eklendi. 

Pipetaj yapılarak karıştırıldı. Örneklerin tümü, mikropipet ile kitin içinde 

bulunan spin-kolon tüplere alındı. Tüpler 6000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. 

Altta kalan tüp ekarte edildi, kolonlar temiz yeni bir tüpe aktarıldı. Tüpler 16.000 

g’de 2 dakika boyunca santrifüj edildi. Altta kalan tüp ekarte edildi, kolonlar 

temiz yeni bir tüpe aktarıldı. Spin-kolon tüplerin filtrelerinin üzerine 100 µL 

DNAz working solution eklendi ve 15 µL boyunca oda ısısında bekletildi. 
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Örneklerin üzerine, 500 µL no:4 solüsyonu eklendi ve 6000 g’de 30 saniye 

santrifüj edildi. Tüpün altındaki süpernatant döküldü ve filtrenin üstüne 500 µL 

no:5 solüsyonu eklendi. 6000 g’de 30 saniye santrifüj edildi.  İkinci kez, tüpün 

altındaki süpernatant döküldü ve filtrenin üstüne 500 µL no:5 solüsyonu eklendi. 

6000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Tüpün altındaki süpernatant döküldü, 

maksimum hızda iki dakika boyunca santrifüj edildi. Altta kalan tüp ekarte 

edildi, üstte filtrenin olduğu kısımlar temiz 1,5 mL’lik ependorfların üzerine 

yerleştirildi.   

Filtrelerin üzerine 50 µL no:8 Elüsyon buffer eklendi ve oda ısısında bir 

dakika boyunca beklendi. 6000g ‘de bir dk boyunca santrifüj edildi. Filtre 

kısımları çıkartılıp ekarte edildi. 1.5 mL’lik ependorflarda altta kalan, elde edilen 

RNA’lar PCR çalışmasında kullanılmak üzere -80 0C’ye kaldırıldı. 

3.6.2 cDNA İzolasyonu ve PCR Analizleri 
 

Doku örneklerinden izole edilen RNA’lar, çalışma öncesi -800C’den 

çıkartılıp soğuk bloğa kondu ve eritildi. Abm cDNA kiti (abm G236) 

kullanılarak RNA’ların cDNA’ya çevrilmesi gerçekleşti. 10 µL RNA, 1 µL oligo 

dt, 1 µL random primer, 1 µL dntp ve 1,5 µL dH2O, temiz PCR striplerine, her 

örnekten ayrı hazırlanacak şekilde birleştirildi ve 65oC’de beş dakika kuru ısı 

bloğunda bekletildi. Daha sonra hemen buza konuldu. RT2, RT6 ve RT7’den 5X 

buffer, total örnek miktarına göre hazırlandı ve miks oluşturuldu. Hazırlanan 

miks, 5,5µL örnek başına PCR striplerine dağıtıldı. Böylece total konsantrasyon 

20µL’ye tamamlandı. Konvansiyonel PCR cihazında (NYXTechnik, ATC401) 

cDNA’ya çevrim programı kullanılarak çevrimler yapıldı.  

Program döngüsü aşağıdaki gibi uygulandı. 

• 250C 10 dk 
• 500C 30 dk 
• 850C 5 dk 

Sürenin sonunda örnekler buza alındı.  

cDNA örnekleri,  Fast Start Essential DNA Probe Master (Roche, 

06402682001) kullanılarak gerçekleştirildi. Buna göre, FGFR1, PDGFRB3, 

VEGFR, c-Kit, c-Met, RET, AXL, Flt-3, Tie2, ICAM1, VCAM1, E-Selectin 

genlerinin Forward ve Reverse primerleri ve kontrol geni olarak ise ACTB 
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kullanılarak real-time PCR gerçekleştirildi. Master miks’ten 16 µL ve örnekten 

4 µL kullanılarak hacim toplamda 20 µL’ye tamamlandı. Roche LightCycler 

Nano cihazı kullanılarak real-time PCR yapıldı.  

Program döngüsü aşağıdaki gibidir. 

• Denatürasyon 1 Döngü, 95oC 10 dakika 
• Amplifikasyon 45 Döngü,  

o 95oC 10 saniye 
o 60oC 30 saniye 
o 72oC 1 saniye 

• Soğutma 1 Döngü, 400C 30 saniye 

Analiz için, relatif kantitasyon, ∆ Ct analiz yöntemi kullanılarak yapıldı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. MTT Canlılık Analiz Sonuçları 
 

Renca hücre hatlarında 24, 48 ve 72. saat ajan uygulamasında MTT 

sonuçları Şekil 7-9 de gösterilmiştir. Bu sonuçlara göre hücre canlılığı üzerine 

en etkin doz olarak, TQ’nun 72. saat uygulamasında 100 µM ve NV için 72. saat 

uygulamasında 200 µM olarak tespit edildi.  

 

 
Şekil 6. İlaç uygulamaları Renca hücre hatlarında 24. saat MTT analiz sonucu 

 

 

 
Şekil 7. İlaç uygulamaları Renca hücre hatlarında 48. saat MTT analiz sonucu 
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Şekil 8. İlaç uygulamaları Renca hücre hatlarında 72. saat MTT analiz sonucu 

 
4.2. Apoptozis/Nekroz Sonuçları  
 

MTT analizinde belirlenen dozlara göre NV ve TQ tekli ve kombinasyon 

uygulamalarının Annexin V+PI apoptozis sonuçları Tablo 4’te özetlenmiştir. 

Buna göre; En yüksek apoptotik ölüm oranı TQ+NV kombinasyon grubunda 

görülürken, en düşük apoptotik etkiye sebebiyet veren ajan TQ’dur. 

 

Tablo 4. İn vivo Annexin V+PI ile apoptozis sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 APOPTOSIS NECROSIS 

CONTROL %5,3 %9,6 

TQ %10,4 %12,25 

NV %18,4 %5,7 

TQ+NV %25 %14 
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Tablo 5. Kontrole Kıyasla Tedavi Gruplarının Apoptoz/Nekroz Sonuçlarının 
İstatistiksel Anlamlılık Değerleri 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.3. Hematoksilen Eozin Boyama Sonuçları 
 

Hematoksilen Eozin boyama sonuçları için mikroskobik olarak tümör içi ve tümör 

çevresindeki inflamatuvar yanıt değerlendirilmiştir. Tümör içi inflamatuvar yanıtın 

kontrole oranla TQ+NV kombinasyon grubunda artmış olduğu tespit edilmiştir. 

 

 
 
Şekil 9.TQ+NV Kombinasyon Grubunda Tümör Çevresinde Artmış 
İnflamatuvar Yanıt Örnekleri 

 
 

 
Şekil 10.  Kontrol grubunda sakrifikasyon sonrası total eksize edilmiş tümör 
dokusu. 

 APOPTOSIS* NECROSIS* 

TQ  0.067 0.054 

NV  0.021 0.027 

TQ+NV  
 

0.034 0.851 
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Hayvanlarda hücre hattı ile ksenograft tümör modeli oluşturulduktan sonra 

tedavi sonrası tüm gruplar sakrifiye edilmiştir. İlk makroskopik bulgular; 

tümörün yumuşak kıvamlı, iyi sınırlı, solid, kanama nekroz içermediğini ve kesit 

yüzü heterojen balık eti kıvamında bej renkli olduğunu gösterdi.  

 
 
Şekil 11. Kombinasyon ve TQ tedavi grubunda makroskobik tümör bulguları 

 
Kombinasyon grubunda (sol) ve TQ grubunda (sağ) tümörde makroskobik 

olarak küçülme izlenmedi. İç organlarda metastaz bulgusuna rastlanmadı. 

 

4.4. İmmunohistokimya Analiz Sonuçları 

Tablo 6’da, in vivo deneylerde uygulanan TQ ve NV’nin tekli ve 
kombinasyon gruplarında protein analizleri amacıyla histokimyasal boyama 
yapılan grupların analizleri gösterilmektedir. İmmün belirteçlerde CD8+ 
sitotoksik T lenfositlerde kontrol grubuna oranla NV verilen tedavi grubunda 
istatistiksel olarak anlamlı bir yükselme gösterdi (p<0,05). Aynı etki, kontrolle 
kıyaslandığında kombinasyon grubu olan TQ+NV’de de görüldü (p<0,05). 

CD68 tümör ilişkili makrofaj belirtecinin ekspresyon seviyelerinde hem NV 
tedavi grubunda hem de TQ+NV kombinasyon tedavisi grubunda kontrole 
kıyasla anlamlı bir azalma görüldü (p<0,05). 

Bir apoptotik ölüm belirteci olan kaspaz 9 ve kaspaz 3 ekspresyon seviyeleri 
ise kontrole kıyasla en fazla NV verilen grupta görüldü (p<0,05).  
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Tablo 6. İn vivo İlaç Uygulamaları Sonrası Kontrole Kıyasla Tedavi 
Gruplarının IHK Sonuçlarının İstatistiksel Anlamlılık Değerleri 

 
 CD20* CD4* CD8* CD68* VGFR* PD-1* PD-L1* CASP3* CASP9* 

TQ 
Grubu 

0.439 0.211 0.823 0.776 0.242 0.356 0.329 0.334 0.432 

NV 
Grubu 

0.373 0.232 0.019 0.034 0.464 0.794 0.696 0.049 0.018 

TQ+NV  
Grubu 

0.515 0.375 0.024 0.022 0.533 0.372 0.767 0.527 0.286 

*p değerleri         
 
 

   4.5. PCR Gen Analizi Sonuçları 
 

   Tablo 7, in vivo grupları arasında yapılan gen analizlerinin kıyaslanması 
ile elde edilen verileri göstermektedir. Anjiyopoietin reseptör proteinini 
kodlayan gen olan Tie2 geninde TQ+NV tedavisi verilen grubun kontrole oranla 
gen ekspresyon seviyesi anlamlı derecede azaldı (p<0,05). 
Axl geninde de benzer etki olarak, TQ+NV tedavisi verilen grubun kontrole 
oranla gen ekspresyon seviyesi anlamlı derecede azaldı (p<0,05). 
VEGFR gen ekspresyon düzeyleri, yalnızca TQ verilen grupta kontrole kıyasla 
azalma gösterdi (p<0,05). Flt-3 gen ekspresyon düzeyleri de yalnızca TQ verilen 
grupta belirgin bir azalma gösterdi (p<0,05). Benzer şekilde FGFR düzeyleri de 
yine TQ grubunda kontrole göre belirgin azaldı (p<0,05). 
 
Tablo 7. İn vivo İlaç Uygulamaları Sonrası Kontrole Kıyasla Tedavi 
Gruplarının RT-PCR Sonuçlarının İstatistiksel Anlamlılık Değerleri 

 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 değerleri 
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5. İSTATİSTİKSEL ANALİZ 

Veriler statistical package for social sciences, versiyon 22.0 (SPSS, 

Chicago, Ill) software programı kullanılarak analiz edilmiştir. Dokudaki tümör 

hücrelerinde ve çevresindeki immün sistem hücrelerinde İHK ekspresyon 

oranları ile ilaç uygulaması sonrası tedavi yanıt oranları karşılaştırılarak 

incelenmiştir. İstatistiksel değerlendirmede bağımsız değişkenler tümör 

hücreleri ve T hücrelerinde İHK inceleme sonuçları, hücre canlılık yüzdeleri, 

yaş, cisiyet, tümör hücrelerinin patolojik özellikleri, tümör boyutu ve 

yerleşimidir. Bağımlı değişkenleri ise her bir ilaç için hücre kültürü koşulunun 

3 kez tekrarlarıdır. Bağımsız değişkenler Mann Whitney U test, Kruskal-Wallis 

test ve x2 test ile karşılaştırılmıştır. Bağımlı değişkenler için istatiksel analiz 

yapılmamış, sadece ortalamaları alınmıştır. İlaç gruplarının kendi kontrolleri ile 

karşılaştırılmasında ise Wilcoxon test kullanılmıştır. Analizlerde anlamlılık 

p<0.05 kesim noktası ile değerlendirilmiştir. 
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6. TARTIŞMA 

Evre I ila III RCC’nin cerrahi rezeksiyonu küratif bir tedavi yaklaşımı 

olmasına rağmen bu hastaların üçte biri nüks etmektedir. Ek olarak, RCC’li 

hastaların yaklaşık yüzde 15'i, cerrahinin küratif olmadığı lokal olarak ilerlemiş 

veya metastatik RCC ile başvurmaktadır. Metastatik RCC’li hastalarda 

hastalığın doğal seyri, hastalığın klinik, patolojik, laboratuvar ve radyografik 

özelliklerine bağlı olarak birkaç aydan birkaç yıla kadar değişebilir. Metastatik 

RCC’nin tedavideki tarihsel gelişimine baktığımızda interlökin, interferon gibi 

spesifik olmayan immünoterapi tedavilerinden son yıllarda en çok çalışılan TKİ 

hedefli tedavilere (anti VEGF) ve son olarak immün kontrol noktası inhibitörleri 

(anti PD-1, anti PD-L1 ve anti CTLA-4) ile oldukça zenginleştiğini görmekteyiz. 

Bu önemli terapötik gelişmelere rağmen, metastatik RCC’li hastaların beş yıllık 

sağ kalım oranları, özellikle olumsuz prognostik faktörleri olan hastalarda zayıf 

kalmaktadır (79). Özellikle son beş yılda bu tedavilerin kombine kullanılması 

sağ kalımlar üzerine olumlu sonuçlar üretmiştir. VEGF hedefleyici ajanların 

TKİ’ler ile kombinasyonu, tek başına TKİ sınırlamalarının üstesinden 

gelebilecek ve hem anjiyogenez kaskadını hem de tümör mikro ortamını 

hedefleyebilecek terapötik bir alternatif olarak ortaya çıkmaktadır. Anti-VEGFR 

inhibitörleri (sunitinib, cabozantinib vb) anti anjiyogenik etkilerine ek olarak, 

immün modülatör etkiler de göstermektedir. VEGF' nin inhibitör freninin 

kilidini açmak ile, efektör hücrelerin infiltrasyonunu ve aktivasyonunu teşvik 

etmek ve immün süpresif hücreleri inhibe etmektedir (80).NV ile ilişkili 

sunitinib veya pazopanib ile ilgili ilk çalışmaların yüksek karaciğer ve 

gastrointestinal toksisite oranı göstermekte ve olumsuz sonuçları olmasına 

rağmen (81), yeni kombinasyonların da aktif olduğu ve daha iyi tolere edildiği 

kanıtlanmıştır (82),(83),(84). Yine de kombinasyon çalışmalarında toksisite 

etkilerinin daha aydınlatıcı olarak çalışılmasına ve bulguların ortaya 

konulmasına ihtiyaç duyulmaktadır. 

IMmotion151 çalışmasında, anti VEGF ajanı bevacizumab ile kombine 

anti PD-L1 atezolizumab, PD-L1pozitif tümörleri olan hastalarda sunitinib 

mono terapisinden daha iyi performans göstermiştir (HR = 0.74 [yüzde 95 GA 

= 0.57-0.96]; p = 0.02]; bununla birlikte, tedavi amaçlı popülasyonda, medyan 
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OS, kombinasyon kolunda 33,6 aya karşılık sunitinib kolunda 34,9 ay olarak 

kaydedilmiş ve sonuçlar (HR = 0.93) henüz anlamlılık sınırını geçmemiştir. 

IMmotion151'in önceden belirlenmiş bir alt grup analizi, sunitinib tedavi koluna 

kıyasla bevacizumab artı atezolizumab tedavi kolunda sarkomatoid özellikleri 

olan RCC'li hastalarda progresyonsuz sağ kalım (PFS) açısından önemli bir 

fayda göstermiştir (85). 

Bu çalışmalardan faz III Keynote 426 çalışmasında, daha önce tedavi 

edilmemiş metastatik RCC’li 861 hasta, pembrolizumab artı aksitinib veya 

sunitinib kollarına atanmıştır. Birincil sonlanım noktası, tedavi amacına yönelik 

(ITT) popülasyonundaki OS ve PFS ve ikincil sonlanım noktaları ise objektif 

yanıt oranları (OYO) idi. 12.8 aylık medyan takipten sonra, bu çalışma PFS 

(15.1'e aya karşı 11,1 ay, HR = 0,69; yüzde 95 CI = 0,57-0,84; p = 0,001) ve 

OYO (yüzde 59,3'e karşı yüzde 35.7, p = 0,001)  PD-L1 durumu ve prognostik 

risk kategorisinden bağımsız olarak kombine tedavi kolu lehine sonuçlanmıştır 

(84). Keynote-426 çalışmasının uzun dönem (medyan takip 30,6 ay) sonuçları 

medyan GS açısından kombinasyon kolunun üstünlüğünü korumaktadır. Ancak 

çalışmanın alt grup analizlerine bakıldığında GS farkı kombinasyon kolunda 

orta-kötü risk faktörlü hastalarda istatistiksel olarak anlamlıyken iyi risk faktörlü 

hastalarda ise anlamlı değere ulaşmamıştır [HR = 1.06; (%95 CI = 0,60–1,86)]. 

Tedaviyle ilişkili tüm derecelerdeki yan etki sıklığına bakıldığında her iki kolda 

ortalama yüzde 97 saptanırken derece 3-5 yan etki olarak bu oran yüzde 67 

saptanmıştır.  

Tedaviye bağlı herhangi bir immün yan etki ise 3. derece veya daha yüksek 

yan etkiler kombinasyon kolunda yüzde 10,7 saptanırken sunitinib kolunda 

yüzde 1,9 saptanmıştır. Bu yan etkiler arasında en sık hepatitis, pnömonitis, 

kolitis, nefritis ve hipotiroidi saptanmıştır. 

 

Başka bir faz III çalışma olan CheckMate-9ER çalışmasında metastatik 

RCCiçin birinci basamak tedavi olarak NV ve cabozantinib kombinasyonu ile 

sunitinib kombinasyonunu karşılaştırmıştır ve randomize kontrollü bir 

çalışmadır. Çalışmanın ilk analizinde, standart tedaviye göre kombinasyon 

kolunun üstünlüğünün, ölüm riskini yüzde 40 azaltarak üç etkinlik sonlanım 
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noktalarının tümünü karşıladığı gösterilmiştir [HR = 0.60 (%98,89 CI = 0.40-

0.89); p = 0.0010]. Cabozantinib ve NV kombinasyonu ile tedavi edilen 

hastalarda, çalışmanın birincil sonlanım noktası olan medyan PSK, yalnızca 

sunitinib alan hastalara kıyasla iki katına çıkarmıştır: 8,3 aya kıyasla 16,6 ay [HR 

= 0,51 (yüzde 95 GA = 0,41–0,64), p=0.0001]. Tüm bu sonuçları, önceden 

belirlenmiş alt gruplarda ve IMDC ve PD-L1 ifadesine göre tüm risk 

kategorilerinde tutarlılık göstermektedir (86),(87). Bu çalışmaya dayanarak, 

Avrupa Tıbbi Onkoloji Derneği (ESMO) ve Ulusal Kapsamlı Kanser Ağı 

(NCCN) kılavuzları, tüm prognostik alt gruplarda geçerli bir birinci basamak 

tedavi olarak NV ve kabozantinib kombinasyonunu önermektedir (87). NV artı 

ipilimumab kombinasyonu sunitinib ile karşılaştırıldığında orta-kötü risk 

faktörlü hastalarda sağ kalımı anlamlı bir şekilde iyileştirirken iyi risk faktörlü 

hastalarda tek ajan sunitinib kombinasyon koluna üstünlük sağladığı 

görülmüştür (88). 

Şu anki haliyle, immüno-hedef kombinasyonu, özellikle tümörü zayıf 

immün infiltrasyon ile karakterize edilen ve tek başına immün kontrol noktası 

inhibitörleri bazlı tedaviye yanıt verme olasılığının daha düşük olduğu 

düşünülen “soğuk” fenotipli hastalarda özellikle geçerli bir fırsatı temsil 

edebilmektedir.  

Mikro ortam RCC, tümör infiltre eden immün hücrelerin heterojen bir 

popülasyonu ile karakterize edilmekte; ancak bugüne kadar çelişkili veriler 

bulunmaktadır. CD8+ lenfositler ve M1 makrofajlar gibi efektör T hücrelerinin 

infiltrasyonu daha iyi bir prognoz ile ilişkilendirilebilirken, T regülatör hücre 

(TREG) ve M2 makrofajlar gibi düzenleyici T hücrelerinin infiltrasyonu daha 

kötü bir sonuca sahiptir (87-90). Bunun tersine, yüksek tümör içi ve peri-tümör 

CD8+ hücre yoğunluğu da kötü prognozla koreledir (91). Tümör hücreleri 

üzerindeki PD-L1 ekspresyonunun, CD8+ infiltratlı iki tümör grubunu ayırt 

ederek daha yüksek CD8+ T hücre infiltrasyonuna yol açabileceği ve immün 

kontrol noktalarının düşük ekspresyonuna ve olgun dendritik hücrelerin 

lokalizasyonuna sahip grubun iyi bir prognoz ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

(92). IMmotion150 çalışmasının bir keşif analizi, PD-L1 ekspresyonu ve T 

CD8+ hücrelerinin infiltrasyonu ile ilişkili bir T efektör immün geninin, 
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atezolizumab kolunda daha yüksek bir OYO ve uzun süreli PFS ile ilişkili 

olduğunu bildirmiştir. Özellikle VEGF blokajının, T hücrelerinin tümör 

mikroçevresine infiltrasyonunu destekleyebildiği ve böylece immün kontrol 

noktası inhibitörlerinin etki mekanizmasını güçlendirdiği gözlemlenmiştir (94). 

Günümüzde metastatik RCC tedavisinde TKİ ve VEGFR/TKİ 

kombinasyonları standart tedavi haline gelmiştir. Bu iki ilaç grubunun sinerjik 

etkilerinin anlaşılabilmesi için kanser bağışıklık döngüsü ve tümör 

anjiyogenezin tümör mikro çevresine etkisinin iyi bilinmesi gerekmektedir. 

Kanser bağışıklık döngüsü kanser hücresinden antijenlerin salınmasıyla 

başlayan ve kanser hücrelerinin öldürülmesiyle biten çok farklı süreçleri 

içermektedir. Tümör hücreleri tarafından antijenik peptitlerin salınmasıyla 

birlikte başlayan süreçte bu antijenler daha sonra yakalanır ve dendritik hücreler 

tarafından işleme tabi tutulur. Tehdit olarak tanımlanan tümör antijenlerinin bu 

şekilde tanınması, yüksek mutasyon yükü taşıyan bazı tümörler ve dolayısıyla 

tümör neoantijenleri için kendiliğinden olabilirken, diğer durumlarda 

kemoterapi ve/veya radyoterapinin uygulanmasından sonra ortaya çıkmayabilir.  

Dendritik hücreler daha sonra doku uygunluk proteinleri (MHC) sınıf I 

(CD8+ ile etkileşim) ve sınıf II (CD4+ ile etkileşim) yoluyla tümör antijenlerini 

sunar. Ardından, efektör T hücreleri (CD4+ ve CD8+) ve aynı zamanda rolü 

temel olan düzenleyici T lenfositler ile ilgili olan bağışıklık hücrelerinin 

başlatma ve aktivasyon aşaması gelir. Aktive edilmiş T lenfositler, tümöre göç 

edecek ve tümör mikro ortamına girecektir. Tümör hücrelerini tanıyıp T hücre 

reseptörü (TCR) yoluyla ona bağlanırlar. Bu adım, PD-1/PD-L1 bağlanması 

yoluyla bağışıklık sisteminden kaçmak için tümör hücreleri tarafından atlanan 

ana adımlardan biridir. Yeterli lenfosit proliferasyonu, tümör sitoliziyle 

sonuçlanır. 

RCC’ye özgü kanser-bağışıklık döngüsündeki farklar TKİ yanıtını da 

belirlemektedir. Bu döngünün immünoterapiyi destekleyen dikkate değer 

RCC'ye özgü özellikleri arasında, RCC'ye özgü salınan antijenler (insan endojen 

retrovirüsü kaynaklı antijenler dahil), genellikle yüksek seviyelerde CD8+ T 

hücre infiltrasyonu ve ekspresyonu antijen sunumu ile ilgili genler ve tümör 

hücresi öldürmeyi destekleyen T hücre fenotipleri yer almaktadır. Tersine, anti 
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tümör bağışıklığı, genellikle düşük tümör mutasyon yükü, sınırlı sayıda üçüncül 

lenfoid yapılar, immünosüpresif sitokinlerin veya VEGF'nin varlığı tarafından 

bozulabilir. RCC’de anti anjiyogenik tedavinin önemi VHL genindeki mutasyon 

ile normal iskemik koşullarda bile anjiyojenezin tetklendiği HIF-1α 

yıkılamaması ile anlaşılmıştır. Tabi ki RCC’deki anjiyogenik faktörlerin aşırı 

salınması sadece anti anjiyogenik tedaviler için değil tümör mikro çevresinde 

bazı immünsüpresif etkiye neden olması açısından önemlidir. Bu immün 

süpresif etkiler arasında; dentrik hücrelerin matürasyonun engellenmesi, M1 

makrofajlardan M2 makrofajların polarizasyonun sağlanması, tümör ilişkili 

makrofajların myeloid kökenli kök hücrelerin aktive olması gibi etkiler 

sayılabilmektedir.  

Özellikle TREG hücrelerinden salınan interlökin-4 (IL-4), IL-10, IL-13 

artmış seviyelerinin monositlerin tümör ilişkili makrofajlara farklılaşmasını 

arttırdığı bilinmektedir.  

Diğer bir immün süpresif etki ise CD8+ üzerindeki PD-1 ekspresyonun 

artmasıdır. Anti anjioyogenik ilaçların kullanılması interferon gamma (IFN-γ) 

aracılı vasküler yeniden modelleme sağlayarak tümör içerisine artmış efektör 

immün hücre infiltrasyonu sağlamaktadır. Ayrıca yukarıda bahsedilen immün 

süpresif mekanizmaları da geri çevirmektedir. Anti anjiyogenik tedavilerle 

immün terapötik ilaçların beraber kullanımı bu etkiyi potansiyelize etmektedir. 

Bu mekanizmalar günümüzdeki metastatik RCC’deki kombinasyon 

tedavilerinin temelini oluşturmaktadır. 

RCC’de NV, ilk onay almış anti PD-1 immün kontrol noktası 

inhibitörüdür. RCC’ deki FDA’nın ilk onay verdiği CheckMate 025 çalışması 

ile metastatik ikinci basamak tedavide yer almıştır. Bu çalışmada, o dönemin 

ikinci basamakta standart tedavisi olan Everolimus (EVER) ile karşılaştırılmış 

ve EVER’da genel sağ kalım farkı ortaya koymuştur (25,9 ay vs 19,6 ay, 

p<0.05). Sonrasında birinci basamakta CABOSUN çalışması ile Sunutinibe 

karşı objektif yanıt oranları açısından üstünlük sağlamıştır. Güncel olarak 

CheckMate 214 çalışması ile NV/İpilimumab kombinasyonu ile orta-kötü risk 

faktörlü hastalarda CheckMate 9ER çalışması ile Cabozantinib/NV 
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kombinasyonu tüm risk faktörlü metastatik RCC tedavisinde yüksek kanıt 

düzeyi ile yerini almıştır. 

Metastatik RCC tedavisinde kombinasyon tedavilerindeki olumlu 

gelişmelere rağmen beraberinde birtakım olumsuzlukları da beraberinde 

getirmektedir. Bunlar arasında kombinasyon tedavilerinin getirtiği ek yan etki 

toksisiteleri sayılabilmektedir. Diğer bir problem ise tedavideki en etkin iki ajanı 

beraber kullanıp hastalık ilerlemesi sonrası hangi tedavinin verileceğinin 

belirsizliğidir.  

Çok farklı bir tedavi seçeneği şu an için bulunmamaktadır. Son bir yıldır 

açıklanan HIF1-α inhibitörleri ile ilgili çalışmalar heyecan vermektedir. 

Metastatik RCC tedavisinde yeni tedavi seçeneklerine ihtiyaç bulunmaktadır.  

TQ’nun; anti inflamatuvar etkileri olan ve apoptosis sinyallerini 

düzenleme, anjiyogenezis inhibisyonu ve hücre siklusunu durdurucu özelliği ile 

tümör büyümesini durdurduğu in vitro ve in vivo çalışmalarda birçok kez 

gösterilmiştir. TQ ile kemosensitizasyon çoğunlukla in vitro çalışmalarla 

sınırlıdır ve kanser için terapötik strateji potansiyeline sahiptir. TQ'nin 

kemoterapi ile kombinasyon çalışmalarının sonuçları genellikle etkinliğin ve 

terapötik etkinliğin arttığı lehine sonuçlanmaktadır. Bununla birlikte TQ' nin anti 

PD-1 veya anti PD-L1 ajanlarla kombinasyon deneyleri literatürde 

bulunmamaktadır. Şimdiye kadar TQ’nun, RCC dahil birçok kanser hücre 

hatlarında hücre profilerasyonunu inhibe ettiğini göstermiştir. Caki hücre 

hatlarında 24. saatte TQ’ nin 25, 50 ve 75 µM dozlarda doz bağımlı olarak 

sitotoksik etkili olduğu gösterilmiştir. Aynı çalışmada kaspaz inhibitörü zVAD 

kaspaz inhibitörü (zVAD)’ı TQ tarafından indüklenen apoptozda kaspazların 

ilişkisini incelemek için kullanılmış ve TQ’nun kaspazı indüklediği tespit 

edilmiştir. Bu deneyde deoksiribonükleik asit (DNA) parçalanmasının bir 

sonucu olan sitoplazmik histon seviyesinin arttığı ve dolayısıyla TQ kaynaklı 

DNA parçalanmasının arttığı gözlemlenmiştir. 

TQ’nun; rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR) yolağını 

hedeflediğini göstermek için yapılan in vitro çalışmada RCC hücre hatları olan 

786-O ve ACHN ile TQ, farklı konsantrasyonlarda (0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 

µmol/L) sırasıyla 24 saat veya 48 saat süreyle inkübe edilmiştir (89). Sonuçlar, 
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TQ'nun 24 saatte 786-O'da 55 µmol/L ve ACHN'de 72 µmol/L IC50 değeri ile 

RCC hücrelerinde hücre büyümesi üzerinde konsantrasyona bağlı inhibisyon 

sergilediğini göstermiştir. 40 µmol/L TQ, her iki hücre hattında da yüzde 20'den 

daha az bir hücre proliferasyonunu inhibe etme oranı sergilemiştir.  

Aynı çalışmada TQ'nun normal renal tübüler epitel hücresi HK-2 

üzerindeki etkisini gözlemlenmiş ve düşük TQ dozları (60 µmol/L'den az) 

altında HK-2'de hücre büyümesinde önemli bir azalma olmadığını göstermiştir. 

Bu nedenle, bu çalışmada sonraki deneylerde 24 saatte 40 µmol/L'lik 

konsantrasyonda TQ kullanılmıştır. Aynı çalışmada 10 adet erkek çıplak farede 

786-O hücreleri ile tümör oluşturulmuş ve TQ 20 mg/kg olacak şekilde her üç 

günde bir IP olarak uygulanmıştır. 4 hafta sonra tümörlerin boyutlarının kontrol 

grubunda yaklaşık 500 mm3'e ve TQ grubunda 270 mm3'e ulaştığı görülmüştür. 

Bu da TQ'nun in vivo olarak RCC hücre büyümesini inhibe ettiğini 

düşündürmüştür. Ayrıca, ihk ve western blot analizini kullanarak EMT ile ilgili 

olarak TQ grubunda E-kaderin ekspresyonunu arttığını ve N-kaderin 

ekspresyonunu azalttığı gösterilmiştir. Akciğer dokularının hematoksilen eozin 

boyaması ile, kontrol grubuna kıyasla TQ ile tedavi edilen farelerin 

akciğerlerindeki metastatik nodüllerin sayısında önemli bir azalma olduğu 

ortaya konulmuştur. Bu veriler, TQ'nun in vivo olarak RCC hücre büyümesini 

ve metastazı engellediğini göstermektedir. 

Kou ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada 769-P ve 786-O hücreleri, 

farklı zamanlarda (0, 24, 48 ve 72 saat) farklı TQ dozları (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15 

ve 20 μM) verilerek deney oluşturuldu (90). Konsantrasyona ve zamana bağlı 

bir şekilde kademeli olarak düşük TQ dozları (10 μM'ye kadar) yüzde 10'dan 

daha az hücre büyümesini inhibe etme oranı sergilerken, daha yüksek TQ dozları 

(10 μM'nin üstünde) önemli bir hücre proliferasyonu inhibisyonu sergilemiştir. 

TQ'nun normal renal tübüler epitelyal HK2 hücre hattı üzerinde 24 saat boyunca 

TQ tedavisi ile hücre büyümesinde önemli bir değişiklik olmadığını, 48 ve 72 

saat boyunca TQ tedavisi ile hücre büyümesinde hafif bir düşüş gözlemlendiğini 

gösterdi, bu da TQ'nun normal epitel hücreleri üzerinde düşük sitotoksik etki 

gösterdiğini açıklamaktadır.  
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Çalışmamızda RCC modelini oluşturmak amacı ile Renca hücre hattını 

kullandık. Literatüre bakıldığında, daha önce TQ ile Renca hücre hatları 

çalışılmamıştı. Çalışmamızda TQ’un etkili dozu 100 μM bulunmuş olup, NV 

etkin dozu ise 200 μM olarak saptanmıştır. Apoptozda ise en fazla apoptotik 

ölüm oranı TQ ve NV’nin kombinasyon olarak verildiği koşulda görülmüştür. 

Nekroz oranı ise yine en fazla kombinasyon grubunda görülmektedir. İn vivo 

aşamada kontrol grubunda tümör çapı ortalama 11 mm³ kadar büyürken bu oran 

TQ verilen grupta 6.5 mm³ ‘e kadar gerilemiş olup, TQ ile NV kombinasyon 

grubunda 5.1 mm³ ‘e kadar gerilemiştir (p=0,042). Bu veriler doğrultusunda; 

kombinasyon grubunda apoptozun en yüksek oranda etkili olması ile tümör 

hacimlerinin küçülmesi arasında doğru orantı vardır. Kombinasyon tedavisinin, 

özellikle sitotoksite ve apoptoz sonuçlarına uygun olarak in vivo koşullarda 

sitotoksik etkili olduğu gösterilmiştir. 

İmmünoterapi ilaçlarının in vivo çalışmaları yapılırken seçilecek olan 

hücre hattının murin solid tümör modellerinde immünoterapi yanıtı çalışılmış ve 

tanımlanmış hücre hatlarının seçilmesine özen gösterilmelidir. Daha önce bu 

amaçla altı murin tümör modelinin (CT26, 4T1, MAD109, RENCA, LLC ve 

B16) immün profilleri, immünoterapi rejimlerine karşı yanıt olarak tümör 

regresyonu çalışılmıştır(91). Her model için kapsamlı profiller, kantitatif RT-

PCR, ihk ve akış sitometrisi tekniklerinin yanı sıra baskılayıcı hücre 

popülasyonlarının fonksiyonel çalışmaları kullanılarak, tümör içi ve drene olan 

lenfoid dokuları analiz edilerek çalışılmıştır. Çalışılan bu altı modelde tümör 

infiltre eden sitotoksik T lenfositlerinin ve olgun dentritik hücrelerinin varlığına 

rastlanılmamış olup, model oluşturulan altı tümörde kullanılan 

immünoterapilerle gecikmiş tümör büyümesi ve yaşam süresi artmış ve ayrıca 

tümör immünojenitisi ile ilişkilendirilmiştir. Tümör MHC sınıf I ekspresyonu, 

genel tümör immünojenisite seviyesi ile korele olmakla birlikte, bu tedavi 

rejimleri ile immünoterapi yanıtını tahmin etmek için en önemli belirteç olarak 

kullanılmıştır.   

İnsan kanserlerinde örnek oluşturması için deneysel tümör modelleri 

kullanılan bu çalışmalarda immünoterapi rejimlerine yanıt verme olasılığı en 

yüksek olan hastaları belirlemek için bir bağışıklık profilinin seçkin 
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özelliklerinin nasıl kullanılabileceğini göstermektedir(92). Biz de çalışmamızda, 

literatüre uyumlu olarak TQ ile immünoterapi ajanı olan NV kullanıldığı için 

oluşturulan modelin immünojenik olması gerekliliği nedeniyle Renca hücre 

hattını kullandık. 

Çalışmadaki en önemli çıkış noktalarından birisi TQ’nun anti anjiyogenik 

etkisinin, NV’nin anti tümöral etkisini potansiyelize ettiğini göstermektir. 

TQ’nun birçok  in vitro ve in vivo kanser modellerinde anti anjiyogenik etkisi 

gösterilmiştir (93). Daha önceki çalışmalarda TQ’nun bir anjiyogenez modeli 

olarak insan umblikal venöz endotel hücreleri (HUVEC'ler) kullanılarak, 

TQ'nun VEGF'ye bağımlı önemli bir rol oynayan VEGFR-2 aktivasyonu 

üzerinde doğrudan bir etkisinin olmadığı gösterilmiştir(94). Bununla birlikte 

TQ’ nin damar büyümesini ve anjiyogenezin çeşitli adımlarını modüle ettiğini 

gösterilmiştir (93). Genel olarak, çalışmalar TQ'nun pro anjiyogenik 

sinyalleşmeden endotelyal hücre göçüne ve tüp oluşumuna kadar neo 

vaskülarizasyonun tüm temel basamaklarına müdahale ettiğini göstermektedir 

(17). Biz de çalışmamızda literatürle ilişkili olarak anti anjiyogenik gen 

ekspresyon düzeylerinin, kombinasyon tedavi grubu olan TQ+ NV grubunda 

önemli ölçüde azaldığını tespit ettik. 
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7. SONUÇ VE ÖNERİLER

Metastaik RCC tedavisinde son on yılda önemli gelişmeler olmuştur. Anti 

anjiyogenik TKİ’lerin önemli etkilerinin üzerine onkolojide immünoterapi 

çağıyla beraber daha da ilerlemeler kaydedilmiştir. En son Metastatik RCC’nin 

tedavisinde anti VEGF TKİ ve immüno terapi kombinasyonları gündeme gelmiş 

ve bu tedavilerle hastaların sağ kalımları önemli ölçüde iyileşmiştir. Ancak 

beraberinde toksisite problemlerini de getirmiştir. Tüm bu gelişmelerle 

metastatik RCC tedavisinde farklı ilaç gruplarına ihtiyaç devam etmektedir. 

TQ, folklorik olarak kullanılan çörek Otu (Nigella Sativa) bitikisinin en 

aktif bileşenidir. Günümüze göre gerek in vitro gerek in vivo çalışmalarda anti 

kanser özellikleri çok iyi çalışılmıştır. Ayrıca anti kanser tedavilerinin toksik 

etkilerini azalttığına ilişkin çok fazla miktarda veri bulunmaktadır. Bu nedenle 

kanser tedavisinde kombinasyon olarak kullanımının etkinliği artırırken yan 

etkilerin azaltabileceği fikrini oluşturmaktadır. Biz de çalışmamızda bu amaçla 

in vitro ve in vivo RCC modelinde daha önce çalışılmamış olan NV ve TQ 

kombinasyonu kullandık. 

Çalışmamız sonuçlarına göre literatüre uygun olarak TQ’nun anti kanser 

etkilerini olduğu gördük. Ayrıca kombinasyon deney kolonun tümör içi 

inflamatuvar cevabı arttırtığı, tümör çapını azalttığını, CD8 sitotoksik T lenfosit 

sayısını artırtığını gösterdik. Metastatik RCC deönemli anjiogenezis 

yolaklarından olan Tie2 ve Axl gen ekspresyonunuda anlamlı bir şekilde 

azalttığını gösterdik.  

Bizim çalışmamız literatürde ulaşılabildiğimiz kadarıyla NV ve TQ 

kombinasyonun kullanıldığı ilk çalışmadır. Bu kombinasyonun özellikle etkin 

olabileceğini ve toksik bir tedavi olmadığını sunmuş bulunmaktayız. 

Çalışmamız sonuçları ve diğer olası etki mekanizmaları ek çalışmalarla 

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.  

Keywords: Renal Cell Cancer, Thymoquinone, Immune Checkpoint Inhibitors 
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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/kgIP), nivolumab administered (1,6,13days10mg/
kgIP), 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,Flt-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. 
Keywords: Renal Cell Cancer, Thymoquinone, Immune Check Point Inhibitors
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