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ÖZET 

Ertuğrul, Barış. Sunitinib Dirençli Böbrek Kanseri Hücre Serilerinde, Direnç Yanıtında 

Etkili Gen Ekspresyonlarının, Süksinik Asit Tedavisi Sonrası Karşılaştırılması. İstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Tıp AD. Doktora Tezi. İstanbul. 

2023. 

Kanserde ilaç direncinin üstesinden gelebilmek, tedavilerde tümörü 

etkisizleştirebilmek adına önemli bir konudur. Hastalarda, renal hücreli karsinoma 

tedavilerinde sıklıkla kullanılan sunitinibe gelişen direnç, sağkalım ve tedavi başarısını 

zedelemektedir. Sunitinibe karşı oluşan bu direnci kırmaya yönelik yapılan çalışmalar, 

özellikle etkin bir ikinci terapötik ajanın sunitinib kombinasyonunda kullanımı şeklinde 

uygulanmaktadır. Ancak karmaşık yapısı düşünüldüğünde, topyekün direnç 

mekanizmasının kolay anlaşılması ve tedavi uygulamalarında kullanılan ajanların tek 

seferde başarılı olabilmesi pek kolay olamamaktadır. Özellikle kendilerine sürekli farklı 

bir kaçış yolağı bulan kanser hücreleri, anjiyogenez yeteneği çok yüksek olabilen renal 

hücreli kanser için de önemli bir tehdit oluşturmaktadır. Doğal bir dikarboksilik asit 

olan süksinik asitin apoptotik ve antiproliferatif etkileri daha önceki çalışmalarımızda 

farklı kanser hücre hatlarında gösterilmiştir. Süksinik asitin bu yönleri ile kullanımı 

amaçlanarak, tez çalışmamızda, sunitinib ile kombinasyondaki tedavi başarısı ve 

sunitinib direncine karşı anjiyogenez ilişkili yolaklardaki etkinliği ACHN böbrek 

kanseri hücre serisinde incelenmiştir.       

 Sunitinib direnci oluşturulan ACHN hücrelerinde süksinik asit ile kombine 

edilen sunitinib tedavisi öncesi ve sonrasında, VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A, HIF-1A, 

TGF-β, VHL, ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyonları ile, VEGF-A, HIF-1A ve VHL’nin 

protein ekspresyonları incelenmiştir.     

 Çalışmamızda sunitinibe dirençli grupta süksinik asitin 25 μM doz kombinasyon 

tedavisi sonrasında dirençli kontrol grubuna kıyaslandığında, HIF-1A, TGF-β, ANGPT1 

ve TIE2 gen ekspresyon seviyelerini azalttığı bulunmuştur.    

 Çalışma sonuçlarımız, renal hücreli karsinomada sunitinibe karşı gelişen 

dirençle alevlenen anjiyogenik faktörlerin, çalışmamızda incelenen hedeflerle ilişkili 

diğer kontrol noktalarında yapılacak ileri çalışmalarla, süksinik asitin tedavide 

kullanımına öncülük edecek bir aracı olabileceğini düşündürmektedir. 
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ABSTRACT 

Ertugrul, B. Comparison of Gene Expressions in the Resistance Response in Sunitinib-

Resistant Renal Cancer Cell Lines Following Succinic Acid Treatment. Istanbul 

University, Institute of Graduate Studies in Health Sciences, Department of Molecular 

Medicine. PhD Thesis. Istanbul. 2023 

Overcoming drug resistance in cancer is vital to inactivate the tumor in 

treatments. Resistance to sunitinib, which is widely used in renal cell carcinoma 

treatments, affects survival. Studies to prevent this resistance are being applied through 

the use of an effective second therapeutic agent in combination with sunitinib. 

Considering the complex nature of the resistance mechanism, agents used in treatment 

applications are not simple to be successful at once. Cancer cells, which constantly find 

a different escape route, are also a problem for renal cell cancer, which can have a very 

high angiogenesis ability. The apoptotic and antiproliferative effects of succinic acid, a 

natural dicarboxylic acid, have been demonstrated in different cancer cell lines in our 

previous studies. In this study, following succinic acid treatment, sunitinib-resistant 

renal cancer cell line were investigated via angiogenesis-related pathways.  

 Sunitinib resistance developed ACHN, VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A, HIF-1A, 

TGF-β, VHL, ANGPT1, and TIE2 gene expressions before and after sunitinib treatment 

combined with succinic acid, VEGF-A, HIF-1A protein expressions of -α and VHL 

were investigated.         

 HIF-1A, TGF-β, ANGPT1 and TIE2 gene expression levels were significantly 

decreased in the sunitinib-resistant group compared to the resistant control group after 

25 μM dose combination therapy of succinic acid.     

 Our study results suggest that angiogenic factors that increase with resistance to 

sunitinib in renal cell carcinoma may lead to the use of succinic acid in treatment with 

further studies on other checkpoints related to the targets examined in our study. Key 

Words: Succinic acid, renal cell carcinoma sunitinib resistance, angiogenesis, drug 

resistance 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Amerika’da 2021 verilerine göre yılda 76 000 böbrek ve renal pelvis kanserli 

vaka tanımlanacağı bildirilmiş olup, bunlardan 14 000’e yakın bir kısmının ise hastalık 

nedenli mortaliteyle sonuçlanacağı öngörülmüştür. Erken teşhis yöntemlerinin zamanla 

daha yaygınlaşarak, başarıya ulaşmasıyla birlikte böbrek kanseri insidansı giderek 

artmaktadır. Renal hücreli karsinom (RHK), böbrek tümörlerinin %90’a yakın bir 

kısmını temsil ederken, bunların arasında da en yaygın tip olarak berrak hücreli renal 

hücreli karsinom ((bhRHK) gelmektedir (1).      

 RHK risk faktörleri arasında sigara, hipertansiyon ve obezite başı çekmektedir 

(2). En yaygın genetik risk faktörleri arasında; von Hippel–Lindau (VHL), polybromo-1 

protein (PBRM-1) ve BRCA1-ilişkili protein 1 (BAP1) ile ayrıca hipoksi ve rapamisinin 

memeli hedefi (mTOR)  yolağındaki mutasyonlar gelmektedir (3). Tümörün yerleşimi, 

metastaz yeteneği ve evresi sağkalım üzerinde oldukça belirleyici unsurlar arasında 

gelmekte olup, tedavi sürecinde kullanılacak ajanların tercihinde de ayrıca önemli bir 

yere sahiptir. Metastaz yeteneğine sahip RHK’ler daha agresif bir yönde seyredeceği 

için, tedavi seçeneklerinde de farklı yaklaşımları ve çoğunlukla tedavi ajanlarına karşı 

gelişebilecek olan dirence karşı hazırlıklı olmayı ve çok hızlı alınması gereken 

reaksiyonlarla, bu dönemlerde tedavi başarısına odaklanmaktaki hassasiyete duyulan 

ihtiyacı beraberinde getirmektedir (4). Daha önceki dönemlerde izlenen, genel 

bağışıklık sistemini güçlendirmek üzerine kurulu sitokinlerle tedavi mentalitesinden 

uzaklaşılarak, vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ve diğer tirozin kinazların 

hedeflendiği daha spesifik tedavilere doğru bir yönelim olmuştur. Son dönemdeki 

başlıca sunitinib, sorafenib, pazopanib, aksitinib ve daha birçok tirozin kinaz; c-Kit, 

VEGF, PDGF, FLT3, RET, TIE2 gibi noktaların bir veya birkaçını hedefleyerek etki 

göstermektedir. Ayrıca immün bir kontrol nokta inhibitörü ile de tedavideki başarının 

artırılması hedeflenmektedir (5, 6). Tedavi ajanları ve sürece katılan yenilikler, eskiye 

nazaran tedavi başarısını belirli bir noktaya taşımış olsa da, hastaya uygunluk, etkin 

ajanların kombinasyonunda ve sonrasında gelişen tümörlerin farklı yanıtlar vermesi gibi 

konularda aşılamayan problemler hala süregeldiğinden, özellikle toksisitenin 

düşürülerek, sağkalımın artmasına yönelik yeni arayışlar devam etmektedir (7). 
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Sunitinib malat, VEGF reseptörünü ve trombosit kaynaklı büyüme faktörü 

reseptörünü hedef alan, metastatik RHK tedavilerinde oral olarak kullanılan çoklu 

tirozin kinaz inhibitörlerinden biridir (8). RHK hastalarının çok büyük bir kısmı erken 

dönemde tedaviye karşı ilaç direnci gelişimine bağlı, hastalığın nüksü ile karşı karşıya 

kalmaktadır. Tüm yeniliklere rağmen, sunitinibe direnç gelişiminde etkin role sahip 

tümör ve diğer mekanizmaların karmaşık bir seyir izliyor olması, henüz net bir başarı 

için zemin oluşturulmasını engellemektedir. Son dönemde bu sorunu aşabilmek adına, 

özellikle anjiyogenez faktörlerinin hedeflenmesine yönelik, sunitinibe ek ikincil bir ajan 

kullanımı ile kombinasyon temelli tedavi arayışları hız kazanmıştır (9).  

 Apoptotik ve kanser hücrelerinin proliferasyonundaki inhibe edici yönlerini 

daha önceki tez projesi çalışmalarımızda endometrium (10), lösemi (11) ve böbrek 

kanseri (12) hücre hatları üzerinde ortaya koyduğumuz süksinik asitin, metabolik 

süreçlerin doğal bir ürünü ve sağlıklı hücrelerde toksik etkisi bildirilmemiş bir 

dikarboksilik asit olarak (13), doğrudan kanser hücrelerini hedefleyerek kullanımı 

amaçlanmıştır. Tez çalışmamız kapsamında süksinik asitin, sunitinibe karşı direnç 

geliştirdiğimiz metastatik RHK hücre hattı olan ACHN üzerinde, sunitinib tedavisi 

öncesinde ve sonrasında, dirençli hücre grupları üzerindeki, özellikle anjiyogenez 

ilişkili VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A, HIF-1A, TGF-β, VHL, ANGPT1 ve TIE2 gen 

ekspresyonlarında meydana getirdiği yanıtlar incelenip karşılaştırılarak, sunitinib 

direnci gösteren hastalarda, anjiyogenez temelli hedeflere yönelik tedavi 

uygulamalarındaki noktalara katkı sunmak amaçlanmaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Böbrek Kanseri ve Epidemiyolojisi 

Böbrek kanseri, yetişkin erkeklerde %5, kadınlarda ise %3 oranında görülen, tüm 

insan kanserleri arasında erkeklerde 7., kadınlarda ise 10. sırada seyreden bir kanser 

türüdür (14). Yıllık insidansı son dönemde, özellikle gelişmiş ülkelerdeki ilerleyen tanı 

ve görüntüleme yöntemleri ile hastalığa altyapı oluşturan çeşitli ajanlara karşı artan 

maruziyetlere bağlı artmış olsa bile erken teşhis yöntemleri sayesinde mortalitenin 

özellikle gelişmiş ülkelerde düştüğü rapor edilmiştir (15). Hastalığın temelinde yatan 

risk faktörleri değerlendirildiğinde; aile öyküsü, obezite, hipertansiyon, sigara ve çeşitli 

kimyasal ajanlara maruziyetin başı çektiği bilinmektedir (16, 17). Küresel kanser 

insidans, mortalite ve prevelansı (GLOBOCAN) tarafından 2020 yılına ait yayınlanan 

veriler incelendiğinde, dünya genelinde, 2020 yılında böbrek kanseri teşhisi alan vaka 

sayısı 431 288  ve bu kansere bağlı ölüm sayısı ise 179 368 olarak bildirilmiştir (18). 

Amerikan Kanser Derneği’nin yayınladığı raporlara göre ise 2022 yılında 79 000 yeni 

vaka ekleneceği tahmin edilmiş, bunun 50 290 erkek, 28 710 kadın olarak dağılması, 

toplamda ise yaklaşık 13 920 kişinin de hastalığa bağlı ölümü öngörülmüştür. Raporda, 

2009-2018 arasında böbrek kanseri için yıllık insidansın %1 oranında arttığı 

belirtilmiştir (19). 2009-2015 yılları arasında Amerikada 5 yıllık sağkalım oranları 

incelendiğinde, böbrek karsinomlarının %76 oranı ile en ölümcül ürolojik kanser olarak 

işaret edildiği görülmektedir. Sağkalım oranının düşük olmasında, metastatik gücün 

artışı ve lokalize tümörlerin bölgesel yayılımlara geçiş noktasına evrilmesi etkilidir (20). 

Türkiyede 2012-2015 arasındaki dönem için, böbrek kanseri insidansı %4,57 olarak 

bildirilmiştir (21). Sağlık Bakanlığı, Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü Türkiye Kanser 

İstatistikleri tarafından 2021 yılında yayınlanan ve 2013-2017 yıllarını kapsayan 

verilere göre, böbrek ve renal pelvis kanseri vaka sayıları sırasıyla 11 153 ve 362 olarak 

bildirilmiş olup, ayrıca ülkemizdeki erkekler için tüm yaş gruplarında en sık görülen 7. 

kanser olarak sıralanmıştır (22). Diğer taraftan, Şekil 2-1 üzerinde gösterildiği gibi, 

2020 yılı GLOBOCAN verilerine göre Türkiye, dünya ülkeleri arasında böbrek insidans 

ve ölüm oranları bakımından değerlendiriliğinde, ilk 15 ülke arasında yer aldığı 

görülmektedir (23). 
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Şekil 2-1: Böbrek kanseri insidans ve mortalitesinin, dünya ülkelerindeki dağılımı (23) 

 

2.2. Renal Hücreli Karsinomlar 

Böbrek kanserlerinin en sık görülen tipi, %80-85’lik dilimini oluşturan “renal 

hücreli karsinom” (RHK)’dur (24). En yaygın klinik semptomlar arasında;  kanlı idrar, 

bel ağrıları, yorgunluk, iştahsızlık, anemi ve karında belirgin kitlelerin varlığı 

sayılmaktadır (25). Tümörün lokal veya uzak yayılımına atfedilemeyen semptom ve 

bulgular olarak tanımlanan paraneoplastik sendromlar RHK ürolojik maligniteler ile 

sıklıkla ilişkilidir (26). Ancak belirtiler hastaların çok az bir kısmında görülmekle 

birlikte, hiperkalsemi, eritrositozis gibi paraneoplastik sendromların da eşlik ettiği 

metastatik tümör varlığında (27), birçok hastaya çok ileri evrelerde tanı konulabilmesine 

yol açmaktadır (28). Bu da metastaz yeteneği artan RHK olgularında, özellikle kemik, 

beyin, akciğer, karaciğer ve adrenal bez metastazına sebebiyet vermektedir (29). Tüm 

bunların aksine, ilerleyen teknoloji ile birlikte özellikle gelişmiş ülkelerde olmak üzere, 

güncel bilgisayar temelli görüntüleme tekniklerinden, tomografi, magnetik rezonans 

görüntüleme ve ultrasonografinin kullanımı, renal kanserin erken teşhis edilmesine 

büyük katkılar sağlamıştır (30, 31). 

2.3. Histolojik Alt Tipleri 

Yaklaşık yirmi yıl önce, RHK’ler şeffaf hücreli ve granüler hücreli varyantlar olarak 

ikiye bölünmüştü (32), ancak günümüzde ise 2004 Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 

sınıflandırmasına göre, birkaç histolojik RHK alt tipi tanımlanmış olup, yine 2022 
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yılında güncellenen ancak temelde en sık görülen histolojik alt tipler olan, bhRHK, 

papiller renal hücreli karsinomlar ve onkositik-kromofob renal hücreli karsinomları 

içermekte olup, bu üç alt tip birlikte tüm RHK’lerin %90'ından fazlasını temsil 

etmektedir (33-35). RHK sınıflandırması, son DSÖ 2022 güncellemeleri göz önüne 

alınarak, Singh ve ark.’nın yaptığı çalışmadaki tablodan uyarlanarak (36), Tablo 2-1 

üzerinde gösterilmiştir. 
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Tablo 2-1: Renal Hücreli Karsinomaların Sınıflandırılması.  

(Singh ve ark., 2020’den değiştirilerek uyarlanmıştır). 

Alt Tip İnsidans 

Berrak hücreli tip 

İleri evrede ve metastazalarla eşlik eder. Vakaların %90’ında von Hippel-Lindau tümör 

baskılayıcı geni kromozom 3 bölgesinde değişimler görülür. 

 

%70-90 

Papiller tip 

Düşük evrelerde veya hastalığın çıkış noktasında tespit edilir. Çoğunlukla agresif bir tiptir.Y 

kromozomlarının 7 ve 17. bölgesinde mutasyonlara neden olur. 

 

%10-15 

Onkositik ve kromofob  tip 

Tanıda böbrekle sınırlı tümör özelliğinde, genelde iyi prognoz gösterir. Hipodiploidi, 

mutasyonlar çoklu kromozom sayı kopyasına neden olur. 

 

%5 

Toplayıcı duktal karsinoma  

Renal medulladan kaynaklanan, agresif bir tiptir. Gama glutamil transferaz aktivitesindeki 

artış barizdir. Sağkalım 2 yılın altında seyreder. 

 

%1 

Diğer renal tümörler 

− Berrak hücreli papiller renal hücreli tümör 

− Müsinöz tübüler ve iğsi hücreli karsinom 

− Tübülokistik renal hücreli karsinom 

− Edinilmiş kistik hastalıkla ilişkili renal hücreli karsinom 

− Eozinofilik solid ve kistik renal hücreli karsinom 

− Renal hücreli karsinom NOS 

 

 

 

%1 

Moleküler ilişkisi tanımlanmış renal tümörler 

− TFE3- TFEB translokasyonları 

− Fumarat-hidrataz enzim eksikliği  

− Süksinat dehidrogenaz enzim eksikliği 

− ALK-translokasyonları 

− SMARCB1 eksikliği 

 

 

Nadir 
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2.4. Renal Hücreli Karsinomların Evrelemesi 

RHK için evreleme, ilk olarak Robson sınıflandırması temel alınarak oluşturulmuş (37), 

ardından Uluslararası Kanser Savaş Örgütü ve Amerikan Kanser Ortak Komitesi 

tarafından da geliştirilerek tümör, lenf nodu, metastaz (TNM) sistemi olarak kullanılan 

günümüzdeki halini almıştır (38). Tümör T evresi: T0 evresinden T4 evresine kadar beş 

aşamadan oluşur. Evre T1, T2 ve bunların alt bölümleri sadece boyuta göre 

tanımlanırken, T3 ve T4 evreleri renal vene, inferior vena kavaya, Gerota fasyasına ve 

ipsilateral adrenal beze lokal bölgesel yayılma özelliklerine göre gruplandırılır. 

Tümörün bölgesel lenf nodu oluşturma yetenekleri yönünden ise N0 ve N1 olarak; uzak 

bölgelere metastaz yapabilme durumlarına göre ise M0 ve M1 olarak 

değerlendirilmektedir (Tablo 2-2) (38, 39). 
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Tablo 2-2: TNM sistemine göre renal hücreli karsinom evrelemesi.  

(Tablo Ridge ve ark., 2014’den değiştirilerek uyarlanmıştır). 

Evre Altsınıf Tanım 

Tümör Evresi 

T0 Primer tümör belirtisi yok 

T1 1a: < 4 cm  

1b: > 4 cm ve < 7 cm 

< 7 cm en büyük boyutta, böbrekle sınırlı 

T2 
2a: > 7 cm < 10 cm  

2b: > 10 cm 

> 7 cm en büyük boyutta, böbrekle sınırlı 

T3 3a: Tümör renal ven dallarına 

uzanmaktadır veya perirenal ve/veya 

renal sinüs yağını invaze etmektedir 

3b: Tümör subdiyafragmatik inferior vena 

kavaya uzanır 

3c: Tümör supradiyafragmatik inferior 

vena kavaya uzanır 

Büyük damarlara veya perinefrik dokulara 

uzanır, ancak ipsilateral adrenal beze veya 

Gerota fasyasının ötesine geçmez 

T4 Tümör, Gerota fasyasının ötesine ve/veya ipsilateral adrenal bezin bitişik uzantısına 

invazedir 

Bölgesel Lenf Nodu Durumu 

N0 Bölgesel lenf nod metastazı yok 

N1 Bölgesel lenf nodlarına metastaz görülür 

Uzak Metastaz Yeteneği 

M0 Uzak metastaz yok 

M1 Uzak metastaz görülür 

 

Ayrıca, nükleer morfolojinin temel alındığı diğer bir sınıflandırma 1982 yılında 

Fuhrman’ın önerdiği dört kademeli sistem olup, uzun yıllar temel alınarak kullanılmıştır 

(40). Ancak nükleolar belirginliğin net bir ayrımının dikkate alınarak yeni bir 
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sistematiğin oluşturulması zamanla gereklilik gösterdiği için, 2012 yılında Uluslararsı 

Ürolojik Patoloji Derneği (ISUP)’nin önerisi doğrultusunda, DSÖ tarafından da 

onaylanan ortak bir DSÖ/ISUP evreleme sistemi gündeme getirilerek kullanılmaya 

başlanmıştır (41). Bunun yanında Delahunt tarafından da, tümör nekroz varlığı ile 

ilişkilendirilerek kromofob tip renal karsinom için bir sınıflandırma sistemi de ayrıca 

sunulmuştur (42). Bu üç sistem arasındaki farklar, ve tanıda ayırıcı özellikler olarak 

kullanılan ayrıntılardan nükleol varlığı ile morfolojik durumları, nekroz varlığı ve 

çekirdek büyüklükleri arasındaki belirgin detaylar Tablo 2-3 üzerinde gösterilmiştir.  
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Tablo 2-3: Fuhrman, Delahunt ve DSÖ/ISUP sınıflandırmaları.  

(Rabjerg ve ark., 2021’den değiştirilerek uyarlanmıştır).  

 

 

Evreleme 

Sistemi 

Fuhrman DSÖ / ISUP Delahunt 

Evre I 

 

Küçük (≈10 μm) yuvarlak 

tekdüze çekirdekler, nükleol 

yoktur veya göze çarpmaz 

×400 büyütmede yok veya 

bazofilik, göze çarpmayan 

nükleol 

ISUP Evre I gibi, ek olarak 

nekrozlu/nekrozsuz ve 

nekrozsuz ISUP Evre II 

özellikleri 

Evre II 

 

Dış hatları düzensiz olan ve 

×400 büyütmede görülebilen 

büyük nükleollü (≈15 μm) 

çekirdekler 

Çekirdekçik ×400 

büyütmede belirgin 

eozinofilik bir morfoloji, 

ancak ×100 büyütmede 

belirgin değil 

Nekrozlu bir ISUP Evre II 

ve nekrozsuz ISUP Evre III 

şeklinde temsil edilebilir 

Evre III 

 

Düzensiz dış hatlara ve ×100 

büyütmede görülebilen 

nükleollere sahip büyük 

çekirdekler (≈20 μm) 

Nükleol belirgin ve ×100 

büyütmede eozinofilik 

morfoloji 

Nekrozlu ISUP Evre III ve 

nekrozsuz ISUP Evre IV 

Evre IV 

Çok loblu dev hücreler ve ağır 

kromatin yığınları ile büyük, 

pleomorfik hücreler, aşırı 

düzensiz görünüm 

Rabdoid veya sarkomatoz 

farklılaşma, dev tümör 

hücreleri ve kromatin 

kümelenmesi ile aşırı 

nükleer pleomorfizm 

Nekroz veya 

sarkomatoid/rabdoid 

özelliklere sahip ISUP Evre 

IV 

 

2.5. Renal Hücreli Karsinomlarda Genetiğin Rolü 

RHK’ler gösterdiği genetik heterojenite sebebiyle tedavide kullanılan ajanlara 

farklı yanıt verilmesine neden olmakta, dolayısıyla sağkalıma dair başarıyı da tehdit 

etmektedir. von Hippel–Lindau (VHL) gibi oksijen duyarlılığını, Polibromo 1 (PBRM1) 

gibi kromatin bütünlüğünü düzenleyen genlerdeki mutasyonlar sıklıkla görülür (43). 

Kromozom 3 kısa kolunda 25-26 mutasyonları renal hücreli karsinomların %90’ında 

temsil ediliyor olup, öncelike VHL gen aktivasyonunun kaybına neden olmakta ve buna 
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bağlı olarak, hipoksi ile indüklenebilir faktör-1α (HIF-1A) ve hipoksi ile indüklenebilir 

faktör-2α (HIF-2α) protein seviyelerinde artış üzerinden vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (VEGF), epidermal büyüme faktörü (EGF), dönüştürücü büyüme faktörü (TGF) 

gibi anjiyogenez öncülerini tetikleyerek tümorogeneze öncülük etmektedir (43, 44). 

VHL, MET, FLCN, fumarat hidrataz (FH), süksinat dehidrojenaz (SDH), TSC1 ve 

TSC2 genleri, oksijen, demir, enerji ve/veya besin ilişkili yolaklarda yer alarak böbrek 

kanserine zemin oluşturabilir. Trikarboksilik asit (TCA) döngüsündeki enzimlerinden 

FH ve SDH enzim defektleri olgularında, TCA döngüsünün işlevinin bozulmasıyla 

hücre, enerji üretimi için glikolize bağımlı hale gelir, bu enzimlerin aktivasyon kaybı, 

pirolil hidroksilaz domain (PHD) işlevini bozarak, HIF işlev kaybında VHL'den 

bağımsız bir rol oynar (45). Öte yandan renal hücreli karsinomalarda en sık rastlanan 

diğer mutasyonlardan, PBRM1 ve KDM5C’nin her birinin tek başına veya birlikte işlev 

kaybı, kazanılan anjiyojenik özelliklerle ilişkilendirilirken, CDKN2A/B ve TP53 dahil 

olmak üzere tümör baskılayıcı genlerin işlev kaybı ise, proliferasyon ve anabolik 

metabolizma hızında kazanılan artış yetenekleri ile, tümörü destekleyici kayıplar olarak 

ilişkilendirilmiştir (46). PBRM1, HIF yanıtına neden olarak, VHL mutasyonlarının 

görevini destekleyici yönde davranır. Yapılan hücre kültürü çalışmasında, PBRM1 gen 

ifadesi eksiltilen hücrelerde, DNA metiltransferaz inhibitörü olarak kullanılan tedavi 

ajanının etkinliğinin arttığı, tümör baskılayıcı XAF1 geninin yeniden aktive edilerek 

p53 sinyal yolakları aracılığıyla, hücre döngüsünün G2/M fazında durdurulmasıyla 

apoptozun tetiklendiği gösterilmiştir (47). SETD2 mutasyonlarıyla birlikte 

görüldüğünde de kötü prognozun oldukça güçlü bir şekilde tetiklendiği 

değerlendirilmiştir (48). SETD2, normal koşullar altında histon proteinlerini 

metilleyerek kromozom stabilitesinde görev alırken, renal hücreli karsinomda yaygın 

olarak mutasyona uğrayan bir proteindir (49). BRCA1 ilişkili protein 1 (BAP1) ise, 

kromozom 3 kısa kolunda yerleşim gösteren, tümör baskılayıcı genlerden olup, somatik 

mutasyonların yaklaşık %10 kadarının renal kanserlerle ilişkili olduğu bilinen önemli 

bir belirteçtir. Hücre döngüsü kontrol noktaları, DNA hasar tamiri, kromatin 

modifikasyonu, programlı hücre ölümü gibi birçok belirleyici işleyiş içerisinde 

deubikinasyon etkinliği göstererek, tümör baskılayıcı bir yönde davranırlar. BAP1 gen 

mutasyonları uveal melanom, malign mezotelyoma, kutanöz melanom (50) ve özellikle 

ilerlemiş renal hücreli karsinom gibi birçok agresif kanserle ilişkilendirilmiştir (51). 

PBRM1, BAP1 ve SETD2, VHL mutasyonlarına eşlik ederek renal hücreli 
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karsinomların agresiflik derecesini belirleyen yaygın kromozom 3 kısa kolu 

mutasyonları arasında temsil edilmektedir (52).      

 MET, reseptör tirozin kinaz c-Met'i kodlayan bir proto- onkogendir (53). 

Hepatosit büyüme faktörü (HGF) bu reseptör için ligand olarak işlev görüyor olup, 

HGF'nin c-Met'e bağlanması, normal hücrelerde embriyogeneze ve yara iyileşmesi ile 

ilgili bir dizi hücre içi sinyalin öncüsüdür. Diğer taraftan, kanser hücrelerinde görülen c-

Met gen mutasyonları, HGF/c-MET yolağında anormal bir aktivasyona neden olarak, 

PI3K/Akt, Ras/MAPK, JAK/STAT, SRC, Wnt/β-katenin gibi sinyalizasyon yolakların 

aktive ederek tümör gelişimini teşvik eder (54). Sağlıklı bir böbreğin aksine, c-Met 

yukarı yönlü düzenlenmesi RHK için tedavi direnci ve hastalığın ilerlemesi ile ilişkili 

olarak değerlendirilmiş olup, tedavi hedefi olarak da kullanılmış ancak ilaca gelişen 

direnç nedeniyle başarı elde edilememiş hedeflerdendir (55). Rapamisinin memeli 

hedefi (mTOR) sinyalizasyon yolağı, TSC1, TSC2, PI3K/Akt, özellikle PTEN olmak 

üzere bu geçişlerdeki haberleşme adımlarındaki noktalarda bir veya birden fazla kontrol 

noktasında meydana gelebilecek mutasyonlar renal hücreli karsinoma gelişimine 

elverişli bir ortamın altyapısını rahatlıkla sağlayabilir (56).    

 Follikulin (FLCN), bir tümör baskılayıcı gen olarak, Birt–Hogg–Dubé (BHD) 

hastalığına sahip bireylerde tespit edilerek isimlendirilmiş bir proteindir (57). Yapılan 

çalışmalarda FLCN gen mutasyonlarının özellikle BHD bireylerde, mTOR yolağının 

daha aktif bir forma dönüşüp, kontrolsüz büyümeye ortam hazırlaması ile tümoregenez 

aşamasına ortam hazırladığı görülmüştür (58). FLCN etkinliğinin HIF-2α üzerindeki 

etkisini HIF-2α’ya bağlanarak siklin D1 and MMP9 ekspresyonlarını baskılamak 

yoluyla hücre proliferasyon ve invazyon noktasındaki yeteneklerini kısıtlamak yönüyle 

gerçekleştirdiği öngörülmüştür. FLCN gen knockout yapıldığında, yıkımı kısıtlanan 

HIF-2α’nın çekirdeğe girişinin mümkün kılındığını ve tipik agresif tümör yeteneklerinin 

kazanımına neden olduğu görülmüştür (59).  TSC1 ve TSC2 sırasıyla kromozom 

9q34,37 ve kromozom 16p13.3 üzerinde yerleşim gösteren ve tüberöz skleroz ilişkili 

olan bu genlerin mutasyon sonucu inaktifleşmesiyle (60), bu bölgedeki inhibe edici etki 

kaybolduğunda, kritik noktalardan biri olan mTOR kontrolünün de kaybolmasıyla 

oluşan, renal lezyonlar ve renal kanser ile ilişkili bulgulardan bahsedilmiştir (61, 62).

 Süksinatı fumarata dönüşümü için hydroksile eden SDH enzim kompleksi dört 

protein alt biriminden (SDHA, SDHB, SDHC ve SDHD) oluşur ve fumarat hidratazı 

kodlayan FH ile birlikte trikarboksilik asit döngüsünün önemli elemanlarındandır (63, 
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64). Hem FH hem SDH, her ikisi de elektron transport zincirinin yanı sıra sitrik asit 

döngüsüne de katkıda bulunan iç mitokondriyal zarın önemli birimleri olup, tümör 

inhibisyon etkinliğine sahiplerdir (65). Mitokondriyal enzimler FH ve SDH için 

SDHB/C/D alt birimleri kodlayan nükleer genlerdeki germ hattı mutasyonları, papiller 

renal hücreli karsinom-2, kalıtsal leiomyomatoz, renal hücre kanseri ve kalıtsal 

paragangliomatozis (HPGL) olarak adlandırılan tümör sendromlarının gelişimine neden 

olabilmektedir (66-68). Herediter leiomyomatosis ve renal hücreli kansere sahip 

bireyler, oldukça malign ve agresif olabilen RHK gelişimine yatkınlık gösterirler. 

Azalan FH seviyelerinin, HIF-2a birikmesine yol açarak renal karsinogenezi teşvik 

ettiği, ayrıca FH’nin aşırı ekspresyonunun hücre göç ve invazyonunu baskıladığı ortaya 

konulmuştur (69). FH ve SDH eksikliği olan tümörlerde, substratların, fumarat ve 

süksinat birikmesine ve dolayısıyla HIF-1A stabilizasyonuna da neden olduğu 

gösterilmiştir (70).         

 Normal fonksiyonu bozulmamış bir hücre için tümör baskılayıcı işlev gören p53, 

ancak mutasyon durumunda birçok farklı kanser tipi için bugüne kadar sorumlu tutulan 

önemli genlerden yalnızca birisidir. Renal kanserlerle mutasyon yönünden ilişkisi için 

literatürde net bir fikir birliğine ulaşılamamış olsa da, bazı çalışmalar, p53'ün böbrek 

kanseri dokularında yüksek oranda ifade edildiğini ve bunun sonucu olarak p53'ün 

böbrek kanserini teşvik edici bir etkiye sahip olabileceğini göstermektedir (71, 72). 

Özellikle, hastalarda çok düşük bir sağkalım yüzdesi ve çok agresif bir hastalık seyrine 

neden olduğu bildirilmiştir (73). Bunun yanında MDM2 ve p53 birbirinden bağımsız 

düşünülmemesi gerekeceği için, bu ikilinin seviyelerine ilişkin bulgular, renal 

kanserlerde mutasyon anlamında olmasa da, ekspresyon seviyelerinin artışı üzerinden 

değerlendirilerek hastalığın seyri ile ilgili bilgi sunabilecek etmenlerdendir (74). 

Literatürdeki p53 ekspresyonunun RHK hastalık prognozu için tartışmalı olmasının 

nedeni, RHK dokusundaki p53’e ait vahşi tip, mutant tip ayrımının yapılamaması, vahşi 

tip p53'ün düşük seviyelerde eksprese edilmesi nedeniyle kanserde tespit edilememesi, 

ayrıca p53’ün MDM2 aracılı bağlanması, birçok yerde bulunması gibi sebeplere 

dayandırılmaktadır (75).  

2.6. Anjiyogenez süreci ve ilişkili genler 

Anjiyogenez, normal ve tümör hücrelerinin besin, oksijen ve kan damarları gibi 

kaynaklara ulaşabilmesi ve olgunlaşma dönemlerini tamamlayabilmeleri açısından 
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önemli bir süreçtir. Özellikle tümör kitlesi gelişip yayılabilmek, yeni damarlarla 

taşınacak kaynaklara ulaşabilmek, ve diğer organlara metastaz adımını sağlamak için 

şiddetle anjiyogeneze bağımlıdır. Bu karmaşık yol haritasında yer alan genler, bir 

diğerinin aktivitesini tümörün gelişimine katkı sağlayacak biçimde gen ekspresyonunu 

artırmak veya tümör baskılayıcı genler üzerinde inhibe edici etkiler göstermek yoluyla 

sonuçlandırmaktadır (76). Neoplastik hücre gelişimi ve ilerlemesinden sorumlu 

biyolojik mekanizmalar özellikle metastatik berrak hücreli renal karsinomun evrilme 

sürecinde de elzem role sahiptirler. Tümörün gelişim basamaklarında, malignitenin 

oluşumunu tamamlayabilmesi için tümör anjiyogenezi, patolojik tümör 

metabolizmasına, genetik istikrarsızlığa, enflamasyona, mikroçevresel bozulmaya, 

tümör hücre invazyonuna ve metastaz yeteneklerinin güçlenebileceği tarzda elverişli bir 

ortama temel oluşturur. Anjiyogenezi uyarıcı ve baskılayıcı faktörler arasındaki denge 

için, oksijen seviyeleri oldukça önemli karar mekanizmaları olarak davranmaktadırlar. 

Anjiyogenezi uyaran etmenler arasında; VEGF, EGF, fibroblast büyüme faktörü (FGF), 

platelet kökenli büyüme faktörü (PDGF), prostaglandin ve tümör nekroz faktörü-α 

(TNF-α) sayılabilirken, anjiyogenez inhibitörleri olarak ise anjiyostatin, 

trombospondinler, anjiyopoietinler, endostatin, osteospontin, vazostatin ve hücresel 

iletişim ağı faktörlerinden bahsetmek mümkündür (77). Anjiyogenik faktörlerden HIF-

lα ve HIF-2α transkripsiyon faktörlerinin uyarılarak aktif hale gelmesine neden olan 

VHL tümör baskılayıcı genin bialelik inaktivasyon durumunun görüldüğü, vaskülarite 

yetenekleri yüksek derecede gelişmiş tümör olma özelliği, bhRHK’lerin en belirgin 

özelliklerindendir (78). Yine bu noktalarda oldukça etkili olan TGF-β, tümörün göç ve 

istila yeteneklerini kamçılayan, birçok kanserde olduğu gibi renal hücreli karsinomalar 

için de oldukça önemli bir noktadır (79). Anjiyopoietin (ANGPT) G1 ve TIE2 (TEK 

reseptör tirozin kinaz) arasındaki bağlantı, adeta kanser ve anjiyogenez arasında bir 

köprüye benzetilebilir, bu noktada evrimsel gelişim sürecinin normal büyüme 

adımlarında da işlevsel bir kontrol noktasıdır ancak bu adımlardaki iletişimdeki aşırı 

sinyalizasyon veya baskılanma; anjiyogenezi, vaskülarizasyonu uyararak VEGF gibi 

faktörler üzerinden karsinogenezi tetikleyebilmektedir (80, 81). Tümörler, yüksek 

vaskülarizasyon kabiliyetlerine rağmen sıklıkla hipoksik bir ortam yaratır ve bu 

patolojik durum, apoptoz, nekroz olayları ile; lenfosit, nötrofil, makrofaj ve mast 

hücreleri gibi enflamatuvar hücrelerin birikimi ve aktivasyonuna sebebiyet verir. Öte 

yandan, anti-anjiyojenik tedavilerin, artan tümör hipoksisine neden olarak, metastatik 
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bir avantaj sağlayan epitelyal mezenkima geçişe (EMG) yol açtığı bildirilmiştir (82). 

Yine bu tedavilerin, hipoksi ile ilişkili olmayan edinilmiş direnç yanıtları ile tümör 

hücrelerinin metastatik gücünü perçinleyebileceği belirtilmiş olup, bu tedavi 

hedeflemesinin, tümörün potansiyel metastaz yeteneklerine katkı açısından yararlı mı 

yoksa zararlı mı olacağı henüz aydınlatılabilmiş değildir. İlaca karşı gelişen dirençle 

ilgili yanıtları ortadan kaldırabilmek adına, geniş bir spektrumda etki gösterebilecek 

potansiyel bileşiklerin kullanılması soruna yönelik daha net çözümler sağlayabilecektir. 

Uzun dönem tedavi gerektiren bu durum için, tedavi ajanlarının mutlak suretle toksisite 

yönünden çok düşük etkiye sahip olması önemli bir tercih sebebi ve başarı oranını 

artırabilecek bir etmendir. Kombinasyon tedavilerinin düşük dozlarda birlikte kullanımı, 

ilaç toksisitesini önemli derecede azaltarak tedavi yanıtını daha etkili kılabilir (83).  

2.6.1. VEGF-A ve VEGF-C 

VEGF, RHK hastaları için çok önemli bir tümör belirteci olup, anjiyogenez, 

neoanjiyogenez, adhezyon, migrasyon, hücre proliferasyonu ve apoptoz süreçlerinde 

merkezi rol oynayarak, metastatik renal kanserlere zemin hazırlar (84, 85). Özellikle 

VHL mutasyonlarının öncülük ettiği HIF disregülasyonları, VEGF, PDGF gibi 

anjiyogenez ilişkili genlerin ekspresyon artışı üzerinden, tümör gelişimine ve diğer 

yandan immün supresif yanıtının oluşmasına öncülük etmektedir (86). Artmış VEGF-A 

seviyeleri, renal kanser hastalarındaki sağkalımın daha kısa sürmesine neden 

olmaktadır. Farklı kanser türlerinde yapılan çalışmalarda kanserli hücrelerdeki VEGF-A 

ekspresyon seviyelerinin, normal hücrelerdeki seviyelere oranla daha yüksek olduğu 

bildirilmiş olup, bu süreçlerde VEGF-A’nın, anjiyogenez sürecine olan katkısının 

doğrudan, ya da aynı zamanda diğer anjiyogenez ilişkili gen ekpresyonlarının teşvik 

edilmesiyle gerçekleştiğinin altı çizilmiştir (87-89). VEGF-C’nin RHK dokularındaki 

mesajcı ribo nükleik asit (mRNA) ekspresyon seviyelerinin, normal böbrek dokularına 

oranla daha yüksek seviyelerde olduğu, ve özellikle lenf nodu metastazı ile pozitif bir 

ilişki seyrettiği gösterilmiştir (90). Endotelyal lenfatik hücreler üzerinde, 

lenfanjiyogenezi teşvik ettiği bilinen ve embriyonik dönemde yüksek miktarlarda 

eksprese edilen VEGF-C’nin kanserdeki aşırı ekspresyonları, iyi gelişmiş bir lenfatik 

damar ağı oluşumuna sebebiyet verdiğinden, lenfödemli hastalarda yeni terapötik 

strateji gerekliliğini de beraberinde getirir. VEGF, tirozin kinaz hücre reseptörlerine 

(VEGFR'ler) bağlandığı için, anti-VEGF ve anti-VEGFR hedefli tedavileri kullanılarak 
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kanserde veya diğer patolojik süreçlerde anjiyogenezi bloke etmek son derece önem 

teşkil etmektedir (85). VEGF birimlerinin renal kanser sürecinde tümör mekanizmasının 

yararına sundukları iletişim kanalları Şekil 2-2’de gösterilmiştir (91).  

 

Şekil 2-2: VEGF sinyalizasyonunun tümör sürecinde tetiklediği mekanizmalar  

(Lange ve ark., 2016’dan değiştirilerek uyarlanmıştır). 

 

2.6.2. PDGF-A 

PDGF ve reseptörleri, Şekil 2-3 üzerinde gösterildiği gibi embriyonel gelişim, 

doku onarımı, hücre göçü, çoğalması gibi rollere sahip olmasının yanısıra, aşırı 

ekspresyonları veya çeşitli mutasyonlar sonucunda, özellikle anjiyogenez süreci ile 

ilişkili önemli bir fonksiyon merkezi gibi, otokrin ve parakrin etkiler göstererek, 

kanserin ilerleyişinde altyapı oluşturan başlıca genlerdendir. PDGF-A, PDGF-B, PDGF-

C, PDGF,D olmak üzere 4 alt tip olarak ele alınan bu gen, reseptörlerine bağlarak aktive 

olurken, kontrolsüz eksprese edildiği durumlar için ateroskleroz, çeşitli kanserler, 

böbrek ve akciğer hastalıkları ile ilişkili olduğu bilinmektedir (92-94). Son dönemdeki 

çalışmalar, özellikle PDGF-B üzerine yoğunlaşmış olmakla birlikte, renal kanser 

ilişkisini daha güçlü biçimde destekler nitelikte olsa da, PDGF-A’nın bhRHK 
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evrelemesi ile oldukça ilişkili olduğunu, ve özellikle 3. ve 4. evre kanserlerin çok daha 

yüksek PDGF-A ekspresyonlarına sahip olduğuna işaret eden çalışmalar mevcudiyetini 

korumaktadır (95). Yapılan çalışmada, meme kanserinde FOXM1’in PDGF/AkT 

yolağını PDGF-A üzerinden aktive ederek, tümör oluşumunu güçlendirdiği 

gösterilmiştir (96). Farklı kanserler için PDGF-A ekspresyonları kötü prognoz ile ilişkili 

bulunmasına rağmen, Wilms’böbrek tümörlerinde, PDGF-A ve reseptörünün vakaların 

yarısında eksprese edildiği ve durumun iyi prognoz ile ilişkilendirildiği gösterilmiştir 

(97). VHL, HIF kontrol mekanizmasındaki aksaklıklarla birlikte, anjiyogenez ilişkili 

VEGF, PDGF gen ekspresyon seviyelerinin tetiklendiği bilindiği için bu noktalardaki 

kompleks mekanizmayı aydınlatmaya yönelik çalışmalar değerli olacaktır (86). 

 

Şekil 2-3: PDGF sinyalizasyon basamakları  

(Saito ve ark., 2017’den değiştirilerek uyarlanmıştır). 

2.6.3. HIF-1A 

HIF-1A temelde hipoksiye dayalı hücresel cevabı, indüklenebilir α-alt birimini 

stabilize ederek, post-translasyonel hidroksilasyonu ve ardından proteazom yoluyla 

bozulmayı önlemek suretiyle düzenlemektedir (98). Yarı ömrü kısa bir protein olan 



 18 

HIF-1A, VHL proteini-E3 ubikitin ligaz yolağı üzerinden parçalanmaktadır. Temel 

olarak, büyüme faktörlerinin yanı sıra, O2 bağımlı gerçekleşen bu aşamalar, normoksik 

koşullarda O2 bağımlı pirolil hidroksilaz ile HIF-1A yıkımın gerçekleşmesiyle 

sonuçlanırken, diğer yandan hipoksik koşullar için sistemin etkisiz kalması ve 

dolayısıyla HIF-1A yıkımının gerçekleşmemesine neden olacaktır (99). VHL 

inaktivasyonunun neden olduğu süreçte, Şekil 2-4 içerisinde özetlendiği gibi HIF-1A ve 

HIF-2A yıkım mekanizmasının kontrol kaybına bağlı olarak özellikle bhRHK 

hastalarında anjiyogenez, tümörogenez süreçleri ile gelişmiş vaskülarizasyon 

yeteneklerini bu anjiyojenik faktörlerin sürekli uyarımı ile kazanmaktadır (78). Diğer 

yandan, özellikle FH ve SDH enzim defekti kaynaklı süksinat ve fumarat birikiminin, 

HIF-1A yıkımını engelleyerek, stabilizasyonuna sebep olduğu ve bu durumun, HIF-1A 

aracılı düzenlenen tıpkı VEGF gibi anjiyogenez ilişkili genler üzerindeki ekspresyonu 

artırdığı aşikardır (66). HIF-1A ile ilgili, RHK hastalarında gerçekleştirilen çalışmaların 

bir kısmı onkojenik aktivite gösterdiği, bir kısmı da tümör baskılayıcı nitelikte olduğu 

fikrini öne sürmekte olup, bu genin bir biyobelirteç ve hedef olarak kullanılmasına 

ilişkin çalışmaların detaylandırılması gereklidir (75).  

2.6.4. TGF-β 

TGF-β üyeleri 3 izoformu (TGF-β1, TGF-β2 ve TGF-β3), normal gelişim süreci 

ve hastalıklarla ilişkili olarak; embriyonik gelişim, hücre düzenlemesi, hücre 

farklılaşması, yara iyileşme, anjiyogenez, ve büyüme inhibisyonu gibi süreçlerde 

önemli roller üstlenen, her biri farklı bir doku ifadesi göstermesine rağmen, TGF-β ve 

buna karşılık gelen reseptörler hemen hemen her hücre tipi tarafından üretilir (100). Bu 

sitokinler, spesifik tip I ve tip II serin/treonin kinaz reseptörleri ve hücre içi SMAD'lerin 

çekirdeğe hareketi sonucunda, Şekil 2-3 üzerinde gösterildiği gibi transkripsiyon 

faktörleri yoluyla endotelyal ve mural hücreler dahil olmak üzere hücreler üzerindeki 

etkilerini yansıtır (101). SMAD’lere ek olarak, TGF-β’nin aracılık ettiği sinyalizasyon 

süreci, MAPK ve PI3K gibi hedeflerinin aktivasyonunu ihtiva edebilir. Endotel 

hücrelerinde hem tip I reseptörleri ALK1 hem de ALK5 eksprese edilir ve TGF-β sinyal 

yolu, her iki SMAD proteini sınıfının aktivasyonu ile sonuçlanır (102). TGF-β, ALK’ler 

tarafından farklı yönlerde bir eğilime girebilir, ALK1 ve ALK5 yolları arasındaki bu 

değişen denge, TGF-β’nin proanjiyojenik etkisinde belirleyici bir rol oynar (100, 101, 

103). TGF-β’nin düşük seviyeleri, anjiyogenik faktörleri ve proteazları düzenleyerek 
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anjiyogeneze katkıda bulunurken, fazla eksprese edilen TGF-β, bazal membranı yeniden 

şekillenecek yönde uyarır, farklılaşmayı artırır ve endotel hücre büyümesini inhibe eder. 

Öte yandan, çeşitli ajanlara dirençli hale gelen tümör hücreleri TGF-β’ye dönüşerek 

büyümeyi baskılayan bu uyaranlara yanıt vermeyebilir, bu da tümör hücresinin 

anjiyogenez, hücre invazyonu ve tümör hücresi etkileşimlerinin artmasıyla, sınırsız 

çoğalabilme imkanını sağlamış olur (102, 103). TGF-β1'in aşırı ekspresyonu mide, 

meme, kolon, hepatoselüler, akciğer ve pankreas kanserlerinde tespit edilmiştir ve 

özellike metastaz, kötü prognoz gibi süreçleri teşvik edici özellikleri tümör anjiyogenezi 

ile doğrudan ilişkili olduğunun kanıtıdır (104). Yapılan çalışmalarda TGF-y inhibisyonu 

gerçekleşen bhRHK hücrelerinde, invaziv yeteneklerin azaltıldığı, TGF-y -VHL 

arasındaki hipoksik koşullarda, yeniden VHL düzenlenmesi adımındaki ilişkinin, 

VHL'nin yeniden üretilmesi sonrasında TGF-y yolu aktivitesinin azaldığına yönelik 

bulgular elde edilmiştir (79). 

2.6.5. VHL 

Von Hippel-Lindau, hücre bölünme, hücre farklılaşması, hücre ölümü ve 

hücresel strese karşı yanıt mekanizmalarında önemli bir tümör baskılayıcı gen olarak 

davranmaktadır. Fonksiyon kaybı mutasyonları, HIF-1A üzerindeki kontrol 

mekanizmasının kaybolmasına yol açar. VHL’nin başı çektği mutasyonlardan 

kaynaklanan sinyalizasyon basamaklarındaki aksamalar, diğer birçok tümör baskılayıcı 

gen fonksiyonunun bozulmasında da öncü olarak görülebilir (44). Yalnız mutasyon 

veya diğer defektlere bağlı olarak değil, Şekil 2-4’te gösterilmiş olduğu gibi ortamın 

oksijen ve demir seviyelerindeki düşüşlere bağlı olarak da VHL aktif olarak HIF-1A 

yıkımını gerçekleştiremeyecektir ve buna bağlı olarak mTOR / PI3K gibi anjiyogenez 

ilişkili yolakların aktiflenmesinden bahsedilebilir (45).  
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Şekil 2-4: VHL ve HIF-α etkileşimleri 

(Guillame ve ark., 2022’den uyarlanmıştır). 

 

bhRHK vakalarının %80’inde, VHL biallelik mutasyonların görülmesi, bu 

birçok gen ve yolak ile ilgili başı çeken bu gen açısından önem teşkil eden bir husustur 

(86). Ancak, yine de VHL’nin mutasyon kayıpları, bu karmaşık tümör oluşum 

mekanizmasının ilerleyişini yönetmek için tek başına yeterli değildir; VHL’ye eşlik 

eden PBRM1, BAP1, SETD2 genlerinde meydana gelecek delesyonların, tümörün 

ilerleyişindeki mekanizma için oldukça elverişli bir ortam yarattığından bahsedilebilir 

(52). VHL mutant fare böbrek epitel hücrelerinde HIF-1A stabilizasyonunun, 

anjiyogenez, vaskülarizasyon süreçlerini indüklediğini göstermeleri nedeniyle, bhRHK 

gelişiminde zincirleme etkileri tetiklediği gösterilmiştir. HIF-1A, insan böbrek tübüler 

hücrelerinde VHL gen mutasyonunun çok erken bir sonucu olarak neoanjiyogenezi 

indükleyen muhtemel faktör olarak değerlendirilmektedir (78). VHL mutasyonlarının 

görüldüğü RHK vakalarındaki tedavi, diğer onkojenik aktiviteye neden olan hedeflerin 

elimine edilmesi yoluyla, hücre proliferasyonunun önüne geçmek üzerine kuruludur 

(105). 

2.6.6. ANGPT1 -TIE2 (TEK) Yolağı 

Anjiyopoietin ligand ailesinde yer alan ANGPT1, ANGPT2, ANGPT3 ve 

ANGPT4 proanjiyogenik ve vasküler büyüme faktörleri olup, TIE2 reseptörlerine 

bağlanarak aktive olurlar (80). Embriyonik gelişim esnasındaki anjiyogenez süreciyle 
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ilişkili olan ANGPT1, yeni oluşan kan damarlarının yeterli miktara ulaştığında 

oluşumunun baskılanmasını sağlamakta olup, bu durum, tümördeki anjiyogenezi 

sınırlayıcı etkisini anlamamız için önemlidir (106). ANGPT1, TIE2 reseptörünü aktive 

ederek bir agonist gibi davranırken, ANGPT2, TIE2 için bir antagonist görevi görür. Bu 

ilişki şekilde özetlenmiştir. VEGF-A'nın varlığında ANGPT2 anjiyogenezi teşvik 

edecek ve VEGF-A'nın yokluğunda ANGPT2 damar regresyonuna neden olacaktır (80, 

107). Tümör anjiyogenezinin seyrinde, ANGPT1-TIE2 sistemi oldukça önemli bir karar 

mekanizması gibi işlev görmektedir. Bu durum, Şekil 2-5 üzerinde görselleştirilmeye 

çalışılmıştır. Yapılan çalışmalarda, ANGPT1 ve ANGPT2 birlikte inhibe edildiğinde, 

tümör vaskülarizasyonunun azaldığı gözlenmiştir. Ancak tümör damarı oluşum 

mekanizmasının normalizasyonu için, ANGPT1 sinyali yokluğu önemli bir noksanlık 

olarak değerlendirilmiş olup bu durumda ANGPT2'nin yokluğunda gözlenen damar 

normalizasyonunun ANGPT1'e bağımlı olduğu sonucuna varılabileceği fikri elde 

edilmiştir (81). Yine benzer bir çalışmada, ikili ANGPT 1/2 inhibitörü kombinasyon 

tedavisinin, metastatik bhRHK modelindeki antimetastatik aktiviteyi arttırdığı 

gösterilmiştir (108). ANGPT1 için düşük  ekspresyon seviyelerinin, endometrium 

kanseri hastalarında daha iyi bir OS'ye ve ayrıca kötü prognoza neden olduğu ve 

ANGPT1'in aşırı ekspresyonunun bu hastalarda tümör mikroçevre bağışıklık hücreleri 

ile ilişkili olabilecek azalmış hayatta kalma ile sonuçlandığı gösterilmiştir.  
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Şekil 2-5: ANGPT1-TIE2  iletişiminin kontrol mekanizması  

(Bupathi ve ark., 2014’den değiştirilerek uyarlanmıştır). 

 

Antianjiyojenik ilaçlar, tirozin kinaz inhibitör (TKİ)’ler, tümörlerin büyümesini ve 

gelişimini geciktirmek için VEGF reseptörlerinin yanısıra anjiyopoietin / TIE2 yolunun 

inhibisyonunu hedefleyebilir (109). Öte yandan, ANGPT1’in hepatoselüler karsinoma 

örneklerindeki ekspresyon seviyeleri, tümöre komşu hücrelere göre daha yüksek tespit 

edilmiş olup aynı zamanda anjiyogenezi teşvik ederek tümör büyümesinde ve 

metastazda yer aldığı bildirilmiştir (110). ANGPT1 ve ANGPT2’nin TIE2 reseptörü 

üzerindeki agonist-antagonist etkileşimlerinin karmaşık yapısı düşünüldüğünde, 

anjiyogenezi inhibe ederken TIE2 yolağını hedefleyen girişimler, VEGF gibi diğer 

hedeflere nazaran daha zorlu hale gelmektedir (80). Ayrıca, ANGPT / TIE2 yolunun 

inhibisyonunun, ANGPT1 ve ANGPT2’nin TIE2’ye bağlanmasını nötralize ederek 

meme, prostat ve yumurtalıktaki insan karsinoma hücre hatlarını T hücresi aracılı 

saldırıya karşı önemli ölçüde daha duyarlı hale getirildiği bulunmuştur (111). ANGPT1 

/ TIE2 iletişimi hem normal hem de tümör dokularında kan damarı olgunlaşmasına ve 

stabilizasyonuna yol açmakta, ve bu ikilinin endotel hücreleri üzerinden oluşan VEGF 
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yanıtını düzenlediği bilinmektedir. Bu noktadaki ANGPT1-TIE2-MET kinaz yolağı 

hedeflemelerinin, tümör metastazını engelleyebilecek tümör mikroortam 

değişiklikleriyle sonuçlanabileceği bilindiği için bu noktaları hedefleyen tedaviye 

yönelik çalışmalar son derece önemlidir (108).  

2.7. Metastatik Renal Hücreli Karsinomlar 

Metastatik renal hücreli karsinomlar, kemoterapi ve radyoterapilere oldukça 

dirençli olduğu için, hastaların çok ciddi bir kısmı kötü prognoz gösterir (112). Renal 

hücreli karsinomlar, metastaz yeteneği yönünden hastaların 5 yıllık sağkalımına göre 

kıyaslandığında, metastatik tipli hastaların sağkalımı %10 iken; metastatik olmayan 

renal hücreli karsinoma sahip bireylerin sağkalımı %85 olarak görülmüştür (113). Renal 

hücreli karsinom hastalarının %33-50’si, genelde tanı aldıklarında halihazırda metastaz 

yapmış olarak tespit edilmektedir (114). Yine tedavi sonrasında da hastaların %20-30 

kadarını tehdit etmeye devam eden diğer önemli bir sorun, nefrektomi ve destek 

tedaviler uygulanan bireylerin ilerleyen dönemde tekrar metastaz geliştirebilme 

ihtimalidir (115). İlaç direnci, karmaşık bir süreç olup, çoklu ilaç direnci, apoptoz 

inhibisyonu, ilaç metabolizmasındaki değişiklikler, bireylerdeki genetik karakterlerin 

farklılık göstermesi gibi birçok nedene dayandırılabilir. Çoklu ilaç direnci mekanizması, 

kanser hücrelerinin birden fazla ilaca karşı ayakta kalabilme yetisi olarak tanımlanacak 

olursa, bu yeti, ilacın hücre dışına atılması ne kadar fazla gerçekleşirse ilaç emilimini o 

kadar etkisiz kılarak artacak ; ilacın kansere karşı etki ve başarısını da aynı yönde 

azaltacaktır (116). ABC taşıyıcıları olarak bilinen taşıyıcı proteinler, ilaç ve lipidlere 

hücre zar yapısının içinden dış kısmına doğru yön verebildikleri  için, birçok kanser 

türünde MDR mekanizmalarına aracılık eden bir zar proteinleri üst ailesi olarak 

bilinmektedir. P-glikoproteinler, MDR'de yer alan ABC taşıyıcıları arasında aşırı 

ekspresyon ve aktiviteleri sonucunda, ilacın hücre dışına  atılmasına yol açabilir (117). 

RHK’de tedaviye karşı oluşan direnç mekanizmasının, başarı oranını düşürmekle 

birlikte, metastazı  da, anjiyogenez gibi yetenekleri teşvik ederek daha güçlü hale 

getirdiği bilinmektedir. Bu anlamda son dönemde özellikle tümör kökenli eksozomlar 

bu konuyla ilişili önemli bir örnek olarak gösterilebilir. Güçlü kapsül yapıları sayesinde, 

etraflarına  korunaklı bir kalkan yapısı oluşturarak, proteazların parçalayıcı etkilerinden 

kurtuldukları bilinmektedir (118). 
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2.8. Tedavi Yöntemleri 

RHK tedavilerinde öncelikli yaklaşım, tümörün lokalize mi yoksa metastatik mi 

olduğunu belirlemektir. Bunun ardından, 7 cm’e kadar ulaşan lokalize küçük tümörler, 

özellikle de kronik böbrek rahatsızlığı öyküsü olan hastalar için, eğer tümör yerleşim ve 

evreleme kriterleri de uygunsa kısmi nefrektomi yaygın olarak uygulanan prosedürdür. 

Ancak tümör oldukça büyük ve böbrek çalışma fonksiyonlarını sekteye uğratacak 

nitelikteyse, radikal nefrektomi uygulanan yoldur (119). Diğer lokalize tedavi 

yöntemleri arasında nefrektomiye alternatif olarak ipsilateral adrenalektomi (120) 

sayılabilir. İlerlemiş tümör görülen, cerrahi müdahele şansının mümkün olmadığı ağrılı 

ve kanamalı hastalar için ise embolizasyon uygulaması, cerrahi operasyona alternatif 

olarak gösterilebilir (121). Metastatik tümörlerin tedavisi için ise, adjuvan tedavilerin 

öncesinde ve/veya sonrasında, sitoredüktif nefrektomi (SN) bir kesim için oldukça 

önemli ve gerekli görülmekte, ancak SN uygulanacak hastaların, primer tümör 

açısından büyük, metastatik tümör kitlesi olarak ise yoğunluğunun az olması tercih 

sebebi olup, tedaviye başlangıç için belirleyici unsurlardır (122, 123). Tek başına SN’yi 

takiben sistemik tedavilerin uygulanması ile tedavi başarısının artırılması hedeftir. 

Sistemik tedavi, özellikle tekrar eden metastatik renal hücreli karsinomu olan veya 

cerrahi seçeneğin mümkün olmadığı hastalarda gündeme getirilebilir (124). Renal 

hücreli metastatik karsinomların klasik kemoterapötik uygulamalara iyi yanıt vermediği 

bilindiğinden, antitümör immün yanıtı iyileştirmeyi hedef alan immünoterapötik 

ajanların arayışına da gidilmiştir. SN için, tümör kaynaklı T hücre inhibitör faktörlerini 

azaltmak ve tümör kaynaklı büyüme faktörlerini baskılamak yoluyla  metastatik 

RHK'nin gerilemesine katkıda bulunduğu düşünülmektedir (123).  Metastatik RHK 

sistemik tedavileri ele alındığında, VEGF hedefleri için reseptör TKİ, mTOR 

inhibitörleri ile immünterapi için ise interferon-α (IFN-α) ve interlökin-2 (IL-2) gibi 

sitokinlerin kullanımı oldukça yaygındır (125, 126). Son dönem tedavilerindeki genel 

yaklaşım, immunterapi ve tirozin-kinaz inhibitorlerinin kombinasyonundan yararlanmak 

üzerine evrilmeye devam etmektedir (127).       

 Uluslararası metastatik renal kanser veri konsorsiyumunun 2019 yılında 

güncelleyerek yayınladıkları rehberinde, risk durumu daha düşük hasta gruplarının ilk 

basamak tedavisi için sunitinib veya pazopanib, ikinci ve üçüncü basamak için 

cabozantinib veya nivolumab öneriliyorken; risk durumu orta seviye olarak görülen 

hastaların başlangıç tedavisi için ipilimumab/nivolumab, ikinci basamak tedavileri için 
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cabozantinib veya VEGF hedefli terapiler, üçüncü basamak için ise cabozantinib veya 

ona alternatif bir terapi önerilmiştir. Risk durumu daha yüksek olan hastalar için ilk 

basamak tedavi cabozantinib, sunitinib, pazopanib, ikinci basamak tedavileri için VEGF 

hedefli ajanlar veya nivolumab, üçüncü basamak tedavileri için ise nivolumab veya 

alternatif hedefli tedaviler önerilmiştir (128).  

2.9. Tirozin Kinaz İnhibitörleri 

Hücre büyümesi, farklılaşması ve metabolizma üzerinde etkin role sahip bu 

tirozin kinaz protein ailesine ait üyeler, onkogenezis sürecine katkıları her zaman 

mümkün olabildiği için, kanser tedavisinde önemli hedefler olarak tercih edilirler (129). 

Anjiyogenez ve tümör gelişimini baskıladıkları gibi, immün yanıt mekanizmalarını da 

çeşitli noktalardan düzenlemeye yardımcı olmaktadırlar (130). Sunitinib, sorafenib, 

pazopanib, axitinib, cabozantinib, tivozanib, lenvatinib özellikle metastatik renal 

karsinoma tedavisinin ilk zamanlarından bu yana, etkin TKİ’ler olarak rol 

oynamaktadırlar. VEGF, VEGF reseptörlerini, mTOR ve immün kontrol noktası 

reseptörü programlı ölüm 1 (PD-1) sinyal yolunu hedef alan ajanlar, ileri seviye ve 

metastatik renal hücreli karsinom hastalarında oldukça iyi etkiler göstermelerine 

rağmen, hastaların genel sağkalımlarına farklı etkiler gösteren kombinasyon 

tedavilerinin ve monoterapilerin iyi belirlenmesi önceliktir. Aslında temel olarak 

yalnızca VEGFR inhibisyonu değil buna ek olarak, ileri seviye ve metastatik renal 

hücreli karsinom hastalarında kullanılan birçok TKİ'leri, diğer farklı tirozin kinazları da 

birlikte hedefleyerek inhibe edebilmektedir (131). Bu noktada özellikle metastatik renal 

hücreli karsionoma tedavisinde sıklıkla kullanılan TKİ’leri ve bunların hedef aldığı 

tirozin kinazlar Tablo 2-4 içerisinde gösterilmiştir (132). 
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Tablo 2-4: Metastatik renal hücreli karsinoma tedavisinde kullanılan bazı tirozin kinaz  

inhibitörleri ve hedefleri.  

(Michaelis ve ark., 2022’den düzenlenerek uyarlanmıştır). 

İlaç Hedef bölgeler 

Sunitinib c-Kit, VEGFR1-3, PDGFR-α, PDGFR-β, FLT3, CSF-1R, RET 

Cabozantinib ET, MET, VEGFR-1-3, KIT, TRKB, FLT-3, AXL, TIE2 

Tivozanib VEGFR1-3, PDGFR-α/β, c-Kit, TIE2, ephb2 

Sorafenib VEGFR2, FLT3, PDGFR, FGFR1 

Pazopanib VEGFR1-3, P PDGFR-α/β, FGFR1/3, c-kit 

Lenvatinib VEGFR, PDGFRa, KIT; RET, FGFR 

Axitinib VEGFR1-3 

 

2.10. Sunitinibin Tedavideki Yeri ve Direnç Durumundaki Başarısı 

Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi’ileri seviye ve metastatik RHK hastalarının 

tedavisinde, kullanım için onayladığı ilk ilaçlardan olan sunitinib (131), Şekil 2-6 

içerisinde özetlendiği gibi c-Kit, PDGFR-α, PDGFR-β, FLT3, CSF-1R, RET gibi 

tirozin kinazların yanısıra çok önemli bir VEGF hedefleyeni ve oral olarak kullanılan 

bir inhibitördür (132). Bu yönüyle tümörün proliferatif, anjiyogenik ve metastatik 

yeteneklerini önemli ölçüde kısıtlayarak tedavide aktif bir rol oynamaktadır. Sunitinib 

ile birlikte, sorafenib ve pazopanib başlıca kullanılan TKİ’leridir (44, 125). Birinci 

basamak tedaviler göz önüne alındığında, özellikle düşük ve orta seviye riske sahip 

hastalarda, sunitinibin en etkili tirozin kinazlardan olduğu yapılan Faz III çalışmaları ile 

gösterilmiş olmakla birlikte, en yaygın kullanılan tedavi ajanıdır. Yine nivolumab, 

ipilimumab kombinasyon tedavilerinin özellikle orta ve düşük riskli hastalarda etkili 

olduğu; ancak daha yüksek risk gösteren hasta gruplarında sunitinibin hem tedavi yanıtı 

hem de progresyonsuz sağkalım yönünden değerlendirildiğinde, daha etkili olduğu 

gösterilmiştir (14). Ancak en önemli dezavantaj olarak, tedaviyi izleyen ortalama 12 

aylık süreç içerisinde, sunitinibe karşı gelişen direnç sonucunda karşılaşılan artmış 

anjiyogenez yetenekleri gösterilebilir (131). Anti-anjiyogenik olarak etki göstermesi 
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beklenen sunitinib gibi tirozin kinazlara karşı gelişen dirençten tümörün kazandığı 

anjiyogenez yetenekleri ile doğrudan ilişkili olan PDGF, VEGF ve homologlarının 

primer sorumlu olduğu çıkarımı yapılması yanlış olmayacaktır.  

 

Şekil 2-6: Sunitinib tedavi hedef noktaları  

(Møller ve ark., 2019’dan değiştirilerek uyarlanmıştır). 

 

Kazanılan bu yeteneklere ek olarak, beraberinde tümör invazivite yeteneğinin 

evrilmesi de, ilaç etkinliğinin tüm tümör hücrelerini hedef almasına engel olmakla 

birlikte, özellikle sunitinibe karşı oluşan direnci de önemli derecede artırmaktadır (133). 

Tümör anjiyogenez yeteneğinin ortadan kaldırılabilmesi için anjiyopoietin-TIE2 

sinyalizasyonunun da tedavide hedeflenmesi oldukça değerli olup, sunitinib direncine 

altyapı oluşturan mekanizmalardan biri olduğuna dair veriler mevcuttur (134).

 Sunitinibe karşı gelişen direncin sorumlusu olarak değerlendirilen mekanizmalar 

arasında, proanjiyogenik faktörlerin ifadesindeki artışlar, endoplazmik retikulum stresi, 

tümör mikroçevrenin yeniden düzenlenmesi, genetik faktörler, miRNA, halkasal RNA, 

uzun kodlanmayan RNA’lar bulunmaktadır. Tıpkı diğer birçok kanser tedavisinde, 
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tedavi ajanlarına karşı oluşan dirençte olduğu gibi, renal kanser tedavi sürecinde de 

sunitinibe karşı oluşan direnç, primer (genetik faktörlerin oluşturduğu) veya sekonder 

(edinilmiş, ilaca spesifik) olarak ortaya çıkmakta ve tümörün bir süre sonra tedaviye 

yanıtı sekteye uğratması ve nüksetmesiyle birlikte, başarısızlıkla sonuçlanmaktadır (9). 

Bu durum, uzun dönemde sunitinibin göstermesi gereken etkinin hiçe sayılmasına yol 

açarak, tedavi başarısını gölgelemektedir. Bu nedenle, tedavilerde, sunitinib direncini 

elimine edebilmek adına, kombinasyon ajanlarının tedavi sürecine dahil edilmesine 

yönelik çalışmalar, hızla süregelmektedir (9, 135). Sunitinib, özellikle metastatik RHK 

tedavisinde standart olsa bile, hastaların çok büyük bir çoğunluğu bir şekilde tedaviye 

direnç geliştirebilmektedir. VEGFR inhibitörlerinin vaskülerite yeteneklerini 

baskılaması sonucunda, tümörün regresyonu veya duraksaması bir noktada görülecek, 

ancak zaman içerisinde artan hipoksik mikroçevre koşulları, EMG’yi tetikleyeceği için, 

VEGF hedefli bu tedaviye karşı direnç böylelikle gelişecektir. Bu oluşum sırasında, 

VEGF’ten bağımsız anjiyopoietin, fibroblast, MET gibi yolakların ifadelerinde ise artış 

görülmesi kaçınılmaz olacaktır. Sunitinibe dirençli hücrelerin, HIF-1A gibi faktörlerin 

ifadelerini artırmak üzerinden, anjiyogenez ilişkili gen ve yolakların tetiklenmesi ve 

doğal olarak tekrar tümörün lehine bir avantaj elde ettiği düşünülebilir (124, 136, 137). 

Sunitinib direncinin seyredildiği hastalarda, iki farklı ilaç kombinasyonuyla ikinci bir 

tedavi başlanmasının ardından, aslında bu TKİ’lerinin, istenilen başarıyı 

yakalayamadığı, dolayısıyla bu ajanlar yerine, daha etkili alternatiflerin koyulması 

gerekliliği önemini korumaktadır. Sunitinibe karşı direnç geliştirme potansiyeline sahip 

hastaları önceden saptayabilmek hala mümkün bir durum olmadığı için, bu noktada 

yönlendirici olabilecek belirteçlerin araştırılması da ayrıca önemlidir (138). Metastatik 

RHK tedavilerinin başlarında çok uzun bir süre boyunca ilk basamak tedavisi olarak 

kullanılmış olan interferon alpha IL-2 için yansıyan başarı oranları %5-20 seviyelerine 

ancak ulaşabilmiş, sonrasında sunitinib tedavisi ile birlikte başarı oranı %40 dolaylarına 

tırmanmış olup, böylelikle tedavide ilk tercih sebebi olması için değerlendirilmeye 

başlanmıştır (139). Büyüme faktör sinyal yolaklarının yukarı veya aşağı yönlü 

ilerleyişlerindeki çeşitli moleküllerin tedavi hedefi olarak değerlendirilmesi, kanser 

tedavisindeki yöntemlerin temellerinden birisi olup, RHK tedavisi için de, sunitinib ve 

bazı diğer çoklu TKİ’lerinin kullanımı oldukça yaygındır. Ancak, uygulanan dozların 

yüksek olması sebebiyle, hedef dışı istenmeyen etkilerin görülmesi ve ciddi yan 

etkilerin ortaya çıkması söz konusudur. Renal kanser tedavilerinde, uzun dönemde 
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alınması gereken faydanın önüne geçen sunitinib direncini ortadan kaldırabilmek adına, 

sunitinib ile kombine düşük doz kullanımı uygun yeni ajanlar denenerek (140, 141), en 

etkin kombinasyon seçeneği arayışına yönelik çalışmalara olan ihtiyaç halen 

sürmektedir (138).   

2.11. Süksinik Asit ve Metabolizmadaki Etkileri 

Süksinik asit, TCA döngüsünün ara elemanlarından dört karbonlu bir 

dikarboksilik asittir. İlk defa amber üzerinden distilasyon yoluyla eldesi gerçekleştirilen 

süksinik asit (142), zaman içerisinde metabolizma üzerinde zararsız olduğu 

görülmesinden bu yana, günümüzde tarım, sanayi, ilaç, gıda gibi önemli sektörlerde 

değerlendirilerek, çeşitli madde ve bileşenlerin üretiminde veya bunların raf ömrünü 

uzatacak bir etken olarak kullanılmaktadır (143). Özellikle endüstriyel fermantasyon 

yoluyla, canlı organizmalar üzerinden doğal süksinik asit üretiminin sürekliliği, kolay 

elde edilebilirlik ve bu alanlarda sürekli kullanılabilirliği açısından olumlu bir çıkarım 

sağlamaktadır (144). Anabolik ve katabolik yolakların merkezinde, süksinat-fumarat 

geçişinde, TCA için ise asetil-KoA oksidasyonu için önemli bir aracıdır. Oksaloasetat 

ve asetil-KoA’nın birlikteliği altı karbona sahip sitrat oluşumuna öncülük eder bu 

reaksiyonun katalizörü ise sitrat sentetaz enzimidir. Ardından sırasıyla Şekil 2-7’de 

gösterildiği gibi, izositrat, alfa-ketoglutarat, süksinil KoA, süksinat, fumarat, malat, 

oksaloasetat ve tekrar sitrat oluşumları döngü şeklinde diğer enzim ve kofaktörlerin 

aracılığıyla devam eder. cis-akonitata dönüşür, ara ürün olan cis-akonitat bir ileriki 

adımda izositrata dönüşümü ve bu tam döngü sonucunda, metabolizmanın ihtiyacı olan 

ATP eldesi sağlanmış olur (145). SDH enzim aktivitesini de belirleyen önemli bir 

metabolit olan süksinik asit, dallı zincirli aminoasit, keton cisimcikleri ve hem gibi 

sentezinde de rol almaktadır. Yıkım ve koruyuculuk anlamında, süperoksit, hidrojen 

peroksit, reaktif oksijen türlerinin homestazında ve ortadan kaldırılmasında da rol 

üstlenirler (142). Süksinat dehidrogenz enzim alt birimleri SDHA, SDHB, SDHC ve 

SDHD olarak tanımlanmış olup, mutasyonları renal karsinom tipleri ile ilişkili bulunur. 

SDHA ve SDHB katalitik alt birimler; SDHC ve SDHD ise iç zardaki yerleşik birimler 

olarak bilinmekte ve enerji geçişindeki rolleri Şekil 2-8’de gösterilmiştir (146). 
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Şekil 2-7: Trikarboksilik asit döngüsü  

(Ryan ve ark., 2019’dan değiştirilerek uyarlanmıştır). 

 

Şekil 2-8: Süksinat dehidrogenaz enzim kompleksi ve elektron transferi  

(Moosavi ve ark., 2019’dan değiştirilerek uyarlanmıştır). 
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SDH ve FH, TCA döngüsü için vazgeçilmez bir noktayı temsil ederler. SDH, 

süksinat ve fumarat enerji zincirine ek olarak trikarboksilik asit döngüsü için gerekli, iç 

mitokondriyal zarın önemli düzenleyici birimleridir (63-65). FH ve SDH birimlerindeki 

mutasyonlar, papiller renal hücreli karsinom, renal hücre kanserine altyapı oluşturabilir 

(66-68). FH miktarının düşüşüne bağlı olarak, HIF-2α artışı, Şekil 2-9 üzerinde de 

gösterildiği gibi buna eşlik eden SDH enzim eksikliğinde HIF-1A stabilizasyonu, 

aniyogenez yeteneklerinin kazanılması ve onkogenezisin indüklenmesi olarak karşımıza 

çıkmaktadır (147). FH’nin artışı durumunda ise hücre göç ve invazyon yeteneklerinin 

engellendiği bildirilmiştir (69).  

 

 

Şekil 2-9: SDH ve FH enzim aktivasyonlarının kaybına bağlı görülen değişiklikler 

(Kancherla ve ark., 2020’den değiştirilerek uyarlanmıştır).  

 

Literatürde süksinik asit ve analoglarının sağlıklı dokulara zarar vermeden, 

çeşitli kanser hücrelerinde, antiproliferatif, antiinflamatuar, antihipoksik yönlerini 

ortaya koyan çalışmalar mevcuttur (148, 149). Süksinik asit, çeşitli kanserlerde, 
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hipoksiye ve ayrıca SDH enzim aktivitesinin bozulmasına bağlı olarak onkometabolit 

olma yönüyle değerlendirildiğinde, seviyeleri artmış olarak tespit edilmektedir (150). 

Ancak kansere yönelik tedavi ajanı olarak etkisi henüz net olarak aydınlatılabilmiş 

olmamakla birlikte; farklı kanser türleri üzerinde antikarsinojenik, antiproliferatif, 

apoptotik özelleklerinin gösterildiği çalışmalar mevcut olup (10-12), öte yandan E 

vitamini ile kombine edilerek özellikle bu iki ajanın antioksidan özelliklerinin kanserin 

anjiyogenik yönlerinin baskılanması ve tedavi başarısına yönelik çalışmalar devam 

etmektedir (151). Süksinik asitin eritropez, hücre proliferasyonu, apoptoz ve glukoz 

metabolizması gibi önemli süreçler üzerinde HIF-bağımlı stabilizasyon etkisine sahip 

olduğu, ve bu dolaylı etki üzerinden tümörogenez etkisini, PI3K sinyalizasyon yolağı 

üzerinden Süksinat reseptörü 1 (SUCNR1) veya alfa-keto bağımlı dioksijenaz 

aktivitesini bozarak gerçekleştirdiğine dair değerlendirmeler mevcuttur (152). Süksinik 

asitin, metabolizmadaki hem doğal bir metabolit olma yönüyle, hem de kanser 

metabolizmalarındaki onkometabolit olarak bulunduğu konumu açısından, yine hem 

endojen varlığı, hem de eksojen olarak alımının farkı yönüyle iyi analiz edilmesi 

gereken bir dikarboksilik asit olduğu söylenebilir. Süksinik asitin farmakokinetiği, 

fareler üzerinde karbon işaretleme ile intravenöz ve oral yollarla uygulanması 

sonrasında özellikle endojen, eksojen ayrımı yönüyle de değerlendirilmiş olup, 

maruziyet açısından karaciğer, adipoz dokular ve böbreklerin en çok etkilenen bölgeler 

olduğu tespit edilmiştir. Aryıca etkin ve güvenilir doz aralığının belirlenebilmesi, diğer 

ilaçlarla kombinasyonunun öngörülebilmesi adına bu noktadaki değerlendirmeler de 

önemlidir (153). Süksinat özellikle iskemi hasarı sırasında dikarboksilik taşıyıcı ile 

katalizlenmesi sonucu malata dönüşümü gerçekleştirilerek, mitokondriden sitozole 

aktarıldığı düşünülmektedir.  Bu durum aslına süksinatın iki yolda ilerleyebileceğini, 

bunlardan ilkinin yeniden mitokondriye girmek şartıyla ROS üretimini kontrol görevini 

sürdürmesi veya ikinci seçenek olarak hücre dışına atılmasıdır. Bu iskemi-reperfüzyon 

hasarı çalışmalarında süksinatın kalpten dışarı atılımının da mümkün olduğu 

düşünülmektedir ancak, mekanizma tam olarak aydınlatılamamıştır (154). Fakat, 

dolaşıma salınan süksinatın reseptörü olan SUCNR1 tarafınca kendisine yanıt bulduğu 

bilinmektedir. Böyle bir durum için, yani dolaşıma salınan süksinatın bağışıklık 

hücrelerinin infiltrasyonu gibi ve diğer birtakım patolojik koşulların çözümlenebilmesi 

için aktif bir role sahip olabileceğinin altı çizilmektedir (155).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Hücre Yetiştirme Aşamalarında Kullanılan Kimyasallar ve Cihazlar 

Çalışmamız kapsamında kullandığımız insan böbrek kanser hattı olan ACHN 

(CRL-1611) ve CAKI-2 (HTB-47) hücreleri ATCC (American Type of Cell Culture) 

firmasından daha önceki çalışmalarımızda ticari olarak satın alınarak büyütüp 

çoğalttığımız ve azot tankında erken pasaj numaralı olarak sakladığımız hücrelerdir. 

Hücrelerin altkültürleme işlemlerinde phosphate buffered saline (PBS) 1X, 500 ml, 

PAN BIOTECH, P04-36500) kullanılmıştır. ACHN hücrelerinin büyüme ortamı olarak, 

Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM) (ATCC 30-2003) ve CAKI-2 

hücrelerinin büyüme ortamı olarak McCoy's 5A (ATCC 30-2007) kullanılmıştır. 

Besiyeri ortamlarını desteklemek için Fetal Bovine Serum (FBS) (ATCC 30-2020), 

antibiyotik olarak Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) (GIBCO, 15140122), 

antimikotik olarak Amphotericin B solüsyon (SIGMA, A2942) kullanılmıştır. 

Hücrelerin altkültürleme aşamasında tutunma proteinlerini bozmak için Tripsin-EDTA 

(SIGMA, T4049-100ML) kullanılmıştır. Hücre dondurma işlemlerinde kullanmak 

üzere, dimetil sülfoksit (DMSO) (Glentham Life Sciences, GK2245) kullanılmıştır. İlaç 

uygulamalarında sunitinib malate 5 mg (SIGMA, LOT 030M4706V) ve süksinik asit 

100 mg (SIGMA, LOT BCCD3885 ) kullanılmıştır. Hücre canlılık testleri için, Cell 

Counting Kit-8 (CCK-8) (ABBKINE, KTA1020), WST-1 (ROCHE, 5015944001), 

Tripan mavisi (SIGMA, RNBH 4603), hücre sayım disketi (INVITROGEN,  C10312) 

ve otomatize sayım cihazı (Countess Automated Cell Counter) kullanılmıştır. Klonal 

hücre takibi için toz haldeki Crystal violet (Glentham Life Sciences, GA9809 259) 

kullanılmıştır. Hücre morfolojilerini incelemek için, Leica inverted mikroskop 

kullanılmıştır. 

3.2. Hücre Hatlarının Yetiştirilmesi 

ACHN ve CAKI-2 renal kanseri hücre hatları uygun inkübasyon koşulları olan 

37ºC sıcaklık ve %5 karbondioksit oranına sahip etüvde, deneyler için yeterli miktarda 

çoğaltılmıştır. Beslenme ortamlarında ACHN ve CAKI-2 için %10 FBS (Fetal Bovine 

Serum) içeren besiyerleri kullanılmıştır. Besiyeri ortamları 10% FBS’e ek olarak %1 

antibiyotik, ve buna ek olarak fungal bir kontaminasyonu engellemek adına %1 

oranında amfoterisin B eklenmiştir. Hücrelerin gelişimleri sırasında besiyeri ortamları 
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büyüme seyirlerine bağlı olarak ortalama 2-3 günde bir tazesiyle değiştirilmiş olup, 

sayıca yeterli düzey ve pasajlanma aşamasına geldiklerinde pasaj ve dondurma işlemleri 

uygulanıp, deneyler için yeterli miktarda hücre stoklanmıştır. Büyüme safhasında olan 

hücreler karbondioksit etüvünde inkübe edilmeye devam etmiştir. Aynı zamanda, 

herhangi bir kontaminasyon olmadığını doğrulamak için, kullanılan besiyeri ortamları, 

hücre içermeyen besiyeri kaplarında haftada bir değiştirilerek, tazelik ve sterillik 

yönünden takip edilmiştir. 

3.3. Sunitinibin renal kanser hücreleri üzerindeki IC50 Değerlerinin Belirlenmesi 

Böbrek kanseri hücre serileri ACHN ve CAKI-2, ticari olarak sipariş ettiğimiz 

sunitinib etken maddesinin artan dozlarına maruz bırakılarak hücre sitotoksisite testleri 

gerçekleştirilmiştir. Hücre canlılık/ölüm oranı tayini sırasında WST-1 hücre 

proliferasyon kiti ve sonuçları doğrulamak adına CCK-8 kiti kullanılmıştır. Hücre 

canlılık çalışması için, 96 kuyulu plakalar kullanılmış olup, farklı zamanlarda 3 kez 

tekrar edilmiş ve her doz için 5 kuyu tekrarlı çalışılmıştır. Kuyu başına 100 μl besiyeri 

içinde 0,005 x 106 hücre ekimi gerçekleştirilerek başlanmıştır. 24 saat inkübasyona 

bırakılan hücreler, inkübasyonun ardından besiyeri ortamları değiştirilerek, hazırlanan 

doz uygulamaları, kuyu başına total 100 μl hesaplanarak gerçekleştirilmiştir. Tüm 

kuyular 72 saat inkübasyon sonrasında besiyeri ortamları değiştirilerek, yeni besiyeri 

kuyu başına 90 μl ekildikten sonra, hem CCK-8 hem de WST-1 uygulamaları için ayrı 

ayrı, 10 μl bu reaktiften eklenmiştir. Her iki yöntem için de 3,5 saatlik inkübasyon 

süresi temel alınarak deneyler tamamlanmış ve absorbans değerleri 460 nm dalga 

boyunda spektrofotometre cihazı kullanılarak ölçülmüştür. Her yöntem için doz 

uygulanan ve ilaç uygulanmayan kontrol kuyuları dışında, yalnızca hücre-DMSO 

kuyuları da değerlendirilmiştir. Ayrıca ilk ilaç uygulanan saat sırasındaki hücre 

miktarını değerlendirmek için, aynı şartlarda sürdürülmüş 0.saat kuyuları ve yine 

inkübasyon süresi sonunda yani 72. saat sırasında da ayrıca WST-1 ve CCK-8 

uygulamalarına tabi tutulmuş olup, ilaç uygulanmayan hücrelerdeki proliferasyon sayısı 

belirlenip değerlendirme yapılmıştır. 

3.4. Sunitinib stok çözeltisinin ve diğer konsantrasyonların hazırlanması 

Moleküler ağırlığı 532,565 g/mol olan 5 mg sunitinib, 0,94 ml DMSO içerisinde 

çözdürülerek 10 mM ana stok çözelti hazırlanmıştır. Ana stoktan alınan 0,2 ml karışıma 

1,8 ml taze besiyeri eklenerek homojenize edilmiş ve 1 mM ara stok elde edilmiştir. 
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Hazırlanan 10 mM ana stok çözeltisi, gerektiğinde kullanılmak üzere, etiketlenip steril 

tüplere bölünerek -20ºC sıcaklıktaki dolapta saklanmıştır. Ara stok kullanılarak, 

seyreltme (dilüsyon) yöntemi ile sırasıyla 100 μM, 50 μM, 25 μM, 12,5 μM, 6,25 μM, 

3,13 μM ve 1,56 μM dozlarının hazırlanışı, Tablo 3-1’de verilmiştir. 

 

Tablo 3-1: Sunitinib konsantrasyonlarının hazırlanması 

Dilüsyon 

Numarası 

Kullanılacak solüsyon ve 

miktar 

Eklenecek besiyeri miktarı 

(μL) 

Sunitinib konsantrasyonu 

(μM) 

1 1 mM ara stok (200 μL) 1800 100 

2 Dilüsyon 1 (1000 μL) 1000 50 

3 Dilüsyon 2 (1000 μL) 1000 25 

4 Dilüsyon 3 (1000 μL) 1000 12,5 

5 Dilüsyon 4 (1000 μL) 1000 6,25 

6 Dilüsyon 5 (1000 μL) 1000 3,13 

7 Dilüsyon 6 (1000 μL) 1000 1,56 

 

3.5. Sunitinib Direncinin Oluşturulması 

Direnç gelişimi istenen hücreler besiyeri ortamlarına artan dozda sunitinib 

eklenerek hücrelerin canlılık ve suntinibe karşı direnç gelişimleri takip edilmiştir. 

Yaklaşık 7-8 aylık bir süreç sonunda hücrelerde sunitinibe karşı direnç geliştirilmiştir. 

İlk aşamada sunitinib ile hiç muamele edilmemiş yani sunitinib duyarlı hücreler, bir 

önceki adımda ACHN ve CAKI-2 için sırasıyla 26,27 μM ve 28,11 μM  olarak 

belirlenen IC50 doz sonuçlarına göre tedavi edilmeye başlanmıştır. Ancak direnç 

gelişimi için kademeli bir doz artışıyla uygulama yapılmıştır. İlaca duyarlı hücreler, 

ilaçla ilk kez muamele edildikleri noktada 72 saat boyunca ilaca maruz bırakılmışlardır. 

Bu ilk doz uygulaması 1 μM olarak tamamlandıktan sonra, ilaçlı medyum ortamı, 72 

saat inkübasyon süresinin sonunda atılarak, büyüme ortamına ilaçsız taze medyum 
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eklenmiştir. Bu süre boyunca canlı kalan hücrelerin direnç gösteren hücreler olduğu 

bilindiği için, 10-15 gün boyunca prolifere olmaları beklenmiş ve 2-3 gün aralıklarla 

taze, ilaçsız besiyeri ile desteklenmiştir. İlk doz uygulaması, ortalama 15-20 günlük 

sürecin sonunda, alanda yayılarak konfluent olduğu görülen hücreler, altkültür işlemine 

alınarak ikiye pasajlanmıştır. Yeni büyüme ortamlarına aktarıldıktan sonra da 

gelişimleri ve proliferasyonları takip edilmiştir. Bu sırada hiç ilaç verilmeyen kontrol 

hücrelerinin büyüme ve yayılma hızları standart alınarak, dirençli hücrelerin 

pasajlanması gereken günlere karar verilmiştir; ancak direnç kazandırılmaya çalışan 

hücrelerin büyüme hızları daha yavaş gittiği için besiyeri ile büyümenin desteklenmesi 

devam ettirilmiştir. Bu büyüme ivmesindeki farklılık, sunitinib dirençli ve sunitinib 

duyarlı hücreler arasında pasaj farkı doğurabileceği için; inkübatörde sürekli olarak 

geniş pasaj aralığında yedekler ile çalışmak gerekliliği önemli bir husus olarak 

aktarılabilir. İkinci doz uygulamasına geçilirken 2 kat doz artışı uygulanarak, aynı süreç 

izlenmiştir. Her doz uygulaması ve taze medyumla gelişim döngüsü sonunda, diğer 

doza geçmeden önce, en az 2-3 pasaj ile direnç kazandırılan hücrelerin büyüme ivmeleri 

doğrulanmış ve yeni alındıkları ortamda 1 hafta boyunca taze medyum ile devam 

ettirilmiş, akabinde önceki dozun tekrar uygulanması düzeniyle devam edilmiştir. 

ACHN için, sırasıyla 1,25 μM, 2,5 μM, 5 μM, 10 μM ve son olarak 20 μM doza kadar 

süreç devam ettirilerek, 20 μM sunitinib dirençli ACHN elde edilmiştir. Aynı zamanda 

doz uygulamaları sırasında yedekli çalışıldığı için ileride kullanılmak üzere, her doz 

direnci noktasında ve işlenen prosedür için, dondurulan hücrenin geldiği son aşamaya 

kadar detaylı şekilde kodlanarak gerekli miktarda stoklanmıştır. Hücreler ilk olarak 25 

cm2 alana sahip flasklarda yetiştirilip doz uygulamaları burada denenmiştir. Ancak bu 

aşamalarda, hücre sayısı özellikle doz artışında yeni pasajlarda sabit tutulamadığı için 

alanın daha da daraltılarak başlatılmasına karar verilmiştir. Bu noktada önce 24 

kuyucuklu plakalar kullanılmış olup, kuyu başına 0,5 ml besiyeri ve 0,05 x 106 hücre 

düşecek şekilde ekim yapılarak başlanmıştır. İlk doz uygulaması sonrasında yarıya 

düşen hücre sayısı, taze besiyeri uygulandıktan sonra takip eden 15-20 gün sonunda 

tekrar artış göstermiştir. Bu aşamada önce 24 kuyucuklu plakanın her bir kuyusu, 2 adet 

yeni kuyucuğa aktarılmıştır. Ardından %80-90 konfluent oldukları görüldüğünde, bu 

kez 6 kuyucuklu plakalara aktarılarak, daha geniş alana geçiş yapılmıştır. Hücre-

besiyeri oranı, 6 kuyucuklu plaka için kuyu başına 2 ml/0,2 x 106 olacak şekilde ekim 

yapılmıştır. Bu süreçte doz artışı gerektiği adımlarda, hem 24, hem 6 kuyucuklu 
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plakalar, paralel olarak kontrollü şekilde ilaçlanmış olup, oran orantının sabit 

olduğundan emin olunmuştur. Tüm ilaç dozu artışları için, hedeflenen son doz 

uygulaması dahil bu işlem 24 ve 6 kuyucuklu plakalarda devam ettirilmiştir. Süreç 

sonunda, 6 kuyucuklu plakalardaki dirençli hücreler, tripsinizasyon ile kaldırılarak, 25 

cm2 alanlı flasklara aktarılmış olup, önce yüzeyde tutunmaları ve ardından konfluent 

olmaları beklendikten sonra, direnç kazanılan son doz uygulanmıştır. Hücre-besiyeri 

oranı, 25 cm2 alanlı flasklar için, 5 ml/0,5 x 106 olacak şekilde başlanmıştır. ACHN ve 

CAKI-2 için, direnç gelişimi adımlarında, ilaçla muamele edilmeyen kontrol grupları da 

aynı 6 ve 24 kuyucuklu plakaların içinde, dirençli hücrelere uygulanan pasaj müdahelesi 

kadar pasajlanarak, dirençli hücrelerle eşit oranda ilerlemeleri planlanarak ilerlenmiştir. 

Ancak ara raporlarda da bildirdiğimiz gibi, CAKI-2 hücrelerinin sunitinibe karşı direnç 

geliştirilmesi adımı başarılı gitmediği gittiği için, tez çalışmamızdan çıkarılmak zorunda 

kalınmış olup, yalnızca ACHN hücreleri ile devam edilmiştir.  

3.6. Crystal Violet / Hücre Koloni Analizi 

Deney için 6 kuyucuklu plakalar kullanılmış olup, her kuyu için  2 ml/1x103 hücre 

sayılarak ekimleri gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin yüzeye tutunup gelişmeleri için 24 

saat süre boyunca uygun karbondioksit (%5) ve sıcaklık ortamında (37ºC) inkübe 

edilmiştir. İnkübasyonun ardından, medyum ortamı uzaklaştırılmıştır. Hücre 

proliferasyonuna etkisini gösterebilmek adına, her kuyu için, 0-20 μM arasındaki 

değişen dozlar uygulanarak etkisi çalışılmıştır. İlaç uygulanmamış ve ilaçla muamele 

edilmiş kuyular arasındaki fark, crystal violet uygulaması ile, nicel ve nitel olarak  

değerlendirilmiştir. Tüm ilaçlı ve ilaç uygulanmamış kuyular, 72 saat boyunca, inkübe 

edilmiştir. Deneyler 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir.  

3.6.1. Boyama Solüsyonunun Hazırlanması ve Ekim Prosedürü 

Kristal violet boyama çözeltisini hazırlamak için, 0,25 gram crystal violet tozu 

tartılarak, 20 ml, %95 etil alkol içinde çözdürülmüştür. Ardından 80 ml distile su 

eklenerek 100 ml’ye tamamlanmıştır. İnkübasyon süresi olarak belirlediğimiz 72 saat 

sonrasında, hücre besiyeri ortamları uzaklaştırılmış ve kuyu başına 2 ml PBS ile 2 kez 

yıkama uygulanmıştır. Ardından hazırladığımız boyama çözeltisi, kuyu başına 1 ml 

olacak şekilde dağıtılmıştır. Oda sıcaklığında ve karanlık bir ortamda, plakaların 

kapakları kapatılarak, steril bir şekilde 20 dk boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyonun 

ardından tekrar PBS ile birkaç defa yıkama yapılarak, fazla boya uzaklaştırılmış, yalnıza 
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hücre kolonileri görünür halde kalmıştır. Fotoğraflar alındıktan sonra, hücre 

absorbanslarının okunması için diğer aşamaya geçilmiştir.  

3.6.2. Hücre Parçalama Solüsyonunun Hazırlanması ve Prosedür 

0.1 M sodyum sitrat 2.94 g tartılarak, 50 ml %50 ethanol içerisinde 

çözdürülmüştür. Ardından 50 ml distile su eklenerek toplamda 100 ml hacme 

tamamlanmıştır. Çözeltinin pH’ını 4.2 olarak dengelemek için, yavaş yavaş HCL 

eklenmiş ve pH metre ile ölçülmüştür. Hazırlamış olduğumuz çözeltiden kuyu başına 

700-1000 μl eklenerek, çalkalayıcı özelliği olan bir inkübatör üzerinde, 20-25ºC’de 30 

dk boyunca inkübasyona bırakılmıştır. Sürenin sonunda spektrofotometrik ölçümle, 

değerler 570 nm’de analiz edilmiştir. 

3.7. Süksinik Asit Dozunun Sunitinib-Dirençli Hücreler için Belirlenmesi 

Yaklaşık 7-8 ay sonunda sunitinib direnci oluşturulmuş hücrelerde, süksinik asit 

tedavisinin etkin değeri olan IC50’yi  belirlemek için, artan süksinik asit dozları ile 48-72 

saat olarak çalışılmıştır. Sunitinib duyarlı hücreler de aynı şekilde sunitinib-dirençli 

hücreler gibi değişen süksinik asit dozları ile muamele edilmiştir. Moleküler ağırlığı 

118.09 g/mol süksinik asitten, 10 mg tartılıp, 8,4681 ml DMSO içerisinde çözülerek,10 

mM stok çözelti hazırlanmıştır. Ardından stoktan dilüsyon edilen süksinik asit, daha 

önceki çalışmalarımızdan da yola çıkarak sırasıyla 5-10-25-50-100-250-500 μM ve 

1mM, 2mM, 5mM  konsantrasyonlar hazırlanarak çalışılmıştır. 

3.8. VEGF-A, HIF-1A ve VHL için ELISA Deneyleri 

3.8.1. Örneklerin Hazırlanması ve Saklanması 

Çalışmamızda inceleyeceğimiz proteinlerden hücre dışında ifade edilebilen 

VEGF-A için, 7 ml besiyeri ortamlarından her bir gruba ait kontrol, ilaçlı ve 

kombinasyon örnekleri, 15 ml hacimli falkonlara aktarılıp santrifüj edildikten sonra 

süpernatant kısmı -80 ºC dondurucuda daha sonra çalışmak üzere stoklanmıştır. Hücre 

içerisinde ifade edilen proteinlerden HIF-1A ve VHL proteinleri için ise, hücrelerin 

besiyeri ortamları uzaklaştırıldıktan sonra, iki kez soğuk PBS ile yıkanmışlar, ardından 

1x107 hücre başına 1 ml olmak üzere RIPA buffer eklenmiş olup, scrapper kullanılarak 

yüzey kazındıktan sonra, sıvı ortam-hücre homozenizasyonu steril tüplere aktarılmıştır. 

Tüpler, 20 dakika boyunca +4 ºC ortam koşulları sağlanarak, buz üzerinde ajite 

edilmiştir. Bu süre sonunda yine +4 ºC soğutucu özellikli santrifüj kullanılarak, 20 
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dakika boyunca 13,000xg hızında santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısmı daha sonra 

çalışılmak üzere -80’de muhafaza edilmiştir.  

3.8.2. ELISA yöntemi ile protein seviyelerinin tespiti  

Çalışmalar için HIF-1A, VHL ve VEGF-A genlerine ait BT LAB (Çin) markalı 

olarak temin edilen kitler protokollerinde belirtilen özel şartlar takip edilmiştir. Temel 

ve ortak prosedür olarak deneye başlamadan önce, tüm reaktifler oda sıcaklığına 

getirilmiştir. En büyük konsantrasyona sahip standart, standart seyreltici ile sulandırarak 

önce stok standart oluşturulmuştur. Ardından prosedürde belirtilen seyreltme oranları 

kullanılarak diğer tüm standartlar hazırlanmıştır. Standart kuyucukları olarak belirlenen 

kuyucuklara, 50 µl standart eklenmiştir. Örneklerin her biri, belirlenen kuyulara 40 µl 

olacak şekilde eklenmiş, hemen ardından 10 µl insan reaktivitesine sahip HIF-1A 

antikoru ilave edilmiştir. Son olarak 50 µl  streptavidin-HRP eklenmiştir. Kuyucuklar 

önerilen doğrultuda karıştırılmış, hemen ardından, sealer olarak adlandırdığımız 

koruyucu yapışkan ile kapatılarak 37°C’de 1 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. 

Bu işlemin tamamlanmasının ardından daha önceden önerilen şekilde sulandırılarak 

hazırlanan yıkama solüsyonu kullanılarak 5 kez yıkama tamponuyla yıkama işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Son yıkama adımının ardından, plaka içerisinde kalan sıvı, filtre 

kağıt veya havlu kağıt üzerine emdirilmiştir. Bunu takiben, kuyucukların her birine 

sırasıyla 50 µl olmak üzere, önce substrat A ve ardından B solüsyonu eklenip, tekrar 

sealer kullanılıp kapatılmış olup, 37°C'de 10 dakika boyunca karanlık bir ortam koşulu 

sağlanarak inkübasyona bırakılmıştır. Hemen ardından, reaksiyonu durdurmak üzere, 

her kuyucuğa 50 µl durdurma solüsyonu eklenerek, mavi rengin sarıya dönüşü 

gözlenmiştir. Son olarak, 10 dakika içinde 450 nm dalga boyunda, kuyucukların optik 

yoğunluğu (OD) miktarı elde edilmiştir. 

3.8.3. ELISA ile VEGF Düzeylerinin Belirlenmesi 

BT LAB markalı, E0050Hu katalog numaralı, 3-900ng/L örnek aralığı ve 

hassasiyet 1.52ng/L sandviç temeline dayanan kit kullanılmıştır. İnsan VEGF-A 

antikoru ile daha önceden kaplanmış olan kit üzerine çalışılacak örneklerde bulunan 

VEGF-A eklenerek, kuyucuklardaki antikorlara bağlanması beklenmiştir. Ardından 

biyotinlenmiş İnsan VEGF-A antikoru eklenerek, numunedeki VEGF-A'ya bağlanması 

beklenir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve Biyotinlenmiş VEGF-A antikoruna 

bağlanır. İnkübasyon tamamlandıktan sonra bağlanma işlemi gerçekleşmemiş 
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Streptavidin-HRP, yıkama ile uzaklaştırılmıştır. Substrat solüsyonu eklenmesini 

takiben, renk değişimi izlenmiştir. Reaksiyonu sonlandırmak için durdurma solüsyonu 

eklenmiş ve hemen ardından absorbans değerleri 450 nm spektrofotometre cihazında 

tespit edilmiştir. Standart konsantrasyonları sırasıyla; 960ng/L, 480ng/L, 240ng/L, 

120ng/L, 60ng/L ve 30ng/L olarak verilen kit için 15ng/L ve 7,5ng/L olmak üzerei 2 

adet standart daha eklenerek çalışılmıştır. 

3.8.4. ELISA ile HIF-1A Düzeylerinin Belirlenmesi 

BT LAB markalı E0422Hu katalog numaralı, 0.05-15ng/ml örnek belirleme 

aralığı, ve hassasiyeti 0.01ng/ml olan yine sandviç temelli kit kullanılmıştır. Standart 

konsantrasyon değerleri, 16ng/ml, 8ng/ml, 4ng/ml, 2ng/ml, 1ng/ml ve 0.5ng/ml olarak 

verilmiş kite göre grafik değerlendirilmiştir. 

3.8.5. ELISA ile VHL Düzeylerinin Belirlenmesi 

BT LAB markalı E6401Hu katalog numaralı, 15-3000ng/L örnek belirleme 

aralığı, ve hassasiyeti 7.03ng/L olan sandviç ELISA yöntemini temel alan kit 

kullanılmıştır. Grafik çizilirken, kit içerisinde 3200ng/L, 1600ng/L, 800ng/L, 400ng/L, 

200ng/L, ve 100ng/L olarak sağlamış olan standart konsantrasyonlarına, 50ng/L ve 

25ng/L iki adet standart daha eklenerek değerlendirilmiştir. 

3.9. RNA İzolasyonu İçin Ön Hazırlık 

Sunitinib dirençli ve sunitinib duyarlı hücreler, 25 cm2 boyutundaki flasklarda 

geliştirilmiş ve bu aşama için pasaj sayısı ve ilaçla muamele süresi yönünden yapılan 

diğer deneylerle eş gruplar kullanılmıştır. Deneyin 48 saat öncesinde, ortam besiyeri 

değiştirilerek, düşük FBS (%1) içeren besiyeri kullanılmıştır. 

3.9.1. TRIzol ile RNA İzolasyonu 

3.9.1.1. Hücre Homojenizasyonu  

Besiyeri ortamı uzaklaştırıldıktan sonra, flaskların yüzeyine, kullandığımız 

TRIzol markasının önerdiği şekilde, 10 cm2 alan başına 1 ml olacak şekilde, doğrudan 

TRIzol eklenmiştir. Aynı şekilde, markanın önerisi üzerine TRIzol eklenmeden önce 

PBS ile yıkama işlemi uygulanmamıştır. TRIzol eklendiğinde parçalanmaya başlayan 

hücreler, yavaş ve dikkatli bir şekilde flask içerisinde TRIzol ile pipetajla ve yüzey 

yıkanarak 1,5 ml hacimli steril tüpler içerisinde toplanmıştır.  
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3.9.1.2. Faz Ayırma Adımı 

Önceki basamakta elde edilen homojenat, oda sıcaklığında 5 dakika boyunca 

inkübe edilerek, nükleo-protein birlikteliğinin tamamen ayrılması beklenmiştir. Faz 

ayrımı için başlangıçta kullandığımız TRIzol miktarına göre, 1 ml TRIzol için 4-

bromoanisole (BAN) 0,2 ml eklenmiştir. Tüpler 10 dakika boyunca inkübasyona 

bırakılmıştır. Sonrasında, 12,000xg dönüş hızında, +4º C sıcaklıkta, 15 dakika boyunca 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj işlemi sonrasında, tüpler en üstte RNA içeren renksiz 

süpernatant, orta katmanda DNA interfaz ve en altta da proteinleri içeren toplam 3 faz 

olarak ayrılmıştır. RNA içeren süpernatant miktarı, başlangıçta eklenen TRIzol 

miktarının %60’ı kadar olduğu için, sonraki adımda üst sıvıyı ayrı tüpe aktarırken DNA 

içeren kısma çok yaklaşmamak, kontaminasyonu engellemek adına önemlidir. 

3.9.1.3. RNA’nın Çöktürülmesi 

RNA içeren faz dikkatlice toplanıp deneyin devamı için yeni tüpe alınmıştır. 

DNA ve protein içeren diğer tüp, daha sonra izole edilmek istendiğinde saklanmak 

üzere -20 ºC dondurucuda muhafaza edilmiştir. RNA’nın pellet olarak dipte 

çöktürülmesi için izopropanol kullanılmıştır. Bu noktada izopropanolun buz üzerinde 

bekletilmiş olması, çöken RNA pelletinin görünürlüğü açısından önemlidir. Başlangıçta 

kullanılan miktara bağlı olarak, 1 ml TRIzol için 0,5 ml izopropanol eklenmiştir. 

Örnekler oda sıcaklığında 5-10 dakika boyunca inkübe edildikten sonra 12,000xg dönüş 

hızında, +4º C sıcaklıkta, 8 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüjden çıkarılan 

tüplerin dip kısmında beyaz bir pellet şeklinde RNA görülmüştür.  

3.9.1.4. RNA Yıkama İşlemi 

Süpernatant kısmı dikkatlice uzaklaştırılır. Pellet 1ml %75 etanol ile yıkanır ve 

kısaca vorteks işlemine tabi tutulur. Sonraki adımda 7,500xg dönüş hızında, +4º C 

sıcaklıkta, 5 dakika boyunca santrifüj edilir. Santrifüj işlemi sonrasında pelletin hareket 

ettiği veya tüpün dibinde değil de yan taraflarında toplandığı görüldüğünde, tekrar 

12,000xg hızada santrifüj işlemi uygulanarak RNA dipte sağlıklı şekilde toplanmıştır. 

3.9.1.5. RNA’nın Çözünmesi 

Etanol uzaklaştırılarak RNA pelleti yalnız bırakılmıştır. Ancak bu noktada, 

RNA’nın tamamen kurutulmaması önemlidir. Yaklaşık 20-100 μl etanol, göz kararı 

tüpün içinde bırakılarak, kapak açık şekilde kendi kendine buharlaşması için 3-5 dakika 
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beklenmiştir. Hemen ardından yaklaşık 40-50 μl dietil pirokarbonat (DEPC) su ile 

homojenize edilerek saflık ve konsantrasyonlarının ölçümü nanodrop cihazında 

gerçekleştirilmiştir.  

3.9.1.6. RNA Saflık ve Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

Sulandırılan örnekler MaestroNano Micro-Volume Spectrophotometer cihazında 

ölçülmüştür. Örnekler 260, 280 ve 230 dalga boyunda verdikleri absorbanslara göre 

oranlanarak saflıkları, 40x sulandırma faktörü x A 260 formülü kullanılarak ise 

konsantrasyonları μg/ml cinsinden hesaplanmıştır.  

3.9.2. Elde edilen RNA’lardan cDNA dönüşümlerinin gerçekleştirilmesi 

RNA konsantrasyon ve saflıkları uygun görülen örneklerin, hepsi 100 ng’a 

eşitlenmek suretiyle RNAase içermeyen saf su ile sulandırma-dilüsyon işlemleri 

gerçekleştirilmiştir. Konsantrasyon eşitlikleri sağlanan RNA örnekleri cDNA çevrimi 

yapılmak üzere SCRIPT cDNA Sentez Kiti (PCR-511S, Jena Bioscience, Almanya) 

kullanılarak, ürün sağlayıcının belirttiği protokol izlenerek gerçekleştirilmiştir. RNA 

örneklerinin cDNA dönüşümü için gerekli protokol Tablo 3-2‘de ve ayrıca PZR şartları 

Tablo 3-3 içerisinde verilmiştir. cDNA dönüşümü tamamlanan örnekler, daha sonra 

kantitatif gerçek zamanlı PZR (qPCR) çalışılmak üzere -20 °C dondurucuda muhafaza 

edilmiştir. 

Tablo 3-2: RNA örneklerinden cDNA eldesi, reaksiyon içeriği 

Kullanılan Bileşen Kullanılan Miktar 

RNAaz içermeyen saf su 11 µl 

Random Primer 1 µl 

5X Buffer 4 µl 

dNTP karışımı 0,5 µl 

RNAaz inhibitörü 0,5 µl 

Revers Transkriptaz Enzimi 1 µl 

Örnek başına RNA miktarı 2 µl 
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Tablo 3-3: mRNA için gerekli PZR koşulları 

Sıcaklık Koşulu  İnkübasyon Süresi 

50 °C 60 dakika 

42 °C 10 dakika 

70 °C 10 dakika 

 

3.9.3. Real-Time PZR yöntemi ile gen ifadelerinin tayini 

Reaksiyon karışımının hazırlanması aşamasında kullanılan malzeme ve 

miktarlara ait bilgiler Tablo 3-4’te verilmiştir. Toplam reaksiyon hacmi 20 µl olacak 

şekilde hesaplanarak çalışılmıştır. 

 

Tablo 3-4: qPZR reaksiyonu için protokol 

Kullanılan Bileşen Kullanılan Miktar 

SYBR® Green 10 µl 

İleri Yönlü Primer 0,6 µl 

Geri Yönlü Primer 0,6 µl 

RNAaz içermeyen saf su 6,8 µl 

Örneklere ait cDNA miktarı 2 µl 

 

Çalışmada gen anlatım düzeyleri saptanmak istenen hedef genlere ait ileri ve geri 

primer dizileri ile bu primerler için uygun bağlanma sıcaklıkları Tablo 3-5’te 

verilmiştir. 
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Tablo 3-5: Hedef primerlerin dizileri ve erime noktası dereceleri (Tm) 

Hedef Gen Primerlere ait diziler 
Erime 

Sıcaklıkları 

VEGF-A 
F: TTGCCTTGCTGCTCTACCTCCA 

R: CTGGAAGATGTCCACCAGGG 

52°C 

VEGF-C 
F: GCCAATCACACTTCCTGCCGAT 

R: AGGTCTTGTTCGCTGCCTGACA 

61°C 

PDGF-A 

F: CAGCGACTCCTGGAGATAGACT 

R: CGATGCTTCTCTTCCTCCGAATG 

 

61°C 

HIF-1A 

F: TCCAGCAGACTCAAATACAAGAAC 

R: GTATGTGGGTAGGAGATGGAGATG 

 

60°C 

TGF-β 
F: CCTGTTCGCGCTCTCGGCAGT 

R: GACAGGATCTGGCCGCGGAT 
52°C 

VHL 

F : CGGGTGGTCTGGATCGCGG 

R : AGTTCACCGAGCGCAGCA 

 

52,2°C 

ANGPT1 

F:  GGAGAAGCTGCCAGGTGAG 

R: CAGTGGAGTTTTCTATAGTC 

 

60°C 

TIE2 

F: GACACCATCCAAACATCATC 

R: CAATGGCAAATGCTGGGTCCG 

 

52°C 

GAPDH 
F:ATCTTCCAGGAGCGAGATC 

R:CAGGAGGCATTGCTGATGA 

52-61 °C 

Her gene ait ekspresyonun saptanması için spesifik primerler kullanılarak 

hazırlanan reaksiyon karışımları toplamda 18 µl hazırlanarak 96 kuyucuklu plakalara 

ekilmiş olup, her örnek için ayrı kuyucuklara dağıtılmak üzere 2 µl dağıtılmıştır. 

Plakalar sealer ile kapatıldıktan sonra PZR işlemi için Bio-Rad (Kaliforniya, Amerika), 

CFX96 cihazında çoğaltma işlemi başlatılmıştır. Bu adımda PZR için gerekli sıcaklık 

şartları ve döngülere ait bilgiler Tablo 3-6 içerisinde verilmiştir. 
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Tablo 3-6: Gerçek zamanlı PZR koşulları 

Reaksiyona ait adımlar Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

İlk denatürasyon 95 2 dakika - 

Denatürasyon 95 15 saniye 

40 

Bağlanma 

 

 

 

 

Tablo 3-5‘de verilen dereceler 

kullanılmıştır 

30 saniye 

Soğuma 40 10 saniye - 

Gerçekleşen PZR çalışmasını takiben, tüm hedef genleri ve GAPDH kontrol 

genlerinin CT (Threshold cycle) değerleri kullanılarak, ∆CT ve ∆∆CT farkları 

belirlenmiş olup, gen ekspresyonu kat değişimleri, 2-∆∆Ct formulü kullanılarak 

hesaplanmıştır. 

 

İstatistiksel Analiz 

Çalışma verilerimiz SPSS 18 programı kullanılarak analiz edilmiş olup, gen 

ekspresyonlarının gösterimi ve korelasyonlara ait çizimler için GraphPad Prism 8.0.2 

programı kullanılmıştır. Tedavi ve kontrol grupları arasındaki ilişkiler, Mann Whitney-

U testi kullanılarak p<0,05 anlamlılık düzeyi olmak üzere değerlendirilmiştir. 
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4. BULGULAR 

Çalışmamızın temelini oluşturan direnç gelişiminin gerçekleştirilebilmesi için, 

öncelikle sunitinib etkin dozu belirlenmiş olup, IC50 değeri, ACHN hücreleri için Şekil 

4-1’de gösterildiği gibi 26,27 μM olarak tayin edilmiştir. Ancak direnç gelişiminin, 10 

μM sunitinib dozuna karşı geliştirilmesine uygunluğu, yapılan kristal viyole boyama 

deneyi ile de ayrıca  doğrulanmıştır. ACHN hücrelerinde 10 μM sunitinib dozuna karşı 

direnç kazandırılan hücrelerde daha sonraki sunitinib ile tedavi uygulaması olarak, 

metin içerisindeki tüm tablo ve grafiklerde belirtilen “sunitinib tedavisi” ifadesi 10 μM 

sunitinib dozunu temsil etmektedir.  

 

 

Şekil 4-1: ACHN hücrelerinde sunitinib IC50 değerinin belirlenmesi 

 

Kristal viyole boyama sonuçları 

Temel olarak, hücre kolonilerinin canlı hücreler üzerinden boyanma yoluyla 

değerlendirildiği bu yöntemle Şekil 4-2 üzerindeki sonuçlarımıza göre, 25 μM dozları 

ile uygulamada, %53,71 canlılık yani %46,29 oranında ölüm görülmüştür. Her iki 

yöntemle de etkin doz olarak, 25 μM’nin uygun olduğu değerlendirilerek, diğer yandan 

10 μM doz etkinliğinin de %40 oranında proliferasyon üzerinde baskılama yönüyle 
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başarı göstermesi, direnç geliştirilecek doz olarak 10 μM’nin yukarısına çıkılmasını 

gerektirmeden, bu doz ile hücreler üzerindeki devamlı uygulama kararı almamızda 

temel oluşturmuştur.  

 

Şekil 4-2: Kristal viyole boyama sonuçları 

 

4.1. ELISA Sonuçları 

VEGF-A, HIF-1A ve VHL protein düzeylerinin sunitinib duyarlı ve sunitinib 

dirençli ACHN hücrelerinde, tüm tedavi uygulamalarına göre farklılıklarının 

belirlenmesi için, öncelikle her bir kit için standartların konsantrasyonlarına ait grafikler 

elde edilmiş olup, ardından eğrilerin dağılımına göre konsantrasyon ve absorbansların 

hesaplanacağı formül elde edilmiştir. Örneklerin absorbansları formülde yerine 

konularak her bir örneğin denk geldiği protein konsantrasyonları belirlendikten sonra, 

bu protein düzeyleri ilgili grafikler üzerinde gösterilmiştir.  
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Şekil 4-3: VEGF-A ELISA standartlarına ait eğri grafiği 

 

 

Şekil 4-4: HIF-1A ELISA standartlarına ait eğri grafiği 

 

 

Şekil 4-5: VHL ELISA standartlarına ait eğri grafiği 
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Tablo 4-1: Sunitinibe duyarlı hücrelerdeki protein düzeylerinin, tedavi gruplarına göre 

karşılaştırılması 

 

VEGF-A protein düzeylerinin sunitinibe duyarlı hücrelerde, kontrol ve yalnız 

sunitinib ile tedaviye göre süksinik asitin tek başına 25 µM dozu ve sunitinib ile 

kombinasyonu tedavi sonrasında sırasıyla anlamlı düzeylerde arttığı görülmüştür 

(p=0,020). Sunitinibin 50 µM dozundaki kombine ve tek başına tedaviler sonucunda 

kontrol ve sunitinib ile tedavi edilmiş hücre gruplarındakine göre anlamlı farklılık tespit 

edilmemiştir. Sunitinibe dirençli ve sunitinibe duyarlı hücrelerdeki protein düzeyleri, 

tedavi koşullarına bağlı olarak karşılaştırıldığında, VEGF-A düzeylerinin sunitinibin 25 

µM ve 50 µM süksinik asit birlikteliğindeki tedavileri sonrasında dirençli hücrelerde, 

sunitinibe duyarlı kontrol hücrelerine göre anlamlı olarak 1,3 ve 1,4 kat arttığı tespit 

edilmiştir (p=0,020). Tek başına 25 µM ve 50 µM süksinik asit tedavilerinde ise duyarlı 

 

 

 

Hedef 

Protein 

Tedavi Grupları  

Kontrol    

(a)  

+ Sunitinib 

(b) 

 

  Sunitinib      

+ 25 µM 

Süksinik asit        

(c) 

Sunitinib         

+ 50 µM 

Süksinik asit     

(d) 

25 µM  

Süksinik asit  

(e) 

50 µM         

Süksinik asit                        

(f) 

VEGF-A 
100   

(97-103) 

109,6      

(89-129) 

124,4 a *   

(121-127) 

106,8            

(86-126) 

106,9 c *           

(96-116) 

91,8 c #, e Ʌ             

(87-95) 

HIF-1A 
98,75  

(97-100) 

111,2 a * 

(100-121) 

117,5 a *    

(112-122) 

177,4 a *, (b, c) # 

(65-189) 

169,5 (a, b, c) * 

(149-189) 

227,3 a *, (b, c, d, e) # 

(190-259) 

VHL 
100,5 

(96-106) 

68,4 a *    

(63-73) 

53,7 a *, b Ʌ  

(43-63) 

105,6 (b, c) #    

(95-115) 

91,8 (a, b, c)*, d  Ʌ  

(87-95) 

63,3 a *, (d, e) #   

(60,65) 

 

Proteinlerin satırındaki her sayısal değer ait olduğu sütundaki tedavi uygulaması sonrası belirlenen protein düzeyi yüzde ortalamasını  temsil 
etmektedir. Ortalama değerlerin altındaki parantez içerisindeki veriler, minimum ve maksimum aralıktır. Ortalama değer üzerinde yer alan 

harf kodları, aynı proteinin duyarlı grup içinde karşılaştırıldığı tedavi grubu (a,b,c,d,e) ile kıyaslanması sonucuna göre anlamlı farklılık 

olduğunu belirtmektedir. Yalnızca anlamlı değerler için harf atanmıştır.  

Örneğin; 53,7 a *, b  Ʌ  = VHL proteini için,  sunitinib+25 µM süksinik asit(c) grubu ile tedavi sonucundaki protein ortalamasının, sırasıyla 

kontrol(a) ve sunitinib(b) gruplarına kıyaslandığında anlamlı bir farklılık olduğunu ifade eder.  

Bu tablodaki harflerin yanındaki simgelerden; * ile p=0,020,  # ile p=0,021, Ʌ ile p=0,043 için anlamlılık düzeyleri temsil edilmiştir. 

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmiştir (n = 4). 
Protein yüzdesia , bulunduğu sütundaki tedavinin kontrole; 

Protein yüzdesib, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib uygulanmış gruba; 

Protein yüzdesic, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+25 µM süksinik asit uygulanmış gruba; 
Protein yüzdesid, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+50 µM süksinik asit uygulanmış gruba;  

Protein yüzdesie, bulunduğu sütundaki tedavinin, 25 µM süksinik asit uygulanmış gruba göre protein düzeyleri yönüyle kıyaslandığında 

anlamlı farklılık olduğunu belirtir. 
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gruptaki eş tedavilere oranla 1,2 (p=0,043) ve 1,7 kat (p=0,021) anlamlı artışlar tespit 

edilmiştir.  

Tablo 4-2: Sunitinibe dirençli hücrelerdeki protein düzeylerinin duyarlı grup ile 

karşılaştırılması 

 

 

 

Hedef 

Protein 

Tedavi Grupları  

Kontrol    

(a)  

+ Sunitinib 

(b) 

Sunitinib      

+ 25 µM 

Süksinik asit 

(c) 

Sunitinib         

+ 50 µM 

Süksinik asit     

(d) 

25 µM  

Süksinik asit 

(e) 

50 µM    

Süksinik asit     

(f) 

Duyarlı/ 

VEGF-A 

100      

(97-103) 

109,6      

(89-129) 

124,4    

(121-127) 

106,8            

(86-126) 

106,9           

(96-116) 

91,8              

(87-95) 

Dirençli/ 

VEGF-A      

100,3   

(85-115) 

93,6        

(83-103) 

142,8 a *      

(122-162) 

132,8 a *, d □         

(108-156) 

130,3 a *, e □        

(115-145) 

159,8 a *, f #              

(139-179) 

Duyarlı/ 

HIF-1A 

98,75    

(97-100) 

111,2     

(100-121) 

117,5     

(112-122) 

177,4          

(65-189) 

169,5           

(149-189) 

227,3              

(190-259) 

Dirençli/ 

HIF-1A 

138 a *    

(130-150) 

140,4 a *, b □   

(120-160) 

119,1 a *      

(109-129) 

129,0 a *, d #       

(108-148) 

125,0 e □        

(95-155) 

206,4 a *         

(196-226) 

Duyarlı/ 

VHL 

100,5    

(96-106) 

68,4        

(63-73) 

53,7         

(43-63) 

105,6         

(95-115) 

91,8            

(87-95) 

63,3        

(60,65) 

Dirençli/ 

VHL 

94,4     

(87-100) 

118,2   a *, b #  

(114-122) 

102,9 c #     

(101-104) 

102,4             

(92-112) 

131,5 a *, e #       

(124-138) 

163,3 a Ʌ, f ○               

(128-194) 

Proteinlerin satırındaki her sayısal değer ait olduğu sütundaki tedavi uygulaması sonrası belirlenen protein düzeyi yüzde ortalamasını temsil 
etmektedir. Ortalama değerlerin altında, parantez içerisindeki veriler, minimum ve maksimum aralıktır. Ortalama değer üzerinde yer alan 

harf kodları, aynı proteinin duyarlı grup içinde karşılaştırıldığı tedavi grubu (a,b,c,d,e) ile kıyaslanması sonucuna göre anlamlı farklılık 

olduğunu belirtmektedir. Yalnızca anlamlı değerler için harf atanmıştır.  

Bu tablodaki harflerin yanındaki simgelerden; * ile p=0,020, # ile p=0,021, Ʌ ile p=0,032, ○ ile p=0,034 ve □ ile p=0,043 için anlamlılık 

düzeyleri temsil edilmiştir. 

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmiştir (n = 4). 
Protein yüzdesia , bulunduğu sütundaki tedavinin duyarlı kontrole; 

Protein yüzdesib, bulunduğu sütundaki tedavinin, duyarlı sunitinib uygulanmış gruba; 

Protein yüzdesic, bulunduğu sütundaki tedavinin, duyarlı sunitinib+25 µM süksinik asit uygulanmış gruba; 
Protein yüzdesid, bulunduğu sütundaki tedavinin, duyarlı sunitinib+50 µM süksinik asit uygulanmış gruba;  

Protein yüzdesie, bulunduğu sütundaki tedavinin, duyarlı 25 µM süksinik asit uygulanmış gruba göre protein düzeyleri yönüyle 

kıyaslandığında anlamlı farklılık olduğunu belirtir. 
 

 

Dirençli hücre grupları içerisindeki, farklı tedavi uygulamalarındaki grup içi 

karşılaştırmalarda VEGF-A protein düzeylerinin, süksinik asitin her iki dozunun tek 

başına ve sunitinib kombinasyonu şeklinde uygulanmasına bağlı olarak kontrol ve 

sunitinib ile tedavi edilmiş gruplara oranla arttığı elde edilmiştir. HIF-1A düzeyleri için 

de, sunitinib ile tedavi sonrasında artan protein düzeyleri, 25 µM süksinik asitin tek 

başına ve sunitinib ile kombine tedavileri sonrasında, yalnız sunitinib ile tedaviye göre 

anlamlı değişim göstermemiştir. Süksinik asitin 50 µM doz kullanımının tek başına ve 
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sunitinib kombinasyonu için protein düzeylerindeki artışı, yalnız sunitinib ile tedaviye 

göre sırasıyla 1,5 ve 2 kat artırdığı belirlenmiştir (p=0,021).  

Tablo 4-3: Dirençli hücrelerdeki protein düzeylerinin yalnızca dirençli grup içinde 

karşılaştırılması 

 

 

 

Hedef 

Protein 

Tedavi Grupları  

Kontrol    

(a)  

+ Sunitinib 

(b) 

Sunitinib      

+ 25 µM 

Süksinik asit 

(c) 

Sunitinib         

+ 50 µM 

Süksinik asit     

(d) 

25 µM  

Süksinik asit  

(e) 

50 µM     

Süksinik asit     

 (f) 

VEGF-A 
100,3   

(85-115) 

93,6        

(83-103) 

142,8 (a, b) * 

(122-162) 

132,8 a □ ,b *   

(108-156) 

130,3 a Ʌ, b *    

(115-145) 

159,8 (a, b) *, (d, e) □  

(139-179) 

HIF-1A 
138    

(130-150) 

140,4     

(120-160) 

119,1 a *,b □ 

(109-129) 

129,0       

(108-148) 

125,0            

(95-155) 

206,4 (a, b, c, d, e) *  

(196-226) 

VHL 
94,4     

(87-100) 

118,2 a * 

(114-122) 

102,9  (a, b) *  

(101-104) 

102,4 b *      

(92-112) 

131,5 (a, b, c, d) *  

(124-138) 

163,3 (a, b, c, d) #   

(128-194) 

Proteinlerin satırındaki her sayısal değer ait olduğu sütundaki tedavi uygulaması sonrası belirlenen protein düzeyi yüzde ortalamasını temsil 
etmektedir. Ortalama değerlerin altında, parantez içerisindeki veriler, minimum ve maksimum aralıktır. Ortalama değer üzerinde yer alan 

harf kodları, aynı proteinin dirençli grup içinde karşılaştırıldığı tedavi grubu (a,b,c,d,e) ile kıyaslanması sonucuna göre anlamlı farklılık 

olduğunu belirtmektedir. Yalnızca anlamlı değerler için harf atanmıştır.  

Bu tablodaki harflerin yanındaki simgelerden; * ile p=0,021, Ʌ ile p=0,029, # ile p=0,034, □ ile p=0,043 için anlamlılık düzeyleri temsil 

edilmiştir. 

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmiştir (n = 4). 
Protein yüzdesia , bulunduğu sütundaki tedavinin kontrole; 

Protein yüzdesib, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib uygulanmış gruba; 

Protein yüzdesic, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+25 µM süksinik asit uygulanmış gruba; 

Protein yüzdesid, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+50 µM süksinik asit uygulanmış gruba;  

Protein yüzdesie, bulunduğu sütundaki tedavinin, 25 µM süksinik asit uygulanmış gruba göre protein düzeyleri yönüyle kıyaslandığında 

anlamlı farklılık olduğunu belirtir. 

 

Sunitinibe dirençli ve duyarlı hücre gruplarının, kontrolleri ve yalnız sunitinib 

ile tedavi edilmiş grupları arasında kıyaslandığında, HIF-1A protein düzeylerinin, 

dirençli hücrelerde anlamlı olarak sırasıyla 1,4 ve 1,2 kat arttığı değerlendirilmiştir 

(p=0,020). 50 µM süksinik asitin sunitinib birlikteliğindeki tedavi koşulu açısından 

dirençli ve duyarlı hücreler sırasıyla karşılaştırıldığında, dirençli hücrelerde duyarlı 

hücredeki tedavi sonuçlarına göre, protein düzeyleri 1,3 kat anlamlı azalma ile tespit 

edilmiştir (p=0,021). Tek başına 25 µM süksinik asit tedavisinde duyarlı gruptaki eş 

tedavilere oranla 1,3 kat anlamlı bir düşüş elde edilmiştir (p=0,043). HIF-1A protein 

düzeylerinin, 25 µM süksinik asit ve sunitinib kombinasyon tedavisi sonrasında, 

sırasıyla kontrole göre (p=0,021) ve yalnız sunitinib ile tedavi edilmiş gruba oranla 

(p=0,043) anlamlı azalma eğiliminde olduğu elde edilmiştir. Özellikle 50 µM süksinik 

asitin tek başına tedavisi diğer tüm tedavi gruplarına göre tek tek incelendiğinde, HIF-
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1A protein düzeylerinde anlamlı artışlara neden olmuştur.  VHL protein düzeyleri, 

sunitinibin tek başına etkisi ile anlamlı düzeyde ve 1,5 kat azalırken; süksinik asitin tek 

başına 25 µM doz uygulamasında, yalnız sunitinib ile olan tedaviye göre anlamlı 

düzeyde 1,3 kat artmıştır (p=0,020). Ancak sunitinib ile kombine edildiğinde, 25 µM 

süksinik asit dozu birlikteliğinde VHL seviyelerinin, 50 µM süksinik asit dozu ile 

kombine edilen sunitinibe göre daha düşük olduğu belirlenmiştir. Dirençli hücrelerde 

duyarlı gruba göre, sunitinib ile tedavi sonrasında, VHL seviyelerinin anlamlı düzeyde 

1,7 kat; aynı şekilde sunitinibin 25 µM süksinik asit ile kombinasyonunda, duyarlı 

hücredeki paralel tedavi grubuna göre 1,9 kat anlamlı artışlar not edilmiştir (p=0,021). 

Tek başına 25 µM ve 50 µM süksinik asit tedavileri, dirençli ve duyarlı hücreler 

arasında VHL protein düzeyleri yönünden paralel tedavi grupları arasında 

kıyaslandığında, her ikisinin de dirençli gruplarda sırasıyla 1,4 kat (p=0,021) ve 2,5 kat 

(p=0,034) artışa neden olduğu görülmüştür. Sunitinib tedavisi ile artan VHL protein 

düzeyleri, 25 µM süksinik asit ve sunitinib kombinasyonunda, yalnız sunitinib 

uygulamasına göre düşük fakat kontrole göre yüksek bir seyir izlemiştir. Ancak tek 

başına 25 µM süksinik uygulamasının; kontrol, yalnız sunitinib ve sunitinib+25 µM 

süksinik kombinasyon tedavi gruplardaki sonuçlara oranla anlamlı artışı tespit 

edilmiştir. Süksinik asitin 50 µM dozunda ise, diğer tüm tedavi gruplarına oranla en 

yüksek ve anlamlı VHL düzeyleri tespit edilmiştir. 

4.2. Real-Time PCR Sonuçlarına göre gen ekspresyon değişim sonuçları 

4.2.1. Sunitinibe duyarlı gruplar arasındaki karşılaştırma 

Sunitinib ve süksinik asitin tek başına ve birlikte olan etkinlikleri, farklı tedavi 

grupları oluşturularak, sunitinibe duyarlı hücreler üzerindeki gen ekspresyonlarının bu 

tedavilere karşı verdikleri yanıtlar ile incelenmiştir (Tablo 4-4). VEGF-A gen 

ekspresyon düzeylerinin duyarlı hücrelerdeki 25 µM süksinik asitin tek başına ve 

sunitinib ile kombinasyonunda kontrole göre sırasıyla 1,6 kat ve 2,8 kat azaldığı elde 

edilmiştir (p=0,020). Süksinik asitin 50 µM dozundaki uygulamaların, VEGF-A 

düzeylerini artırdığı elde edilmiştir. Sunitinib etkinliğinde önemli ölçüde azalan VEGF-

C gen ekspresyon düzeyleri, yalnızca süksinik asitin 25 µM doz uygulamasında 

kontrole göre 5 kat anlamlı olarak azalmış (p=0,020), sunitinibe oranla benzer 

düzeylerde seyretmiştir. 50 µM süksinik asitin tek başına ve sunitinib ile kombine 

tedavileri, duyarlı kontrol seviyelerinde elde edilen VEGF-C ekspresyonlarına yakın 
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düzeyler ile sonuçlanmıştır. Sunitinib etkinliğinde kontrole göre oldukça düşük tespit 

edilen PDGF-A gen ekspresyon düzeyleri, yalnızca süksinik asitin 25 ve 50 µM 

dozlarının tek başına uygulamalarında azalma eğilimi gösterirken, kombine gruplarla 

tedavi sonrası PDGF-A düzeyleri yalnız sunitinib tedavisine oranla artış göstermiştir. 

HIF-1A gen ekspresyon düzeyleri, tek başına 50 µM süksinik etkinliğinde hem kontrol 

hem de sunitinib etkinliğine oranla artmış olarak yansırken, sunitinib ile kombine edilen 

50 µM süksinik asit etkinliği, kontrole oranla HIF-1A düzeylerinde 11 kat azalma ile 

sonuçlanmıştır (p=0,020). TGF-β gen ekspresyon düzeyleri kontrole kıyaslandığında, 

sunitinib etkinliğinde anlamlı olarak azalmış bulunurken, süksinik asitin tüm dahil 

olduğu tedavi grupları incelendiğinde, yalnızca 25 µM süksinik asit etkinliğindeki 

tedavilerde, kontrole göre azalan TGF-B gen ekspresyonları tespit edilmiştir. Sunitinib 

ile tedaviye göre süksinik asitin 50 µM dozu ve sunitinib kombinasyonunda 22 kat ve 

yalnız süksinik asit uygulamasında 12 kat artışlar elde edilmiştir (p=0,020). VHL gen 

ekspresyon düzeyleri sunitinib etkinliğinde, kontrole yakın düzeylerde seyrederken; 25 

µM süksinik asit ile tedavi edilen gruplarda azalmış, 50 µM süksinik asit ve sunitinib 

kombinasyonunda tedavi edilen gruplarda ise kontrole göre 1,8 kat artış elde edilmiştir 

(p=0,020). Sunitinib tedavisi sonrası kontrole göre azalan ANGPT1 gen ekspreyon 

düzeyleri, sunitinib ile kombine süksinik asitin 50 µM uygulaması sonucunda, 

sunitinibe göre 3 kat anlamlı artış göstermiştir (p=0,021). Süksinik asitin 25 µM 

dozunun sunitinib ile kombinasyonu sonucunda, kontrole göre 3,5 kat anlamlı olarak 

azaldığı (p=0,021), sunitinibe göre ise 2,3 kat ancak anlamlı bir azalma olmadığı tespit 

edilmiştir. TIE2 gen ekspresyon düzeylerinin ise sunitinib tedavisi sonrasında kontrole 

göre 1,7 kata kadar artan ekspresyon düzeyleri, sunitinib tedavisine oranla, sunitinib ve 

25 µM süksinik asit kombinasyonunda 3,3 kat; tek başına süksinik asitin etkinliğinde 

ise 2,8 kat anlamlı azalmalar ile sonuçlanmıştır (p=0,020). Genel olarak, sunitinibin 

tedavideki tek başına etkinliği, kontrol gruplarına göre VEGF-C, PDGF-A, TGF-β gen 

ekspresyon düzeylerinde anlamlı azalmalara neden olurken; TIE2 düzeyleri için anlamlı 

artışa neden olmuştur. Sunitinib ve 25 µM süksinik asitin kombine tedavisi VEGF-A, 

TGF-β ve TIE2 gen ekspresyon düzeylerinde kontrole göre anlamlı azalmalarla 

sonuçlanmıştır. Süksinik asitin 50 µM dozu ile sunitinib kombinasyonu kontrol ve 

sunitinib gruplarına kıyaslandığında, HIF-1A gen ekspresyon düzeylerinde azalma, 

VHL düzeylerinde ise artışla sonuçlanmıştır. Yine sunitinibin tek başına tedavi 

etkinliğine kıyaslandığında, sunitinib ile kombine edilen 50 µM süksinik asit, VEGF-A, 
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TGF-β, ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyon düzeylerinde anlamlı artışlara neden 

olmuştur. Tek başına 25 µM süksinik asit uygulamasının, kontrol grubuna göre VEGF-

A, VEGF-C, PDGF-A, TGF-β, ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyonu seviyelerinde 

anlamlı azalmalara neden olduğu değerlendirilmiştir. Özetle tek başına 50 µM süksinik 

asit uygulamasının ise genel olarak gen ekspresyon seviyelerindeki artışı tetiklediği elde 

edilmiştir. 

4.2.2. Sunitinibe dirençli grupların, duyarlı gruplara göre kıyaslanması 

Sunitinibe karşı direnç geliştirilen gruplarda; sunitinib, süksinik asitin tek başına 

ve sunitinible birlikte direnç sürecinden sonraki etkinlikleri, farklı tedavi grupları 

oluşturularak, sunitinibe duyarlı hücreler üzerindeki gen ekspresyonlarına kıyaslanarak 

incelenmiştir (Tablo 4-5). Dirençli gruptaki VEGF-A gen ekspresyon düzeylerinin, 

duyarlı kontrol ve sunitinib gruplarına göre anlamlı olarak azaldığı görülmüştür. VEGF-

C gen ekspresyon düzeyleri, 50 µM süksinik asit ile sunitinib kombinasyonunda tedavi 

edilen dirençli grupta, duyarlı hücrelere oranla 8 kat artmış bulunmuştur (p=0,021). 

PDGF-A gen ekspresyon düzeylerinin dirençli grupta sunitinib birlikteliğindeki 50 µM 

süksinik asit ile duyarlı gruptaki aynı tedaviye göre 6,7 kat arttığı tespit edilmiştir 

(p=0,021). Süksinik asitin 25 µM dozu sunitinib kombinasyon tedavisinde duyarlı 

eşleneğine göre anlamlı bir değişime neden olmazken; tek başına 25 µM süksinik asit 

uygulaması duyarlı gruba kıyaslandığında 2,9 kat artışa neden olmuştur (p=0,021). HIF-

1A gen ekspresyon düzeyleri, sunitinib ile tedavi edilen dirençli grupta, duyarlı gruba 

göre 3,5 kat artarken (p=0,021); sunitinibin 50 µM süksinik asit ile kombinasyonu 

sonrasında, duyarlı gruptakine oranla 10 kat arttığı elde edilmiştir (p=0,021). Dirençli 

grupta, sunitinib ile tedavide, duyarlı gruba göre 7 kat artış tespit edilirken, 25 µM 

süksinik ile kombine edildiğinde, TGF-β düzeylerinin, tekrar duyarlı gruptaki 25 µM 

süksinik asit tedavisi sonrasındaki seviyelere gerilediği görülmüş olup aynı zamanda 

duyarlı kontrol grubuna kıyaslandığında 3,3 kat azaldığı elde edilmiştir (p=0,021). VHL 

gen ekspresyon düzeyleri, dirençli kontrol grubunda, duyarlı kontrole göre 7, sunitinib 

tedavi grupları arasında ise 1,8 kat azalmıştır (p=0,021). Sunitinibin 25 µM süksinik asit 

ile kombinasyonu sonrasında yalnız sunitinib ile tedavideki düzeyler anlamlı bir 

değişim göstermemiştir. Süksinik asitin 50 µM dozu için, tek başına ve sunitinib 

kombinasyonlarının duyarlı gruptaki tedavi eşleniklerine oranla VHL seviyelerinin 

kombinasyon için 9 kat, tek başına süksinik asit karşılaştırmalarında ise 1,8 kat 
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azalmaya neden olduğu elde edilmiştir (p=0,021). Sunitinib ile tedavi sonrasında, 

ANGPT1 düzeyleri dirençli grupta, duyarlıya oranla 3 kat artarken (p=0,043); sunitinib 

ile kombine edilen 50 µM süksinik asit tedavisi sonrasında 8 kata kadar arttığı elde 

edilmiştir (p=0,021). Tek başına 25 µM süksinik asit uygulamaları üzerinden 

değerlendirildiğinde, dirençli grupta, duyarlı gruba göre ANGPT1 gen ekspresyon 

düzeylerinde 2 kat artış elde edilmiştir (p=0,043). TIE2 gen ekspresyon düzeyleri 

dirençli grupta, duyarlıya göre genel olarak bir azalma eğiliminde iken; kontrol grupları 

kıyaslandığında dirençli grupta 6 kat azalma, sunitinib tedavisi sonrası ise dirençli 

grupta 2 kat azalma tespit edilmiştir (p=0,021). Özetle dirençli gruptaki sunitinib 

tedavisi sonrası VHL, VEGF-A ve TIE2 hariç diğer genlerde, duyarlı gruba göre artan 

gen ekspresyon seviyeleri elde edilmiştir. 

4.2.3. Sunitinibe dirençli gruplar arasındaki karşılaştırma 

Sunitinibe direnç geliştirilen gruplarda; sunitinib, süksinik asitin tek başına ve 

sunitinible birlikte direnç sonrasındaki, farklı tedavi gruplarının, sunitinibe dirençli 

hücreler üzerindeki gen ekspresyonlarına etkisi üzerinden incelenmiştir (Tablo 4-6). 

Sunitinib grubu ile tedavi sonrası, dirençli kontrole oranla 3 kat (p=0,021) artan VEGF-

A gen ekspresyon seviyeleri, diğer gruplarda da anlamlı artış halinde seyretmiş olup, 

yalnızca tek başına süksinik asitin 25 µM dozunda azaldığı (p=0,021) ve yalnızca 

sunitinib ile tedaviden elde edilen düzeyin altına indiği tespit edilmiştir. VEGF-C gen 

ekspresyon düzeyleri için süksinik asitin tek başına veya sunitnib ile kombine edildiği 

gruplarda, sunitinibin tek başına etkinliğine oranla anlamlı bir sonuç alınamadığı, 

süksinik asitin 50 µM dozunda, yalnız sunitinib tedavisine göre ekspresyonların 8 kat 

artışla sonuçlandığı elde edilmiştir (p=0,021). PDGF-A gen ekspresyon düzeylerinde 

sunitinib ile tedavide, kontrol grubuna göre anlamlı bir fark görülmemiş olup, süksinik 

asitin 50 µM doz kombinasyonu ve tek başına uygulamalarının, benzer şekilde gen 

ekspresyonlarını artışa yönlendirdiği görülmüştür. Sunitinib etkinliğinde kontrole göre 

1,8 kat artış bulunan HIF-1A gen ekspresyon düzeyleri, sunitinib ve 25 µM süksinik asit 

kombine edilerek uygulandığında 2 kata yakın azalmıştır (p=0,021). Ancak özellikle 

süksinik asitin 50 µM dozunun tek başına ve sunitinib ile kombinasyonu sonrası tekrar 

anlamlı artışlarla sonuçlandığı elde edilmiştir. TGF-β gen ekspresyon düzeyleri, 

yalnızca süksinik asitin tek başına 25 µM doz uygulamasında, sunitinibe oranla 2,5 kat 

azalmış olup (p=0,043), 50 µM süksinik dozununun sunitinib ile kombine veya tek 
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başına uygulamalarında artışla sonuçlandığı tespit edilmiştir. Sunitinib etkinliğinde, 

kontrole göre artmış bulunan VHL gen ekspresyon düzeyleri, 25 µM süksinik asit ve 

sunitinib kombinasyonunda benzer düzeylerde sonuçlanmış olup, 50 µM süksinik asitin, 

tek başına ve özellikle sunitinib ile kombinasyonunda, anlamlı azalmalara neden olduğu 

elde edilmiştir. ANGPT1 için sunitinib ile tedavi sonrası artmış bulunan gen ekspresyon 

düzeyleri, yalnız 25 µM süksinik asit etkinliğinde, sunitinibe oranla 3,2 kat azalmıştır 

(p=0,021). Süksinik asitin 50 µM dozu ve sunitinib kombine edildiğinde, sunitinib ile 

tedaviye oranla 8 kata kadar arttığı tespit edilmiştir. Tek başına süksinik asitin 50 µM 

doz uygulaması sonrasında da, yalnız sunitinib ile tedaviye kıyasla 1,5 kat daha yüksek 

ANGPT1 gen ekspresyon düzeyleri tespit edilmiştir. TIE2 gen ekspresyon düzeyleri, 

sunitinib ile tedavi sonrası kontrole göre 5 kat artarken (p=0,021), süksinik asitin 25 µM 

dozunun sunitinib ile kombinasyonu 1,5 kat, tek başına etkinliğinde ise, sunitinibe 

oranla 2,8 kat azaldığı elde edilmiştir. Süksinik asitin 50 µM dozunun sunitinib ile 

kombinasyonu 3,7 kat, tek başına uygulaması ise, sunitinibe oranla 2,2 kat azalma ile 

sonuçlanmış ancak anlamlı bulunmamıştır, bu dozların kontrole oranla sırasıyla 19 kat 

ve 8 kat anlamlı artışlarla sonuçlandığı elde edilmiştir (p=0,021). Genel değerlendirme 

olarak, süksinik asitin 50 µM dozunun, tek başına ve sunitinib ile kombinasyonu 

sonrasında, VHL dışındaki genlerde, dirençli gruptaki kontrol, sunitinib ve 25 µM 

süksinik asit kombinasyonundaki sunitinib ile tedavi edilen gruplara oranla anlamlı 

ekspresyon artışlarıyla karşımıza çıktığı elde edilmiştir. Süksinik asitin 25 µM doz 

uygulamasında, sunitinib ile kombine edildiğinde dirençli ve sunitinib ile tedavi edilen 

gruplara oranla; HIF-1A, TIE2 gen ekspresyon seviyelerinde anlamlı azalmalar elde 

edilmiştir. Tek başına 25 µM süksinik asit ile tedavide ise yalnız sunitinib tedavisine 

oranla; VEGF-A, TGF-β, ANGPT1, VHL ve TIE2 gen ekspresyon düzeylerinin anlamlı 

olarak azaldığı tespit edilmiştir. 
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Tablo 4-4: Sunitinibe duyarlı gruplarda, tedavi gruplarına göre elde edilen gen 

ekspresyon değerlerinin karşılaştırılması 

Hedef 

Gen 

Tedavi Grupları  

Kontrol    

(a)  

+ Sunitinib 

(b) 

Sunitinib      

+ 25 µM 

Süksinik asit  

(c) 

Sunitinib         

+ 50 µM 

Süksinik asit      

(d) 

25 µM  

Süksinik asit  

(e) 

50 µM     

Süksinik asit     

 (f) 

VEGF-A 
1,56    

(1,50-1,63) 

1,35     

(0,80-1,91) 

0,94 a *   

(0,65-1,22) 

3,61 (a, b, c) *  

(3,16-4,06) 

0,55 (a, b) *, c # 

(0,38-0,77) 

1,47 (d, e) *  

(0,91-2,02) 

VEGF-C 
1,38    

(1,25-1,51) 

0,47 a *  

(0,12-0,87) 

1,92 b *   

(1,17-2,64) 

1,31 b *       

(0,99-1,61) 

0,65 (a, c) *     

(0,00-1,13) 

1,38 (b, e) *  

(0,95-1,81) 

PDGF-A 
2,68    

(2,62-2,74) 

0,15 a *  

(0,03-0,27) 

1,34 (a, b) * 

(0,42-2,23) 

1,79 b *       

(0,42-3,19) 

0,52 (a, b) *     

(0,41-0,67) 

0,15 (a, d, e) * 

(0,12-0,21) 

HIF-1A 
1,43    

(0,47-2,41) 

0,55     

(0,13-1,01) 

2,13       

(0,49-3,78) 

0,11 (a, b, c) *     

(0,02-0,22) 

1,55 b *        

(1,08-2,11) 

2,63 (a, e)# , (b, d)* 

(1,96-3,57) 

TGF-β 
0,98    

(0,89-1,05) 

0,21 a *  

(0,06-0,35) 

0,90 b *   

(0,62-1,20) 

4,50 (a, b, c) *     

(2,94-6,10) 

0,54 (a ,b) *,c # 

(0,41-0,73) 

2,54 (b, e)*, d #     

(1,02-4,17) 

VHL 
2,03    

(2,02-2,05) 

2,04      

(1,46-2,64) 

0,87 (a, b) * 

(0,63-1,18) 

3,73 (a, b, c) *  

(3,07-4,39) 

0,73 (a, b) *     

(0,58-0,95) 

1,72  (a, d, e) Ʌ     

(1,49-1,96) 

ANGPT1 
1,41    

(0,57-1,80) 

0,92     

(0,02-1,81) 

1,08       

(0,90-1,30) 

2,74  (b, c) #     

(1,12-4,90) 

0,40 a #,c *     

(0,02-0,81) 

3,20 (a, b, e) *    

(2,28-4,13) 

TIE2 
1,25    

(1,00-1,43) 

2,13 a *  

(1,54-2,74) 

0,63 (a, b) * 

(0,53-0,76) 

3,88 (a, b, c) *     

(3,34-4,43) 

0,75 a #,b *     

(0,37-1,14) 

2,10 (a, d, e) *     

(1,57-2,62) 

Gen satırlarına denk gelen her sayısal değer ait olduğu sütundaki tedavi uygulaması sonrası belirlenen gen ekspresyon kat değişim 

ortalamasını (2–∆∆Ct) temsil etmektedir. Ortalama değerlerin altında, parantez içerisindeki veriler, minimum ve maksimum aralıktır. 
Ortalama değer üzerinde yer alan harf kodları, aynı genin duyarlı grup içinde karşılaştırıldığı diğer tedavi grubu (a,b,c,d,e) ile 

kıyaslanması sonucuna göre anlamlı farklılık olduğunu belirtmektedir. Yalnızca anlamlı değerler için harf atanmıştır.  

Örneğin; 0,63 a *, b *  = TIE2 geni için,  sunitinib+25 µM süksinik asit(c) grubu ile tedavi sonucundaki gen ekspresyon kat değişim 

ortalaması 0,63 olarak belirtilmekte olup, sırasıyla TIE2 kontrol(a) ve TIE2 sunitinib(b) tedavi gruplarındaki gen ekspresyonlarına 

kıyaslandığında anlamlı bir farklılık olduğunu ifade eder.  

Bu tablodaki harflerin yanındaki simgelerden; * ile p=0,020, # ile p=0,021, Ʌ ile p=0,043 için anlamlılık düzeyleri temsil 

edilmiştir. 

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmiştir (n = 4). 

kat değişimia , bulunduğu sütundaki tedavinin kontrole; 
kat değişimib, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib uygulanmış gruba; 

kat değişimic, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+25 µM süksinik asit uygulanmış gruba; 

kat değişimid, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+50 µM süksinik asit uygulanmış gruba;  
kat değişimie, bulunduğu sütundaki tedavinin, 25 µM süksinik asit uygulanmış gruba göre gen ekspresyon düzeyleri yönüyle 

kıyaslandığında anlamlı farklılık olduğunu belirtir. 
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Tablo 4-5: Sunitinibe dirençli gruplarda, tedavi gruplarına göre elde edilen gen 

ekspresyon değerlerinin duyarlı grup ile karşılaştırılması 

Hücre grubu ve 

İncelenen 

Gen 

Tedavi Grupları  

Kontrol    

(a)  

+ Sunitinib 

(b) 

Sunitinib      

+ 25 µM 

Süksinik asit 

(c) 

Sunitinib         

+ 50 µM 

Süksinik asit     

(d) 

25 µM  

Süksinik 

asit  

(e) 

50 µM     

Süksinik 

asit     

 (f) 

Duyarlı/VEGF-A 1,56 1,35 0,94 3,61 0,55 1,47 

Dirençli/VEGF-A 
0,27 a *   

(0,15-0,40) 

0,86 a *  

(0,70-1,02) 

1,10     

(0,40-1,82) 

1,29 d *      

(1,01-1,58) 

0,56 a *   

(0,40-0,73) 

1,43      

(1,26-1,61) 

Duyarlı/VEGF-C 1,38 0,47 1,92 1,31 0,65 1,38 

Dirençli/VEGF-C 
0,74 a *   

(0,70-0,78) 

1,29 b * 

(1,00-1,59) 

1,16     

(1,00-1,32) 

10,5 (a, d) *    

(2,11-19,0) 

1,26      

(0,95-2,07) 

1,64      

(0,83-2,46) 

Duyarlı/PDGF-A 2,68 0,15 1,34 1,79 0,52 0,15 

Dirençli/PDGF-A 
1,10 a *  

(0,84-1,31) 

1,07 a *,b * 

(0,35-1,80) 

1,32 a *   

(0,57-2,09) 

12,1 (a, d) *    

(9,90-14,3) 

1,53 (a, e) *  

(1,07-2,00) 

3,28 (a, f) *  

(3,05-3,46) 

Duyarlı/HIF-1A 1,43 0,55 2,13 0,11 1,55 2,63 

Dirençli/HIF-1A 
1,07    

(0,80-1,28) 

1,96 b * 

(1,53-2,41) 

1,03     

(0,74-1,32) 

11,3 (a, d) *  

(10,65-13,8) 

1,68      

(0,49-2,88) 

2,10      

(0,59-3,61) 

Duyarlı/TGF-β 0,98 0,21 0,90 4,50 0,54 2,54 

Dirençli/TGF-β 
0,30 a *  

(0,25-0,38) 

1,55 (a, b) * 

(1,23-1,88) 

0,90     

(0,26-1,56) 

5,36 a *       

(4,14-6,58) 

0,60 a *   

(0,50-0,70) 

1,44 a *   

(1,40-1,50) 

Duyarlı/VHL 2,03 2,04 0,87 3,73 0,73 1,72 

Dirençli/VHL 
0,29 a * 

(0,240,34) 

1,11 (a, b) * 

(1,04-1,20) 

1,02 a *   

(0,81-1,24) 

0,40 (a, d) *    

(0,32-0,49) 

0,60 a *    

(0,41-0,80) 

0,93 (a, f) *  

(0,57-1,29) 

Duyarlı/ANGPT1 1,41 0,92 1,08 2,74 0,40 3,20 

Dirençli/ANGPT1 
1,36    

(0,26-2,48) 

2,73 a *,b # 

(1,79-3,73) 

1,52     

(0,52-2,52) 

21,8 (a, d) *  

(18,33-25,4) 

0,83 e #   

(0,78-0,90) 

3,93     

(1,11-6,76) 

Duyarlı/TIE2 1,25 2,13 0,63 3,88 0,75 2,10 

Dirençli/TIE2 
0,20 a *  

(0,03-0,16) 

1,03 b * 

(0,92-1,14) 

0,71 a *   

(0,48-0,95) 

3,81         

(3,40-3,95) 

0,36 a *   

(0,27-0,45) 

1,62     

(0,80-2,45) 

Gen satırlarına denk gelen her sayısal değer ait olduğu sütundaki tedavi uygulaması sonrası belirlenen gen ekspresyon kat değişim 

ortalamasını (2–∆∆Ct) temsil etmektedir. Ortalama değerlerin altında, parantez içerisindeki veriler, minimum ve maksimum aralıktır. 
Dirençli gen satırlarında, ortalama değer üzerinde yer alan harf kodları, aynı genin duyarlı grup içinde karşılaştırıldığı tedavi grubu 

(a,b,c,d,e,f) ile kıyaslanması sonucuna göre anlamlı farklılık olduğunu belirtmektedir. Yalnızca anlamlı değerler için harf atanmıştır.  

Bu tablodaki harflerin yanındaki simgelerden; * ile p=0,021, # ile p=0,043 anlamlılık düzeyleri temsil edilmiştir. 
Deneyler 4’er kaz tekrar edilmiştir (n = 4). 

kat değişimia , bulunduğu sütundaki tedavinin kontrole; 

kat değişimib, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib uygulanmış gruba; 
kat değişimic, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+25 µM süksinik asit uygulanmış gruba; 

kat değişimid, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+50 µM süksinik asit uygulanmış gruba;  
kat değişimie, bulunduğu sütundaki tedavinin, 25 µM süksinik asit uygulanmış gruba; 

kat değişimif, bulunduğu tedavi ve gen grubunun, duyarlı 50 µM süksinik asite göre gen ekspresyon düzeyleri yönüyle 

kıyaslandığında anlamlı farklılık olduğunu belirtir. 
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Tablo 4-6: Sunitinibe dirençli gruplarda, tedavi gruplarına göre elde edilen gen 

ekspresyon değerlerinin karşılaştırılması 

Hedef 

Gen 

Tedavi Grupları  

Kontrol    

(a)  

+ Sunitinib 

(b) 

Sunitinib      

+ 25 µM 

Süksinik 

asit (c) 

Sunitinib         

+ 50 µM 

Süksinik 

asit     (d) 

25 µM  Süksinik 

asit  

(e) 

50 µM     

Süksinik asit     

 (f) 

VEGF-A 
0,27               

(0,15-0,40) 

0,86 a *           

(0,70-1,02) 

1,10 a *     

(0,40-1,82) 

1,29 a *, b *      

(1,01-1,58) 

0,56 (a, b, d) *  

(0,40-0,73) 

1,43 (a, b, e) *      

(1,26-1,61) 

VEGF-C 
0,74              

(0,70-0,78) 

1,29 a *             

(1,00-1,59) 

1,16 a *     

(1,00-1,32) 

10,5 (a, b, c) *    

(2,11-19,0) 

1,26  (a , d) *        

(0,95-2,07) 

1,64 (a, d) *           

(0,83-2,46) 

PDGF-A 
1,10              

(0,84-1,31) 

1,07                

(0,35-1,80) 

1,32      

(0,57-2,09) 

12,1 (a, b, c) *        

(9,90-14,3) 

1,53 d *        

(1,07-2,00) 

3,28 (a, b, c, d, e) *         

(3,05-3,46) 

HIF-1A 
1,07             

(0,80-1,28) 

1,96 a *           

(1,53-2,41) 

1,03 b *    

(0,74-1,32) 

11,3 (a, b, c) *    

(10,6-13,8) 

1,68 d *          

(0,49-2,88) 

2,10 d *               

(0,59-3,61) 

TGF-β 
0,30               

(0,25-0,38) 

1,55 a *           

(1,23-1,88) 

0,90       

(0,26-1,56) 

5,36 (a, b, c) *    

(4,14-6,58) 

0,60 (a, b) *         

(0,50-0,70) 

1,44 (a, d, e) *       

(1,40-1,50) 

VHL 
0,29           

(0,240,34) 

1,11 a *            

(1,04-1,20) 

1,02 a *   

(0,81-1,24) 

0,40 (a, b, c) *    

(0,32-0,49) 

0,60 (a, b, c, d) *             

(0,41-0,80) 

0,93 (a, d) *           

(0,57-1,29)   

ANGPT1 
1,36             

(0,26-2,48) 

2,73               

(1,79-3,73) 

1,52       

(0,52-2,52) 

21,8 (a, b, c) *    

(18,3-25,4) 

0,83 (b, d) *     

(0,78-0,90) 

3,93 (d, e) *           

(1,11-6,76) 

TIE2 
0,20              

(0,03-0,16) 

1,03 a *            

(0,92-1,14)  

0,71 (a, b) *   

(0,48-0,95) 

3,81 a *          

(3,40-3,95) 

0,36 (a, b, c, d) *           

(0,27-0,45) 

1,62 (a, e) *          

(0,80-2,45) 

Gen satırlarına denk gelen her sayısal değer ait olduğu sütundaki tedavi uygulaması sonrası belirlenen gen ekspresyon kat değişim 

ortalamasını (2–∆∆Ct) temsil etmektedir. Ortalama değerlerin altında, parantez içerisindeki veriler, minimum ve maksimum aralıktır. 
Dirençli gen satırlarında, ortalama değer üzerinde yer alan harf kodları, aynı genin duyarlı grup içinde karşılaştırıldığı tedavi grubu 

(a,b,c,d,e,f) ile kıyaslanması sonucuna göre anlamlı farklılık olduğunu belirtmektedir. Yalnızca anlamlı değerler için harf atanmıştır.  

Bu tablodaki harflerin yanındaki simgelerden; * ile p=0,021, # ile p=0,043 için anlamlılık düzeyleri temsil edilmiştir. 
Deneyler 4’er kaz tekrar edilmiştir (n = 4). 

kat değişimia , bulunduğu sütundaki tedavinin kontrole; 

kat değişimib, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib uygulanmış gruba; 
kat değişimic, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+25 µM süksinik asit uygulanmış gruba; 

kat değişimid, bulunduğu sütundaki tedavinin, sunitinib+50 µM süksinik asit uygulanmış gruba;  
kat değişimie, bulunduğu sütundaki tedavinin, 25 µM süksinik asit uygulanmış gruba göre gen ekspresyon düzeyleri yönüyle 

kıyaslandığında anlamlı farklılık olduğunu belirtir. 
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4.3. Birlikte değerlendirilen hedefler 

4.3.1. VEGF-A, HIF-1A ve VHL protein ve gen ekspresyonları 

Duyarlı gruplarda sunitinibin 25 µM süksinik asit ile kombinasyonunda, gen 

ekspresyon düzeylerinin VEGF-A ve VHL için azalmalarla yansıdığı ancak HIF-1A 

için, artışa yönlendiği görülmüştür. Protein düzeyleri ise bu dozlardaki kombine terapi 

sonrası, VEGF-A ve HIF-1A için artış; VHL için  azalma yönünde olmuştur. Sunitinib 

ile 50 µM süksinik asit kombine edildiğinde ise VEGF-A ve VHL seviyeleri artarken, 

HIF-1A düzeyleri azalmıştır. Protein düzeyleri bu tedavi grubu için, HIF-1A için artış 

yönünde olurken, VHL ve VEGF-A için tekrar kontrol grubuna yaklaşmıştır. Tek başına 

süksinik asitin 25 µM uygulamasında, VEGF-A ve VHL gen ekspresyon düzeyleri 

azalırken, protein düzeyleri VHL için azalmıştır. Gen ekspresyonları, HIF-1A için 50 

µM süksinik asit sonrasında artarken; VEGF-A ve VHL düzeyleri kontrole yakın 

seviyelerde seyretmiştir. Protein düzeyleri ise VHL için düşüş, HIF-1A için artış 

yönünde sonuçlanmıştır (Şekil 4-6). 

 

 

Şekil 4-6: VEGF-A, HIF-1A, VHL protein ve genlerindeki tedaviye bağlı ekspresyon 

değişimlerinin sunitinibe duyarlı gruplarda birlikte gösterilmesi 
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Sunitinibe dirençli gruplarda tedaviye göre kıyaslandığında, sunitinibin 25 µM 

süksinik asit ile kombinasyonunda, gen ekspresyon düzeylerinin HIF-1A için anlamlı 

azalma ile sonuçlandığı; protein düzeylerinin VEGF-A için artış; VHL ve HIF-1A için  

azalma yönünde olduğu elde edilmiştir. Sunitinib ile 50 µM süksinik asit kombinasyonu 

yalnız sunitinibe göre, VEGF-A ve HIF-1A gen ekspresyonlarını artırırken, VHL 

düzeylerini düşürmüştür. Protein düzeyleri, HIF-1A için artış yönünde olurken, VHL ve 

VEGF-A için tekrar kontrol grubuna yaklaşmıştır. Tek başına süksinik asitin 25 µM 

uygulamasında, VEGF-A ve VHL gen ekspresyon düzeyleri anlamlı şekilde azalırken, 

protein düzeyleri de VHL için azalmış ancak VEGF-A için artış yönünde 

sonuçlanmıştır. Gen ekspresyonları, VEGF-A ve HIF-1A için tek başına 50 µM 

süksinik asit sonrasında artarken; VHL düzeyleri yalnız sunitinibe yakın seviyelerde 

seyretmiştir. Protein düzeyleri VEGF-A, HIF-1A ve VHL için hem kontrol hem yalnız 

sunitinib tedavileri ile kıyaslandığında artış göstermiştir (Şekil 4-7). 

 

 

Şekil 4-7: VEGF-A, HIF-1A, VHL protein ve genlerindeki tedaviye bağlı ekspresyon 

değişimlerinin sunitinibe dirençli gruplarda birlikte gösterilmesi 
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4.3.2. VEGF-A, VEGF-C ve PDGF-A gen ekspresyonları 

Sunitinibe duyarlı gruplarda, sunitinibin tek başına etkinliği sonrasında VEGF-C 

ve PDGF-A gen düzeyleri azalmıştır. Süksinik asitin 25 µM dozu ile sunitinib 

kombinasyonu, VEGF-A düzeylerini baskılarken, VEGF-C ve PDGF-A için sunitinib 

sonuçlarına göre artış görülmüştür. Süksinik asitin 50 µM dozu ile kombine edildiğinde, 

özellikle VEGF-A düzeyleri artmıştır. Tek başına 25 µM süksinik asit, tüm genlerin 

seviyelerini kontrol grubuna oranla azaltırken, VEGF-A ve VEGF-C için, aynı zamanda 

yalnız sunitinib ile tedaviden elde edilen düzeylerin de altına indirmiştir. Süksinik asitin 

tek başına 50 µM uygulaması ile yalnızca PDGF-A ekspresyonlarında azalma tespit 

edilmiştir (Şekil 4-8).  

 

 

Şekil 4-8: VEGF-A, VEGF-C ve PDGF-A genlerindeki tedaviye bağlı ekspresyon 

değişimlerinin, sunitinibe duyarlı hücre gruplarında birlikte gösterilmesi 

 

Sunitinibe dirençli gruplardaki tedavide sunitinibin tek başına etkinliği, VEGF-

A ve VEGF-C gen ekspresyon düzeylerini kontrole göre artırmıştır. Süksinik asitin 25 

µM doz birlikteliğinde, anlamlı değişimler olmasa da kontrole göre düşüş sağlanmadığı 
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tespit edilmiştir. Sunitinib ve 50 µM süksinik asit dozu birlikte uygulandığında ise, 

VEGF-C ve PDGF-A seviyelerinde ciddi artışa neden olmuştur. Süksinik asitin tek 

başına 25 µM dozu, özellikle VEGF-A düzeylerini düşürmede etkin bulunmuşken; 50 

µM süksinik asit dozunun, tüm genlerde ve özellikle PDGF-A düzeylerinde artışa neden 

olduğu bulunmuştur (Şekil 4-9). 

 

 

Şekil 4-9: VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A genlerindeki tedaviye bağlı ekspresyon 

değişimlerinin, sunitinibe dirençli hücre gruplarında birlikte gösterilmesi 

 

4.3.3. HIF-1A, VHL ve TGF-β gen ekspresyonları 

Sunitinibin tek başına etkinliği sonrasında, sunitinibe duyarlı gruplarda TGF-β ve HIF-

1A gen ekspresyon düzeyleri azalmışken, süksinik asitin 25 µM dozu ile sunitinib 

kombinasyon etkinliği, sunitinibe kıyaslandığında TGF-β ve HIF-1A düzeylerini 

artırırken, VHL için tek başına sunitinibe göre artışa neden olmuştur. Sunitinib ve 

süksinik asitin 50 µM dozu kombine edildiğinde ise, VHL ve TGF-β düzeyleri artmıştır. 

Tek başına 25 µM süksinik asit, kontrol grubuna kıyaslandığında VHL ve TGF-β için 
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düşüşe neden olmuştur. Süksinik asitin tek başına 50 µM uygulaması ise TGF-β 

seviyelerinin yükselmesine neden olmuştur (Şekil 4-10). 

 

 

Şekil 4-10: HIF-1A, VHL ve TGF-β genlerindeki tedaviye bağlı ekspresyon değişimlerinin, 

sunitinibe duyarlı hücre gruplarında birlikte gösterilmesi 

 

Sunitinibin tek başına tedavi etkinliği sonrasında sunitinibe dirençli gruplarda 

HIF-1A, VHL ve TGF-β gen ekspresyon düzeyleri kontrole göre artmıştır. Sunitinib ve 

süksinik asitin 25 µM doz birlikteliğinde, HIF-1A ve TGF-β düzeylerinde düşüş tespit 

edilirken; VHL düzeylerinde fark görülmemiştir. Sunitinib bu defa 50 µM süksinik asit 

ile birlikte uygulandığında ise, HIF-1A ve TGF-β düzeylerinde önemli artışlara neden 

olurken; VHL düzeylerini ise tekrar düşüşe yönlendirdiği görülmüştür. Süksinik asitin 

tek başına 25 µM doz etkinliği daha kontrollü düzeylerle sonuçlanırken; tek başına 50 

µM süksinik asit dozunun, HIF-1A ve TGF-β düzeylerinde artışa neden olduğu, VHL 

için ise tam tersi etki göstermeye devam ettiği görülmüştür (Şekil 4-11). 
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Şekil 4-11: HIF-1A, VHL ve TGF-β genlerindeki tedaviye bağlı ekspresyon değişimlerinin, 

sunitinibe dirençli hücre gruplarında birlikte gösterilmesi 

 

4.3.4. ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyonları 

ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyon düzeylerinin, sunitinibin tek başına etkinliği 

sonrasında, kontrole oranla arttığı, süksinik asitin 25 µM dozu ile sunitinib 

kombinasyon etkinliğinden sonra TIE2 için azaldığı görülmüştür. Sunitinib ile süksinik 

asitin 50 µM dozu kombine edildiğinde, her iki gen ekspresyonu da artışa geçmiştir. 

Benzer şekilde bu etki, süksinik asitin tek başına 50 µM uygulaması ile de her iki gen 

için artış yönünde sonuçlanmıştır. Tek başına uygulanan süksinik asitin 25 µM dozunda 

ise, ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyon düzeylerinin, kontrol ve yalnız sunitinib ile 

tedavi edilen gruplardaki ekspresyon seviyelerinin altında kaldığı görülmüştür (Şekil 

4-12).  
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Şekil 4-12: ANGPT1 ve TIE2 genlerindeki tedaviye bağlı ekspresyon değişimlerinin, 

sunitinibe duyarlı hücre gruplarında birlikte gösterilmesi 

 

Sunitinibe dirençli gruplarda, sırasıyla sunitinib ve süksinik asitin tedavideki 

etkinlikleri ANGPT1 ve TIE2 seviyeleri üzerinden incelendiğinde, her iki gen 

ekspresyonunun da sunitinib ile tedavi sonrasında kontrol gruplarına göre arttığı tespit 

edilmiştir. Sunitinib ve süksinik asitin 25 µM dozu kombine edilerek uygulandığında, 

sunitinib ile tedaviye oranla her iki gen düzeyinde de azalma ile sonuçlanmıştır. Bu 

durum, sunitinib 50 µM süksinik asit ile kombine edildiğinde tersine dönerek; ANGPT1 

ve TIE2 düzeylerinde önemli artışlarla sonuçlanmıştır. Kombinasyon tedavisindeki 

etkilere benzer şekilde süksinik asitin tek başına 25 µM dozu gen düzeylerinde azalma 

ile sonuçlanırken; 50 µM süksinik asit dozunun, ANGPT1 ve TIE2 ekspresyonlarında 

artış ile sonuçlandığı değerlendirilmiştir (Şekil 4-13). 
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Şekil 4-13: ANGPT1 ve TIE2 genlerindeki tedaviye bağlı ekspresyon değişimlerinin, 

sunitinibe dirençli hücre gruplarında birlikte gösterilmesi 

 

4.3.5. Korelasyonların Değerlendirilmesi 

Tedavi uygulamalarının, gen ekspresyonları ve çalışmamızda değerlendirdiğimiz 

proteinlere verdiği yönlerin daha detaylı değerlendirilebilmesi adına, sunitinibe duyarlı 

ve sunitinibe direnç kazandırılmış hücre grupları üzerindeki değişimler ayrı ayrı 

incelenmiştir. Her grup için incelenen tüm gen ve proteinlerin korelasyonları, duyarlı 

gruptaki karşılaştırmalar için, Tablo 4-7 ve dirençli gruptaki karşılaştırmalar için Tablo 

4-8 içerisinde gösterilmiştir. Ayrıca yalnızca sunitinibe duyarlı grupta gözlenen anlamlı 

korelasyonlara Şekil 4-14, hem sunitinib hem duyarlı gruptaki ortak anlamlı 

korelasyonlara Şekil 4-15, ve yalnızca sunitinibe dirençli gruptaki anlamlı 

korelasyonlara Şekil 4-16 içerisinde görsel olarak yer verilmiştir. 
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Tablo 4-7: Sunitinibe duyarlı hücrelerde incelenen gen ve proteinlerin ilişkilerinin 

Spearman korelasyon testi sonuçlarına göre gösterilmesi 

Spearman 

korelasyon 

VEGF-A 

geni 

VEGF-C 

geni 

PDGF-A 

geni 

HIF-1A 

geni 

TGF-β 

geni 

VHL 

geni 

ANGPT1 

geni 

TIE2 

geni 

HIF-1A 

proteini 

VHL 

proteini 

VEGF-A 

proteini 

VEGF-A 

geni 

1,000 0,332 0,302 -0,341 0,705 

*** 

0,895 

*** 

 0,540 

** 

0,820 

*** 

0,066 -0,327 0,408 

* 

VEGF-C 

geni 

0,332 1,000 0,368 0,415 

* 

0,642 

** 

-0,010 0,413 

* 

-0,088 0,061 -0,016 -0,112 

PDGF-A 

geni 

0,302 0,368 1,000 -0,259 0,342 0,172 -0,177 -0,136 -0,421 

* 

-0,017 0,492 

* 

HIF-1A 

geni 

-0,341 0,415 

* 

-0,259 1,000 0,069 -0,546 

** 

0,017 -0,417 

* 

0,199 -0,012 -0,476 

* 

TGF-β  

geni 

0,705 

*** 

0,642 

** 

0,342 0,069 1,000 0,459 

* 

0,666 

*** 

0,480 

* 

0,459 

* 

-0,282 0,254 

VHL     

geni 

0,895 

*** 

-0,010 0,172 -0,546 

** 

0,459 

* 

1,000 0,434 

* 

0,866 

*** 

-0,065 -0,213 0,527 

** 

ANGPT1 

geni 

0,540 

** 

0,413 

* 

-0,177 0,017 0,666 

*** 

0,434 

* 

1,000 0,491 

* 

0,383 -0,188 0,109 

TIE2     

geni 

0,820 

*** 

-0,088 -0,136 -0,417 

* 

0,480 

* 

0,866 

*** 

0,491 

* 

1,000 0,302 -0,328 0,325 

HIF-1A 

proteini 

0,066 0,061 -0,421 

* 

0,199 0,459 

* 

-0,065 0,383 0,302 1,000 -0,287 -0,138 

VHL 

proteini 

-0,327 -0,016 -0,017 -0,012 -0,282 -0,213 -0,188 -0,328 -0,287 1,000 -0,135 

VEGF-A 

proteini 

0,408 

* 

-0,112 0,492 

* 

-0,476 

* 

0,254 0,527 

** 

0,109 0,325 -0,138 -0,135 1,000 

Sayısal değerler, Spearman testi sonuçlarından elde edilen korelasyon katsayısı (r) değerleridir. 

Koyulaşan renkler r değerinin artışını temsil eder. 

 İstatistiksel anlamlılık düzeyleri için; 

p < 0,05 için *; p < 0,001 için **; p < 0,0001 için *** simgeleri tanımlanmıştır. 
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Tablo 4-8: Sunitinibe dirençli hücrelerde incelenen gen ve proteinlerin ilişkilerinin 

Spearman korelasyon testi sonuçlarına göre gösterilmesi 

 

 

 

Şekil 4-14: Sunitinibe duyarlı gruplara spesifik olarak anlamlı korele bulunan gen 

ilişkilerinin gösterilmesi 

 

Spearman 

korelasyon 

VEGF-A 

geni 

VEGF-C 

geni 

PDGF-A 

geni 

HIF-1A 

geni 

TGF-β 

geni 

VHL 

geni 

ANGPT1 

geni 

TIE2 

geni 

HIF-1A 

proteini 

VHL 

proteini 

VEGF-A 

proteini 

VEGF-A 

geni 

1,000 0,664 

*** 

0,640 

** 

0,395 0,779 

*** 

0,540 

** 

0,609 

** 

0,776 

*** 

0,156 0,598 

** 

0,318 

VEGF-C 

geni 

0,664 

*** 

1,000 0,573 

** 

0,758 

*** 

0,771 

*** 

0,308 0,548 

** 

0,739 

*** 

-0,137 0,332 0,214 

PDGF-A 

geni 

0,640 

** 

0,573 

** 

1,000 0,457 

* 

0,695 

*** 

-0,077 0,709 

*** 

0,586 

** 

0,174 0,575 

** 

0,157 

HIF-1A 

geni 

0,395 0,758 

*** 

0,457 

* 

1,000 0,601 

** 

0,080 0,449 

* 

0,530 

** 

-0,163 0,025 0,070 

TGF-β  

geni 

0,779 

*** 

0,771 

*** 

0,695 

*** 

0,601 

** 

1,000 0,323 0,832 

*** 

0,781 

*** 

-0,007 0,222 0,187 

VHL     

geni 

0,540 

** 

0,308 -0,077 0,080 0,323 1,000 0,024 0,490 

* 

-0,050 0,222 0,486 

* 

ANGPT1 

geni 

0,609 

** 

0,548 

** 

0,709 

*** 

0,449 

* 

0,832 

*** 

0,024 1,000 0,601 

** 

0,147 0,126 -0,039 

TIE2     

geni 

0,776 

*** 

0,739 

*** 

0,586 

** 

0,530 

** 

0,781 

*** 

0,490 

* 

0,601 

** 

1,000 0,135 0,352 0,284 

HIF-1A 

proteini 

0,156 -0,137 0,174 -0,163 -0,007 -0,050 0,147 0,135 1,000 0,185 0,205 

VHL 

proteini 

0,598 

** 

0,332 0,575 

** 

0,025 0,222 0,222 0,126 0,352 0,185 1,000 0,287 

VEGF-A 

proteini 

0,318 0,214 0,157 0,070 0,187 0,486 

* 

-0,039 0,284 0,205 0,287 1,000 

Sayısal değerler, Spearman testi sonuçlarından elde edilen korelasyon katsayısı (r) değerleridir. 

Koyulaşan renkler r değerinin artışını temsil eder.  

İstatistiksel anlamlılık düzeyleri için; 

p < 0,05 için *; p < 0,001 için **; p < 0,0001 için *** simgeleri tanımlanmıştır. 
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Şekil 4-15: Sunitinibe duyarlı ve sunitinibe dirençli grupların her ikisinde de ortak olarak 

anlamlı korele bulunan gen ilişkilerinin gösterilmesi 
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Şekil 4-16: Sunitinibe dirençli gruplara spesifik, anlamlı korele bulunan gen ilişkilerinin 

gösterilmesi 
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5. TARTIŞMA 

Kanserde tedavi başarısını oldukça etkisizleştiren unsurların başında ilaç direnci 

gelmektedir (156). Birçok farklı kanser türünde, zamanla ilaca karşı gelişen direnç 

yanıtı, tedavi etkinliğini ortadan kaldırarak, hasta sağkalımını tehdit etmektedir (116). 

Renal hücreli karsinom tedavilerinde oldukça sık kullanılan tirozin kinaz 

inhibitörlerinden sunitinib (131), bazı hastalarda özellikle tedavilerin erken döneminde 

zamanla gelişen direnç nedeniyle beklenilen başarıyı gösterememekte, özellikle agresif 

metastatik olgular üzerinde gelişen dirence karşı tedavi uygulamasının yeniden 

düzenlenmesini, hatta sunitinibe ek olarak güvenilir bir ikincil ajan kullanımı ile 

yapılacak ilaç kombinasyon çalışmalarının gerekliliğini beraberinde getirmektedir 

(138). Literatürde, sunitinibe karşı gelişen dirençle birlikte, tümörün proliferasyon, 

anjiyogenez gibi yeteneklerinin güç kazandığı, apoptoz gibi kontrollü hücre ölüm 

mekanizmalarının engellenerek, invazyon ve metastaz yeneklerinin beraberinde 

artışının gösterildiği çalışmalar sıklıkla mevcut olup, özellikle son dönemde, sunitinibe 

karşı oluşan bu direncin, kanser hücrelerinde sunitinib direnci üzerinde etkin, ve sağlıklı 

dokular üzerinde de en az toksisiteye neden olması istenen ikincil tedavi ajanları ile 

birlikte uygulanarak ortadan kaldırılmasına yönelik çalışmalar da giderek önem 

kazanmaktadır. Yüksek doz sunitinib ile tedavinin, akciğer ve karaciğer kanseri için, 

tümör büyümesini ve metastaz yeteneklerini çok kısa dönemde tetikleyerek sağkalımı 

azalttığı bildirilmiştir (157). Sunitinibe dirençli böbrek kanseri hücre hatlarında 

proliferasyonun, tekrar sunitinib uygulamasından sonra ilaç direncine bağlı olarak 

yükseldiği ve sulforaphane kombinasyonu sonrasında baskılanabildiği gösterilmiştir 

(158). Bir başka çalışmada RHK hücrelerinde ginsenoside ve sunitinib 

kombinasyonunun, DNA hasarına ve hücre döngüsüne neden olarak büyümeyi 

engellediği gösterilmiştir (159). Sisplatin ve sunitinibin kombinasyon halinde düşük 

konsantrasyonlarda kullanılması, karaciğer hücre hatlarında başarılı olmuştur. HepG2 

hücreleri üzerinde 4 μg/ml sisplatin ve 2,8 μg/ml sunitinib konsantrasyonları ile 

kombinasyonlarının Bcl-2 ifadesinin baskılanması ve Bax için bu ifadenin artışıyla 

sonuçlanarak nekroptozun engellenmesi ve apoptozun desteklenmesi ile sonuçlandığı 

gösterilmiştir (160). Bu yönüyle düşünüldüğünde, çalışmamızda, daha önce 

endometrium, lösemi ve böbrek hücrelerinde etkinliğini bildiğimiz ve sağlıklı 
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hücrelerde önemli bir toksik etkisi olmayan süksinik asitin, sunitinib direnci oluşturulan 

RHK hücrelerinde, anjiyogenez belirteçleri olarak seçilen gen ekspresyonlarındaki olası 

değişimler üzerinden sunitinib ve süksinik asit kombinasyonunun tedavi sonrasında 

sunitinib direncini değiştirmedeki başarısının incelenmesi hedeflenmiştir. Direnç 

gelişiminin gerçekleştirileceği doz olarak 10 μM sunitinib belirlendikten sonra, ACHN 

hücreleri, yöntemler kısmında belirtilen aralıklarla, artan sunitinib dozlarına maruz 

bırakılmıştır. Bu süreç sonunda, sunitinibe karşı direnç gelişimi sağlanmasını takiben, 

süksinik asitin, sunitinib dirençli hücrelerdeki tedavi etkinliği, özellikle anjiyogenez 

noktasında etkin role sahip olduğu bilinen VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A, HIF-1A, TGF-

β, VHL, ANGPT1, TIE2 gen ekspresyonlarının real-time PCR yöntem ile; PDGF-A, 

HIF-1A ve VHL protein düzeylerinin ise ELISA yöntemi ile analizi gerçekleştirilmiştir.

 VEGF-A’nın, dirençli hücrelerde süksinik asitin tek başına ve sunitinib 

kombinasyonları ile uygulanan tedaviler sonrasında gen ekspresyon ve protein düzeyleri 

bakımından istenen bir düşüş yanıtı ile beraber seyretmediği görülmüştür. Hipoksi, 

büyüme faktörleri, IL-1, EGF'ler, PDGF'ler ve tümör nekroz faktörü α gibi sitokinler 

tarafından kolaylıkla uyarılabilmekte olan VEGF-A ekspresyonları, fizyolojik ve 

patolojik süreçlerin işleyişinde anjiyogenez için oldukça önemli bir yapıtaşıdır (157). 

Tirozin kinaz inhibitörleri, klasik anjiyogenez yoluna öncülük eden ana merkezlerden 

biri olan VEGF inhibisyonunu amaçlamaktadır. Son dönemde yapılan araştırmalarda, 

ilaca karşı gelişen direnci ortadan kaldırabilmek adına geliştirilen immün kontrol 

noktası inhibitörleri RHK tedavisinde devrim yaratmış olsa da ihmal edilemeyecek 

sayıda hasta doğuştan dirençli veya birkaç ay içinde ICI tedavisine direnç geliştirme 

potansiyeline sahip olabildiğinden kendilerine alternatif anjiyogenez yolu oluşumları 

sağlayabilmektedir (133). Tümör hücreleri, EGFR, PIGF, FGF2, eritropoietin, TGF-α, 

ΙL-6, IL-8 gibi birçok VEGF ve PDGF bağımsız anjiyogenez öncüsü faktörün artmış 

sinyalizasyonu sayesinde, direnç gelişimi sağlayarak, tedavi başarısızlığını tetiklerken, 

en önemlisi de HIF yolunun aktivasyonunu ele geçirmiş olur (161). Yapılan bir çalışma, 

hipoksik ve yüksek metastaz özelliği yansıtan tümörlerden izole edilen tümör ilişkili 

endotelyal hücrelerin proliferasyon ve invazyon yeteneklerinin daha yüksek olduğunu 

ve bunu yaparken pro-anjiyojenik (VEGF, VEGFR1/2, HIF-1A) mRNA ekspresyonunu 

tümör endotelyal hücrelerden türetilen düşük metastatik tümörlere göre daha fazla 

arttırdığını göstermiştir (162). Sunitinibe duyarlı ve dirençli gruplarda kendi kontrol 

gruplarına göre sunitinib ile tedavisi sonrasında, kıyaslandıklarında; sunitinib dirençli 
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gruplarda sunitinib tedavisi sonrasında, sunitinibe duyarlı gruplarda VHL gen 

ekspresyon düzeyleri korunurken; TIE2 seviyelerinde artış; diğer tüm gen 

ekspresyonlarında ise azalma görüldüğü ve aslında tedavinin, ilaca direnç gelişmemiş 

hücrelerdeki başarısı doğrulanmıştır. Ancak sunitinibe dirençli gruplar kendi 

kontrollerine göre incelendiğinde, sunitinib ile tedavi sonrasında tüm gen 

ekspresyonlarında artış belirlenmiştir. VHL gibi özellikle HIF-A düzenleyicisi ve diğer 

anjiyogenez faktörlerinin oluşumunun ve akabinde tümörün devamlılığı açısından 

oldukça önemli bir noktanın, dirençli hücrelerde sunitinib ile süksinik asitin düşük dozu 

kombinasyon tedavisi sonrasındaki düzeylerinin dirençli kontrole göre korunduğu fakat 

yüksek doz süksinik asitin bu noktada, duyarlı hücrelerdeki tedavide gösterdiği başarıyı 

sağlayamadığı görülmüştür. Sunitinib direncine karşı ikincil bir tedavi uygulaması 

sonrasında VEGF gen ekspresyon seviyelerinin incelendiği bir çalışmada, sunitinib 

dirençli iki farklı hücrede tocilizumab aktivitesi sonrasında, VEGF ekspresyon 

düzeylerinin Caki-1 için azalırken SN12K1 için arttığı görülmüştür (163), bu da hücre 

tipi ve metastatik özelliklerin derecesine yönelik spesifik yanıtların alınabileceğini 

gösteriyor olup, çalışmamızda kullandığımız, sunitinibe direnç geliştirdiğimiz ve 

metastatik tipte ACHN hücrelerinde tedavi sonrasında artan VEGF düzeylerini 

açıklamaya yardımcı olabilecek bir bulgu olarak karşımıza çıkmaktadır. VEGF-C 

ekspresyon seviyeleri lenfanjiyogenik bir faktör olarak, birçok tümör tipinde lenf nodu 

metastazı ile ilişkili ve yüksek düzeylerde tespit edilmiştir. Farelere implante edilen 

aşırı VEGF-C eksprese eden tümörlerde intratümör lenfatik damarların varlığı ve artmış 

metastaz yetenekleri gözlemlenmiştir. Çalışmamızın bulgularına paralel olarak; 

sunitinibin VEGF-C düzeylerini normal hücrelerde değil, sadece tümör hücrelerinde 

arttırmış olması; tümör hücresinin ilaca adaptasyonuna aracılık eden diğer genetik 

özelliklerin rolünü düşündürmektedir. Sunitinib hasta sağkalımı için oldukça başarılı 

sonuçlar vermiş olsa da, daha etkili VEGF-C hedeflemeleri ile etkinliği daha da 

iyileştirilebilir hale getirilebilir (164). Çalışmalar, kanser hastalarındaki metastaz ve 

sağkalımın, VEGF-C ekspresyonu ve lenfatik invazyona bağlı pozitif bir ilişkiyle 

desteklendiğini göstermiştir. Metastatik lenf nodlarındaki VEGF-C düzeyleri yüksek 

bulunan rahim ağzı kanserli hastaların 2 yıllık sağ kalım oranı %38 iken, VEGF-C 

düzeyi normal olarak tanımlanan hastalarda bu oran %81 olarak yansımıştır (165).  

 Sunitinibin PDGF-A üzerindeki başarısı, direnç gelişimi sonrasındaki 

tedavilerde ortadan kalkmış olsa bile, süksinik asit kombinasyonu bu nokta üzerindeki 
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kontrolü tekrar ele almakta ancak 25 µM süksinik asitin tek başına ve sunitinib ile 

birlikteliğinde yalnız sunitinib ile tedavideki seviyelerde tutarak başarılı olabilmiş, 50 

µM süksinik asitin dahil olduğu tedavi gruplarında ise başarılı olamamıştır. PDGF-A 

gen ekspresyon düzeyleri, sunitinibin hedeflerinden biri olarak, özellikle sunitinibe 

gelişen direnç sonrasında RHK tedavileri için önemli bir kaçış noktası olarak tekrar 

karşımıza çıkmıştır. Özofagus skuamöz hücreli karsinom hastalarında yapılan 

çalışmada, hastalığın kötü prognozunda PDGF-A aşırı ekspresyonunun potansiyel bir 

biyobelirteç olarak ilişkili olabileceği değerlendirilmiş olup, hastalığın tedavisi için 

olası bir moleküler hedef olarak gösterilmiştir (94). Meme karsinomlarında PDGF-A 

protein düzeyleri (166) ve bir diğer çalışmada küçük hücreli olmayan akciğer kanseri 

hastalarında, tümör hücrelerinde PDGF-A ekspresyonu lenf nodu metastazı ile ilişkili 

bulunmuştur (167). RHK’de VHL inaktivasyonu, hipoksi ve hücre metabolizmalarının 

tümü HIF yolağını tetikleyebilmekte olduğundan, HIF yolunun hedeflendiği stratejiler 

oldukça önem teşkil eder (44). Bu anlamda dirençli grup üzerinde düşük doz süksinik 

asit ve sunitinib kombinasyonu neticesinde elde edilen HIF-1A seviyelerindeki geri 

dönüş önemlidir. Süksinik asitin 50 μM dozu ile tek başına tedavilerde hem duyarlı hem 

de dirençli gruplarda protein ve gen ekspresyon düzeylerinde önemli artışlar tespit 

edilmiştir. Süksinik asitin 50 µM dozu için sunitinib ile kombine uygulamalarda, 

dirençli hücreler üzerinde HIF-1A düzeylerinde önemli artışlar ve diğer yandan duyarlı 

hücre grubunda HIF-1A düzeylerinin önemli oranda azalması, belki de duyarlı gruptaki 

korunmuş fakat dirençli grupta 50 µM süksinik asit ve sunitinib birlikteliğinde oldukça 

azalan VHL düzeyleri ile açıklanabilir. Özellikle hipoksik koşullara bağlı olarak ifadesi 

oldukça artan, ve kontrol ettiği diğer VEGF, PDGF, TGF gibi noktalar üzerinde de 

artışa neden olan ve diğer yandan VHL tarafından da kontrol edilen HIF-1A 

düzeylerindeki dalgalanmalar, bu karmaşık sürecin oluşumuna sebebiyet vermekte ve 

bu noktada süksinik asit ile sunitinib ilişkisinin net bir açıklama ile aydınlatılmasını 

zorlaştırmaktadır. Böbrek kanserli hastalarda HIF1 ve VEGF-A ekspresyonlarının, 

tümör dokularında kontrol dokuya göre sırasıyla 2 ve 5 kata kadar arttığı tespit 

edilmiştir. Öte yandan yine çalışmamızdaki bulgulara benzer olarak, VHL gen 

ekspresyonlarının, tümör dokularındaki ekspresyonlarının %30 oranında azaldığı 

belirlenmiştir. Protein ifadeleri yönünden, HIF1 düzeyleri tümör dokularında daha 

yüksek iken, VHL ve VEGF açısından normal dokuya göre herhangi bir değişim tespit 

edilmemiştir (168). Bu da sunitinibe duyarlı ve direnç gösteren gruplarımız arasında 
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tedaviye başlamadan dahi elde edilen farklarla örtüşmektedir. Sunitinib her ne kadar 

VEGF hedefli aktivasyon gösterse de nihayetinde VEGF diğer taraftan HIF1 hedefi 

olması dolayısıyla ve sunitinibe karşı gelişen direnç ile sunitinibin bu noktadaki 

yetersizliği, VEGF’in HIF1 tarafından uyarılmasına bağlı RHK ilerleyişinde etkili 

olmaya devam eder (169). TGF-β ailesi üyelerince sağlanan sinyale, transkripsiyon 

düzenleyici Smad proteinlerinin aracılık etmesiyle HIF-1 ifadesindeki uyarımla paralel, 

VEGF gen ekspresyonunda artış meydana gelmektedir (170). Bu tanımlamalar, 

çalışmamızda dirençli gruplarda HIF-1A; hem duyarlı hem de dirençli gruplarda VEGF-

A korelasyon ilişkileri gösterilen TGF-β’nın etkinliğinin bu yönde gerçekleştiğini 

doğrulamaktadır. TGF-β sinyali, büyüme, farklılaşma ve apoptoz gibi çeşitli hücresel 

süreçlerde düzenleyici role sahip bir yol olup, erken evreler için tümör baskılayıcı rolü 

olsa da, daha sonraki evrelerde tümör mekanizmasına katkı sunar. Ayrıca tümör 

dokularındaki TGF-β ifadeleri, komşu normal dokulara oranla yüksek düzeylerde 

seyredebilir. Anti-VEGF tedavilere dirençli tümörlerün yüksek TGF-β1 ekspresyonuna 

sahip olması, direnç sürecinde önemli bir aktivitesi olduğuna işaret etmektedir (171). 

RHK hastaları üzerinde yapılan bir klinik çalışma, TGF-β-Smad yolağının tümör 

ilerleyiş invazyon ve kötü prognoz ile ilişkili olduğunu ortaya koymuştur. Böbrek 

korteksinde düşük ALK5-FL protein seviyeleri, ileri tümör evrelerinde ve büyük 

tümörlerde ise yüksek ALK5-FL protein seviyeleri izlenmiş olup ALK5 ve Smad 

yolunun önemine değinilmiştir (103). Çalışmamızda sunitinibe duyarlı ve dirençli 

gruplarda 50 μM süksinik asit ile sunitinibin kombinasyon tedavisi sonrasında artan 

TGF-Β düzeyleri, sunitinib birlikteliğindeki süksinik asitin, tümörün temel yeteneklerini 

teşvik edecek yönde bir eğilime neden olduğu görülmüştür. Sunitinibe dirençli grupta, 

25 μM süksinik asit ile sunitinib kombinasyonunda TGF-Β düzeylerinin anlamlı olmasa 

da, yalnız sunitinib ile tedaviden elde edilen düzeylerden daha düşük olduğu 

görülmüştür. Sunitinibe duyarlı ve dirençli hücrelerdeki tedavi önceliği ve VHL 

düzeylerinin önemi düşünüldüğünde, sunitinibe duyarlı hücrelerde uygulanan 50 μM 

süksinik asit ile sunitinibin kombinasyonu sonrasında azalan, ve diğer yandan 25 μM 

süksinik asit ile sunitinibin kombinasyonu sonrasında, dirençli hücrelerde korunan VHL 

seviyeleri düşünüldüğünde düşük doz süksinik asit kullanımının daha önemli olduğu 

öne çıkmaktadır. Bu noktada, yine dirençli hücrelerde direnç yanıtı geliştikten sonraki 

tedavi sürecinde, ikincil bir tedavi ajanı kullanımında, doz seçimi ve kombine etkinin 

önemi tekrar ortaya çıkmakta olup, sunitinibin doz etkinliği ile ilgili farklı yaklaşımları 
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da düzenlemeyi gerektirebilir. HIF-1A yıkımının kontrolünü sağlayan, VEGF, PDGF 

gibi anjiyogenik yolakların merkezinde yönlendirici ve çok önemli bir düzenleyici role 

sahip olan VHL etkinliğinin artışı, bu noktalardaki anjiyogenik yansımaların 

baskılanarak, tümörün kendine sağladığı bu yeteneklere engel olabilecek koşullardan 

birini sağlayabilmesi açısından önem teşkil etmektedir. VHL kaybına bağlı, VEGF 

mRNA ve protein aşırı ekspresyonlarında, yeniden atasal VHL verildiğinde VEGF 

kontrolünün tekrar kazanıldığı gösterilmiştir (44, 172).    

 ANGPT1, TIE2 aktivatörü olup, damar olgunlaşma, endotel hücre göçü ve 

hayatta kalma süreçlerinde etkindir. ANGPT2, ise ANGPT1 antagonisti olarak, TIE2 

sinyalleşmesinin önüne geçmekte, özellikle de düşük TIE2 varlığında daha da artmak 

suretiyle, aktiflediği integrinler aracılığıyla endotel düzensizlik yaratabilmektedir. 

VEGF-A varlığında bunun yerine ANGPT2 anjiyojenezi teşvik eder. TIE2 eksprese 

eden makrofajlar, hem tümör anjiyogenezinde hem de tümör yayılımında etkili olabilir. 

Bu nedenle, ANGPT-TIE2 sinyali, tümörün ilerlemesi ve metastazı sırasında önemli bir 

noktayı temsil etmektedir (107, 173). Her ne kadar ANGPT1’in anjiyogenez ve tümör 

progresyonundaki rolü net olarak aydınlatılamamış olsa da, literatürdeki çoğu 

çalışmanın, ANGPT1'in patolojik vasküleriteyi inhibe ettiğine dair sunmuş olduğu 

veriler, ANGPT1'in birçok kanserde tümör baskılayıcı bir noktada temsil edildiğine 

işaret etmekte olup, ANGPT2/ANGTP1 oranındaki artışa bağlı malignitelerin kötü 

prognozla ilişkili olduğu savıyla da örtüştüğü bildirilmiştir. Konuyla ilgili günümüze 

dek elde edilen veriler değerlendirildiğinde, ANGPT1 yansımalarının kanserin tipine 

özgü ve ayrıca diğer anjiyogenez ile ilişkili genlere bağlı olabileceği görüşü öne 

çıkmaktadır (174). Çalışmamızdaki, dirençli kontrol grubunda, diğer hedeflere oranla 

yüksek düzeylerde eksprese olan ANGPT1 seviyelerinin, tümörün seyrine yönelik bir 

altyapıyı desteklemek için teşvik edildiği söylenebilir ve ayrıca 25 μM süksinik asit ile 

sunitinib kombinasyonu sonrasında bu seviyelerin, tek başına sunitinib ile elde edilen 

düzeylere oranla 2 kata kadar azalması, bu yolağın tekrar kontrollü bir yöne çekildiğine 

dair bir anlama sahip gibi gözükmektedir. Serviks kanserinde yüksek TIE2 

seviyelerinin, TIE2 ve VEGFR2 ifadelerinin artışı ile, AKT/MAPK yolağını 

tetikleyerek güçlü anjiyogenez yeteneklerini uyardığı gösterilmiştir (175). ANGPT2 ise 

proinflamatuar yönüyle öne çıkan, diğer anjiyojenik faktörlerin de varlığı söz konusu 

olması halinde ise, güçlü bir anjiyojenik yanıt için elverişli bir ortam hazırlayan ve 

ancak yeterince yüksek ANGPT2 konsantrasyonlarında vasküler regresyona neden 
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olabilen bir faktördür. Kolon, mide ve hepatoma hücrelerinde aşırı eksprese 

ANGPT2’nin, anjiyogenezi tetikleyerek ve tümör gelişimini desteklediği bildirilmiştir 

(176). Çalışmamızda, duyarlı grupta 25 μM süksinik asit ile sunitinib kombinasyonu 

sonrasında, artan ANGPT1 ve azalan TIE2 seviyelerinin, sunitinib dirençli gruplarda 

tek başına sunitinib etkinliğine kıyaslandığında 25 μM süksinik asit ile sunitinib 

kombinasyonunun ANGPT1 ve TIE2 düzeylerini azaltarak anjiyogenik yetenekler 

yönünden tümöre bir baskılama getirmek için davrandığı öne sürülebilir. ANGPT1 ve 

TIE2 seviyeleri, ANGPT2’nin ANGPT1 üzerindeki antagonistik ilişkisiyle birlikte ele 

alındığında, tedavi öncesinde ANGPT2 seviyelerinin ANGPT1’den daha yüksek 

olabileceği ve tedavi sonrasında antagonistik ANGPT2 etkisinin ortadan kaldırılarak 

tekrar daha dengeli bir ANGPT1-TIE2 sinyalizasyonuna elverişli bir ortama evrildiğini 

düşündürmektedir. Ancak yalnızca elimizdeki verilerle bu çıkarımları yapmak yetersiz 

olabileceğinden, yapacağımız ileri analizler ile bu ANGPT1/ANGPT2 ilişkisindeki 

noktanın aydınlatılarak, tedavi hedeflemelerinde bu noktaların olası hedeflenme 

potansiyeline olan yatkınlığının da ayrıca incelenmesi öngörülmektedir.   

 Özet olarak, sunitinibe dirençli hücrelerde sunitinib tedavisine rağmen 

anjiyogenez aktivitesine neden olan genlerin ekspresyonunun devam etmesi, sunitinib 

direnci oluşmuş hücrelerde, anjiyogenez yeteneklerinin korunmaya devam ettiğini 

gösterirken; diğer yandan, yine sunitinibe direnç gelişen gruplarda, tek başına sunitinib 

ile tedavi devamlılığında istenilen başarının alınamayacağı açıkça görülmüştür. Dirençli 

hücrelerdeki bu ekspresyon seviyelerinin, 25 μM süksinik asit ile sunitinib 

kombinasyonunda baskılanıp durdurulabildiği hatta bazen azaldığı görülmüş, ancak 50 

μM süksinik asit ile kombinasyon sonrası istenen başarı elde edilemediği gibi, VHL 

dışındaki tüm gen ekspresyonları için artan ifadeler görülmüştür ki VHL’nin HIF1 

üzerindeki rolü düşünüldüğünde VHL kaybı tümörün kendisini teşvik etmesi anlamına 

geldiğinden, yüksek doz yani 50 μM süksinik asit ile sunitinib kombinasyonunun tüm 

bu genel değerlendirmeler üzerine tedavi için sağlıklı bir tercih olmayacağına işaret 

etmektedir.         

 Sunitinibe duyarlı ve dirençli gruplarda VEGF-A’nın TGF-β, ANGPT1, TIE2 ve 

VHL ile, TGF-β’nin ANGPT1 ile gösterilen korelasyonları, tümörün yeteneklerini 

artırmak için birden çok geni, farklı yolaklar üzerinden karmaşık sinyalizasyonlar ile 

aktive ettiğini göstermektedir. Özellikle çalışmamızda, azalan HIF-1A, VEGF-C ve 

PDGF-A devamlılığının sağlandığı durumlarda dahi artan VEGF-A düzeylerinin 
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VEGF-A’nın TGF-β ile olan etkileşimine bağlı olabileceği öne sürülebilir. Dirençli 

gruplarda VEGF-C’nin VEGF-A, HIF-1A ve PDGF-A; TGF-β’nın PDGF-A ve HIF-1A 

ile gösterdikleri korelasyonlar, özellikle proliferasyon ve anjiyogenik yeteneklerin 

teşvik edilirken ilişkili uyarımların birbirini destekleyerek devamlılık sağlamayı 

amaçladığını göstermektedir.        

 Tez çalışmamızın sonuçları, sunitinibe dirençli grupta, 25 μM süksinik ile 

kombine edilen sunitinibin, tedavi sonrasında, sunitinibe dirençli ve yalnız sunitinib ile 

tedavi edilen gruplara kıyaslandığında HIF-1A, TGF-β, ANGPT1 ve TIE2 gibi tümörün 

anjiyogenez ve proliferasyon yeteneklerini uyaran etkileşimleri sağlayan genler 

üzerinde etki göstererek, ekspresyonlarını baskıladığı görülmüştür. Süksinik asitin, 

sunitinib direncine bağlı geliştiği düşünülen hipoksik yanıtı, HIF-1A üzerinden 

baskıladığı ve anjiyogenez yanıtını ANGPT1-TIE2 düzeylerini kontrol ederek ele aldığı 

gözlenmiştir. TGF-β üzerindeki baskılanmanın tümörün proliferasyonunu engellemek 

adına önemli bir sonuç olduğu izlenimi elde edilmiştir. Ancak 50 μM süksinik asit ile 

kombine edilen sunitinib ile tedavi sonrasında bu durumun oldukça tersine döndüğü ve 

aksine, ekspresyonların tetiklendiği görülmüştür. Bu nedenle tez çalışmamızın 

sonucunda, sunitinibe dirençli RHK hücresi olan ACHN üzerinde uygulanan süksinik 

asit tedavilerinde, anjiyogenez yeteneklerini tümör gelişiminin aleyhinde 

düzenleyebilecek potansiyele sahip olduğunu gördüğümüz düşük dozda süksinik asit ile 

kombine ederek uyguladığımızda sunitinibin, sunitinibe dirençli hücrelerde yalnız 

sunitinib ile tedaviye göre daha başarılı sonuçlar verdiğini, ancak dirençli hücrelerin, 

yine de farklı yolaklar üzerinden gen ekspresyonlarını artırarak, anjiyogenik 

yeteneklerini korumaya yönelik davrandığı görülmüştür. Süksinik asitin, sunitinibe 

dirençli hücrelerde anjiyogenez belirteçlerinin inhibisyonuna yönelik terapilerdeki 

potansiyel gücünün, diğer ilişkili gen ve yolaklar da dahil edilerek incelenmesinin daha 

net çıkarımlar yapmamıza önayak olacağı değerlendirilmiş olup, kullanılan sunitinib-

süksinik asit kombinasyonunda, özellikle sunitinibin düşük dozlardaki 

optimizasyonlarının da dahil edilerek çalışılmasının hem süksinik asitin etkinliğini 

artırabilecek hem de tedavilerde daha net bakış açılarının elde edilmesinde faydalı 

olacağı öngörülmektedir.  
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