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OZET

Ertugrul, Baris. Sunitinib Direngli Bobrek Kanseri Hiicre Serilerinde, Direng Yanitinda
Etkili Gen Ekspresyonlarinin, Siiksinik Asit Tedavisi Sonras1 Karsilastiriimasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi, Molekiiler Tip AD. Doktora Tezi. Istanbul.
2023.

Kanserde ila¢ direncinin {istesinden gelebilmek, tedavilerde tiimori
etkisizlestirebilmek adina 6nemli bir konudur. Hastalarda, renal hiicreli karsinoma
tedavilerinde siklikla kullanilan sunitinibe gelisen direng, sagkalim ve tedavi basarisini
zedelemektedir. Sunitinibe karst olusan bu direnci kirmaya yonelik yapilan ¢alismalar,
ozellikle etkin bir ikinci terap6tik ajanin sunitinib kombinasyonunda kullanimi seklinde
uygulanmaktadir. Ancak karmasik yapis1 disiliniildiigiinde, topyekiin direng
mekanizmasinin kolay anlasilmasi ve tedavi uygulamalarinda kullanilan ajanlarin tek
seferde basarili olabilmesi pek kolay olamamaktadir. Ozellikle kendilerine siirekli farkli
bir kagis yolagi bulan kanser hiicreleri, anjiyogenez yetenegi ¢ok yiiksek olabilen renal
hiicreli kanser i¢in de dnemli bir tehdit olusturmaktadir. Dogal bir dikarboksilik asit
olan siiksinik asitin apoptotik ve antiproliferatif etkileri daha onceki ¢alismalarimizda
farkli kanser hiicre hatlarinda gdosterilmistir. Siiksinik asitin bu yonleri ile kullanimi
amaglanarak, tez c¢alismamizda, sunitinib ile kombinasyondaki tedavi basarisi ve
sunitinib direncine kars1 anjiyogenez iligkili yolaklardaki etkinli§i ACHN bdbrek
kanseri hiicre serisinde incelenmistir.

Sunitinib direnci olusturulan ACHN hiicrelerinde siiksinik asit ile kombine
edilen sunitinib tedavisi Oncesi ve sonrasinda, VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A, HIF-1A,
TGF-B, VHL, ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyonlari ile, VEGF-A, HIF-1A ve VHL nin
protein ekspresyonlar1 incelenmistir.

Calismamizda sunitinibe direngli grupta siiksinik asitin 25 uM doz kombinasyon
tedavisi sonrasinda direngli kontrol grubuna kiyaslandiginda, HIF-1A, TGF-, ANGPT1
ve TIE2 gen ekspresyon seviyelerini azalttigi bulunmustur.

Calisma sonuglarimiz, renal hiicreli karsinomada sunitinibe karsi gelisen
direngle alevlenen anjiyogenik faktorlerin, ¢alismamizda incelenen hedeflerle iliskili
diger kontrol noktalarinda yapilacak ileri g¢alismalarla, siiksinik asitin tedavide

kullanimina 6nciiliik edecek bir araci olabilecegini diistindiirmektedir.
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Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
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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-B, VHL, ANGPT1, and TIE2 gene expressions before and after sunitinib treatment
combined with succinic acid, VEGF-A, HIF-1A protein expressions of -o and VHL
were investigated.

HIF-1A, TGF-B, ANGPT1 and TIE2 gene expression levels were significantly
decreased in the sunitinib-resistant group compared to the resistant control group after
25 uM 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. GIRIS VE AMAC

Amerika’da 2021 verilerine gore yilda 76 000 bobrek ve renal pelvis kanserli
vaka tanimlanacagi bildirilmis olup, bunlardan 14 000’e yakin bir kisminin ise hastalik
nedenli mortaliteyle sonuglanacagi 6ngorilmistiir. Erken teshis yontemlerinin zamanla
daha yayginlasarak, basariya ulasmasiyla birlikte bobrek kanseri insidansi giderek
artmaktadir. Renal hiicreli karsinom (RHK), bobrek tiimorlerinin %90’a yakin bir
kismini1 temsil ederken, bunlarin arasinda da en yaygin tip olarak berrak hiicreli renal
hiicreli karsinom ((bhRHK) gelmektedir (1).

RHK risk faktorleri arasinda sigara, hipertansiyon ve obezite basi ¢ekmektedir
(2). En yaygin genetik risk faktorleri arasinda; von Hippel-Lindau (VHL), polybromo-1
protein (PBRM-1) ve BRCAL-iliskili protein 1 (BAPL1) ile ayrica hipoksi ve rapamisinin
memeli hedefi (NTOR) yolagindaki mutasyonlar gelmektedir (3). Tiimoriin yerlesimi,
metastaz yetenegi ve evresi sagkalim iizerinde oldukg¢a belirleyici unsurlar arasinda
gelmekte olup, tedavi siirecinde kullanilacak ajanlarin tercihinde de ayrica énemli bir
yere sahiptir. Metastaz yetenegine sahip RHK’ler daha agresif bir yonde seyredecegi
icin, tedavi seceneklerinde de farkli yaklasimlari ve ¢cogunlukla tedavi ajanlarina karsi
gelisebilecek olan dirence karst hazirlikli olmayr ve ¢ok hizli alinmasi gereken
reaksiyonlarla, bu dénemlerde tedavi basarisina odaklanmaktaki hassasiyete duyulan
ihtiyact beraberinde getirmektedir (4). Daha oOnceki donemlerde izlenen, genel
bagisiklik sistemini giiglendirmek {izerine kurulu sitokinlerle tedavi mentalitesinden
uzaklagilarak, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve diger tirozin kinazlarin
hedeflendigi daha spesifik tedavilere dogru bir yonelim olmustur. Son dénemdeki
baslica sunitinib, sorafenib, pazopanib, aksitinib ve daha birgok tirozin kinaz; c-Kit,
VEGF, PDGF, FLT3, RET, TIE2 gibi noktalarin bir veya birkacini1 hedefleyerek etki
gostermektedir. Ayrica immiin bir kontrol nokta inhibitorii ile de tedavideki basarinin
artirtlmas1 hedeflenmektedir (5, 6). Tedavi ajanlar1 ve siirece katilan yenilikler, eskiye
nazaran tedavi basarisini belirli bir noktaya tasimis olsa da, hastaya uygunluk, etkin
ajanlarin kombinasyonunda ve sonrasinda gelisen tiimorlerin farkli yanitlar vermesi gibi
konularda asilamayan problemler hala siiregeldiginden, 6zellikle toksisitenin

diistiriilerek, sagkalimin artmasina yonelik yeni arayiglar devam etmektedir (7).



Sunitinib malat, VEGF reseptoriinii ve trombosit kaynakli biiylime faktorii
reseptoriinii hedef alan, metastatik RHK tedavilerinde oral olarak kullanilan ¢oklu
tirozin kinaz inhibitérlerinden biridir (8). RHK hastalarinin ¢ok biiyiik bir kismi erken
donemde tedaviye karsi ilag direnci gelisimine bagli, hastaligin niiksii ile kars1 karsiya
kalmaktadir. Tiim yeniliklere ragmen, sunitinibe diren¢ gelisiminde etkin role sahip
timor ve diger mekanizmalarin karmasik bir seyir izliyor olmasi, heniiz net bir basari
icin zemin olusturulmasini engellemektedir. Son dénemde bu sorunu asabilmek adina,
ozellikle anjiyogenez faktorlerinin hedeflenmesine yonelik, sunitinibe ek ikincil bir ajan
kullanimi ile kombinasyon temelli tedavi arayislari hiz kazanmigtir (9).

Apoptotik ve kanser hiicrelerinin proliferasyonundaki inhibe edici yonlerini
daha onceki tez projesi ¢alismalarimizda endometrium (10), 16semi (11) ve bobrek
kanseri (12) hiicre hatlar1 tizerinde ortaya koydugumuz siiksinik asitin, metabolik
stireglerin dogal bir irlnii ve saglikli hiicrelerde toksik etkisi bildirilmemis bir
dikarboksilik asit olarak (13), dogrudan kanser hiicrelerini hedefleyerek kullanimi
amaclanmistir. Tez calismamiz kapsaminda siiksinik asitin, sunitinibe karsi direng
gelistirdigimiz metastatik RHK hiicre hatti olan ACHN iizerinde, sunitinib tedavisi
oncesinde ve sonrasinda, direngli hiicre gruplar iizerindeki, ozellikle anjiyogenez
iliskili VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A, HIF-1A, TGF-, VHL, ANGPT1 ve TIE2 gen
ekspresyonlarinda meydana getirdigi yanitlar incelenip karsilastirilarak, sunitinib
direnci gosteren hastalarda, anjiyogenez temelli hedeflere yonelik tedavi

uygulamalarindaki noktalara katki sunmak amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bobrek Kanseri ve Epidemiyolojisi

Bobrek kanseri, yetigskin erkeklerde %5, kadinlarda ise %3 oraninda goriilen, tiim
insan kanserleri arasinda erkeklerde 7., kadinlarda ise 10. sirada seyreden bir kanser
turtdir (14). Yillik insidansi son donemde, 6zellikle gelismis iilkelerdeki ilerleyen tani
ve goriintiileme yOntemleri ile hastalifa altyapi olusturan gesitli ajanlara karsi artan
maruziyetlere bagli artmig olsa bile erken teshis yontemleri sayesinde mortalitenin
ozellikle geligmis iilkelerde diistiigii rapor edilmistir (15). Hastaligin temelinde yatan
risk faktorleri degerlendirildiginde; aile dykiisii, obezite, hipertansiyon, sigara ve ¢esitli
kimyasal ajanlara maruziyetin bas1 ¢ektigi bilinmektedir (16, 17). Kiiresel kanser
insidans, mortalite ve prevelansi (GLOBOCAN) tarafindan 2020 yilina ait yaymlanan
veriler incelendiginde, diinya genelinde, 2020 yilinda bobrek kanseri teshisi alan vaka
sayist 431 288 ve bu kansere bagl 6liim sayisi ise 179 368 olarak bildirilmistir (18).
Amerikan Kanser Dernegi’nin yayinladigi raporlara gore ise 2022 yilinda 79 000 yeni
vaka eklenecegi tahmin edilmig, bunun 50 290 erkek, 28 710 kadin olarak dagilmasi,
toplamda ise yaklasik 13 920 kisinin de hastaliga bagl 6liimii 6ngoriilmiistiir. Raporda,
2009-2018 arasinda bobrek kanseri i¢in yillik insidansin %] oraninda arttig1
belirtilmistir (19). 2009-2015 yillar1 arasinda Amerikada 5 yillik sagkalim oranlart
incelendiginde, bobrek karsinomlarinin %76 orani ile en 6liimciil tirolojik kanser olarak
isaret edildigi goriilmektedir. Sagkalim oraninin diisiik olmasinda, metastatik giiciin
artis1 ve lokalize tiimorlerin bolgesel yayilimlara gegis noktasina evrilmesi etkilidir (20).
Tiirkiyede 2012-2015 arasindaki donem igin, bobrek kanseri insidansit %4,57 olarak
bildirilmigstir (21). Saglik Bakanligi, Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Tiirkiye Kanser
Istatistikleri tarafindan 2021 yilinda yayinlanan ve 2013-2017 yillarimi kapsayan
verilere gore, bobrek ve renal pelvis kanseri vaka sayilari sirasiyla 11 153 ve 362 olarak
bildirilmis olup, ayrica iilkemizdeki erkekler i¢in tiim yas gruplarinda en sik goriilen 7.
kanser olarak siralanmistir (22). Diger taraftan, Sekil 2-1 {izerinde gosterildigi gibi,
2020 y1il1 GLOBOCAN verilerine gore Tiirkiye, diinya iilkeleri arasinda bobrek insidans
ve Olim oranlar1 bakimindan degerlendiriliginde, ilk 15 ilke arasinda yer aldigi

goriilmektedir (23).



2020 GLOBOCAN verilerine gore bébrek kanserinin, 0-59 yas grubunda, tim cinsiyetleri kapsayan
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Sekil 2-1: Bobrek kanseri insidans ve mortalitesinin, diinya iilkelerindeki dagilimi (23)

2.2. Renal Hiicreli Karsinomlar

Bobrek kanserlerinin en sik goriilen tipi, %80-85’1lik dilimini olusturan “renal
hiicreli karsinom” (RHK)’dur (24). En yaygin klinik semptomlar arasinda; kanli idrar,
bel agrilari, yorgunluk, istahsizlik, anemi ve karinda belirgin kitlelerin varligi
sayllmaktadir (25). Tiimoriin lokal veya uzak yayilimina atfedilemeyen semptom ve
bulgular olarak tanimlanan paraneoplastik sendromlar RHK {irolojik maligniteler ile
siklikla iliskilidir (26). Ancak belirtiler hastalarin ¢ok az bir kisminda goriilmekle
birlikte, hiperkalsemi, eritrositozis gibi paraneoplastik sendromlarin da eslik ettigi
metastatik timor varliginda (27), birgok hastaya ¢ok ileri evrelerde tan1 konulabilmesine
yol agmaktadir (28). Bu da metastaz yetenegi artan RHK olgularinda, 6zellikle kemik,
beyin, akciger, karaciger ve adrenal bez metastazina sebebiyet vermektedir (29). Tim
bunlarin aksine, ilerleyen teknoloji ile birlikte 6zellikle gelismis tilkelerde olmak iizere,
giincel bilgisayar temelli goriintiileme tekniklerinden, tomografi, magnetik rezonans
goriintiileme ve ultrasonografinin kullanimi, renal kanserin erken teshis edilmesine

biiyiik katkilar saglamistir (30, 31).

2.3. Histolojik Alt Tipleri
Yaklasik yirmi yil 6nce, RHK’ler seffaf hiicreli ve graniiler hiicreli varyantlar olarak
ikiye boliinmiistii (32), ancak giiniimiizde ise 2004 Diinya Saglik Orgiitii (DSO)

smiflandirmasina gore, birkag histolojik RHK alt tipi tanimlanmig olup, yine 2022



yilinda giincellenen ancak temelde en sik goriilen histolojik alt tipler olan, bhRHK,
papiller renal hiicreli karsinomlar ve onkositik-kromofob renal hiicreli karsinomlari
icermekte olup, bu ii¢ alt tip birlikte tim RHK’lerin %90'indan fazlasini temsil
etmektedir (33-35). RHK siniflandirmasi, son DSO 2022 giincellemeleri géz oniine
alinarak, Singh ve ark.’nin yaptigi ¢alismadaki tablodan uyarlanarak (36), Tablo 2-1

izerinde gosterilmistir.



Tablo 2-1: Renal Hiicreli Karsinomalarin Sitmflandirilmasi.

(Singh ve ark., 2020’den degistirilerek uyarlanmistir).

Alt Tip

Insidans

Berrak hiicreli tip

fleri evrede ve metastazalarla eslik eder. Vakalarin %90’inda von Hippel-Lindau timor

baskilayici geni kromozom 3 bolgesinde degisimler goriiliir.

%70-90

Papiller tip

Diisiik evrelerde veya hastaligin ¢ikis noktasinda tespit edilir. Cogunlukla agresif bir tiptir.Y

kromozomlarinin 7 ve 17. bolgesinde mutasyonlara neden olur.

%10-15

Onkositik ve kromofob tip

Tanida bobrekle smirli timor ozelliginde, genelde iyi prognoz gosterir. Hipodiploidi,

mutasyonlar ¢oklu kromozom say1 kopyasina neden olur.

%5

Toplayict duktal karsinoma

Renal medulladan kaynaklanan, agresif bir tiptir. Gama glutamil transferaz aktivitesindeki
artis barizdir. Sagkalim 2 yilin altinda seyreder.

%1

Diger renal tiimorler

—  Berrak hiicreli papiller renal hiicreli timor

—  Miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom

—  Tubiilokistik renal hiicreli karsinom

—  Edinilmis kistik hastalikla iligkili renal hiicreli karsinom
—  Eozinofilik solid ve kistik renal hiicreli karsinom

— Renal hiicreli karsinom NOS

%1

Molekiiler iliskisi tanimlanmis renal tiimorler

TFE3- TFEB translokasyonlari

— Fumarat-hidrataz enzim eksikligi

—  Siiksinat dehidrogenaz enzim eksikligi
—  ALK-translokasyonlar1

— SMARCBI1 eksikligi

Nadir




2.4. Renal Hiicreli Karsinomlarin Evrelemesi

RHK i¢in evreleme, ilk olarak Robson siniflandirmasi temel alinarak olusturulmus (37),
ardindan Uluslararas1 Kanser Savas Orgiitii ve Amerikan Kanser Ortak Komitesi
tarafindan da gelistirilerek tiimor, lenf nodu, metastaz (TNM) sistemi olarak kullanilan
giiniimiizdeki halini almigtir (38). Ttimor T evresi: TO evresinden T4 evresine kadar bes
asamadan olusur. Evre T1, T2 ve bunlarin alt bolimleri sadece boyuta gore
tanimlanirken, T3 ve T4 evreleri renal vene, inferior vena kavaya, Gerota fasyasina ve
ipsilateral adrenal beze lokal bolgesel yayilma oOzelliklerine gore gruplandirilir.
Tiimoriin bolgesel lenf nodu olusturma yetenekleri yoniinden ise NO ve N1 olarak; uzak
bolgelere metastaz yapabilme durumlarina gére ise MO ve MI1 olarak

degerlendirilmektedir (Tablo 2-2) (38, 39).



Tablo 2-2: TNM sistemine gore renal hiicreli karsinom evrelemesi.

(Tablo Ridge ve ark., 2014°den degistirilerek uyarlanmistir).

Evre Altsimif Tamm

Tiimor Evresi

TO Primer tiimdr belirtisi yok

T1 la: <4 cm <7 cm en biiyiik boyutta, bobrekle sinirl
1b: >4 cm ve <7 cm

T 2a:>7cm <10 cm > 7 cm en biiyiik boyutta, bobrekle sinirlt
2b:>10 cm

T3 3a: Tumdr renal ven dallarina | Bliylik damarlara veya perinefrik dokulara
uzanmaktadir veya perirenal ve/veya | uzanir, ancak ipsilateral adrenal beze veya
renal siniis yagini invaze etmektedir Gerota fasyasinin 6tesine gegmez
3b: Tiimor subdiyafragmatik inferior vena
kavaya uzanir
3c: Tumor supradiyafragmatik inferior
vena kavaya uzanir

T4 Timor, Gerota fasyasinin otesine ve/veya ipsilateral adrenal bezin bitigik uzantisina

invazedir

Bélgesel Lenf Nodu Durumu

NO Bolgesel lenf nod metastazi yok

N1 Bolgesel lenf nodlarina metastaz goriiliir

Uzak Metastaz Yetenegi

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz goriliir

Ayrica, niikleer morfolojinin temel alindig1 diger bir siniflandirma 1982 yilinda
Fuhrman’in 6nerdigi dort kademeli sistem olup, uzun yillar temel alinarak kullanilmigtir

(40). Ancak niikleolar belirginligin net bir ayrimmin dikkate alinarak yeni bir



sistematigin olusturulmasi zamanla gereklilik gosterdigi i¢in, 2012 yilinda Uluslararsi
Urolojik Patoloji Dernegi (ISUP)’nin onerisi dogrultusunda, DSO tarafindan da
onaylanan ortak bir DSO/ISUP evreleme sistemi giindeme getirilerek kullanilmaya
baslanmistir (41). Bunun yaninda Delahunt tarafindan da, tiimor nekroz varligi ile
iligkilendirilerek kromofob tip renal karsinom i¢in bir simiflandirma sistemi de ayrica
sunulmustur (42). Bu ¢ sistem arasindaki farklar, ve tanida ayiric1 6zellikler olarak
kullanilan ayrintilardan niikleol varligi ile morfolojik durumlari, nekroz varligr ve

¢ekirdek biiyiikliikleri arasindaki belirgin detaylar Tablo 2-3 iizerinde gosterilmistir.



Tablo 2-3: Fuhrman, Delahunt ve DSO/ISUP siniflandirmalari.

(Rabjerg ve ark., 2021°den degistirilerek uyarlanmstir).

10

Evreleme Fuhrman DSO/1IsUP Delahunt
Sistemi
ISUP Evre | gibi, ek olarak
Evre | Kiigiik (=10 pm) yuvarlak %400 bityiitmede yok veya
vre nekrozlu/nekrozsuz ve
tekdiize ¢ekirdekler, niikkleol ~ bazofilik, gdze carpmayan
nekrozsuz ISUP Evre Il
yoktur veya goze ¢arpmaz niikleol
ozellikleri
Cekirdeke¢ik x400
Das hatlar diizensiz olan ve - .
) biiylitmede belirgin Nekrozlu bir ISUP Evre Il
Evre 11 x400 biiyiitmede goriilebilen . ~
eozinofilik bir morfoloji, ve nekrozsuz ISUP Evre 111
biiyiik niikleollii (=15 pm) ) o
ancak X100 biiylitmede seklinde temsil edilebilir
cekirdekler
belirgin degil
Diizensiz dis hatlara ve x100 o
) Niikleol belirgin ve x100
Evre 111 biiyiitmede goriilebilen o NekrozIu ISUP Evre 11l ve
) biiylitmede eozinofilik
niikleollere sahip biiyiik B nekrozsuz ISUP Evre IV
morfoloji
cekirdekler (=20 um)
Rabdoid veya sarkomatoz
Cok loblu dev hiicreler ve agir Nekroz veya
) ) farklilasma, dev tiimor . .
kromatin yiginlari ile bityiik, sarkomatoid/rabdoid
Evre IV hiicreleri ve kromatin

pleomorfik hiicreler, asirt

diizensiz goriinim

kiimelenmesi ile agirt

niikleer pleomorfizm

ozelliklere sahip ISUP Evre
v

2.5. Renal Hiicreli Karsinomlarda Genetigin Rolii

RHK’ler gosterdigi genetik heterojenite sebebiyle tedavide kullanilan ajanlara

farkli yanit verilmesine neden olmakta, dolayisiyla sagkalima dair basariyr da tehdit
etmektedir. von Hippel-Lindau (VHL) gibi oksijen duyarliligini, Polibromo 1 (PBRM1)

gibi kromatin biitinligiinii diizenleyen genlerdeki mutasyonlar siklikla goriliir (43).

Kromozom 3 kisa kolunda 25-26 mutasyonlar1 renal hiicreli karsinomlarin %90’inda

temsil ediliyor olup, dncelike VHL gen aktivasyonunun kaybina neden olmakta ve buna
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bagli olarak, hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1a (HIF-1A) ve hipoksi ile indiiklenebilir
faktor-2a. (HIF-2a) protein seviyelerinde artis ilizerinden vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorti (VEGF), epidermal biiylime faktorii (EGF), doniistiiriicii biiytime faktori (TGF)
gibi anjiyogenez oOnciilerini tetikleyerek tiimorogeneze onciiliik etmektedir (43, 44).
VHL, MET, FLCN, fumarat hidrataz (FH), siiksinat dehidrojenaz (SDH), TSC1 ve
TSC2 genleri, oksijen, demir, enerji ve/veya besin iligkili yolaklarda yer alarak bobrek
kanserine zemin olusturabilir. Trikarboksilik asit (TCA) dongiistindeki enzimlerinden
FH ve SDH enzim defektleri olgularinda, TCA dongisiiniin islevinin bozulmasiyla
hiicre, enerji iiretimi igin glikolize bagimli hale gelir, bu enzimlerin aktivasyon kaybi,
pirolil hidroksilaz domain (PHD) islevini bozarak, HIF islev kaybinda VHL'den
bagimsiz bir rol oynar (45). Ote yandan renal hiicreli karsinomalarda en sik rastlanan
diger mutasyonlardan, PBRM1 ve KDM5C’nin her birinin tek basina veya birlikte islev
kayb1, kazanilan anjiyojenik 6zelliklerle iliskilendirilirken, CDKN2A/B ve TP53 dahil
olmak tiizere timor baskilayici genlerin islev kaybi ise, proliferasyon ve anabolik
metabolizma hizinda kazanilan artis yetenekleri ile, timorii destekleyici kayiplar olarak
iliskilendirilmistir (46). PBRMI1, HIF yanitina neden olarak, VHL mutasyonlarinin
gorevini destekleyici yonde davranir. Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismasinda, PBRM1 gen
ifadesi eksiltilen hiicrelerde, DNA metiltransferaz inhibitorii olarak kullanilan tedavi
ajaninin etkinliginin arttigi, timor baskilayict XAF1 geninin yeniden aktive edilerek
p53 sinyal yolaklar1 araciligiyla, hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda durdurulmasiyla
apoptozun tetiklendigi  gosterilmistir  (47). SETD2 mutasyonlartyla birlikte
goriildiglinde de kotii prognozun oldukca giicli  bir sekilde tetiklendigi
degerlendirilmistir (48). SETD2, normal kosullar altinda histon proteinlerini
metilleyerek kromozom stabilitesinde gorev alirken, renal hiicreli karsinomda yaygin
olarak mutasyona ugrayan bir proteindir (49). BRCA1 iliskili protein 1 (BAP1) ise,
kromozom 3 kisa kolunda yerlesim gosteren, tiimdr baskilayict genlerden olup, somatik
mutasyonlarin yaklasik %10 kadarinin renal kanserlerle iligkili oldugu bilinen 6nemli
bir belirtegtir. Hiicre dongiisii kontrol noktalar, DNA hasar tamiri, kromatin
modifikasyonu, programli hiicre oliimii gibi bir¢cok belirleyici isleyis igerisinde
deubikinasyon etkinligi gostererek, tiimor baskilayict bir yonde davranirlar. BAP1 gen
mutasyonlar1 uveal melanom, malign mezotelyoma, kutanéz melanom (50) ve 6zellikle
ilerlemis renal hiicreli karsinom gibi birgcok agresif kanserle iliskilendirilmistir (51).

PBRM1, BAPl ve SETD2, VHL mutasyonlarina eslik ederek renal hiicreli
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karsinomlarin agresiflik derecesini belirleyen yaygin kromozom 3 kisa kolu
mutasyonlari arasinda temsil edilmektedir (52).

MET, reseptor tirozin kinaz c-Met'i kodlayan bir proto- onkogendir (53).
Hepatosit biiyiime faktorii (HGF) bu reseptor icin ligand olarak islev goriiyor olup,
HGF'nin c-Met'e baglanmasi, normal hiicrelerde embriyogeneze ve yara iyilesmesi ile
ilgili bir dizi hiicre i¢i sinyalin Onciistidiir. Diger taraftan, kanser hiicrelerinde goriilen c-
Met gen mutasyonlari, HGF/c-MET yolaginda anormal bir aktivasyona neden olarak,
PI3K/Akt, RassMAPK, JAK/STAT, SRC, Wnt/B-katenin gibi sinyalizasyon yolaklarin
aktive ederek tiimor gelisimini tesvik eder (54). Saglikli bir bobregin aksine, c-Met
yukar1 yonlii diizenlenmesi RHK i¢in tedavi direnci ve hastaligin ilerlemesi ile iliskili
olarak degerlendirilmis olup, tedavi hedefi olarak da kullanilmis ancak ilaca gelisen
diren¢ nedeniyle basar1 elde edilememis hedeflerdendir (55). Rapamisinin memeli
hedefi (NTOR) sinyalizasyon yolagi, TSC1, TSC2, PI3K/Akt, 6zellikle PTEN olmak
tizere bu gecislerdeki haberlesme adimlarindaki noktalarda bir veya birden fazla kontrol
noktasinda meydana gelebilecek mutasyonlar renal hiicreli karsinoma gelisimine
elverigli bir ortamin altyapisini rahatlikla saglayabilir (56).

Follikulin (FLCN), bir tiimdr baskilayici gen olarak, Birt-Hogg—Dubé (BHD)
hastaligina sahip bireylerde tespit edilerek isimlendirilmis bir proteindir (57). Yapilan
calismalarda FLCN gen mutasyonlarinin 6zellikle BHD bireylerde, mTOR yolaginin
daha aktif bir forma doniisiip, kontrolsiiz bilylimeye ortam hazirlamas: ile tiimoregenez
asamasina ortam hazirladigt gérilmiistir (58). FLCN etkinliginin HIF-2a iizerindeki
etkisini HIF-2o’ya baglanarak siklin D1 and MMP9 ekspresyonlarini baskilamak
yoluyla hiicre proliferasyon ve invazyon noktasindaki yeteneklerini kisitlamak yoniiyle
gergeklestirdigi Ongoriilmistiir. FLCN gen knockout yapildiginda, yikimi kisitlanan
HIF-2a’nin ¢ekirdege girisinin miimkiin kilindiginm ve tipik agresif tiimdr yeteneklerinin
kazanimima neden oldugu gorilmistir (59). TSC1 ve TSC2 sirasiyla kromozom
9934,37 ve kromozom 16p13.3 iizerinde yerlesim gosteren ve tiiberdz skleroz iligkili
olan bu genlerin mutasyon sonucu inaktiflesmesiyle (60), bu bolgedeki inhibe edici etki
kayboldugunda, kritik noktalardan biri olan mTOR kontroliiniin de kaybolmasiyla
olusan, renal lezyonlar ve renal kanser ile iligkili bulgulardan bahsedilmistir (61, 62).

Siiksinatt fumarata doniisiimii i¢in hydroksile eden SDH enzim kompleksi dort
protein alt biriminden (SDHA, SDHB, SDHC ve SDHD) olusur ve fumarat hidratazi

kodlayan FH ile birlikte trikarboksilik asit dongiisiiniin 6nemli elemanlarindandir (63,
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64). Hem FH hem SDH, her ikisi de elektron transport zincirinin yani sira sitrik asit
dongiisiine de katkida bulunan i¢ mitokondriyal zarin 6nemli birimleri olup, tiimor
inhibisyon etkinligine sahiplerdir (65). Mitokondriyal enzimler FH ve SDH igin
SDHB/C/D alt birimleri kodlayan niikleer genlerdeki germ hatti mutasyonlari, papiller
renal hiicreli karsinom-2, kalitsal leiomyomatoz, renal hiicre kanseri ve kalitsal
paragangliomatozis (HPGL) olarak adlandirilan tiimor sendromlarinin gelisimine neden
olabilmektedir (66-68). Herediter leiomyomatosis ve renal hiicreli kansere sahip
bireyler, olduk¢a malign ve agresif olabilen RHK gelisimine yatkinlik gosterirler.
Azalan FH seviyelerinin, HIF-2a birikmesine yol agarak renal karsinogenezi tesvik
ettigi, ayrica FH nin asir1 ekspresyonunun hiicre go¢ ve invazyonunu baskiladigi ortaya
konulmustur (69). FH ve SDH eksikligi olan tiimorlerde, substratlarin, fumarat ve
sliksinat birikmesine ve dolayisiyla HIF-1A stabilizasyonuna da neden oldugu
gosterilmistir (70).

Normal fonksiyonu bozulmamis bir hiicre i¢in tiimor baskilayici islev goren p53,
ancak mutasyon durumunda birgok farkli kanser tipi i¢in bugiine kadar sorumlu tutulan
onemli genlerden yalnizca birisidir. Renal kanserlerle mutasyon yoniinden iligkisi i¢in
literatlirde net bir fikir birligine ulasilamamis olsa da, bazi ¢alismalar, p53'iin bobrek
kanseri dokularinda yiiksek oranda ifade edildigini ve bunun sonucu olarak p53'iin
bobrek kanserini tesvik edici bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir (71, 72).
Ozellikle, hastalarda ¢ok diisiik bir sagkalim yiizdesi ve ¢ok agresif bir hastalik seyrine
neden oldugu bildirilmistir (73). Bunun yaninda MDM?2 ve p53 birbirinden bagimsiz
diistiniilmemesi gerekecegi icin, bu ikilinin seviyelerine iliskin bulgular, renal
kanserlerde mutasyon anlaminda olmasa da, ekspresyon seviyelerinin artig1 {izerinden
degerlendirilerek hastaligin seyri ile ilgili bilgi sunabilecek etmenlerdendir (74).
Literatiirdeki p53 ekspresyonunun RHK hastalik prognozu igin tartismali olmasinin
nedeni, RHK dokusundaki p53°e ait vahsi tip, mutant tip ayriminin yapilamamasi, vahsi
tip pS3'tin disiik seviyelerde eksprese edilmesi nedeniyle kanserde tespit edilememesi,
ayrica p53’in MDM2 aracili baglanmasi, bircok yerde bulunmas: gibi sebeplere
dayandirilmaktadir (75).

2.6. Anjiyogenez siireci ve iliskili genler
Anjiyogenez, normal ve timor hiicrelerinin besin, oksijen ve kan damarlar1 gibi

kaynaklara ulasabilmesi ve olgunlasma ddnemlerini tamamlayabilmeleri agisindan
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onemli bir siiregtir. Ozellikle tiimor kitlesi gelisip yayilabilmek, yeni damarlarla
taginacak kaynaklara ulasabilmek, ve diger organlara metastaz adimini saglamak igin
siddetle anjiyogeneze bagimlidir. Bu karmasik yol haritasinda yer alan genler, bir
digerinin aktivitesini tiimoriin gelisimine katki saglayacak bigimde gen ekspresyonunu
artirmak veya tiimor baskilayici genler lizerinde inhibe edici etkiler gostermek yoluyla
sonuglandirmaktadir (76). Neoplastik hiicre gelisimi ve ilerlemesinden sorumlu
biyolojik mekanizmalar 6zellikle metastatik berrak hiicreli renal karsinomun evrilme
siirecinde de elzem role sahiptirler. Tiimoriin gelisim basamaklarinda, malignitenin
olusumunu tamamlayabilmesi i¢in  timor anjiyogenezi, patolojik  tiimor
metabolizmasina, genetik istikrarsizliga, enflamasyona, mikrogevresel bozulmaya,
tiimdr hiicre invazyonuna ve metastaz yeteneklerinin giiclenebilecegi tarzda elverisli bir
ortama temel olusturur. Anjiyogenezi uyarici ve baskilayici faktorler arasindaki denge
icin, oksijen seviyeleri olduk¢a 6nemli karar mekanizmalari1 olarak davranmaktadirlar.
Anjiyogenezi uyaran etmenler arasinda; VEGF, EGF, fibroblast biiyliime faktorii (FGF),
platelet kokenli biiylime faktorii (PDGF), prostaglandin ve timor nekroz faktorii-o
(TNF-a) sayilabilirken, anjiyogenez inhibitorleri olarak ise anjiyostatin,
trombospondinler, anjiyopoietinler, endostatin, osteospontin, vazostatin ve hiicresel
iletisim ag1 faktorlerinden bahsetmek miimkiindiir (77). Anjiyogenik faktorlerden HIF-
lo ve HIF-20 transkripsiyon faktorlerinin uyarilarak aktif hale gelmesine neden olan
VHL tiimdr baskilayict genin bialelik inaktivasyon durumunun goriildiigii, vaskiilarite
yetenekleri yiiksek derecede gelismis tiimor olma ozelligi, bhRHK’lerin en belirgin
ozelliklerindendir (78). Yine bu noktalarda oldukga etkili olan TGF-f, tiimdriin gé¢ ve
istila yeteneklerini kamgilayan, bircok kanserde oldugu gibi renal hiicreli karsinomalar
icin de olduk¢a 6nemli bir noktadir (79). Anjiyopoietin (ANGPT) G1 ve TIE2 (TEK
reseptOr tirozin kinaz) arasindaki baglanti, adeta kanser ve anjiyogenez arasinda bir
kopriiye benzetilebilir, bu noktada evrimsel gelisim siirecinin normal biiyiime
adimlarinda da islevsel bir kontrol noktasidir ancak bu adimlardaki iletisimdeki asir
sinyalizasyon veya baskilanma; anjiyogenezi, vaskiilarizasyonu uyararak VEGF gibi
faktorler iizerinden karsinogenezi tetikleyebilmektedir (80, 81). Tumorler, yiiksek
vaskiilarizasyon kabiliyetlerine ragmen siklikla hipoksik bir ortam yaratir ve bu
patolojik durum, apoptoz, nekroz olaylar1 ile; lenfosit, notrofil, makrofa; ve mast
hiicreleri gibi enflamatuvar hiicrelerin birikimi ve aktivasyonuna sebebiyet verir. Ote

yandan, anti-anjiyojenik tedavilerin, artan tiimor hipoksisine neden olarak, metastatik
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bir avantaj saglayan epitelyal mezenkima gecise (EMG) yol agtig1 bildirilmistir (82).
Yine bu tedavilerin, hipoksi ile iligkili olmayan edinilmis direng yanitlar ile timor
hiicrelerinin metastatik giiciinii perginleyebilecegi belirtilmis olup, bu tedavi
hedeflemesinin, timdriin potansiyel metastaz yeteneklerine katki acisindan yararli mi1
yoksa zararli m1 olacag1 heniiz aydinlatilabilmis degildir. ilaca kars1 gelisen direncle
ilgili yanitlar1 ortadan kaldirabilmek adina, genis bir spektrumda etki gosterebilecek
potansiyel bilesiklerin kullanilmasi soruna yonelik daha net ¢ézlimler saglayabilecektir.
Uzun donem tedavi gerektiren bu durum i¢in, tedavi ajanlarinin mutlak suretle toksisite
yoniinden ¢ok diisiik etkiye sahip olmasi 6nemli bir tercih sebebi ve basart oranini
artirabilecek bir etmendir. Kombinasyon tedavilerinin diisiik dozlarda birlikte kullanima,

ilag toksisitesini 6nemli derecede azaltarak tedavi yanitin1 daha etkili kilabilir (83).

2.6.1. VEGF-A ve VEGF-C

VEGF, RHK hastalar1 igin ¢ok onemli bir tiimér belirteci olup, anjiyogenez,
neoanjiyogenez, adhezyon, migrasyon, hiicre proliferasyonu ve apoptoz siireglerinde
merkezi rol oynayarak, metastatik renal kanserlere zemin hazirlar (84, 85). Ozellikle
VHL mutasyonlarinin 0Onciiliikk ettigi HIF disregiilasyonlari, VEGF, PDGF gibi
anjiyogenez iligkili genlerin ekspresyon artigi iizerinden, tiimor gelisimine ve diger
yandan immiin supresif yanitinin olusmasina onciiliik etmektedir (86). Artmis VEGF-A
seviyeleri, renal kanser hastalarindaki sagkalimin daha kisa siirmesine neden
olmaktadir. Farkli kanser tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda kanserli hiicrelerdeki VEGF-A
ekspresyon seviyelerinin, normal hiicrelerdeki seviyelere oranla daha yiiksek oldugu
bildirilmis olup, bu siire¢clerde VEGF-A’nin, anjiyogenez siirecine olan katkisinin
dogrudan, ya da ayn1 zamanda diger anjiyogenez iliskili gen ekpresyonlarinin tesvik
edilmesiyle gergeklestiginin alti ¢izilmistir (87-89). VEGF-C’nin RHK dokularindaki
mesajci ribo niikleik asit (MRNA) ekspresyon seviyelerinin, normal bobrek dokularina
oranla daha yiiksek seviyelerde oldugu, ve 6zellikle lenf nodu metastazi ile pozitif bir
iliski ~seyrettigi  gosterilmistir  (90). Endotelyal lenfatik hiicreler {izerinde,
lenfanjiyogenezi tesvik ettigi bilinen ve embriyonik donemde yiiksek miktarlarda
eksprese edilen VEGF-C’nin kanserdeki asir1 ekspresyonlari, 1yi gelismis bir lenfatik
damar ag1 olusumuna sebebiyet verdiginden, lenfodemli hastalarda yeni terapotik
strateji gerekliligini de beraberinde getirir. VEGF, tirozin kinaz hiicre reseptorlerine
(VEGFR'ler) baglandigi i¢in, anti-VEGF ve anti-VEGFR hedefli tedavileri kullanilarak
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kanserde veya diger patolojik siire¢lerde anjiyogenezi bloke etmek son derece onem

teskil etmektedir (85). VEGF birimlerinin renal kanser siirecinde tiimor mekanizmasinin

yararina sunduklari iletisim kanallar1 Sekil 2-2°de gosterilmistir (91).
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Sekil 2-2: VEGF sinyalizasyonunun tiimér siirecinde tetikledigi mekanizmalar

(Lange ve ark., 2016°dan degistirilerek uyarlanmistir).

2.6.2. PDGF-A

PDGF ve reseptorleri, Sekil 2-3 iizerinde gosterildigi gibi embriyonel gelisim,
doku onarimi, hiicre gocii, ¢ogalmasi gibi rollere sahip olmasinin yanisira, asir
ekspresyonlar1 veya ¢esitli mutasyonlar sonucunda, 6zellikle anjiyogenez siireci ile
iliskili 6nemli bir fonksiyon merkezi gibi, otokrin ve parakrin etkiler gostererek,
kanserin ilerleyisinde altyapi olusturan baslica genlerdendir. PDGF-A, PDGF-B, PDGF-
C, PDGF,D olmak iizere 4 alt tip olarak ele alinan bu gen, reseptorlerine baglarak aktive
olurken, kontrolsiiz eksprese edildigi durumlar i¢in ateroskleroz, cesitli kanserler,
bobrek ve akciger hastaliklari ile iligkili oldugu bilinmektedir (92-94). Son donemdeki
calismalar, Ozellikle PDGF-B iizerine yogunlasmis olmakla birlikte, renal kanser
iliskisini daha giiglii bigimde destekler nitelikte olsa da, PDGF-A’nin bhRHK
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evrelemesi ile oldukea iliskili oldugunu, ve 6zellikle 3. ve 4. evre kanserlerin ¢ok daha
yiiksek PDGF-A ekspresyonlarina sahip olduguna isaret eden ¢aligmalar mevcudiyetini
korumaktadir (95). Yapilan c¢alismada, meme kanserinde FOXM1’in PDGF/AKT
yolagini PDGF-A {izerinden aktive ederek, tiimor olusumunu giiglendirdigi
gosterilmistir (96). Farkli kanserler i¢in PDGF-A ekspresyonlart kotii prognoz ile iliskili
bulunmasina ragmen, Wilms’bobrek tiimdrlerinde, PDGF-A ve reseptoriiniin vakalarin
yarisinda eksprese edildigi ve durumun iyi prognoz ile iliskilendirildigi gosterilmistir
(97). VHL, HIF kontrol mekanizmasindaki aksakliklarla birlikte, anjiyogenez iliskili
VEGF, PDGF gen ekspresyon seviyelerinin tetiklendigi bilindigi i¢in bu noktalardaki

kompleks mekanizmay1 aydinlatmaya yonelik ¢aligsmalar degerli olacaktir (86).
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Sekil 2-3: PDGF sinyalizasyon basamaklari
(Saito ve ark., 2017°den degistirilerek uyarlanmistir).
2.6.3. HIF-1A
HIF-1A temelde hipoksiye dayali hiicresel cevabi, indiiklenebilir a-alt birimini
stabilize ederek, post-translasyonel hidroksilasyonu ve ardindan proteazom yoluyla

bozulmay1 6nlemek suretiyle diizenlemektedir (98). Yar1 omrii kisa bir protein olan
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HIF-1A, VHL proteini-E3 ubikitin ligaz yolagi iizerinden pargalanmaktadir. Temel
olarak, biiyiime faktorlerinin yani sira, O2 bagimli gergeklesen bu asamalar, normoksik
kosullarda O2 bagimli pirolil hidroksilaz ile HIF-1A yikimin gergeklesmesiyle
sonuglanirken, diger yandan hipoksik kosullar i¢in sistemin etkisiz kalmasi ve
dolayisiyla HIF-1A  yikiminin  gergeklesmemesine neden olacaktir (99). VHL
inaktivasyonunun neden oldugu siiregte, Sekil 2-4 igerisinde 6zetlendigi gibi HIF-1A ve
HIF-2A yikim mekanizmasmin kontrol kaybina bagli olarak 6zellikle bhRHK
hastalarinda anjiyogenez, tiimorogenez siirecleri ile gelismis vaskiilarizasyon
yeteneklerini bu anjiyojenik faktorlerin siirekli uyarimi ile kazanmaktadir (78). Diger
yandan, 6zellikle FH ve SDH enzim defekti kaynakli siiksinat ve fumarat birikiminin,
HIF-1A yikimini engelleyerek, stabilizasyonuna sebep oldugu ve bu durumun, HIF-1A
aracili diizenlenen tipki VEGF gibi anjiyogenez iliskili genler tizerindeki ekspresyonu
artirdig1 asikardir (66). HIF-1A ile ilgili, RHK hastalarinda gerceklestirilen g¢alismalarin
bir kism1 onkojenik aktivite gosterdigi, bir kismi da timdor baskilayici nitelikte oldugu
fikrini 6ne siirmekte olup, bu genin bir biyobelirte¢ ve hedef olarak kullanilmasina

iliskin ¢aligmalarin detaylandirilmasi gereklidir (75).

2.6.4. TGF-p

TGF-B tyeleri 3 izoformu (TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3), normal gelisim siireci
ve hastaliklarla iligkili olarak; embriyonik gelisim, hiicre diizenlemesi, hiicre
farklilagsmasi, yara iyilesme, anjiyogenez, ve biiylime inhibisyonu gibi siireglerde
onemli roller iistlenen, her biri farkli bir doku ifadesi gostermesine ragmen, TGF-f3 ve
buna karsilik gelen reseptorler hemen hemen her hiicre tipi tarafindan tretilir (100). Bu
sitokinler, spesifik tip I ve tip II serin/treonin kinaz reseptorleri ve hiicre igi SMAD'lerin
cekirdege hareketi sonucunda, Sekil 2-3 iizerinde gosterildigi gibi transkripsiyon
faktorleri yoluyla endotelyal ve mural hiicreler dahil olmak {izere hiicreler lizerindeki
etkilerini yansitir (101). SMAD’lere ek olarak, TGF-B’nin aracilik ettigi sinyalizasyon
stireci, MAPK ve PI3K gibi hedeflerinin aktivasyonunu ihtiva edebilir. Endotel
hiicrelerinde hem tip I reseptorleri ALK1 hem de ALKS eksprese edilir ve TGF-f sinyal
yolu, her iki SMAD proteini sinifinin aktivasyonu ile sonuglanir (102). TGF-B, ALK’ler
tarafindan farkli yonlerde bir egilime girebilir, ALK1 ve ALKS yollar1 arasindaki bu
degisen denge, TGF-B’nin proanjiyojenik etkisinde belirleyici bir rol oynar (100, 101,

103). TGF-B’nin diisiik seviyeleri, anjiyogenik faktorleri ve proteazlar diizenleyerek
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anjiyogeneze katkida bulunurken, fazla eksprese edilen TGF-p, bazal membrani yeniden
sekillenecek yonde uyarir, farklilagsmay artirir ve endotel hiicre biiyiimesini inhibe eder.
Ote yandan, cesitli ajanlara direncli hale gelen tiimdr hiicreleri TGF-B’ye déniiserek
bliyiimeyi baskilayan bu uyaranlara yanit vermeyebilir, bu da timor hiicresinin
anjiyogenez, hiicre invazyonu ve timor hiicresi etkilesimlerinin artmasiyla, sinirsiz
cogalabilme imkanini saglamis olur (102, 103). TGF-B1'in asirt ekspresyonu mide,
meme, kolon, hepatoseliiler, akciger ve pankreas kanserlerinde tespit edilmistir ve
Ozellike metastaz, kotii prognoz gibi siiregleri tesvik edici 6zellikleri timor anjiyogenezi
ile dogrudan iligkili oldugunun kanitidir (104). Yapilan ¢alismalarda TGF-y inhibisyonu
gerceklesen bhRHK hiicrelerinde, invaziv yeteneklerin azaltildigi, TGF-y -VHL
arasindaki hipoksik kosullarda, yeniden VHL diizenlenmesi adimindaki iliskinin,
VHL'nin yeniden firetilmesi sonrasinda TGF-y yolu aktivitesinin azaldigina yo6nelik
bulgular elde edilmistir (79).

2.6.5. VHL

Von Hippel-Lindau, hiicre boliinme, hiicre farklilasmasi, hiicre o6limi ve
hiicresel strese kars1 yanit mekanizmalarinda 6nemli bir tiimor baskilayict gen olarak
davranmaktadir. Fonksiyon kaybi1 mutasyonlari, HIF-1A {izerindeki kontrol
mekanizmasinin kaybolmasina yol agar. VHL’nin basi c¢ekt§i mutasyonlardan
kaynaklanan sinyalizasyon basamaklarindaki aksamalar, diger bir¢ok tiimor baskilayici
gen fonksiyonunun bozulmasinda da oncii olarak goriilebilir (44). Yalniz mutasyon
veya diger defektlere bagli olarak degil, Sekil 2-4’te gosterilmis oldugu gibi ortamin
oksijen ve demir seviyelerindeki diisiislere bagl olarak da VHL aktif olarak HIF-1A
yikimini1 ger¢eklestiremeyecektir ve buna bagli olarak mTOR / PI3K gibi anjiyogenez
iliskili yolaklarin aktiflenmesinden bahsedilebilir (45).
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(Guillame ve ark., 2022’den uyarlanmistir).

bhRHK vakalarinin %80’inde, VHL biallelik mutasyonlarin goriilmesi, bu
birgok gen ve yolak ile ilgili bas1 ¢eken bu gen agisindan 6nem teskil eden bir husustur
(86). Ancak, yine de VHL’nin mutasyon kayiplari, bu karmasik timor olusum
mekanizmasinin ilerleyisini yonetmek ic¢in tek basmna yeterli degildir; VHL ’ye eslik
eden PBRMI1, BAPI1, SETD2 genlerinde meydana gelecek delesyonlarin, tiimoriin
ilerleyisindeki mekanizma icin oldukca elverigli bir ortam yarattigindan bahsedilebilir
(52). VHL mutant fare bobrek epitel hiicrelerinde HIF-1A stabilizasyonunun,
anjiyogenez, vaskiilarizasyon siireglerini indiikledigini gostermeleri nedeniyle, bhRHK
gelisiminde zincirleme etkileri tetikledigi gosterilmistir. HIF-1A, insan bobrek tiibiiler
hiicrelerinde VHL gen mutasyonunun ¢ok erken bir sonucu olarak neoanjiyogenezi
indiikleyen muhtemel faktor olarak degerlendirilmektedir (78). VHL mutasyonlarinin
goriildiigli RHK vakalarindaki tedavi, diger onkojenik aktiviteye neden olan hedeflerin
elimine edilmesi yoluyla, hiicre proliferasyonunun o6niine ge¢gmek iizerine kuruludur

(105).

2.6.6. ANGPT1 -TIE2 (TEK) Yolag:
Anjiyopoietin ligand ailesinde yer alan ANGPT1, ANGPT2, ANGPT3 ve
ANGPT4 proanjiyogenik ve vaskiiler biiyiime faktorleri olup, TIE2 reseptorlerine

baglanarak aktive olurlar (80). Embriyonik gelisim esnasindaki anjiyogenez siireciyle
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iligkili olan ANGPT1, yeni olusan kan damarlarimin yeterli miktara ulagtiginda
olusumunun baskilanmasini saglamakta olup, bu durum, tiimérdeki anjiyogenezi
smirlayici etkisini anlamamiz igin 6nemlidir (106). ANGPTL, TIE2 reseptoriinii aktive
ederek bir agonist gibi davranirken, ANGPT2, TIE2 i¢in bir antagonist gérevi goriir. Bu
iliski sekilde ozetlenmistir. VEGF-A'nin varliginda ANGPT2 anjiyogenezi tesvik
edecek ve VEGF-A'nin yoklugunda ANGPT2 damar regresyonuna neden olacaktir (80,
107). Timor anjiyogenezinin seyrinde, ANGPT1-TIE2 sistemi olduk¢a 6nemli bir karar
mekanizmasi gibi islev gormektedir. Bu durum, Sekil 2-5 iizerinde gorsellestirilmeye
calisilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda, ANGPT1 ve ANGPT2 birlikte inhibe edildiginde,
timor vaskiilarizasyonunun azaldigi goézlenmistir. Ancak tiimér damart olusum
mekanizmasinin normalizasyonu i¢in, ANGPT1 sinyali yoklugu énemli bir noksanlik
olarak degerlendirilmis olup bu durumda ANGPT2'nin yoklugunda gozlenen damar
normalizasyonunun ANGPT1'e bagimli oldugu sonucuna varilabilecegi fikri elde
edilmistir (81). Yine benzer bir ¢alismada, ikili ANGPT 1/2 inhibitorii kombinasyon
tedavisinin, metastatik bhRHK modelindeki antimetastatik aktiviteyi arttirdigi
gosterilmistir (108). ANGPT1 igin diisiik ekspresyon seviyelerinin, endometrium
kanseri hastalarinda daha iyi bir OS'ye ve ayrica kotlii prognoza neden oldugu ve
ANGPT!1'in asir1 ekspresyonunun bu hastalarda tiimoér mikrogevre bagisiklik hiicreleri

ile iliskili olabilecek azalmis hayatta kalma ile sonuglandig1 gosterilmistir.
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Sekil 2-5: ANGPT1-TIE2 iletisiminin kontrol mekanizmasi

Bupathi ve ark., 2014°den degistirilerek uyarlanmstir).
g y

Antianjiyojenik ilaglar, tirozin kinaz inhibitér (TKI)’ler, timdrlerin bityiimesini ve
gelisimini geciktirmek i¢in VEGF reseptorlerinin yanisira anjiyopoietin / TIE2 yolunun
inhibisyonunu hedefleyebilir (109). Ote yandan, ANGPT1’in hepatoseliiler karsinoma
orneklerindeki ekspresyon seviyeleri, timore komsu hiicrelere gore daha yiiksek tespit
edilmis olup aynm zamanda anjiyogenezi tesvik ederek tiimor biiylimesinde ve
metastazda yer aldigi bildirilmistir (110). ANGPT1 ve ANGPT2’nin TIE2 reseptorii
tizerindeki agonist-antagonist etkilesimlerinin karmagsik yapis1 diisiiniildiiglinde,
anjiyogenezi inhibe ederken TIE2 yolagini hedefleyen girisimler, VEGF gibi diger
hedeflere nazaran daha zorlu hale gelmektedir (80). Ayrica, ANGPT / TIE2 yolunun
inhibisyonunun, ANGPT1 ve ANGPT2’nin TIE2’ye baglanmasini nétralize ederek
meme, prostat ve yumurtaliktaki insan karsinoma hiicre hatlarin1 T hiicresi aracili
saldiriya kars1 6nemli dl¢lide daha duyarlt hale getirildigi bulunmustur (111). ANGPT1
/ TIE2 iletisimi hem normal hem de tiimor dokularinda kan damar1 olgunlagsmasina ve

stabilizasyonuna yol agmakta, ve bu ikilinin endotel hiicreleri lizerinden olusan VEGF
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yanitin1 diizenledigi bilinmektedir. Bu noktadaki ANGPT1-TIE2-MET kinaz yolagi
hedeflemelerinin,  timdr  metastazint  engelleyebilecek  timoér  mikroortam
degisiklikleriyle sonuglanabilecegi bilindigi i¢in bu noktalar1 hedefleyen tedaviye

yonelik ¢alismalar son derece 6nemlidir (108).

2.7. Metastatik Renal Hiicreli Karsinomlar

Metastatik renal hiicreli karsinomlar, kemoterapi ve radyoterapilere oldukga
direngli oldugu i¢in, hastalarin ¢ok ciddi bir kismu kotii prognoz gosterir (112). Renal
hiicreli karsinomlar, metastaz yetenegi yoniinden hastalarin 5 yillik sagkalimina gore
kiyaslandiginda, metastatik tipli hastalarin sagkalimi %10 iken; metastatik olmayan
renal hiicreli karsinoma sahip bireylerin sagkalimi %85 olarak goriilmiistiir (113). Renal
hiicreli karsinom hastalarinin %33-50’s1, genelde tan1 aldiklarinda halihazirda metastaz
yapmig olarak tespit edilmektedir (114). Yine tedavi sonrasinda da hastalarin %20-30
kadarmi tehdit etmeye devam eden diger 6nemli bir sorun, nefrektomi ve destek
tedaviler uygulanan bireylerin ilerleyen donemde tekrar metastaz gelistirebilme
ihtimalidir (115). Ila¢ direnci, karmasik bir siire¢ olup, c¢oklu ila¢ direnci, apoptoz
inhibisyonu, ilag metabolizmasindaki degisiklikler, bireylerdeki genetik karakterlerin
farklilik gostermesi gibi bircok nedene dayandirilabilir. Coklu ilag direnci mekanizmasi,
kanser hiicrelerinin birden fazla ilaca kars1 ayakta kalabilme yetisi olarak tanimlanacak
olursa, bu yeti, ilacin hiicre disina atilmasi ne kadar fazla gerceklesirse ila¢ emilimini o
kadar etkisiz kilarak artacak ; ilacin kansere karsi etki ve basarisim1 da aynmi yonde
azaltacaktir (116). ABC tasiyicilar1 olarak bilinen tasiyici proteinler, ilag ve lipidlere
hiicre zar yapisinin i¢inden dis kismina dogru yon verebildikleri icin, bircok kanser
tirinde MDR mekanizmalarina aracilik eden bir zar proteinleri ist ailesi olarak
bilinmektedir. P-glikoproteinler, MDR'de yer alan ABC tasiyicilar1 arasinda asiri
ekspresyon ve aktiviteleri sonucunda, ilacin hiicre disina atilmasina yol agabilir (117).
RHK’de tedaviye karsi olusan diren¢ mekanizmasinin, basari oranimni diistirmekle
birlikte, metastazt da, anjiyogenez gibi yetenekleri tesvik ederek daha giiglii hale
getirdigi bilinmektedir. Bu anlamda son donemde 6zellikle tiimor kokenli eksozomlar
etraflarina korunakli bir kalkan yapis1 olusturarak, proteazlarin pargalayici etkilerinden

kurtulduklart bilinmektedir (118).
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2.8. Tedavi Yontemleri

RHK tedavilerinde oncelikli yaklasim, tiimoriin lokalize mi yoksa metastatik mi
oldugunu belirlemektir. Bunun ardindan, 7 cm’e kadar ulasan lokalize kiigiik tiimorler,
ozellikle de kronik bobrek rahatsizligi dykiisii olan hastalar icin, eger timdr yerlesim ve
evreleme Kriterleri de uygunsa kismi nefrektomi yaygin olarak uygulanan prosediirdiir.
Ancak tiimor oldukg¢a biiyilk ve bobrek caligma fonksiyonlari sekteye ugratacak
nitelikteyse, radikal nefrektomi uygulanan yoldur (119). Diger lokalize tedavi
yontemleri arasinda nefrektomiye alternatif olarak ipsilateral adrenalektomi (120)
sayilabilir. Ilerlemis tiimor goriilen, cerrahi miidahele sansmnin miimkiin olmadig1 agrili
ve kanamali hastalar i¢in ise embolizasyon uygulamasi, cerrahi operasyona alternatif
olarak gosterilebilir (121). Metastatik tiimorlerin tedavisi igin ise, adjuvan tedavilerin
oncesinde ve/veya sonrasinda, sitorediiktif nefrektomi (SN) bir kesim igin oldukca
onemli ve gerekli goriilmekte, ancak SN uygulanacak hastalarin, primer timor
acisindan biiyiik, metastatik tiimor kitlesi olarak ise yogunlugunun az olmasi tercih
sebebi olup, tedaviye baslangi¢ i¢in belirleyici unsurlardir (122, 123). Tek basina SN’yi
takiben sistemik tedavilerin uygulanmasi ile tedavi basarisinin artirilmasi hedeftir.
Sistemik tedavi, Ozellikle tekrar eden metastatik renal hiicreli karsinomu olan veya
cerrahi secenegin miimkiin olmadig1 hastalarda giindeme getirilebilir (124). Renal
hiicreli metastatik karsinomlarin klasik kemoterapotik uygulamalara iyi yanit vermedigi
bilindiginden, antitimdr immiin yanit1 iyilestirmeyi hedef alan immiinoterapdtik
ajanlarin arayigina da gidilmistir. SN icin, timor kaynakli T hiicre inhibitor faktorlerini
azaltmak ve tiimor kaynakli biiylime faktorlerini baskilamak yoluyla metastatik
RHK'nin gerilemesine katkida bulundugu distiniilmektedir (123). Metastatik RHK
sistemik tedavileri ele alindiginda, VEGF hedefleri igin reseptér TKI, mTOR
inhibitorleri ile immiinterapi i¢in ise interferon-a (IFN-a) ve interlokin-2 (IL-2) gibi
sitokinlerin kullanim1 oldukga yaygindir (125, 126). Son donem tedavilerindeki genel
yaklagim, immunterapi ve tirozin-kinaz inhibitorlerinin kombinasyonundan yararlanmak
tizerine evrilmeye devam etmektedir (127).

Uluslararas1 metastatik renal kanser veri konsorsiyumunun 2019 yilinda
giincelleyerek yayinladiklar1 rehberinde, risk durumu daha diisiik hasta gruplarinin ilk
basamak tedavisi i¢in sunitinib veya pazopanib, ikinci ve {gilincii basamak igin
cabozantinib veya nivolumab oneriliyorken; risk durumu orta seviye olarak goriilen

hastalarin baslangi¢ tedavisi i¢in ipilimumab/nivolumab, ikinci basamak tedavileri i¢in
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cabozantinib veya VEGF hedefli terapiler, ii¢iincii basamak i¢in ise cabozantinib veya
ona alternatif bir terapi Onerilmistir. Risk durumu daha yiiksek olan hastalar igin ilk
basamak tedavi cabozantinib, sunitinib, pazopanib, ikinci basamak tedavileri icin VEGF
hedefli ajanlar veya nivolumab, iiglincii basamak tedavileri igin ise nivolumab veya

alternatif hedefli tedaviler onerilmistir (128).

2.9. Tirozin Kinaz Inhibitorleri

Hiicre biiytimesi, farklilasmasi ve metabolizma tizerinde etkin role sahip bu
tirozin kinaz protein ailesine ait iiyeler, onkogenezis siirecine Kkatkilar1 her zaman
miimkiin olabildigi i¢in, kanser tedavisinde 6nemli hedefler olarak tercih edilirler (129).
Anjiyogenez ve tiimor gelisimini baskiladiklar1 gibi, immiin yanit mekanizmalarini da
cesitli noktalardan diizenlemeye yardimci olmaktadirlar (130). Sunitinib, sorafenib,
pazopanib, axitinib, cabozantinib, tivozanib, lenvatinib o&zellikle metastatik renal
karsinoma tedavisinin ilk zamanlarindan bu yana, etkin TKi’ler olarak rol
oynamaktadirlar. VEGF, VEGF reseptorlerini, MTOR ve immiin kontrol noktasi
reseptori programhi 6liim 1 (PD-1) sinyal yolunu hedef alan ajanlar, ileri seviye ve
metastatik renal hiicreli karsinom hastalarinda oldukga iyi etkiler gostermelerine
ragmen, hastalarin genel sagkalimlarina farkli etkiler gosteren kombinasyon
tedavilerinin ve monoterapilerin iyi belirlenmesi Onceliktir. Aslinda temel olarak
yalnizca VEGFR inhibisyonu degil buna ek olarak, ileri seviye ve metastatik renal
hiicreli karsinom hastalarinda kullanilan birgok TKI'leri, diger farkli tirozin kinazlari da
birlikte hedefleyerek inhibe edebilmektedir (131). Bu noktada 6zellikle metastatik renal
hiicreli karsionoma tedavisinde siklikla kullamlan TKI’leri ve bunlarin hedef aldig

tirozin kinazlar Tablo 2-4 igerisinde gosterilmistir (132).
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Tablo 2-4: Metastatik renal hiicreli karsinoma tedavisinde kullanilan baz tirozin kinaz
inhibitorleri ve hedefleri.

(Michaelis ve ark., 2022°den diizenlenerek uyarlanmistir).

Ila¢ Hedef bolgeler

Sunitinib c-Kit, VEGFR1-3, PDGFR-a, PDGFR-f, FLT3, CSF-1R, RET
Cabozantinib ET, MET, VEGFR-1-3, KIT, TRKB, FLT-3, AXL, TIE2
Tivozanib VEGFR1-3, PDGFR-a/B, c-Kit, TIE2, ephb2

Sorafenib VEGFR2, FLT3, PDGFR, FGFR1

Pazopanib VEGFR1-3, P PDGFR-a/B, FGFR1/3, c-kit

Lenvatinib VEGFR, PDGFRa, KIT; RET, FGFR

Axitinib VEGFR1-3

2.10. Sunitinibin Tedavideki Yeri ve Diren¢ Durumundaki Basarisi

Amerikan Gida ve llag Dairesi’ileri seviye ve metastatik RHK hastalarinm
tedavisinde, kullanim ig¢in onayladigi ilk ilaglardan olan sunitinib (131), Sekil 2-6
igerisinde o6zetlendigi gibi c-Kit, PDGFR-a, PDGFR-B, FLT3, CSF-1R, RET gibi
tirozin kinazlarin yanisira ¢ok 6énemli bir VEGF hedefleyeni ve oral olarak kullanilan
bir inhibitordiir (132). Bu yoniiyle timoriin proliferatif, anjiyogenik ve metastatik
yeteneklerini onemli dl¢lide kisitlayarak tedavide aktif bir rol oynamaktadir. Sunitinib
ile birlikte, sorafenib ve pazopanib baslica kullanilan TKI’leridir (44, 125). Birinci
basamak tedaviler gz oOniine alindiginda, 6zellikle diisiik ve orta seviye riske sahip
hastalarda, sunitinibin en etkili tirozin kinazlardan oldugu yapilan Faz III ¢aligmalari ile
gosterilmis olmakla birlikte, en yaygm kullanilan tedavi ajanidir. Yine nivolumab,
ipilimumab kombinasyon tedavilerinin 6zellikle orta ve diisiik riskli hastalarda etkili
oldugu; ancak daha yiiksek risk gosteren hasta gruplarinda sunitinibin hem tedavi yaniti
hem de progresyonsuz sagkalim yoniinden degerlendirildiginde, daha etkili oldugu
gosterilmistir (14). Ancak en onemli dezavantaj olarak, tedaviyi izleyen ortalama 12
aylik silire¢ igerisinde, sunitinibe karst gelisen direng sonucunda karsilagilan artmis

anjiyogenez yetenekleri gosterilebilir (131). Anti-anjiyogenik olarak etki gdstermesi
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beklenen sunitinib gibi tirozin kinazlara karsi gelisen direncten tiimoriin kazandigi
anjiyogenez yetenekleri ile dogrudan iligkili olan PDGF, VEGF ve homologlarinin

primer sorumlu oldugu ¢ikarimi yapilmasi yanlis olmayacaktir.
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RET = Rearranged during transfection, tirozin kinaz

PVHL = Von Hippel — Lindau proteini

HIF = Hipoksi uyarilabilir faktor

PDGF = Platelet kdkenli biiyiime faktor

PDGFR = Platelet kokenli biiytime faktor reseptorii

TGF = Timor blyiime faktori

VEGF = Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii; S -
VEGFR = Vaskiiler endotelyal biiyiime faktor reseptérii Inhibe edici

Sekil 2-6: Sunitinib tedavi hedef noktalar

(Meller ve ark., 2019°’dan degistirilerek uyarlanmistir).

Kazanilan bu yeteneklere ek olarak, beraberinde tiimor invazivite yeteneginin
evrilmesi de, ilag etkinliginin tiim tiimor hiicrelerini hedef almasina engel olmakla
birlikte, 6zellikle sunitinibe kars1 olusan direnci de 6nemli derecede artirmaktadir (133).
Tiimo6r anjiyogenez yeteneginin ortadan kaldirilabilmesi igin anjiyopoietin-TIE2
sinyalizasyonunun da tedavide hedeflenmesi olduk¢a degerli olup, sunitinib direncine
altyap1 olusturan mekanizmalardan biri olduguna dair veriler mevcuttur (134).

Sunitinibe kars1 gelisen direncin sorumlusu olarak degerlendirilen mekanizmalar
arasinda, proanjiyogenik faktorlerin ifadesindeki artiglar, endoplazmik retikulum stresi,
tiimdr mikrogevrenin yeniden diizenlenmesi, genetik faktorler, miRNA, halkasal RNA,

uzun kodlanmayan RNA’lar bulunmaktadir. Tipki diger bir¢ok kanser tedavisinde,



28

tedavi ajanlarina karsi olusan direncgte oldugu gibi, renal kanser tedavi siirecinde de
sunitinibe karsi olusan direng, primer (genetik faktorlerin olusturdugu) veya sekonder
(edinilmis, ilaca spesifik) olarak ortaya ¢ikmakta ve tiimoriin bir siire sonra tedaviye
yanit1 sekteye ugratmasi ve niiksetmesiyle birlikte, basarisizlikla sonug¢lanmaktadir (9).
Bu durum, uzun dénemde sunitinibin gostermesi gereken etkinin hice sayilmasina yol
acarak, tedavi bagarisinm1 golgelemektedir. Bu nedenle, tedavilerde, sunitinib direncini
elimine edebilmek adina, kombinasyon ajanlarinin tedavi siirecine dahil edilmesine
yonelik ¢alismalar, hizla siiregelmektedir (9, 135). Sunitinib, 6zellikle metastatik RHK
tedavisinde standart olsa bile, hastalarin ¢ok biiyiik bir cogunlugu bir sekilde tedaviye
direng  gelistirebilmektedir. VEGFR inhibitorlerinin ~ vaskiilerite  yeteneklerini
baskilamasi sonucunda, tiimoriin regresyonu veya duraksamasi bir noktada goriilecek,
ancak zaman igerisinde artan hipoksik mikrogevre kosullari, EMG’yi tetikleyecegi igin,
VEGF hedefli bu tedaviye kars1 direng boylelikle gelisecektir. Bu olusum sirasinda,
VEGF’ten bagimsiz anjiyopoietin, fibroblast, MET gibi yolaklarin ifadelerinde ise artis
goriilmesi kacinilmaz olacaktir. Sunitinibe direngli hiicrelerin, HIF-1A gibi faktorlerin
ifadelerini artirmak iizerinden, anjiyogenez iliskili gen ve yolaklarin tetiklenmesi ve
dogal olarak tekrar tiimoriin lehine bir avantaj elde ettigi diistiniilebilir (124, 136, 137).
Sunitinib direncinin seyredildigi hastalarda, iki farkli ilag kombinasyonuyla ikinci bir
tedavi baslanmasinin  ardindan, ashinda bu TKI’lerinin, istenilen bagariy:
yakalayamadigi, dolayisiyla bu ajanlar yerine, daha etkili alternatiflerin koyulmasi
gerekliligi 6nemini korumaktadir. Sunitinibe kars1 direng gelistirme potansiyeline sahip
hastalar1 onceden saptayabilmek hala miimkiin bir durum olmadig: i¢in, bu noktada
yonlendirici olabilecek belirteclerin arastirilmasi da ayrica dnemlidir (138). Metastatik
RHK tedavilerinin baglarinda ¢ok uzun bir siire boyunca ilk basamak tedavisi olarak
kullanilmis olan interferon alpha IL-2 i¢in yansiyan basari oranlar1 %5-20 seviyelerine
ancak ulasabilmis, sonrasinda sunitinib tedavisi ile birlikte basar1 oran1 %40 dolaylarina
tirmanmis olup, bdylelikle tedavide ilk tercih sebebi olmasi i¢in degerlendirilmeye
baglanmistir (139). Biiyiime faktor sinyal yolaklarinin yukari veya asagi yonli
ilerleyislerindeki ¢esitli molekiillerin tedavi hedefi olarak degerlendirilmesi, kanser
tedavisindeki yontemlerin temellerinden birisi olup, RHK tedavisi i¢in de, sunitinib ve
bazi diger ¢coklu TKI’lerinin kullanimi oldukca yaygindir. Ancak, uygulanan dozlarin
yiiksek olmasi sebebiyle, hedef dis1 istenmeyen etkilerin goriilmesi ve ciddi yan

etkilerin ortaya ¢ikmasi soz konusudur. Renal kanser tedavilerinde, uzun donemde



29

alinmas1 gereken faydanin Oniine gegen sunitinib direncini ortadan kaldirabilmek adina,
sunitinib ile kombine diisiik doz kullanimi uygun yeni ajanlar denenerek (140, 141), en
etkin kombinasyon segenegi arayisina yoOnelik c¢alismalara olan ihtiya¢ halen

stirmektedir (138).

2.11. Siiksinik Asit ve Metabolizmadaki Etkileri

Siiksinik asit, TCA dongiisiiniin ara elemanlarindan dort karbonlu bir
dikarboksilik asittir. Ilk defa amber iizerinden distilasyon yoluyla eldesi gerceklestirilen
stiksinik asit (142), zaman igerisinde metabolizma iizerinde zararsiz oldugu
goriilmesinden bu yana, gliniimiizde tarim, sanayi, ilag, gida gibi énemli sektorlerde
degerlendirilerek, ¢esitli madde ve bilesenlerin {iretiminde veya bunlarin raf dmriinii
uzatacak bir etken olarak kullanilmaktadir (143). Ozellikle endiistriyel fermantasyon
yoluyla, canli organizmalar iizerinden dogal siiksinik asit iiretiminin siirekliligi, kolay
elde edilebilirlik ve bu alanlarda siirekli kullanilabilirligi agisindan olumlu bir ¢ikarim
saglamaktadir (144). Anabolik ve katabolik yolaklarin merkezinde, siiksinat-fumarat
gecisinde, TCA igin ise asetil-KoA oksidasyonu i¢in 6nemli bir aracidir. Oksaloasetat
ve asetil-KoA’nin birlikteligi alti karbona sahip sitrat olusumuna oOnciiliikk eder bu
reaksiyonun katalizorii ise sitrat sentetaz enzimidir. Ardindan sirasiyla Sekil 2-7°de
gosterildigi gibi, izositrat, alfa-ketoglutarat, siiksinil KoA, siiksinat, fumarat, malat,
oksaloasetat ve tekrar sitrat olusumlar1 dongii seklinde diger enzim ve kofaktorlerin
araciligiyla devam eder. Cis-akonitata doniisiir, ara iirlin olan cis-akonitat bir ileriki
adimda izositrata doniisiimii ve bu tam dongii sonucunda, metabolizmanin ihtiyaci olan
ATP eldesi saglanmis olur (145). SDH enzim aktivitesini de belirleyen onemli bir
metabolit olan siiksinik asit, dalli zincirli aminoasit, keton cisimcikleri ve hem gibi
sentezinde de rol almaktadir. Yikim ve koruyuculuk anlaminda, siiperoksit, hidrojen
peroksit, reaktif oksijen tiirlerinin homestazinda ve ortadan kaldirilmasinda da rol
tistlenirler (142). Siiksinat dehidrogenz enzim alt birimleri SDHA, SDHB, SDHC ve
SDHD olarak tanimlanmis olup, mutasyonlar: renal karsinom tipleri ile iligkili bulunur.
SDHA ve SDHB katalitik alt birimler; SDHC ve SDHD ise i¢ zardaki yerlesik birimler
olarak bilinmekte ve enerji gegisindeki rolleri Sekil 2-8’de gosterilmistir (146).
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SDH ve FH, TCA dongiisii i¢in vazgecilmez bir noktay1 temsil ederler. SDH,
siiksinat ve fumarat enerji zincirine ek olarak trikarboksilik asit dongiisii i¢in gerekli, i¢
mitokondriyal zarin 6nemli diizenleyici birimleridir (63-65). FH ve SDH birimlerindeki
mutasyonlar, papiller renal hiicreli karsinom, renal hiicre kanserine altyap1 olusturabilir
(66-68). FH miktarinin diisiisiine bagli olarak, HIF-2a artigi, Sekil 2-9 iizerinde de
gosterildigi gibi buna eslik eden SDH enzim eksikliginde HIF-1A stabilizasyonu,
aniyogenez yeteneklerinin kazanilmasi ve onkogenezisin indiiklenmesi olarak karsimiza
¢cikmaktadir (147). FH’nin artis1 durumunda ise hiicre gé¢ ve invazyon yeteneklerinin

engellendigi bildirilmistir (69).
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Literatiirde siiksinik asit ve analoglarinin saglikli dokulara zarar vermeden,
cesitli kanser hiicrelerinde, antiproliferatif, antiinflamatuar, antihipoksik yonlerini

ortaya koyan c¢alismalar mevcuttur (148, 149). Siiksinik asit, ¢esitli kanserlerde,
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hipoksiye ve ayrica SDH enzim aktivitesinin bozulmasina bagli olarak onkometabolit
olma yoniiyle degerlendirildiginde, seviyeleri artmis olarak tespit edilmektedir (150).
Ancak kansere yonelik tedavi ajani olarak etkisi heniiz net olarak aydinlatilabilmis
olmamakla birlikte; farkli kanser tiirleri {izerinde antikarsinojenik, antiproliferatif,
apoptotik Ozelleklerinin gosterildigi ¢alismalar mevcut olup (10-12), 6te yandan E
vitamini ile kombine edilerek 6zellikle bu iki ajanin antioksidan 6zelliklerinin kanserin
anjiyogenik yonlerinin baskilanmasi ve tedavi basarisina yonelik calismalar devam
etmektedir (151). Siiksinik asitin eritropez, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve glukoz
metabolizmas1 gibi énemli siirecler lizerinde HIF-bagimli stabilizasyon etkisine sahip
oldugu, ve bu dolayli etki tizerinden tiimérogenez etkisini, PI3K sinyalizasyon yolagi
tizerinden Siiksinat reseptoric 1 (SUCNR1) veya alfa-keto bagimli dioksijenaz
aktivitesini bozarak gergeklestirdigine dair degerlendirmeler mevcuttur (152). Siiksinik
asitin, metabolizmadaki hem dogal bir metabolit olma yoniiyle, hem de kanser
metabolizmalarindaki onkometabolit olarak bulundugu konumu agisindan, yine hem
endojen varligi, hem de eksojen olarak alimmin farki yoniiyle iyi analiz edilmesi
gereken bir dikarboksilik asit oldugu sdylenebilir. Siiksinik asitin farmakokinetigi,
fareler lizerinde karbon isaretleme ile intravendz ve oral yollarla uygulanmasi
sonrasinda Ozellikle endojen, eksojen ayrimi yoniiyle de degerlendirilmis olup,
maruziyet acisindan karaciger, adipoz dokular ve bobreklerin en ¢ok etkilenen bolgeler
oldugu tespit edilmistir. Aryica etkin ve giivenilir doz araliginin belirlenebilmesi, diger
ilaglarla kombinasyonunun ongoriilebilmesi adina bu noktadaki degerlendirmeler de
onemlidir (153). Siiksinat 6zellikle iskemi hasari sirasinda dikarboksilik tasiyici ile
katalizlenmesi sonucu malata doniisiimii gergeklestirilerek, mitokondriden sitozole
aktarildig1 dusiiniilmektedir. Bu durum aslhina siiksinatin iki yolda ilerleyebilecegini,
bunlardan ilkinin yeniden mitokondriye girmek sartiyla ROS iiretimini kontrol gorevini
siirdliirmesi veya ikinci secenek olarak hiicre disina atilmasidir. Bu iskemi-reperfiizyon
hasar1 caligmalarinda siiksinatin kalpten disar1 atiliminin da miimkiin oldugu
diistiniilmektedir ancak, mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir (154). Fakat,
dolagima salinan siiksinatin reseptorii olan SUCNRI tarafinca kendisine yanit buldugu
bilinmektedir. Boyle bir durum i¢in, yani dolasima salinan siiksinatin bagisiklik
hiicrelerinin infiltrasyonu gibi ve diger birtakim patolojik kosullarin ¢6ziimlenebilmesi

icin aktif bir role sahip olabileceginin alt1 ¢izilmektedir (155).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Yetistirme Asamalarinda Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar
Calismamiz kapsaminda kullandigimiz insan bobrek kanser hatti olan ACHN
(CRL-1611) ve CAKI-2 (HTB-47) hiicreleri ATCC (American Type of Cell Culture)
firmasindan daha Onceki c¢alismalarimizda ticari olarak satin alinarak biiylitiip
cogalttigimiz ve azot tankinda erken pasaj numarali olarak sakladigimiz hiicrelerdir.
Hiicrelerin altkiiltiirleme islemlerinde phosphate buffered saline (PBS) 1X, 500 ml,
PAN BIOTECH, P04-36500) kullanilmistir. ACHN hiicrelerinin biiyliime ortami olarak,
Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) (ATCC 30-2003) ve CAKI-2
hiicrelerinin biiylime ortam1 olarak McCoy's 5A (ATCC 30-2007) kullanilmustir.
Besiyeri ortamlarini1 desteklemek igin Fetal Bovine Serum (FBS) (ATCC 30-2020),
antibiyotik olarak Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) (GIBCO, 15140122),
antimikotik olarak Amphotericin B soliisyon (SIGMA, A2942) kullanilmustir.
Hiicrelerin altkiiltiirleme asamasinda tutunma proteinlerini bozmak i¢in Tripsin-EDTA
(SIGMA, T4049-100ML) kullanilmistir. Hiicre dondurma islemlerinde kullanmak
lizere, dimetil siilfoksit (DMSO) (Glentham Life Sciences, GK2245) kullanilmustir. Ilag
uygulamalarinda sunitinib malate 5 mg (SIGMA, LOT 030M4706V) ve siiksinik asit
100 mg (SIGMA, LOT BCCD3885 ) kullanilmistir. Hiicre canlilik testleri igin, Cell
Counting Kit-8 (CCK-8) (ABBKINE, KTA1020), WST-1 (ROCHE, 5015944001),
Tripan mavisi (SIGMA, RNBH 4603), hiicre sayim disketi (INVITROGEN, C10312)
ve otomatize sayim cihazi (Countess Automated Cell Counter) kullanilmistir. Klonal
hiicre takibi igin toz haldeki Crystal violet (Glentham Life Sciences, GA9809 259)
kullanilmistir. Hiicre morfolojilerini incelemek i¢in, Leica inverted mikroskop

kullanilmistir.

3.2. Hiicre Hatlarimin Yetistirilmesi

ACHN ve CAKI-2 renal kanseri hiicre hatlar1 uygun inkiibasyon kosullari olan
37°C sicaklik ve %5 karbondioksit oranina sahip etiivde, deneyler i¢in yeterli miktarda
cogaltilmistir. Beslenme ortamlarinda ACHN ve CAKI-2 i¢in %10 FBS (Fetal Bovine
Serum) igeren besiyerleri kullanilmigtir. Besiyeri ortamlar1 10% FBS’e ek olarak %1
antibiyotik, ve buna ek olarak fungal bir kontaminasyonu engellemek adina %1

oraninda amfoterisin B eklenmistir. Hiicrelerin gelisimleri sirasinda besiyeri ortamlari
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biliylime seyirlerine bagli olarak ortalama 2-3 giinde bir tazesiyle degistirilmis olup,
sayica yeterli diizey ve pasajlanma asamasina geldiklerinde pasaj ve dondurma islemleri
uygulanip, deneyler i¢in yeterli miktarda hiicre stoklanmistir. Biiyliime safhasinda olan
hiicreler karbondioksit etiiviinde inkiibe edilmeye devam etmistir. Ayn1 zamanda,
herhangi bir kontaminasyon olmadigini dogrulamak igin, kullanilan besiyeri ortamlari,
hiicre icermeyen besiyeri kaplarinda haftada bir degistirilerek, tazelik ve sterillik

yoniinden takip edilmistir.

3.3. Sunitinibin renal kanser hiicreleri iizerindeki ICso Degerlerinin Belirlenmesi
Bobrek kanseri hiicre serileri ACHN ve CAKI-2, ticari olarak siparis ettigimiz
sunitinib etken maddesinin artan dozlarina maruz birakilarak hiicre sitotoksisite testleri
gerceklestirilmistir. Hiicre canlilik/6lim oram1 tayini sirasinda WST-1 hiicre
proliferasyon Kiti ve sonuglari dogrulamak adina CCK-8 kiti kullanilmistir. Hiicre
canlilik ¢aligsmasi i¢in, 96 kuyulu plakalar kullanilmig olup, farkli zamanlarda 3 kez
tekrar edilmis ve her doz i¢in 5 kuyu tekrarli ¢alisilmistir. Kuyu bagina 100 pl besiyeri
icinde 0,005 x 10° hiicre ekimi gerceklestirilerek baslanmistir. 24 saat inkiibasyona
birakilan hiicreler, inkiibasyonun ardindan besiyeri ortamlar1 degistirilerek, hazirlanan
doz uygulamalari, kuyu basina total 100 pl hesaplanarak gerceklestirilmistir. Tim
kuyular 72 saat inkiibasyon sonrasinda besiyeri ortamlar1 degistirilerek, yeni besiyeri
kuyu bagina 90 pl ekildikten sonra, hem CCK-8 hem de WST-1 uygulamalari igin ayri
ayri, 10 pl bu reaktiften eklenmistir. Her iki yontem icin de 3,5 saatlik inkiibasyon
stiresi temel alinarak deneyler tamamlanmis ve absorbans degerleri 460 nm dalga
boyunda spektrofotometre cihazi kullanilarak oOlgiilmiistir. Her ydontem igin doz
uygulanan ve ila¢ uygulanmayan kontrol kuyulari disinda, yalnizca hiicre-DMSO
kuyular1 da degerlendirilmistir. Ayrica ilk ila¢ uygulanan saat sirasindaki hiicre
miktarini degerlendirmek i¢in, ayni sartlarda siirdiiriilmiis 0.saat kuyular1 ve yine
inkiibasyon siiresi sonunda yani 72. saat sirasinda da ayrica WST-1 ve CCK-8
uygulamalarina tabi tutulmus olup, ila¢ uygulanmayan hiicrelerdeki proliferasyon sayisi

belirlenip degerlendirme yapilmistir.

3.4. Sunitinib stok cozeltisinin ve diger konsantrasyonlarin hazirlanmasi
Molekiiler agirligi 532,565 g/mol olan 5 mg sunitinib, 0,94 ml DMSO igerisinde
¢oOzdiiriilerek 10 mM ana stok ¢ozelti hazirlanmistir. Ana stoktan alinan 0,2 ml karisima

1,8 ml taze besiyeri eklenerek homojenize edilmis ve 1 mM ara stok elde edilmistir.
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Hazirlanan 10 mM ana stok ¢ozeltisi, gerektiginde kullanilmak tizere, etiketlenip steril
tiplere boliinerek -20°C sicakliktaki dolapta saklanmistir. Ara stok kullanilarak,
seyreltme (diliisyon) yontemi ile sirasiyla 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM,
3,13 uM ve 1,56 uM dozlarinin hazirlanisi, Tablo 3-1’de verilmistir.

Tablo 3-1: Sunitinib konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Diliisyon Kullanilacak soliisyon ve Eklenecek besiyeri miktar1 =~ Sunitinib konsantrasyonu
Numarast miktar (uL) (1M)

1 1 mM ara stok (200 uL) 1800 100

2 Diliisyon 1 (1000 pL) 1000 50

3 Diliisyon 2 (1000 uL) 1000 25

4 Diliisyon 3 (1000 pL) 1000 12,5

5 Diliisyon 4 (1000 uL) 1000 6,25

6 Diliisyon 5 (1000 uL) 1000 3,13

7 Diliisyon 6 (1000 uL) 1000 1,56

3.5. Sunitinib Direncinin Olusturulmasi

Direng gelisimi istenen hiicreler besiyeri ortamlarina artan dozda sunitinib
eklenerek hiicrelerin canlilik ve suntinibe karsi direng gelisimleri takip edilmistir.
Yaklasik 7-8 aylik bir siire¢ sonunda hiicrelerde sunitinibe karsi direng gelistirilmistir.
[lk asamada sunitinib ile hic muamele edilmemis yani sunitinib duyarli hiicreler, bir
onceki adimda ACHN ve CAKI-2 i¢in swrasiyla 26,27 pM ve 28,11 uM olarak
belirlenen ICso doz sonuglarina gore tedavi edilmeye baslanmistir. Ancak direng
gelisimi icin kademeli bir doz artistyla uygulama yapilmistir. ilaca duyarli hiicreler,
ilagla ilk kez muamele edildikleri noktada 72 saat boyunca ilaca maruz birakilmislardir.
Bu ilk doz uygulamasi 1 pM olarak tamamlandiktan sonra, ilagli medyum ortami, 72

saat inkiibasyon siiresinin sonunda atilarak, biiylime ortamina ilagsiz taze medyum



36

eklenmistir. Bu silire boyunca canli kalan hiicrelerin direng gosteren hiicreler oldugu
bilindigi i¢in, 10-15 giin boyunca prolifere olmalar1 beklenmis ve 2-3 giin araliklarla
taze, ilagsiz besiyeri ile desteklenmistir. Ilk doz uygulamasi, ortalama 15-20 giinliik
siirecin sonunda, alanda yayilarak konfluent oldugu goriilen hiicreler, altkiiltiir islemine
alinarak ikiye pasajlanmistir. Yeni biiylime ortamlarma aktarildiktan sonra da
gelisimleri ve proliferasyonlar: takip edilmistir. Bu sirada hig¢ ilag verilmeyen kontrol
hiicrelerinin  biiylime ve yayilma hizlar1 standart alinarak, direngli hiicrelerin
pasajlanmasi gereken giinlere karar verilmistir; ancak direng kazandirilmaya calisan
hiicrelerin biiylime hizlar1 daha yavas gittigi icin besiyeri ile biiyiimenin desteklenmesi
devam ettirilmistir. Bu biiyiime ivmesindeki farklilik, sunitinib direngli ve sunitinib
duyarli hiicreler arasinda pasaj farki dogurabilecegi icin; inkiibatérde siirekli olarak
genis pasaj araliginda yedekler ile calismak gerekliligi onemli bir husus olarak
aktarilabilir. Ikinci doz uygulamasina gegilirken 2 kat doz artis1 uygulanarak, ayni siireg
izlenmistir. Her doz uygulamasi ve taze medyumla gelisim dongiisii sonunda, diger
doza gegmeden Once, en az 2-3 pasaj ile diren¢ kazandirilan hiicrelerin biiylime ivmeleri
dogrulanmis ve yeni alindiklar1 ortamda 1 hafta boyunca taze medyum ile devam
ettirilmis, akabinde Onceki dozun tekrar uygulanmasi diizeniyle devam edilmistir.
ACHN ig¢in, sirastyla 1,25 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM ve son olarak 20 uM doza kadar
siire¢ devam ettirilerek, 20 uM sunitinib direngli ACHN elde edilmistir. Ayn1 zamanda
doz uygulamalan sirasinda yedekli c¢alisildigi i¢in ileride kullanilmak iizere, her doz
direnci noktasinda ve islenen prosediir i¢in, dondurulan hiicrenin geldigi son agamaya
kadar detayli sekilde kodlanarak gerekli miktarda stoklanmistir. Hiicreler ilk olarak 25
cm? alana sahip flasklarda yetistirilip doz uygulamalar1 burada denenmistir. Ancak bu
asamalarda, hiicre sayisi 6zellikle doz artiginda yeni pasajlarda sabit tutulamadig icin
alanin daha da daraltilarak baslatilmasina karar verilmistir. Bu noktada once 24
kuyucuklu plakalar kullanilmis olup, kuyu basma 0,5 ml besiyeri ve 0,05 x 10° hiicre
diisecek sekilde ekim yapilarak baslanmustir. ilk doz uygulamasi sonrasinda yariya
diisen hiicre sayisi, taze besiyeri uygulandiktan sonra takip eden 15-20 giin sonunda
tekrar artis gostermistir. Bu asamada 6nce 24 kuyucuklu plakanin her bir kuyusu, 2 adet
yeni kuyucuga aktarilmistir. Ardindan %80-90 konfluent olduklar1 goriildiigiinde, bu
kez 6 kuyucuklu plakalara aktarilarak, daha genis alana gegis yapilmistir. Hiicre-
besiyeri orani, 6 kuyucuklu plaka icin kuyu basina 2 ml/0,2 x 10° olacak sekilde ekim
yapilmistir. Bu siiregte doz artist gerektigi adimlarda, hem 24, hem 6 kuyucuklu
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plakalar, paralel olarak kontrollii sekilde ilaglanmis olup, oran orantinin sabit
oldugundan emin olunmustur. Tim ila¢ dozu artiglar1 i¢in, hedeflenen son doz
uygulamasi dahil bu islem 24 ve 6 kuyucuklu plakalarda devam ettirilmistir. Stireg
sonunda, 6 kuyucuklu plakalardaki direngli hiicreler, tripsinizasyon ile kaldirilarak, 25
cm? alanl flasklara aktarilmis olup, dnce yiizeyde tutunmalar1 ve ardindan konfluent
olmalar1 beklendikten sonra, direng kazanilan son doz uygulanmistir. Hiicre-besiyeri
orani, 25 cm? alanli flasklar icin, 5 ml/0,5 x 10° olacak sekilde baslanmistir. ACHN ve
CAKI-2 igin, direng gelisimi adimlarinda, ilagla muamele edilmeyen kontrol gruplar1 da
ayni 6 ve 24 kuyucuklu plakalarin i¢inde, direngli hiicrelere uygulanan pasaj miidahelesi
kadar pasajlanarak, direngli hiicrelerle esit oranda ilerlemeleri planlanarak ilerlenmistir.
Ancak ara raporlarda da bildirdigimiz gibi, CAKI-2 hiicrelerinin sunitinibe kars1 direng
gelistirilmesi adimi basarili gitmedigi gittigi i¢in, tez calismamizdan ¢ikarilmak zorunda

kalinmis olup, yalnizca ACHN hiicreleri ile devam edilmistir.

3.6. Crystal Violet / Hiicre Koloni Analizi

Deney icin 6 kuyucuklu plakalar kullanilmis olup, her kuyu icin 2 ml/1x10® hiicre
sayilarak ekimleri gerceklestirilmistir. Hiicrelerin yiizeye tutunup gelismeleri i¢in 24
saat siire boyunca uygun karbondioksit (%5) ve sicaklik ortaminda (37°C) inkiibe
edilmigtir. Inkiibasyonun ardindan, medyum ortami uzaklastirilmistir. Hiicre
proliferasyonuna etkisini gosterebilmek adma, her kuyu icin, 0-20 uM arasindaki
degisen dozlar uygulanarak etkisi caligtlmistir. ila¢ uygulanmamis ve ilagla muamele
edilmis kuyular arasindaki fark, crystal violet uygulamasi ile, nicel ve nitel olarak
degerlendirilmistir. Tiim ilagl ve ilag uygulanmamis kuyular, 72 saat boyunca, inkiibe

edilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.6.1. Boyama Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Ekim Prosediirii

Kristal violet boyama ¢ozeltisini hazirlamak i¢in, 0,25 gram crystal violet tozu
tartilarak, 20 ml, %95 etil alkol ig¢inde ¢ozdiirilmistiir. Ardindan 80 ml distile su
eklenerek 100 ml’ye tamamlanmistir. Inkiibasyon siiresi olarak belirledigimiz 72 saat
sonrasinda, hiicre besiyeri ortamlar1 uzaklastirilmis ve kuyu basina 2 ml PBS ile 2 kez
yikama uygulanmistir. Ardindan hazirladigimiz boyama c¢ozeltisi, kuyu basina 1 ml
olacak sekilde dagitilmistir. Oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda, plakalarin
kapaklar1 kapatilarak, steril bir sekilde 20 dk boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan tekrar PBS ile birka¢ defa yikama yapilarak, fazla boya uzaklastirilmis, yalniza
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hiicre kolonileri goriiniir halde kalmigtir. Fotograflar alindiktan sonra, hiicre

absorbanslarinin okunmasi i¢in diger asamaya gegilmistir.

3.6.2. Hiicre Parcalama Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Prosediir

0.1 M sodyum sitrat 2.94 g tartilarak, 50 ml %350 ethanol igerisinde
¢Ozdirilmistiir. Ardindan 50 ml distile su eklenerek toplamda 100 ml hacme
tamamlanmistir. Cozeltinin pH 1 4.2 olarak dengelemek igin, yavas yavas HCL
eklenmis ve pH metre ile Ol¢lilmiistiir. Hazirlamis oldugumuz ¢ézeltiden kuyu basina
700-1000 pl eklenerek, calkalayici 6zelligi olan bir inkiibator iizerinde, 20-25°C’de 30
dk boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Siirenin sonunda spektrofotometrik Ol¢timle,

degerler 570 nm’de analiz edilmistir.

3.7. Siiksinik Asit Dozunun Sunitinib-Direncli Hiicreler icin Belirlenmesi

Yaklasik 7-8 ay sonunda sunitinib direnci olusturulmus hiicrelerde, siiksinik asit
tedavisinin etkin degeri olan ICsg’yi belirlemek i¢in, artan siiksinik asit dozlar ile 48-72
saat olarak calisilmistir. Sunitinib duyarli hiicreler de ayni1 sekilde sunitinib-direngli
hiicreler gibi degisen siiksinik asit dozlar1 ile muamele edilmistir. Molekiiler agirlig
118.09 g/mol siiksinik asitten, 10 mg tartilip, 8,4681 ml DMSO igerisinde ¢oziilerek,10
mM stok ¢ozelti hazirlanmistir. Ardindan stoktan diliisyon edilen siiksinik asit, daha
onceki caligmalarimizdan da yola ¢ikarak sirasiyla 5-10-25-50-100-250-500 uM ve

ImM, 2mM, 5SmM konsantrasyonlar hazirlanarak calisilmistir.

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

3.8.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Calismamizda inceleyecegimiz proteinlerden hiicre disinda ifade edilebilen
VEGF-A i¢in, 7 ml besiyeri ortamlarindan her bir gruba ait kontrol, ilagh ve
kombinasyon o6rnekleri, 15 ml hacimli falkonlara aktarilip santrifiij edildikten sonra
stipernatant kismi1 -80 °C dondurucuda daha sonra caligmak iizere stoklanmistir. Hiicre
icerisinde ifade edilen proteinlerden HIF-1A ve VHL proteinleri icin ise, hiicrelerin
besiyeri ortamlar1 uzaklastirildiktan sonra, iki kez soguk PBS ile yikanmislar, ardindan
1x107 hiicre basma 1 ml olmak iizere RIPA buffer eklenmis olup, scrapper kullanilarak
ylizey kazindiktan sonra, s1vi ortam-hiicre homozenizasyonu steril tliplere aktarilmistir.
Tiipler, 20 dakika boyunca +4 °C ortam kosullar1 saglanarak, buz {izerinde ajite

edilmistir. Bu siire sonunda yine +4 °C sogutucu ozellikli santrifiij kullanilarak, 20
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dakika boyunca 13,000xg hizinda santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi daha sonra

calisilmak iizere -80’de muhafaza edilmistir.

3.8.2. ELISA yontemi ile protein seviyelerinin tespiti

Calismalar i¢in HIF-1A, VHL ve VEGF-A genlerine ait BT LAB (Cin) markali
olarak temin edilen kitler protokollerinde belirtilen 6zel sartlar takip edilmistir. Temel
ve ortak prosediir olarak deneye baslamadan Once, tiim reaktifler oda sicakligina
getirilmistir. En biiylik konsantrasyona sahip standart, standart seyreltici ile sulandirarak
once stok standart olusturulmustur. Ardindan prosediirde belirtilen seyreltme oranlari
kullanilarak diger tiim standartlar hazirlanmistir. Standart kuyucuklar olarak belirlenen
kuyucuklara, 50 pl standart eklenmistir. Orneklerin her biri, belirlenen kuyulara 40 pl
olacak sekilde eklenmis, hemen ardindan 10 pl insan reaktivitesine sahip HIF-1A
antikoru ilave edilmistir. Son olarak 50 pl streptavidin-HRP eklenmistir. Kuyucuklar
Onerilen dogrultuda karistirllmig, hemen ardindan, sealer olarak adlandirdigimiz
koruyucu yapiskan ile kapatilarak 37°C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Bu islemin tamamlanmasinin ardindan daha 6nceden Onerilen sekilde sulandirilarak
hazirlanan yikama soliisyonu kullanilarak 5 kez yikama tamponuyla yikama iglemi
gerceklestirilmistir. Son yikama adiminin ardindan, plaka igerisinde kalan sivi, filtre
kagit veya havlu kagit lizerine emdirilmistir. Bunu takiben, kuyucuklarin her birine
sirastyla 50 pl olmak iizere, 6nce substrat A ve ardindan B soliisyonu eklenip, tekrar
sealer kullanilip kapatilmis olup, 37°C'de 10 dakika boyunca karanlik bir ortam kosulu
saglanarak inkiibasyona birakilmistir. Hemen ardindan, reaksiyonu durdurmak iizere,
her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek, mavi rengin sartya doniisii
gozlenmistir. Son olarak, 10 dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda, kuyucuklarin optik
yogunlugu (OD) miktar1 elde edilmistir.

3.8.3. ELISA ile VEGF Diizeylerinin Belirlenmesi

BT LAB markali, EO050Hu katalog numarali, 3-900ng/L 6rnek araligi ve
hassasiyet 1.52ng/L sandvi¢ temeline dayanan kit kullanilmistir. Insan VEGF-A
antikoru ile daha 6nceden kaplanmis olan kit iizerine g¢alisilacak orneklerde bulunan
VEGF-A eklenerek, kuyucuklardaki antikorlara baglanmasi beklenmistir. Ardindan
biyotinlenmis Insan VEGF-A antikoru eklenerek, numunedeki VEGF-A'ya baglanmasi
beklenir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve Biyotinlenmis VEGF-A antikoruna

baglanir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra baglanma islemi ger¢eklesmemis
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Streptavidin-HRP, yikama ile uzaklastirilmigtir. Substrat soliisyonu eklenmesini
takiben, renk degisimi izlenmistir. Reaksiyonu sonlandirmak i¢in durdurma soliisyonu
eklenmis ve hemen ardindan absorbans degerleri 450 nm spektrofotometre cihazinda
tespit edilmistir. Standart konsantrasyonlari sirasiyla; 960ng/L, 480ng/L, 240ng/L,
120ng/L, 60ng/L. ve 30ng/L olarak verilen kit i¢in 15ng/L ve 7,5ng/L olmak iizerei 2
adet standart daha eklenerek calisilmigtir.

3.8.4. ELISA ile HIF-1A Diizeylerinin Belirlenmesi

BT LAB markali EO422Hu katalog numarali, 0.05-15ng/ml 6rnek belirleme
araligi, ve hassasiyeti 0.01ng/ml olan yine sandvi¢ temelli kit kullanilmigtir. Standart
konsantrasyon degerleri, 16ng/ml, 8ng/ml, 4ng/ml, 2ng/ml, 1ng/ml ve 0.5ng/ml olarak

verilmis kite gore grafik degerlendirilmistir.

3.8.5. ELISA ile VHL Diizeylerinin Belirlenmesi

BT LAB markali E6401Hu katalog numarali, 15-3000ng/L. 6rnek belirleme
araligl, ve hassasiyeti 7.03ng/L olan sandvig ELISA yontemini temel alan kit
kullanilmistir. Grafik g¢izilirken, kit igerisinde 3200ng/L, 1600ng/L, 800ng/L, 400ng/L,
200ng/L, ve 100ng/L olarak saglamis olan standart konsantrasyonlarina, 50ng/L ve
25ng/L iki adet standart daha eklenerek degerlendirilmistir.

3.9. RNA izolasyonu I¢in On Hazirhik

Sunitinib direncli ve sunitinib duyarli hiicreler, 25 cm? boyutundaki flasklarda
gelistirilmis ve bu asama i¢in pasaj sayist ve ilagla muamele siiresi yoniinden yapilan
diger deneylerle es gruplar kullanilmigtir. Deneyin 48 saat oncesinde, ortam besiyeri

degistirilerek, diisiik FBS (%]1) igeren besiyeri kullanilmistir.

3.9.1. TRIzol ile RNA izolasyonu

3.9.1.1. Hiicre Homojenizasyonu

Besiyeri ortami uzaklastirildiktan sonra, flasklarin yiizeyine, kullandigimiz
TRIzol markasinin &nerdigi sekilde, 10 cm? alan basina 1 ml olacak sekilde, dogrudan
TRIzol eklenmistir. Ayni sekilde, markanin onerisi {izerine TRIzol eklenmeden &nce
PBS ile yikama islemi uygulanmamistir. TRIzol eklendiginde parcalanmaya baslayan
hiicreler, yavas ve dikkatli bir sekilde flask icerisinde TRIzol ile pipetajla ve yiizey

yikanarak 1,5 ml hacimli steril tiipler i¢erisinde toplanmustir.



41

3.9.1.2. Faz Ayirma Adim1

Onceki basamakta elde edilen homojenat, oda sicakliginda 5 dakika boyunca
inkiibe edilerek, niikleo-protein birlikteli§inin tamamen ayrilmasi beklenmistir. Faz
ayrimi i¢in baslangigta kullandigimiz TRIzol miktarina goére, 1 ml TRIzol igin 4-
bromoanisole (BAN) 0,2 ml eklenmistir. Tiipler 10 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Sonrasinda, 12,000Xg dontis hizinda, +4° C sicaklikta, 15 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda, tiipler en iistte RNA igeren renksiz
slipernatant, orta katmanda DNA interfaz ve en altta da proteinleri igeren toplam 3 faz
olarak ayrilmigtir. RNA igeren siipernatant miktari, baslangigta eklenen TRIzol
miktarinin %60°1 kadar oldugu i¢in, sonraki adimda iist siviy1 ayr1 tiipe aktarirken DNA

iceren kisma ¢ok yaklagsmamak, kontaminasyonu engellemek adina 6nemlidir.

3.9.1.3. RNA’nin Coktiiriilmesi

RNA igeren faz dikkatlice toplanip deneyin devami icin yeni tiipe alinmistir.
DNA ve protein igeren diger tiip, daha sonra izole edilmek istendiginde saklanmak
tizere -20 °C dondurucuda muhafaza edilmistirr RNA’nin pellet olarak dipte
¢oktiiriilmesi i¢in izopropanol kullanilmistir. Bu noktada izopropanolun buz iizerinde
bekletilmis olmasi, ¢gdken RNA pelletinin goriiniirliigii acisindan 6nemlidir. Baglangicta
kullanilan miktara bagli olarak, 1 ml TRIzol i¢in 0,5 ml izopropanol eklenmistir.
Ornekler oda sicakliginda 5-10 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra 12,000xg déniis
hizinda, +4° C sicaklikta, 8 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiijden ¢ikarilan
tiiplerin dip kisminda beyaz bir pellet seklinde RNA goriilmiistiir.

3.9.1.4. RNA Yikama islemi

Stipernatant kism1 dikkatlice uzaklastirilir. Pellet 1ml %75 etanol ile yikanir ve
kisaca vorteks islemine tabi tutulur. Sonraki adimda 7,500xg doniis hizinda, +4° C
sicaklikta, 5 dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifiij islemi sonrasinda pelletin hareket
ettigi veya tlipiin dibinde degil de yan taraflarinda toplandig1 goriildiigiinde, tekrar
12,000xg hizada santrifiij islemi uygulanarak RNA dipte saglikli sekilde toplanmuistir.

3.9.1.5. RNA’nin Coéziinmesi
Etanol uzaklastirilarak RNA pelleti yalniz birakilmistir. Ancak bu noktada,
RNA’nin tamamen kurutulmamasi 6nemlidir. Yaklasik 20-100 pl etanol, goz karar

tiiptin iginde birakilarak, kapak ac¢ik sekilde kendi kendine buharlagmasi i¢in 3-5 dakika
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beklenmistir. Hemen ardindan yaklasik 40-50 ul dietil pirokarbonat (DEPC) su ile
homojenize edilerek saflik ve konsantrasyonlarinin 6l¢iimii nanodrop cihazinda

gergeklestirilmistir.

3.9.1.6. RNA Saflik ve Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Sulandirilan 6rnekler MaestroNano Micro-Volume Spectrophotometer cihazinda
olgiilmiistiir. Ornekler 260, 280 ve 230 dalga boyunda verdikleri absorbanslara gére
oranlanarak safliklari, 40x sulandirma faktori x A 260 formili kullanilarak ise

konsantrasyonlar1 pg/ml cinsinden hesaplanmistir.

3.9.2. Elde edilen RNA’lardan cDNA déniisiimlerinin gerceklestirilmesi

RNA konsantrasyon ve safliklart uygun goriilen 6rneklerin, hepsi 100 ng’a
esitlenmek suretiyle RNAase igermeyen saf su ile sulandirma-diliisyon islemleri
gerceklestirilmistir. Konsantrasyon esitlikleri saglanan RNA o6rnekleri cDNA ¢evrimi
yapilmak tizere SCRIPT cDNA Sentez Kiti (PCR-511S, Jena Bioscience, Almanya)
kullanilarak, iiriin saglayicinin belirttigi protokol izlenerek gergeklestirilmistir. RNA
orneklerinin cDNA doniisiimii i¢in gerekli protokol Tablo 3-2°de ve ayrica PZR sartlari
Tablo 3-3 igerisinde verilmistir. cDNA doniisiimii tamamlanan 6rnekler, daha sonra
kantitatif ger¢ek zamanli PZR (qQPCR) ¢alisilmak tizere -20 °C dondurucuda muhafaza

edilmistir.

Tablo 3-2: RNA orneklerinden cDNA eldesi, reaksiyon icerigi

Kullanilan Bilesen Kullamlan Miktar
RNAaz icermeyen saf su 11 pl

Random Primer 1l

5X Buffer 4 ul

dNTP karisimi 0,5 ul

RNAaz inhibitorii 0,5 ul

Revers Transkriptaz Enzimi 1 ul

Ornek bagina RNA miktari 2 pl
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Sicaklik Kosulu Inkiibasyon Siiresi
50 °C 60 dakika
42 °C 10 dakika
70°C 10 dakika

3.9.3. Real-Time PZR yontemi ile gen ifadelerinin tayini

Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

asamasinda kullanilan malzeme ve

miktarlara ait bilgiler Tablo 3-4’te verilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 20 ul olacak

sekilde hesaplanarak ¢alisiimistir.

Tablo 3-4: qPZR reaksiyonu icin protokol

Kullanilan Bilesen

Kullanilan Miktar

SYBR® Green

ileri Yonlii Primer

Geri Yonlii Primer

RNAaz icermeyen saf su

Orneklere ait cDNA miktar

10 pl

0,6 ul

0,6 ul

6,8 ul

2 ul

Calismada gen anlatim diizeyleri saptanmak istenen hedef genlere ait ileri ve geri

primer dizileri ile bu primerler igin uygun baglanma sicakliklari Tablo 3-5’te

verilmistir.
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Tablo 3-5: Hedef primerlerin dizileri ve erime noktas: dereceleri (Tm)

Erime
Sicakhiklar

Hedef Gen Primerlere ait diziler

F: TTGCCTTGCTGCTCTACCTCCA
VEGF-A 52°C

R: CTGGAAGATGTCCACCAGGG

F: GCCAATCACACTTCCTGCCGAT

VEGF-C 61°C
R: AGGTCTTGTTCGCTGCCTGACA
F: CAGCGACTCCTGGAGATAGACT

PDGF-A R: CGATGCTTCTCTTCCTCCGAATG 61°C

F: TCCAGCAGACTCAAATACAAGAAC
HIF-1A R: GTATGTGGGTAGGAGATGGAGATG 60°C

TGF-p F: CCTGTTCGCGCTCTCGGCAGT

52°C
R: GACAGGATCTGGCCGCGGAT

F: CGGGTGGTCTGGATCGCGG
VHL R : AGTTCACCGAGCGCAGCA 52,2°C

F: GGAGAAGCTGCCAGGTGAG
ANGPT1 R: CAGTGGAGTTTTCTATAGTC 60°C

F: GACACCATCCAAACATCATC
TIE2 R: CAATGGCAAATGCTGGGTCCG 52°C

F:ATCTTCCAGGAGCGAGATC
GAPDH 52-61 °C

R:CAGGAGGCATTGCTGATGA
Her gene ait ekspresyonun saptanmasi i¢in spesifik primerler kullanilarak
hazirlanan reaksiyon karigimlart toplamda 18 pl hazirlanarak 96 kuyucuklu plakalara
ekilmis olup, her O6rnek i¢in ayri kuyucuklara dagitilmak tizere 2 pl dagitilmistir.
Plakalar sealer ile kapatildiktan sonra PZR islemi i¢in Bio-Rad (Kaliforniya, Amerika),
CFX96 cihazinda ¢ogaltma islemi baslatilmistir. Bu adimda PZR igin gerekli sicaklik

sartlar1 ve dongiilere ait bilgiler Tablo 3-6 igerisinde verilmistir.
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Tablo 3-6: Gercek zamanh PZR kosullar:

Reaksiyona ait adimlar Sicaklik Siire Dongii Sayisi
ilk denatiirasyon 95 2 dakika -
Denatiirasyon 95 15 saniye
40
Baglanma 30 saniye

Tablo 3-5¢de verilen dereceler

kullanilmistir

Soguma 40 10 saniye -

Gergeklesen PZR c¢aligmasini takiben, tiim hedef genleri ve GAPDH kontrol
genlerinin CT (Threshold cycle) degerleri kullanilarak, ACT ve AACT farklari

2-AACt

belirlenmis olup, gen ekspresyonu kat degisimleri, formulii kullanilarak

hesaplanmustir.

istatistiksel Analiz

Calisma verilerimiz SPSS 18 programi kullanilarak analiz edilmis olup, gen
ekspresyonlarinin gosterimi ve korelasyonlara ait ¢izimler i¢in GraphPad Prism 8.0.2
programi kullanilmistir. Tedavi ve kontrol gruplari arasindaki iligkiler, Mann Whitney-

U testi kullanilarak p<0,05 anlamlilik diizeyi olmak tizere degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizin temelini olusturan direng gelisiminin gergeklestirilebilmesi i¢in,
oncelikle sunitinib etkin dozu belirlenmis olup, 1Cso degeri, ACHN hiicreleri igin Sekil
4-1’de gosterildigi gibi 26,27 uM olarak tayin edilmistir. Ancak direng gelisiminin, 10
UM sunitinib dozuna karsi gelistirilmesine uygunlugu, yapilan kristal viyole boyama
deneyi ile de ayrica dogrulanmistir. ACHN hiicrelerinde 10 uM sunitinib dozuna kars1
diren¢ kazandirilan hiicrelerde daha sonraki sunitinib ile tedavi uygulamasi olarak,
metin igerisindeki tiim tablo ve grafiklerde belirtilen “sunitinib tedavisi” ifadesi 10 uM

sunitinib dozunu temsil etmektedir.

100 ] \

Huicre Canhhk (
/H
¥ 4
> -

'\

kontrol 1,56uM 3,13um 6,25uM 12,5uM 25uM 50uM 100 uM

Sekil 4-1: ACHN hiicrelerinde sunitinib ICsy degerinin belirlenmesi

Kristal viyole boyama sonuglar:

Temel olarak, hiicre kolonilerinin canli hiicreler {izerinden boyanma yoluyla
degerlendirildigi bu yontemle Sekil 4-2 iizerindeki sonuglarimiza gore, 25 uM dozlari
ile uygulamada, %53,71 canlilik yani %46,29 oraninda Oliim goriilmistiir. Her iki
yontemle de etkin doz olarak, 25 uM’nin uygun oldugu degerlendirilerek, diger yandan

10 uM doz etkinliginin de %40 oraninda proliferasyon {izerinde baskilama yoniiyle
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basar1 gostermesi, direng gelistirilecek doz olarak 10 pM’nin yukarisina g¢ikilmasini
gerektirmeden, bu doz ile hiicreler iizerindeki devamli uygulama karar1 almamizda

temel olusturmustur.

Sunitinibin farkh konsantrasyonlariyla tedaviye goére
kristal viyole boyama sonuglari

94,1
100 87.9
s —
== 68,2
g $ 75 \* 63,4
O3 —— 53,71
Hee | c
T o
S 24,57

25

1,56uM  3,13um  625uM  12,5uM  25uM 50uM 100 M

e« S nitinib Konsantrasyonlan

Sekil 4-2: Kristal viyole boyama sonuclari

4.1. ELISA Sonuclar

VEGF-A, HIF-1A ve VHL protein diizeylerinin sunitinib duyarli ve sunitinib
direngli ACHN hiicrelerinde, tiim tedavi uygulamalarina gore farkliliklarinin
belirlenmesi i¢in, oncelikle her bir kit i¢in standartlarin konsantrasyonlarina ait grafikler
elde edilmis olup, ardindan egrilerin dagilimina gore konsantrasyon ve absorbanslarin
hesaplanacagi formiil elde edilmistir. Orneklerin absorbanslar1 formiilde yerine
konularak her bir 6rnegin denk geldigi protein konsantrasyonlar: belirlendikten sonra,

bu protein diizeyleri ilgili grafikler lizerinde gosterilmistir.
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VEGF-A standart grafigi
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Sekil 4-3: VEGF-A ELISA standartlarina ait egri grafigi

HIF1-A Standart grafigi
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Sekil 4-4: HIF-1A ELISA standartlarina ait egri grafigi
VHL Standart grafigi
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Sekil 4-5: VHL ELISA standartlarina ait egri grafigi
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Tablo 4-1: Sunitinibe duyarh hiicrelerdeki protein diizeylerinin, tedavi gruplarina gore

karsilastirilmasi
Tedavi Gruplar
Sunitinib Sunitinib
Hedef +25uM +50 uM 25 uM 50 uM
Protein Kontrol | + Sunitinib | Siiksinik asit | Siksinik asit Siiksinik asit Siiksinik asit
(@) (b) (c) (d) (e) ()
100 109,6 124,4°2% 106,8 106,9¢* 91,8¢#eA
VEGF-A
(97-103) | (89-129) (121-127) (86-126) (96-116) (87-95)
HIE-1A 98,75 111,22" 117,52" 177,42% 00+ | 169 5(@b0)* 227,32% b.cde)y
(97-100) | (100-121) (112-122) (65-189) (149-189) (190-259)
100,5 68,42 53,7a%bA 105,6 ®:9# 91,8@b.rd A 63,32% @ e)#
VHL
(96-106) | (63-73) (43-63) (95-115) (87-95) (60,65)

Proteinlerin satirindaki her sayisal deger ait oldugu siitundaki tedavi uygulamasi sonrasi belirlenen protein diizeyi yiizde ortalamasini temsil
etmektedir. Ortalama degerlerin altindaki parantez igerisindeki veriler, minimum ve maksimum araliktir. Ortalama deger iizerinde yer alan
harf kodlari, ayni proteinin duyarli grup i¢inde karsilastirildigi tedavi grubu (a,b,c,d,e) ile kiyaslanmasi sonucuna gére anlamli farklilik
oldugunu belirtmektedir. Yalnizca anlamli degerler i¢in harf atanmustir.

Ornegin; 53,72 nbA = VHL proteini igin, sunitinib+25 uM siiksinik asit(C) grubu ile tedavi sonucundaki protein ortalamasinin, sirastyla

kontrol(a) ve sunitinib(b) gruplarina kiyaslandiginda anlaml bir farklilik oldugunu ifade eder.
Bu tablodaki harflerin yanindaki simgelerden; * ile p=0,020, # ile p=0,021, A ile p=0,043 igin anlamlilik diizeyleri temsil edilmistir.

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmistir (n = 4).
Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin kontrole;

Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib uygulanmis gruba;
Protein yiizdesi’, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+25 uM siiksinik asit uygulanmis gruba;
Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+50 uM siiksinik asit uygulanmis gruba;

Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin, 25 pM siiksinik asit uygulanmis gruba gore protein diizeyleri yoniiyle kiyaslandiginda

anlamli farklilik oldugunu belirtir.

VEGF-A protein diizeylerinin sunitinibe duyarli hiicrelerde, kontrol ve yalniz

sunitinib ile tedaviye gore siiksinik asitin tek basma 25 puM dozu ve sunitinib ile

kombinasyonu tedavi sonrasinda sirasiyla anlamli diizeylerde arttig1 goriilmiistiir

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

kontrol ve sunitinib ile tedavi edilmis hiicre gruplarindakine gore anlamli farklilik tespit

edilmemistir. Sunitinibe direngli ve sunitinibe duyarli hiicrelerdeki protein diizeyleri,

tedavi kosullarina bagli olarak karsilastirildiginda, VEGF-A diizeylerinin sunitinibin 25

uM ve 50 uM siiksinik asit birlikteligindeki tedavileri sonrasinda direncgli hiicrelerde,

sunitinibe duyarli kontrol hiicrelerine gore anlamli olarak 1,3 ve 1,4 kat arttig1 tespit

edilmistir (p=0,020). Tek basima 25 pM ve 50 pM siiksinik asit tedavilerinde ise duyarlt
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gruptaki es tedavilere oranla 1,2 (p=0,043) ve 1,7 kat (p=0,021) anlamli artiglar tespit

edilmistir.

Tablo 4-2: Sunitinibe direngli hiicrelerdeki protein diizeylerinin duyarh grup ile
karsilastirilmasi

Tedavi Gruplari
Sunitinib Sunitinib
+25 uM + 50 uM 25 uM 50 uM
Hedef Kontrol + Sunitinib | Siiksinik asit | Siiksinik asit Siiksinik asit Siiksinik asit
Protein @) (b) (©) (d) O ®
Duyarli/ | 100 109,6 124,4 106,8 106,9 91,8
VEGF-A | (97-103) (89-129) (121-127) (86-126) (96-116) (87-95)
Direngli/ | 100,3 93,6 142,82 " 132,82 " 4@ 130,32 "e® 159,82 " 1#
VEGF-A | (85-115) (83-103) (122-162) (108-156) (115-145) (139-179)
Duyarly/ | 98,75 111,2 117,5 177,4 169,5 227,3
HIF-1A | (97-100) (100-121) (112-122) (65-189) (149-189) (190-259)
Direngli/ | 1382" 140,42%b8 1 119,12 129,02 " d# 125,0¢° 206,42"
HIF-1A | (130-150) | (120-160) (109-129) (108-148) (95-155) (196-226)
Duyarly/ | 100,5 68,4 53,7 105,6 91,8 63,3
VHL (96-106) (63-73) (43-63) (95-115) (87-95) (60,65)
Direngli/ | 94,4 118,2 a%b# 1 102,9¢# 102,4 131,52 "¢# 163,32 A-fo
VHL (87-100) (114-122) (101-104) (92-112) (124-138) (128-194)

Proteinlerin satirindaki her sayisal deger ait oldugu stitundaki tedavi uygulamasi sonrasi belirlenen protein diizeyi yiizde ortalamasini temsil
etmektedir. Ortalama degerlerin altinda, parantez igerisindeki veriler, minimum ve maksimum araliktir. Ortalama deger tizerinde yer alan
harf kodlari, ayn1 proteinin duyarli grup i¢inde karsilastirildig: tedavi grubu (a,b,c,d,e) ile kiyaslanmasi sonucuna gore anlamli farklilik
oldugunu belirtmektedir. Yalnizca anlamli degerler i¢in harf atanmustir.

Bu tablodaki harflerin yanindaki simgelerden; * ile p=0,020, # ile p=0,021, A ile p=0,032, o ile p=0,034 ve O ile p=0,043 igin anlamlilik
diizeyleri temsil edilmistir.

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmistir (n = 4).

Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin duyarli kontrole;

Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin, duyarl sunitinib uygulanmis gruba;

Protein yiizdesi°, bulundugu siitundaki tedavinin, duyarli sunitinib+25 uM siiksinik asit uygulanmug gruba;

Protein yiizdesi’, bulundugu siitundaki tedavinin, duyarli sunitinib+50 pM siiksinik asit uygulanmig gruba;

Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin, duyarli 25 pM siiksinik asit uygulanmig gruba gore protein diizeyleri yoniiyle
kiyaslandiginda anlamli farklilik oldugunu belirtir.

Direngli hiicre gruplart igerisindeki, farkli tedavi uygulamalarindaki grup ici
karsilastirmalarda VEGF-A protein diizeylerinin, siiksinik asitin her iki dozunun tek
basina ve sunitinib kombinasyonu seklinde uygulanmasina bagli olarak kontrol ve
sunitinib ile tedavi edilmis gruplara oranla arttig1 elde edilmistir. HIF-1A diizeyleri i¢in
de, sunitinib ile tedavi sonrasinda artan protein diizeyleri, 25 puM siiksinik asitin tek
basina ve sunitinib ile kombine tedavileri sonrasinda, yalniz sunitinib ile tedaviye gore

anlamli degisim gostermemistir. Siiksinik asitin 50 uM doz kullaniminin tek basmna ve
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sunitinib kombinasyonu i¢in protein diizeylerindeki artisi, yalniz sunitinib ile tedaviye

gore sirastyla 1,5 ve 2 kat artirdigi belirlenmistir (p=0,021).

Tablo 4-3: Direncli hiicrelerdeki protein diizeylerinin yalmzca direncli grup icinde
karsilastirilmasi

Tedavi Gruplari
Sunitinib Sunitinib
+25 uM +50 uM 25 uM 50 uM
Hedef Kontrol | + Sunitinib | Siiksinik asit | Siiksinik asit Siiksinik asit Siiksinik asit
Protein (@) (b) (© (d) O (f)
VEGE.A 100,3 93,6 142,8@D* 132,822 0" 130,33A.0* 159,8 @D @ e)e
(85-115) | (83-103) (122-162) (108-156) (115-145) (139-179)
- 138 140,4 119,13"b= 129,0 125,0 206,4 @b.c.d.e*
(130-150) | (120-160) | (109-129) (108-148) (95-155) (196-226)
VHL 94,4 118,23" 102,9 @b* 102,4°" 131,5@bcd* 163,3@b.c.d#
(87-100) | (114-122) | (101-104) (92-112) (124-138) (128-194)

Proteinlerin satirindaki her sayisal deger ait oldugu siitundaki tedavi uygulamasi sonrasi belirlenen protein diizeyi yilizde ortalamasini temsil
etmektedir. Ortalama degerlerin altinda, parantez igerisindeki veriler, minimum ve maksimum araliktir. Ortalama deger tizerinde yer alan
harf kodlari, ayni proteinin direngli grup iginde karsilastirildigi tedavi grubu (a,b,c,d,e) ile kiyaslanmasi sonucuna goére anlamli farklilik
oldugunu belirtmektedir. Yalnizca anlamli degerler igin harf atanmustir.

Bu tablodaki harflerin yanindaki simgelerden; * ile p=0,021, A ile p=0,029, # ile p=0,034, o ile p=0,043 icin anlamlilik diizeyleri temsil
edilmistir.

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmistir (n = 4).

Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin kontrole;

Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib uygulanmis gruba;

Protein yiizdesi’, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+25 uM siiksinik asit uygulanmig gruba;

Protein yiizdesi’, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+50 uM siiksinik asit uygulanmis gruba;

Protein yiizdesi®, bulundugu siitundaki tedavinin, 25 pM siiksinik asit uygulanmis gruba gore protein diizeyleri yoniiyle kiyaslandiginda
anlamli farklilik oldugunu belirtir.

Sunitinibe direngli ve duyarli hiicre gruplarinin, kontrolleri ve yalniz sunitinib
ile tedavi edilmis gruplart arasinda kiyaslandiginda, HIF-1A protein diizeylerinin,
direngli hiicrelerde anlamli olarak sirasiyla 1,4 ve 1,2 kat arttifi degerlendirilmistir
(p=0,020). 50 uM siiksinik asitin sunitinib birlikteligindeki tedavi kosulu ag¢isindan
direngli ve duyarh hiicreler sirasiyla karsilastirildiginda, direngli hiicrelerde duyarlh
hiicredeki tedavi sonuglarina gore, protein diizeyleri 1,3 kat anlamli azalma ile tespit
edilmistir (p=0,021). Tek basina 25 uM siiksinik asit tedavisinde duyarli gruptaki es
tedavilere oranla 1,3 kat anlamli bir diisiis elde edilmistir (p=0,043). HIF-1A protein
diizeylerinin, 25 puM siiksinik asit ve sunitinib kombinasyon tedavisi sonrasinda,
sirastyla kontrole gore (p=0,021) ve yalniz sunitinib ile tedavi edilmis gruba oranla
(p=0,043) anlamli azalma egiliminde oldugu elde edilmistir. Ozellikle 50 uM siiksinik

asitin tek basina tedavisi diger tiim tedavi gruplarina gore tek tek incelendiginde, HIF-
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1A protein diizeylerinde anlamli artiglara neden olmustur. VHL  protein  diizeyleri,
sunitinibin tek basina etkisi ile anlamli diizeyde ve 1,5 kat azalirken; siiksinik asitin tek
basina 25 pM doz uygulamasinda, yalniz sunitinib ile olan tedaviye gore anlamli
diizeyde 1,3 kat artmistir (p=0,020). Ancak sunitinib ile kombine edildiginde, 25 uM
stiksinik asit dozu birlikteliginde VHL seviyelerinin, 50 uM siiksinik asit dozu ile
kombine edilen sunitinibe gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Direngli hiicrelerde
duyarl gruba gore, sunitinib ile tedavi sonrasinda, VHL seviyelerinin anlamli diizeyde
1,7 kat; ayn1 sekilde sunitinibin 25 uM siiksinik asit ile kombinasyonunda, duyarl
hiicredeki paralel tedavi grubuna gore 1,9 kat anlamli artiglar not edilmistir (p=0,021).
Tek basina 25 uM ve 50 puM siiksinik asit tedavileri, direngli ve duyarli hiicreler
arasinda VHL protein diizeyleri yoniinden paralel tedavi gruplari arasinda
kiyaslandiginda, her ikisinin de direngli gruplarda sirasiyla 1,4 kat (p=0,021) ve 2,5 kat
(p=0,034) artisa neden oldugu goriilmiistiir. Sunitinib tedavisi ile artan VHL protein
diizeyleri, 25 uM siiksinik asit ve sunitinib kombinasyonunda, yalniz sunitinib
uygulamasina gore diisiik fakat kontrole gore yiiksek bir seyir izlemistir. Ancak tek
basia 25 puM siiksinik uygulamasinin; kontrol, yalniz sunitinib ve sunitinib+25 uM
siiksinik kombinasyon tedavi gruplardaki sonuglara oranla anlamli artig1 tespit
edilmigtir. Siiksinik asitin 50 uM dozunda ise, diger tiim tedavi gruplarina oranla en

yiiksek ve anlamli VHL diizeyleri tespit edilmistir.

4.2. Real-Time PCR Sonugclarina gore gen ekspresyon degisim sonuclari

4.2.1. Sunitinibe duyarh gruplar arasindaki karsilastirma

Sunitinib ve siiksinik asitin tek basina ve birlikte olan etkinlikleri, farkli tedavi
gruplar1 olusturularak, sunitinibe duyarli hiicreler {izerindeki gen ekspresyonlarinin bu
tedavilere karst verdikleri yanitlar ile incelenmistir (Tablo 4-4). VEGF-A gen
ekspresyon diizeylerinin duyarl hiicrelerdeki 25 pM siiksinik asitin tek basina ve
sunitinib ile kombinasyonunda kontrole gore sirasiyla 1,6 kat ve 2,8 kat azaldig: elde
edilmistir (p=0,020). Siiksinik asitin 50 pM dozundaki uygulamalarin, VEGF-A
diizeylerini artirdig1 elde edilmistir. Sunitinib etkinliginde 6nemli 6l¢iide azalan VEGF-
C gen ekspresyon diizeyleri, yalnizca siiksinik asitin 25 puM doz uygulamasinda
kontrole gore 5 kat anlamli olarak azalmis (p=0,020), sunitinibe oranla benzer
diizeylerde seyretmistir. 50 uM siiksinik asitin tek basina ve sunitinib ile kombine

tedavileri, duyarli kontrol seviyelerinde elde edilen VEGF-C ekspresyonlarina yakin
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diizeyler ile sonug¢lanmistir. Sunitinib etkinliginde kontrole gore oldukg¢a diisiik tespit
edilen PDGF-A gen ekspresyon diizeyleri, yalnizca siiksinik asitin 25 ve 50 uM
dozlarinin tek bagina uygulamalarinda azalma egilimi gosterirken, kombine gruplarla
tedavi sonras1t PDGF-A diizeyleri yalniz sunitinib tedavisine oranla artig gostermistir.
HIF-1A gen ekspresyon diizeyleri, tek basina 50 uM siiksinik etkinliginde hem kontrol
hem de sunitinib etkinligine oranla artmis olarak yansirken, sunitinib ile kombine edilen
50 uM siiksinik asit etkinligi, kontrole oranla HIF-1A diizeylerinde 11 kat azalma ile
sonuglanmustir (p=0,020). TGF-f gen ekspresyon diizeyleri kontrole kiyaslandiginda,
sunitinib etkinliginde anlamli olarak azalmis bulunurken, siiksinik asitin tiim dahil
oldugu tedavi gruplar1 incelendiginde, yalnizca 25 puM siiksinik asit etkinligindeki
tedavilerde, kontrole gore azalan TGF-B gen ekspresyonlari tespit edilmistir. Sunitinib
ile tedaviye gore siiksinik asitin 50 uM dozu ve sunitinib kombinasyonunda 22 kat ve
yalniz siiksinik asit uygulamasinda 12 kat artiglar elde edilmistir (p=0,020). VHL gen
ekspresyon diizeyleri sunitinib etkinliginde, kontrole yakin diizeylerde seyrederken; 25
uM siiksinik asit ile tedavi edilen gruplarda azalmis, 50 pM siiksinik asit ve sunitinib
kombinasyonunda tedavi edilen gruplarda ise kontrole gore 1,8 kat artis elde edilmistir
(p=0,020). Sunitinib tedavisi sonrasi kontrole gore azalan ANGPT1 gen ekspreyon
diizeyleri, sunitinib ile kombine siiksinik asitin 50 puM uygulamasi sonucunda,
sunitinibe goére 3 kat anlamli artis gostermistir (p=0,021). Siiksinik asitin 25 pM
dozunun sunitinib ile kombinasyonu sonucunda, kontrole gore 3,5 kat anlamli olarak
azaldig1 (p=0,021), sunitinibe gore ise 2,3 kat ancak anlamli bir azalma olmadig: tespit
edilmistir. TIE2 gen ekspresyon diizeylerinin ise sunitinib tedavisi sonrasinda kontrole
gore 1,7 kata kadar artan ekspresyon diizeyleri, sunitinib tedavisine oranla, sunitinib ve
25 uM siiksinik asit kombinasyonunda 3,3 kat; tek basina siiksinik asitin etkinliginde
ise 2,8 kat anlamli azalmalar ile sonuglanmistir (p=0,020). Genel olarak, sunitinibin
tedavideki tek basina etkinligi, kontrol gruplarina gére VEGF-C, PDGF-A, TGF-§ gen
ekspresyon diizeylerinde anlamli azalmalara neden olurken; TIE2 diizeyleri i¢in anlaml
artisa neden olmustur. Sunitinib ve 25 puM siiksinik asitin kombine tedavisi VEGF-A,
TGF-B ve TIE2 gen ekspresyon diizeylerinde kontrole gore anlamli azalmalarla
sonuglanmistir. Siiksinik asitin 50 uM dozu ile sunitinib kombinasyonu kontrol ve
sunitinib gruplarina kiyaslandiginda, HIF-1A gen ekspresyon diizeylerinde azalma,
VHL diizeylerinde ise artisla sonuclanmistir. Yine sunitinibin tek bagina tedavi

etkinligine kiyaslandiginda, sunitinib ile kombine edilen 50 uM siiksinik asit, VEGF-A,



54

TGF-B, ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyon diizeylerinde anlamli artiglara neden
olmustur. Tek basina 25 pM siiksinik asit uygulamasinin, kontrol grubuna goére VEGF-
A, VEGF-C, PDGF-A, TGF-B, ANGPTI1 ve TIE2 gen ekspresyonu seviyelerinde
anlaml1 azalmalara neden oldugu degerlendirilmistir. Ozetle tek basina 50 uM siiksinik
asit uygulamasinin ise genel olarak gen ekspresyon seviyelerindeki artisi tetikledigi elde

edilmistir.

4.2.2. Sunitinibe direncli gruplarin, duyarh gruplara gore kiyaslanmasi

Sunitinibe kars1 direng gelistirilen gruplarda; sunitinib, siiksinik asitin tek basina
ve sunitinible birlikte direng¢ siirecinden sonraki etkinlikleri, farkli tedavi gruplari
olusturularak, sunitinibe duyarl: hiicreler {izerindeki gen ekspresyonlarina kiyaslanarak
incelenmistir (Tablo 4-5). Direngli gruptaki VEGF-A gen ekspresyon diizeylerinin,
duyarli kontrol ve sunitinib gruplarina goére anlamli olarak azaldig1 goriilmistiir. VEGF-
C gen ekspresyon diizeyleri, 50 uM siiksinik asit ile sunitinib kombinasyonunda tedavi
edilen direncli grupta, duyarh hiicrelere oranla 8 kat artmig bulunmustur (p=0,021).
PDGF-A gen ekspresyon diizeylerinin direngli grupta sunitinib birlikteligindeki 50 uM
siiksinik asit ile duyarli gruptaki aynmi tedaviye gore 6,7 kat arttigi tespit edilmistir
(p=0,021). Siiksinik asitin 25 uM dozu sunitinib kombinasyon tedavisinde duyarli
eslenegine gore anlamli bir degisime neden olmazken; tek basina 25 uM siiksinik asit
uygulamasi duyarli gruba kiyaslandiginda 2,9 kat artisa neden olmustur (p=0,021). HIF-
1A gen ekspresyon diizeyleri, sunitinib ile tedavi edilen direngli grupta, duyarli gruba
gore 3,5 kat artarken (p=0,021); sunitinibin 50 uM siiksinik asit ile kombinasyonu
sonrasinda, duyarli gruptakine oranla 10 kat arttig1 elde edilmistir (p=0,021). Direngli
grupta, sunitinib ile tedavide, duyarli gruba goére 7 kat artis tespit edilirken, 25 pM
stiksinik ile kombine edildiginde, TGF-B diizeylerinin, tekrar duyarli gruptaki 25 pM
siiksinik asit tedavisi sonrasindaki seviyelere geriledigi goriilmiis olup ayni zamanda
duyarl kontrol grubuna kiyaslandiginda 3,3 kat azaldigi1 elde edilmistir (p=0,021). VHL
gen ekspresyon diizeyleri, direngli kontrol grubunda, duyarl kontrole goére 7, sunitinib
tedavi gruplar1 arasinda ise 1,8 kat azalmistir (p=0,021). Sunitinibin 25 pM siiksinik asit
ile kombinasyonu sonrasinda yalniz sunitinib ile tedavideki diizeyler anlamli bir
degisim gostermemistir. Siiksinik asitin 50 uM dozu i¢in, tek basina ve sunitinib
kombinasyonlarinin duyarli gruptaki tedavi esleniklerine oranla VHL seviyelerinin

kombinasyon icin 9 kat, tek basma siiksinik asit karsilastirmalarinda ise 1,8 kat
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azalmaya neden oldugu elde edilmistir (p=0,021). Sunitinib ile tedavi sonrasinda,
ANGPT]1 diizeyleri direngli grupta, duyarliya oranla 3 kat artarken (p=0,043); sunitinib
ile kombine edilen 50 uM siiksinik asit tedavisi sonrasinda 8 kata kadar arttig1 elde
edilmistir (p=0,021). Tek basina 25 uM siiksinik asit uygulamalar iizerinden
degerlendirildiginde, direngli grupta, duyarli gruba goére ANGPT1 gen ekspresyon
diizeylerinde 2 kat artig elde edilmistir (p=0,043). TIE2 gen ekspresyon diizeyleri
direngli grupta, duyarliya gore genel olarak bir azalma egiliminde iken; kontrol gruplar1
kiyaslandiginda direngli grupta 6 kat azalma, sunitinib tedavisi sonrasi ise direncli
grupta 2 kat azalma tespit edilmistir (p=0,021). Ozetle direncli gruptaki sunitinib
tedavisi sonrast VHL, VEGF-A ve TIE2 hari¢ diger genlerde, duyarli gruba gore artan

gen ekspresyon seviyeleri elde edilmistir.

4.2.3. Sunitinibe direncli gruplar arasindaki karsilastirma

Sunitinibe diren¢ gelistirilen gruplarda; sunitinib, stiksinik asitin tek basma ve
sunitinible birlikte direng sonrasindaki, farkli tedavi gruplarmin, sunitinibe direngli
hiicreler iizerindeki gen ekspresyonlarina etkisi tizerinden incelenmistir (Tablo 4-6).
Sunitinib grubu ile tedavi sonrasi, direncli kontrole oranla 3 kat (p=0,021) artan VEGF-
A gen ekspresyon seviyeleri, diger gruplarda da anlamli artis halinde seyretmis olup,
yalnizca tek basmna siiksinik asitin 25 pM dozunda azaldigi (p=0,021) ve yalnizca
sunitinib ile tedaviden elde edilen diizeyin altina indigi tespit edilmistir. VEGF-C gen
ekspresyon diizeyleri icin siiksinik asitin tek basina veya sunitnib ile kombine edildigi
gruplarda, sunitinibin tek basina etkinligine oranla anlamli bir sonu¢ alimamadigi,
stiksinik asitin 50 uM dozunda, yalniz sunitinib tedavisine gore ekspresyonlarin 8 kat
artigla sonuclandigi elde edilmistir (p=0,021). PDGF-A gen ekspresyon diizeylerinde
sunitinib ile tedavide, kontrol grubuna gore anlamli bir fark goériilmemis olup, siiksinik
asitin 50 pM doz kombinasyonu ve tek basmna uygulamalarinin, benzer sekilde gen
ekspresyonlarini artiga yonlendirdigi goriilmistiir. Sunitinib etkinliginde kontrole gore
1,8 kat artig bulunan HIF-1A gen ekspresyon diizeyleri, sunitinib ve 25 pM siiksinik asit
kombine edilerek uygulandiginda 2 kata yakin azalmistir (p=0,021). Ancak ozellikle
stiksinik asitin 50 uM dozunun tek basina ve sunitinib ile kombinasyonu sonrasi tekrar
anlamli artiglarla sonuglandig1 elde edilmistir. TGF-f gen ekspresyon diizeyleri,
yalnizca siiksinik asitin tek basina 25 uM doz uygulamasinda, sunitinibe oranla 2,5 kat

azalmis olup (p=0,043), 50 uM siiksinik dozununun sunitinib ile kombine veya tek
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basina uygulamalarinda artigla sonuglandigi tespit edilmistir. Sunitinib etkinliginde,
kontrole gore artmis bulunan VHL gen ekspresyon diizeyleri, 25 uM siiksinik asit ve
sunitinib kombinasyonunda benzer diizeylerde sonuglanmis olup, 50 uM siiksinik asitin,
tek basina ve 6zellikle sunitinib ile kombinasyonunda, anlaml1 azalmalara neden oldugu
elde edilmistir. ANGPT1 i¢in sunitinib ile tedavi sonrast artmis bulunan gen ekspresyon
diizeyleri, yalniz 25 pM siiksinik asit etkinliginde, sunitinibe oranla 3,2 kat azalmigtir
(p=0,021). Siiksinik asitin 50 uM dozu ve sunitinib kombine edildiginde, sunitinib ile
tedaviye oranla 8 kata kadar arttif1 tespit edilmistir. Tek basina siiksinik asitin 50 uM
doz uygulamasi sonrasinda da, yalniz sunitinib ile tedaviye kiyasla 1,5 kat daha ytiksek
ANGPT]1 gen ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir. TIE2 gen ekspresyon diizeyleri,
sunitinib ile tedavi sonras1 kontrole gore 5 kat artarken (p=0,021), siiksinik asitin 25 pM
dozunun sunitinib ile kombinasyonu 1,5 kat, tek basina etkinliginde ise, sunitinibe
oranla 2,8 kat azaldig1 elde edilmistir. Siiksinik asitin 50 uM dozunun sunitinib ile
kombinasyonu 3,7 kat, tek basina uygulamasi ise, sunitinibe oranla 2,2 kat azalma ile
sonuclanmis ancak anlamli bulunmamistir, bu dozlarin kontrole oranla sirasiyla 19 kat
ve 8 kat anlaml artiglarla sonuglandigi elde edilmistir (p=0,021). Genel degerlendirme
olarak, siiksinik asitin 50 pM dozunun, tek basina ve sunitinib ile kombinasyonu
sonrasinda, VHL disindaki genlerde, direngli gruptaki kontrol, sunitinib ve 25 pM
siiksinik asit kombinasyonundaki sunitinib ile tedavi edilen gruplara oranla anlamli
ekspresyon artislartyla karsimiza ciktigi elde edilmistir. Siiksinik asitin 25 pM doz
uygulamasinda, sunitinib ile kombine edildiginde direncli ve sunitinib ile tedavi edilen
gruplara oranla; HIF-1A, TIE2 gen ekspresyon seviyelerinde anlamli azalmalar elde
edilmistir. Tek basina 25 uM siiksinik asit ile tedavide ise yalnmiz sunitinib tedavisine
oranla; VEGF-A, TGF-B, ANGPTI1, VHL ve TIE2 gen ekspresyon diizeylerinin anlaml

olarak azaldig1 tespit edilmistir.
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Tablo 4-4: Sunitinibe duyarh gruplarda, tedavi gruplarina gore elde edilen gen
ekspresyon degerlerinin karsilastirilmasi

Tedavi Gruplari
Sunitinib Sunitinib
Hedef
G + 25 uM + 50 uM 25 uM 50 uM
en
Kontrol + Sunitinib | Siiksinik asit | Siiksinik asit | Siiksinik asit | Siiksinik asit
(@) (b) (c) (d) (e) ()
1,56 1,35 0,942~ 3,61@b” 0,55@m™c# | 147 @e)*
VEGF-A
(1,50-1,63) | (0,80-1,91) | (0,65-1,22) (3,16-4,06) (0,38-0,77) (0,91-2,02)
1,38 0,472" 1,925 1,31°" 0,65@9~ 1,38 @9~
VEGF-C
(1,25-1,51) | (0,12-0,87) | (1,17-2,64) (0,99-1,61) (0,00-1,13) (0,95-1,81)
2,68 0,152 1,34@0)* 1,790~ 0,52 @b* 0,15@de*
PDGF-A
(2,62-2,74) | (0,03-0,27) | (0,42-2,23) (0,42-3,19) (0,41-0,67) (0,12-0,21)
HIET 1,43 0,55 2,13 0,11@bo* 1,550~ 2,63 @e)#, (b, d)*
(0,47-2,41) | (0,13-1,01) | (0,49-3,78) (0,02-0,22) (1,08-2,11) (1,96-3,57)
0,98 0,213 0,900~ 4,50 @b~ 0,54 @b *c# | 2 54 (b e)* d#
TGF-
P (0,89-1,05) | (0,06-0,35) | (0,62-1,20) (2,94-6,10) (0,41-0,73) (1,02-4,17)
2,03 2,04 0,87 @D~ 3,73@b* 0,73@D* 1,72 @dea
VHL
(2,02-2,05) | (1,46-2,64) | (0,63-1,18) (3,07-4,39) (0,58-0,95) (1,49-1,96)
1,41 0,92 1,08 2,74 ©0.o# 0,403#¢* 3,20@b.e*
ANGPT1
(0,57-1,80) | (0,02-1,81) | (0,90-1,30) (1,12-4,90) (0,02-0,81) (2,28-4,13)
1,25 2,132% 0,63@D0)* 3,88@b 0,75a#b* 2,10@d e~
TIE2

(1,00-1,43) | (1,54-2,74) | (0,53-0,76) | (3,34-4,43) | (0,37-1,14) | (1,57-2,62)

Gen satirlarina denk gelen her sayisal deger ait oldugu siitundaki tedavi uygulamasi sonrast belirlenen gen ekspresyon kat degisim
ortalamasini (222%") temsil etmektedir. Ortalama degerlerin altinda, parantez igerisindeki veriler, minimum ve maksimum araliktir.
Ortalama deger iizerinde yer alan harf kodlari, ayni genin duyarli grup iginde karsilagtirildigr diger tedavi grubu (a,b,c,d,e) ile
kiyaslanmasi sonucuna gore anlaml farklilik oldugunu belirtmektedir. Yalmzca anlamli degerler i¢in harf atanmistir.

Ornegin; 0,632 T = TIE2 geni igin, sunitinib+25 uM siiksinik asit(c) grubu ile tedavi sonucundaki gen ekspresyon kat degisim
ortalamasi 0,63 olarak belirtilmekte olup, sirastyla TIE2 kontrol(a) ve TIE2 sunitinib(b) tedavi gruplarindaki gen ekspresyonlarina
kiyaslandiginda anlamli bir farklilik oldugunu ifade eder.

Bu tablodaki harflerin yanindaki simgelerden; * ile p=0,020, # ile p=0,021, A ile p=0,043 icin anlamhlik diizeyleri temsil
edilmistir.

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmistir (n = 4).

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin kontrole;

Kkat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib uygulanmis gruba;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+25 pM siiksinik asit uygulanmis gruba;

Kkat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+50 uM siiksinik asit uygulanmis gruba;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, 25 puM siiksinik asit uygulanmig gruba gére gen ekspresyon diizeyleri yoniiyle
kiyaslandiginda anlamli farklilik oldugunu belirtir.
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Tablo 4-5: Sunitinibe direncli gruplarda, tedavi gruplarmma gore elde edilen gen
ekspresyon degerlerinin duyarh grup ile karsilastirilmasi
Tedavi Gruplari
Hiicre grubu ve Sunitinib Sunitinib 25 uM 50 uM
Incelenen +25uM +50 uM Siiksinik Siiksinik
Gen Kontrol + Sunitinib | Siiksinik asit | Siiksinik asit asit asit
(@) (b) (© (d) () ()
Duyarlt/VEGF-A | 1,56 1,35 0,94 3,61 0,55 1,47
0,272~ 0,862~ 1,10 1,29¢% 0,562" 1,43
Direngli/VEGF-A
(0,15-0,40) | (0,70-1,02) | (0,40-1,82) (1,01-1,58) (0,40-0,73) | (1,26-1,61)
Duyarlt/VEGF-C | 1,38 0,47 1,92 1,31 0,65 1,38
0,742~ 1,29°" 1,16 105@9* 1,26 1,64
Diren¢li/VEGF-C
(0,70-0,78) | (1,00-1,59) | (1,00-1,32) (2,11-19,0) (0,95-2,07) | (0,83-2,46)
Duyarli/PDGF-A | 2,68 0,15 1,34 1,79 0,52 0,15
1,108" 1,07a"e" 1,32@" 12,1@d" 1,53@e”" 3,28@0"
Direnc¢li/PDGF-A
(0,84-1,31) | (0,35-1,80) | (0,57-2,09) (9,90-14,3) (1,07-2,00) | (3,05-3,46)
Duyarli/HIF-1A 1,43 0,55 2,13 0,11 1,55 2,63
1,07 1,96°" 1,03 11,3@d" 1,68 2,10
Direnc¢li/HIF-1A
(0,80-1,28) | (1,53-2,41) | (0,74-1,32) (10,65-13,8) | (0,49-2,88) | (0,59-3,61)
Duyarl/TGF- 0,98 0,21 0,90 4,50 0,54 2,54
0,302" 1,55@D* 0,90 5,362" 0,602" 1,443
Direngli/TGF-$
(0,25-0,38) | (1,23-1,88) | (0,26-1,56) (4,14-6,58) (0,50-0,70) | (1,40-1,50)
Duyarli/VHL 2,03 2,04 0,87 3,73 0,73 1,72
0,292~ 1,11@n* 1,02@" 0,409~ 0,602~ 0,93@n*
Direngli/VHL
(0,240,34) | (1,04-1,20) | (0,81-1,24) (0,32-0,49) (0,41-0,80) | (0,57-1,29)
Duyarl/ANGPT1 | 1,41 0,92 1,08 2,74 0,40 3,20
1,36 2,733"b# 1,52 21,8@d” 0,83¢# 3,93
Diren¢li/ANGPT1
(0,26-2,48) | (1,79-3,73) | (0,52-2,52) (18,33-25,4) | (0,78-0,90) | (1,11-6,76)
Duyarl/TIE2 1,25 2,13 0,63 3,88 0,75 2,10
0,202~ 1,030" 0,712" 3,81 0,362" 1,62
Direngli/TIE2
(0,03-0,16) | (0,92-1,14) | (0,48-0,95) (3,40-3,95) (0,27-0,45) | (0,80-2,45)

Gen satirlarina denk gelen her sayisal deger ait oldugu siitundaki tedavi uygulamasi sonrasi belirlenen gen ekspresyon kat degisim
ortalamasini (272*“") temsil etmektedir. Ortalama degerlerin altinda, parantez igerisindeki veriler, minimum ve maksimum araliktir.
Direngli gen satirlarinda, ortalama deger tizerinde yer alan harf kodlari, ayn1 genin duyarli grup i¢inde karsilastirildig: tedavi grubu
(a,b,c,d,e,f) ile kiyaslanmasi sonucuna gore anlamli farklilik oldugunu belirtmektedir. Yalnizca anlamli degerler i¢in harf atanmugtir.
Bu tablodaki harflerin yanindaki simgelerden; * ile p=0,021, # ile p=0,043 anlamlilik diizeyleri temsil edilmistir.

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmistir (n = 4).

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin kontrole;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib uygulanmis gruba;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+25 pM siiksinik asit uygulanmis gruba;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+50 uM siiksinik asit uygulanmis gruba;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, 25 uM siiksinik asit uygulanmis gruba;

kat degisimi’, bulundugu tedavi ve gen grubunun, duyarli 50 pM siiksinik asite gore gen ekspresyon diizeyleri ydniiyle
kiyaslandiginda anlamli farklilik oldugunu belirtir.
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Tablo 4-6: Sunitinibe direncli gruplarda, tedavi gruplarmma gore elde edilen gen
ekspresyon degerlerinin karsilastirilmasi

Tedavi Gruplari
Sunitinib Sunitinib
Hedef
G + 25 uM + 50 uM 25 uM Siiksinik 50 uM
en
Kontrol + Sunitinib | Siiksinik Siiksinik asit Siiksinik asit
@) (b) asit (c) asit  (d) (e) f
0,27 0,864~ 1,103~ 1,292%b~ 0,56 @b d)* 1,43 (229
VEGF-A
(0,15-0,40) | (0,70-1,02) | (0,40-1,82) | (1,01-1,58) | (0,40-0,73) (1,26-1,61)
0,74 1,293" 1,163" 10,5@ba* | 126 @ d* 1,64@ 9"
VEGF-C
(0,70-0,78) | (1,00-1,59) | (1,00-1,32) | (2,11-19,0) | (0,95-2,07) (0,83-2,46)
1,10 1,07 1,32 12,1@bo* | 1 53d* 3,28@bcde”
PDGF-A
(0,84-1,31) | (0,35-1,80) | (0,57-2,09) | (9,90-14,3) | (1,07-2,00) (3,05-3,46)
HIE-1 1,07 1,962" 1,03°* 11,3@bo* 1684~ 2,109
(0,80-1,28) | (1,53-2,41) | (0,74-1,32) | (10,6-13,8) | (0,49-2,88) (0,59-3,61)
TGFp 0,30 1,552" 0,90 5,36@bo* 1 060@0*" 1,44 @d.e)*
(0,25-0,38) | (1,23-1,88) | (0,26-1,56) | (4,14-6,58) | (0,50-0,70) (1,40-1,50)
VHL 0,29 1,117 1,023" 0,40@b9* | geo@bCA* 0,93@d*
(0,240,34) | (1,04-1,20) | (0,81-1,24) | (0,32-0,49) | (0,41-0,80) (0,57-1,29)
1,36 2,73 1,52 21,8@bo* 1 0830b.d* 3,93@e*
ANGPT1
(0,26-2,48) | (1,79-3,73) | (0,52-2,52) | (18,3-25,4) | (0,78-0,90) (1,11-6,76)
TIE2 0,20 1,032" 0,71@n* 3,813" 0,36@bcd” 1,62 @e*
(0,03-0,16) | (0,92-1,14) | (0,48-0,95) | (3,40-3,95) | (0,27-0,45) (0,80-2,45)

Gen satirlarina denk gelen her sayisal deger ait oldugu siitundaki tedavi uygulamasi sonrasi belirlenen gen ekspresyon kat degisim
ortalamasini (22*“") temsil etmektedir. Ortalama degerlerin altinda, parantez igerisindeki veriler, minimum ve maksimum araliktir.
Direngli gen satirlarinda, ortalama deger iizerinde yer alan harf kodlari, ayn1 genin duyarl grup i¢inde karsilastirildigi tedavi grubu
(a,b,c,d,e,f) ile kiyaslanmasi sonucuna gore anlamli farklilik oldugunu belirtmektedir. Yalnizca anlamli degerler igin harf atanmustir.
Bu tablodaki harflerin yanindaki simgelerden; * ile p=0,021, # ile p=0,043 i¢in anlamhlik diizeyleri temsil edilmistir.

Deneyler 4’er kaz tekrar edilmistir (n = 4).

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin kontrole;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib uygulanmis gruba;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+25 pM siiksinik asit uygulanmis gruba;

kat degisimi®, bulundugu siitundaki tedavinin, sunitinib+50 pM siiksinik asit uygulanmis gruba;

kat degisimi®, bulundugu situndaki tedavinin, 25 uM siiksinik asit uygulanmis gruba gore gen ekspresyon diizeyleri yoniiyle
kiyaslandiginda anlamli farklilik oldugunu belirtir.
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4.3. Birlikte degerlendirilen hedefler

4.3.1. VEGF-A, HIF-1A ve VHL protein ve gen ekspresyonlari

Duyarli gruplarda sunitinibin 25 uM siiksinik asit ile kombinasyonunda, gen
ekspresyon diizeylerinin VEGF-A ve VHL i¢in azalmalarla yansidigi ancak HIF-1A
icin, artisa yonlendigi goriilmistiir. Protein diizeyleri ise bu dozlardaki kombine terapi
sonrasi, VEGF-A ve HIF-1A igin artis; VHL i¢in azalma yoniinde olmustur. Sunitinib
ile 50 uM siiksinik asit kombine edildiginde ise VEGF-A ve VHL seviyeleri artarken,
HIF-1A diizeyleri azalmistir. Protein diizeyleri bu tedavi grubu i¢in, HIF-1A i¢in artis
yoniinde olurken, VHL ve VEGF-A i¢in tekrar kontrol grubuna yaklagmistir. Tek basina
siiksinik asitin 25 pM uygulamasinda, VEGF-A ve VHL gen ekspresyon diizeyleri
azalirken, protein diizeyleri VHL i¢in azalmigtir. Gen ekspresyonlari, HIF-1A i¢in 50
uM siiksinik asit sonrasinda artarken; VEGF-A ve VHL diizeyleri kontrole yakin
seviyelerde seyretmistir. Protein diizeyleri ise VHL i¢in diisiis, HIF-1A i¢in artis
yoniinde sonuglanmustir (Sekil 4-6).

VEGF-A, HIF-1A ve VHL
protein ve gen ekspresyon diizeylerinin
sunitinibe duyarl gruptaki degisimleri
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[ Duyarli VEGF-A protein 3 Duyarli HIF-1A protein 3 Duyarh VHL protein
Duyarli VEGF-A ekspresyon Duyarli HIF-1A ekspresyon Duyarli VHL ekspresyon

Sekil 4-6: VEGF-A, HIF-1A, VHL protein ve genlerindeki tedaviye bagh ekspresyon
degisimlerinin sunitinibe duyarh gruplarda birlikte gosterilmesi
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Sunitinibe direngli gruplarda tedaviye gore kiyaslandiginda, sunitinibin 25 uM
stiksinik asit ile kombinasyonunda, gen ekspresyon diizeylerinin HIF-1A i¢in anlamli
azalma ile sonuglandigi; protein diizeylerinin VEGF-A i¢in artis; VHL ve HIF-1A igin
azalma yoniinde oldugu elde edilmistir. Sunitinib ile 50 uM siiksinik asit kombinasyonu
yalniz sunitinibe gore, VEGF-A ve HIF-1A gen ekspresyonlarii artirirken, VHL
diizeylerini diisiirmiistiir. Protein diizeyleri, HIF-1A i¢in artis yoniinde olurken, VHL ve
VEGF-A i¢in tekrar kontrol grubuna yaklagmistir. Tek basina siiksinik asitin 25 uM
uygulamasinda, VEGF-A ve VHL gen ekspresyon diizeyleri anlamli sekilde azalirken,
protein diizeyleri de VHL ic¢in azalmis ancak VEGF-A i¢in artis yOniinde
sonuglanmistir. Gen ekspresyonlari, VEGF-A ve HIF-1A i¢in tek basna 50 uM
siiksinik asit sonrasinda artarken; VHL diizeyleri yalniz sunitinibe yakin seviyelerde
seyretmistir. Protein diizeyleri VEGF-A, HIF-1A ve VHL i¢in hem kontrol hem yalniz
sunitinib tedavileri ile kiyaslandiginda artis gostermistir (Sekil 4-7).

VEGF-A, HIF-1A ve VHL
protein ve gen ekspresyon diizeylerinin
sunitinibe direncli gruptaki degisimleri
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Direncli VEGF-A ekspresyon Direngli HIF-1A ekspresyon SN Direncli VHL ekspresyon

Sekil 4-7: VEGF-A, HIF-1A, VHL protein ve genlerindeki tedaviye bagh ekspresyon
degisimlerinin sunitinibe direncli gruplarda birlikte gosterilmesi
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4.3.2. VEGF-A, VEGF-C ve PDGF-A gen ekspresyonlari

Sunitinibe duyarli gruplarda, sunitinibin tek basina etkinligi sonrasinda VEGF-C
ve PDGF-A gen diizeyleri azalmistir. Siiksinik asitin 25 uM dozu ile sunitinib
kombinasyonu, VEGF-A diizeylerini baskilarken, VEGF-C ve PDGF-A igin sunitinib
sonuglarina gore artig goriilmiistiir. Siiksinik asitin 50 uM dozu ile kombine edildiginde,
ozellikle VEGF-A diizeyleri artmistir. Tek basmna 25 puM siiksinik asit, tiim genlerin
seviyelerini kontrol grubuna oranla azaltirken, VEGF-A ve VEGF-C igin, ayn1 zamanda
yalniz sunitinib ile tedaviden elde edilen diizeylerin de altina indirmistir. Siiksinik asitin
tek basina 50 uM uygulamas ile yalnizca PDGF-A ekspresyonlarinda azalma tespit
edilmistir (Sekil 4-8).

VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A
gen ekspresyon diizeylerinin
sunitinibe duyarli grupta
tedavi uygulamalarina gére degisimleri
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3 Sunitinib Em Sunitinib + 50 pM Siiksinik Asit mm 50 pM Siiksinik Asit

Sekil 4-8: VEGF-A, VEGF-C ve PDGF-A genlerindeki tedaviye bagh ekspresyon
degisimlerinin, sunitinibe duyarh hiicre gruplarinda birlikte gosterilmesi

Sunitinibe direngli gruplardaki tedavide sunitinibin tek bagina etkinligi, VEGF-
A ve VEGF-C gen ekspresyon diizeylerini kontrole gore artirmistir. Siiksinik asitin 25

uM doz birlikteliginde, anlamli degisimler olmasa da kontrole gore diisilis saglanmadigi
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tespit edilmistir. Sunitinib ve 50 uM siiksinik asit dozu birlikte uygulandiginda ise,
VEGF-C ve PDGF-A seviyelerinde ciddi artisa neden olmustur. Siiksinik asitin tek
basina 25 uM dozu, ozellikle VEGF-A diizeylerini diisiirmede etkin bulunmusken; 50
uM siiksinik asit dozunun, tiim genlerde ve 6zellikle PDGF-A diizeylerinde artisa neden
oldugu bulunmustur (Sekil 4-9).

VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A
gen ekspresyon diizeylerinin
sunitinibe direngli grupta
tedavi uygulamalarina goére degisimleri
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Sekil 4-9: VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A genlerindeki tedaviye bagh ekspresyon
degisimlerinin, sunitinibe direncli hiicre gruplarinda birlikte gosterilmesi

4.3.3. HIF-1A, VHL ve TGF-$ gen ekspresyonlari

Sunitinibin tek basina etkinligi sonrasinda, sunitinibe duyarli gruplarda TGF-$ ve HIF-
1A gen ekspresyon diizeyleri azalmisken, siiksinik asitin 25 pM dozu ile sunitinib
kombinasyon etkinligi, sunitinibe kiyaslandiginda TGF-B ve HIF-1A diizeylerini
artinirken, VHL i¢in tek basina sunitinibe gore artisa neden olmustur. Sunitinib ve
stiksinik asitin 50 pM dozu kombine edildiginde ise, VHL ve TGF-B diizeyleri artmigtir.
Tek basma 25 pM siiksinik asit, kontrol grubuna kiyaslandiginda VHL ve TGF-B i¢in
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diisiise neden olmustur. Siiksinik asitin tek basina 50 uM uygulamasi ise TGF-$

seviyelerinin yiikselmesine neden olmustur (Sekil 4-10).

HIF-1A, VHL, TGF-8
gen ekspresyon diizeylerinin
sunitinibe duyarl grupta
tedavi uygulamalarina gore degisimleri
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Sekil 4-10: HIF-1A, VHL ve TGF-p genlerindeki tedaviye bagh ekspresyon degisimlerinin,
sunitinibe duyarh hiicre gruplarinda birlikte gosterilmesi

Sunitinibin tek basina tedavi etkinligi sonrasinda sunitinibe direngli gruplarda
HIF-1A, VHL ve TGF-B gen ekspresyon diizeyleri kontrole gore artmistir. Sunitinib ve
stiksinik asitin 25 uM doz birlikteliginde, HIF-1A ve TGF-f diizeylerinde diisiis tespit
edilirken; VHL diizeylerinde fark goriillmemistir. Sunitinib bu defa 50 uM siiksinik asit
ile birlikte uygulandiginda ise, HIF-1A ve TGF-§ diizeylerinde 6nemli artislara neden
olurken; VHL diizeylerini ise tekrar diisiise yonlendirdigi goriilmiistiir. Siiksinik asitin
tek basina 25 pM doz etkinligi daha kontrollii diizeylerle sonuglanirken; tek basina 50
uM siiksinik asit dozunun, HIF-1A ve TGF-B diizeylerinde artisa neden oldugu, VHL

igin ise tam tersi etki gostermeye devam ettigi goriilmiustiir (Sekil 4-11).
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HIF-1A, VHL, TGF-8
gen ekspresyon diizeylerinin
sunitinibe direngli grupta
tedavi uygulamalarina gore degisimleri
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Sekil 4-11: HIF-1A, VHL ve TGF-p genlerindeki tedaviye bagh ekspresyon degisimlerinin,
sunitinibe direncli hiicre gruplarinda birlikte gosterilmesi

4.3.4. ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyonlari

ANGPTI ve TIE2 gen ekspresyon diizeylerinin, sunitinibin tek basina etkinligi
sonrasinda, kontrole oranla arttigi, siiksinik asitin 25 puM dozu ile sunitinib
kombinasyon etkinliginden sonra TIE2 i¢in azaldig1 goriilmistiir. Sunitinib ile siiksinik
asitin 50 pM dozu kombine edildiginde, her iki gen ekspresyonu da artisa ge¢mistir.
Benzer sekilde bu etki, siiksinik asitin tek basina 50 pM uygulamasi ile de her iki gen
igin artis yoniinde sonuglanmistir. Tek basina uygulanan siiksinik asitin 25 uM dozunda
ise, ANGPT1 ve TIE2 gen ekspresyon diizeylerinin, kontrol ve yalniz sunitinib ile
tedavi edilen gruplardaki ekspresyon seviyelerinin altinda kaldigi goriilmiistiir (Sekil
4-12).
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ANGPT1 ve TIE2
gen ekspresyon diizeylerinin
sunitinibe duyarli grupta
tedavi uygulamalarina gére degisimleri
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3 Kontrol 3 Sunitinib + 25 pM Suksinik Asit 25 uM Siiksinik Asit
3 Sunitinib Em Sunitinib + 50 pM Siiksinik Asit mm 50 pM Siiksinik Asit

Sekil 4-12: ANGPT1 ve TIE2 genlerindeki tedaviye bagh ekspresyon degisimlerinin,
sunitinibe duyarh hiicre gruplarinda birlikte gosterilmesi

Sunitinibe direngli gruplarda, sirasiyla sunitinib ve siiksinik asitin tedavideki
etkinlikleri ANGPT1 ve TIE2 seviyeleri iizerinden incelendiginde, her iki gen
ekspresyonunun da sunitinib ile tedavi sonrasinda kontrol gruplarina goére arttig1 tespit
edilmistir. Sunitinib ve siiksinik asitin 25 uM dozu kombine edilerek uygulandiginda,
sunitinib ile tedaviye oranla her iki gen diizeyinde de azalma ile sonuglanmistir. Bu
durum, sunitinib 50 uM siiksinik asit ile kombine edildiginde tersine donerek; ANGPT1
ve TIE2 diizeylerinde onemli artiglarla sonuglanmistir. Kombinasyon tedavisindeki
etkilere benzer sekilde siiksinik asitin tek basina 25 uM dozu gen diizeylerinde azalma
ile sonuglanirken; 50 uM siiksinik asit dozunun, ANGPT1 ve TIE2 ekspresyonlarinda
artig ile sonuglandig1 degerlendirilmistir (Sekil 4-13).
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ANGPT1 ve TIE2
gen ekspresyon diizeylerinin
sunitinibe direngli grupta
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Sekil 4-13: ANGPT1 ve TIE2 genlerindeki tedaviye bagh ekspresyon degisimlerinin,
sunitinibe direncli hiicre gruplarinda birlikte gosterilmesi

4.3.5. Korelasyonlari Degerlendirilmesi

Tedavi uygulamalarinin, gen ekspresyonlar1 ve ¢calismamizda degerlendirdigimiz
proteinlere verdigi yonlerin daha detayli degerlendirilebilmesi adina, sunitinibe duyarl
ve sunitinibe diren¢ kazandirilmis hiicre gruplart tlizerindeki degisimler ayr1 ayri
incelenmistir. Her grup icin incelenen tiim gen ve proteinlerin korelasyonlari, duyarl
gruptaki karsilastirmalar i¢in, Tablo 4-7 ve direngli gruptaki karsilagtirmalar i¢in Tablo
4-8 icerisinde gosterilmistir. Ayrica yalnizca sunitinibe duyarli grupta gézlenen anlamli
korelasyonlara Sekil 4-14, hem sunitinib hem duyarli gruptaki ortak anlamli
korelasyonlara Sekil 4-15, ve yalnizca sunitinibe direngli gruptaki anlaml

korelasyonlara Sekil 4-16 igerisinde gorsel olarak yer verilmistir.
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Tablo 4-7: Sunitinibe duyarh hiicrelerde incelenen gen ve proteinlerin iliskilerinin

Spearman korelasyon testi sonuclarina gore gosterilmesi

Spearman |VEGF-A|VEGF-CPDGF-A| HIF-1A | TGF-B | VHL |ANGPT1| TIE2 |HIF-1A| VHL [VEGF-A

VEGF-A | 0,408 | -0,112 | 0,492 | -0,476 | 0,254 | 0,527 | 0,109 | 0,325 | -0,138 |-0,135
proteini & * * ok

korelasyon| geni geni geni geni geni geni geni geni | proteini [proteini| proteini
VEGF-A | 1,000 | 0,332 | 0,302 | -0,341 0,540 0,066 |-0,327 | 0,408
geni *% *
VEGF-C | 0,332 1,000 | 0,368 | 0,415 | 0,642 | -0,010 | 0,413 |-0,088| 0,061 |-0,016 | -0,112
geni * *k *
PDGF-A | 0,302 0,368 | 1,000 | -0,259 | 0,342 | 0,172 | -0,177 |-0,136 | -0,421 | -0,017 | 0,492
geni * *
HIF-1A | -0,341 | 0,415 | -0,259 | 1,000 | 0,069 |-0,546 | 0,017 |-0,417| 0,199 |-0,012 | -0,476
geni * *% * *
0,642 | 0,342 | 0,069 | 1,000 | 0,459 | 0,666 | 0,480 | 0,459 |-0,282 | 0,254
** * *kk * *
-0,010 | 0,172 | -0,546 | 0,459 | 1,000 | 0,434 | 0,866 | -0,065 | -0,213 | 0,527
** * * *k*k **
0,413 | -0,177 | 0,017 | 0,666 | 0,434 | 1,000 | 0,491 | 0,383 |-0,188 | 0,109
* **k*x * *
-0,088 | -0,136 | -0,417 | 0,480 - 0,491 | 1,000 | 0,302 |-0,328 | 0,325
HIF-1A | 0,066 | 0,061 | -0,421 | 0,199 | 0,459 |-0,065| 0,383 | 0,302 | 1,000 |-0,287 | -0,138
proteini * *
VHL -0,327 | -0,016 | -0,017 | -0,012 | -0,282 | -0,213 | -0,188 |-0,328 | -0,287 | 1,000 | -0,135
proteini
1,000

Koyulagan renkler r degerinin artigini temsil eder.
Istatistiksel anlamlilik diizeyleri icin;
<0,051¢m *; p <0, 1¢cin **; p <0, 1¢1n simgeler1 tanimlanmistir.
p <0,05 i¢in *; p < 0,001 icin **; p <0,0001 i¢in *** simgeleri 1

Sayisal degerler, Spearman testi sonuglarindan elde edilen korelasyon katsayisi (r) degerleridir.
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Tablo 4-8: Sunitinibe direncli hiicrelerde incelenen gen ve proteinlerin iliskilerinin
Spearman korelasyon testi sonuclarina gore gosterilmesi

proteini

0,157 | 0,070 | 0,187 | 0,486 | -0,039 | 0,284

Spearman |VEGF-A|VEGF-CPDGF-A| HIF-1A | TGF- ANGPT1| TIE2 |HIF-1A| VHL |VEGF-A
korelasyon| geni geni geni proteini | proteini | proteini
VEGF-A | 1,000 | 0,664 | 0,640 0,156 | 0,598 | 0,318
genl **k*x *%x *%*
VEGF-C | 0,664 | 1,000 | 0,573 -0,137 | 0,332 | 0,214
geni ] *%
PDGF-A | 0,640 | 0,573 | 1,000 -0,077 0,586 | 0,174 | 0,575 | 0,157
genl *%x ** ** *%*
HIF-1A | 0,395 0,457 | 1,000 | 0,601 | 0,080 | 0,449 [0,530 | -0,163 | 0,025 | 0,070
geni * *k * *k
0,695 | 0,601 | 1,000 | 0,323 -0,007 | 0,222 | 0,187
*kk **

VHL 1,000 | 0,024 | 0,490 | -0,050 | 0,222 | 0,486
genl ** * *
ANGPT1| 0,609 | 0,548 0,024 | 1,000 [0,601 | 0,147 | 0,126 | -0,039

geni **

0,490 | 0,601 |1,000| 0,135 | 0,352 | 0,284
* **

HIF-1A | 0,156 | -0,137 | 0,174 | -0,163 | -0,007 | -0,050 | 0,147 | 0,135 | 1,000 | 0,185 | 0,205
proteini

VHL 0,598 | 0,332 | 0,575 | 0,025 | 0,222 | 0,222 | 0,126 | 0,352 | 0,185 | 1,000 | 0,287
proteini ** **
VEGF-A | 0,318 | 0,214 0,205 | 0,287 | 1,000

Koyulasan renkler r degerinin artigin1 temsil eder.
Istatistiksel anlamlilik diizeyleri igin;

p <0,05 i¢in *; p < 0,001 igin **; p <0,0001 i¢in *** simgeleri tanimlanmustir.

Sayisal degerler, Spearman testi sonuglarindan elde edilen korelasyon katsayisi (r) degerleridir.

VEGF-A (2744¢t)

4

VHL (274¢)

r =0,8659
p <0,0001

VHL (274¢)

VHL (27840t

Sekil 4-14: Sunitinibe duyarh gruplara spesifik olarak anlamh korele bulunan gen

iliskilerinin gosterilmesi
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Sekil 4-15: Sunitinibe duyarh ve sunitinibe direncli gruplarin her ikisinde de ortak olarak
anlamh korele bulunan gen iliskilerinin gosterilmesi
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Sekil 4-16: Sunitinibe direncli gruplara spesifik, anlamli korele bulunan gen iliskilerinin

gosterilmesi



72

5. TARTISMA

Kanserde tedavi basarisini oldukca etkisizlestiren unsurlarin basinda ilag¢ direnci
gelmektedir (156). Birgok farkli kanser tiiriinde, zamanla ilaca karsi gelisen direng
yaniti, tedavi etkinligini ortadan kaldirarak, hasta sagkalimin tehdit etmektedir (116).
Renal hiicreli karsinom tedavilerinde olduk¢a sik kullanilan tirozin kinaz
inhibitorlerinden sunitinib (131), baz1 hastalarda 6zellikle tedavilerin erken déneminde
zamanla gelisen direng nedeniyle beklenilen basariy1 gdsterememekte, 6zellikle agresif
metastatik olgular iizerinde gelisen dirence karst tedavi uygulamasiin yeniden
diizenlenmesini, hatta sunitinibe ek olarak giivenilir bir ikincil ajan kullanimi ile
yapilacak ilag kombinasyon caligmalarinin gerekliligini beraberinde getirmektedir
(138). Literatiirde, sunitinibe karsi gelisen direngle birlikte, tiimoriin proliferasyon,
anjiyogenez gibi yeteneklerinin gii¢ kazandigi, apoptoz gibi kontrollii hiicre Sliim
mekanizmalarinin  engellenerek, invazyon ve metastaz yeneklerinin beraberinde
artisinin gosterildigi caligsmalar siklikla mevcut olup, 6zellikle son donemde, sunitinibe
kars1 olusan bu direncin, kanser hiicrelerinde sunitinib direnci iizerinde etkin, ve saglikli
dokular iizerinde de en az toksisiteye neden olmasi istenen ikincil tedavi ajanlar ile
birlikte uygulanarak ortadan kaldirilmasina yonelik c¢alismalar da giderek Onem
kazanmaktadir. Yiiksek doz sunitinib ile tedavinin, akciger ve karaciger kanseri igin,
tiimor biliylimesini ve metastaz yeteneklerini ¢ok kisa donemde tetikleyerek sagkalimi
azalttigi bildirilmistir (157). Sunitinibe direngli bobrek kanseri hiicre hatlarinda
proliferasyonun, tekrar sunitinib uygulamasindan sonra ilag direncine bagli olarak
yukseldigi ve sulforaphane kombinasyonu sonrasinda baskilanabildigi gosterilmistir
(158). Bir baska c¢alismada RHK hiicrelerinde ginsenoside ve sunitinib
kombinasyonunun, DNA hasarma ve hiicre donglisiine neden olarak biiylimeyi
engelledigi gosterilmistir (159). Sisplatin ve sunitinibin kombinasyon halinde diisiik
konsantrasyonlarda kullanilmasi, karaciger hiicre hatlarinda basarili olmustur. HepG2
hiicreleri iizerinde 4 pg/ml sisplatin ve 2,8 pg/ml sunitinib konsantrasyonlari ile
kombinasyonlarinin Bcl-2 ifadesinin baskilanmasi ve Bax i¢in bu ifadenin artisiyla
sonuglanarak nekroptozun engellenmesi ve apoptozun desteklenmesi ile sonuglandigi
gosterilmistir  (160). Bu yoniiyle distnildiginde, c¢alismamizda, daha Once

endometrium, l6semi ve bdbrek hiicrelerinde etkinligini bildigimiz ve saglikli
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hiicrelerde 6nemli bir toksik etkisi olmayan siiksinik asitin, sunitinib direnci olusturulan
RHK hiicrelerinde, anjiyogenez belirtegleri olarak secilen gen ekspresyonlarindaki olasi
degisimler iizerinden sunitinib ve siiksinik asit kombinasyonunun tedavi sonrasinda
sunitinib direncini degistirmedeki basarisinin incelenmesi hedeflenmistir. Direng
gelisiminin gergeklestirilecegi doz olarak 10 uM sunitinib belirlendikten sonra, ACHN
hiicreleri, yontemler kisminda belirtilen araliklarla, artan sunitinib dozlarina maruz
birakilmistir. Bu siire¢ sonunda, sunitinibe karsi direng gelisimi saglanmasini takiben,
stiksinik asitin, sunitinib direng¢li hiicrelerdeki tedavi etkinligi, 6zellikle anjiyogenez
noktasinda etkin role sahip oldugu bilinen VEGF-A, VEGF-C, PDGF-A, HIF-1A, TGF-
B, VHL, ANGPTL1, TIE2 gen ekspresyonlarinin real-time PCR yontem ile; PDGF-A,
HIF-1A ve VHL protein diizeylerinin ise ELISA yontemi ile analizi gerceklestirilmistir.

VEGF-A’nin, direngli hiicrelerde siiksinik asitin tek basmma ve sunitinib
kombinasyonlari ile uygulanan tedaviler sonrasinda gen ekspresyon ve protein diizeyleri
bakimindan istenen bir diisis yanit1 ile beraber seyretmedigi gorilmiistiir. Hipoksi,
biiytime faktorleri, IL-1, EGF'ler, PDGF'ler ve tiimor nekroz faktorii o gibi sitokinler
tarafindan kolaylikla uyarilabilmekte olan VEGF-A ekspresyonlari, fizyolojik ve
patolojik siireglerin isleyisinde anjiyogenez i¢in olduk¢a dnemli bir yapitagidir (157).
Tirozin kinaz inhibitorleri, klasik anjiyogenez yoluna dnciilik eden ana merkezlerden
biri olan VEGF inhibisyonunu amaglamaktadir. Son donemde yapilan arastirmalarda,
ilaca kars1 gelisen direnci ortadan kaldirabilmek adina gelistirilen immiin kontrol
noktas1 inhibitorleri RHK tedavisinde devrim yaratmis olsa da ihmal edilemeyecek
sayida hasta dogustan direngli veya birkag¢ ay i¢inde ICI tedavisine direng gelistirme
potansiyeline sahip olabildiginden kendilerine alternatif anjiyogenez yolu olusumlari
saglayabilmektedir (133). Timor hiicreleri, EGFR, PIGF, FGF2, eritropoietin, TGF-a,
IL-6, IL-8 gibi bircok VEGF ve PDGF bagimsiz anjiyogenez onciisii faktoriin artmig
sinyalizasyonu sayesinde, direng gelisimi saglayarak, tedavi basarisizligini tetiklerken,
en 6nemlisi de HIF yolunun aktivasyonunu ele gegirmis olur (161). Yapilan bir ¢alisma,
hipoksik ve yiiksek metastaz 6zelligi yansitan tiimorlerden izole edilen tiimor iliskili
endotelyal hiicrelerin proliferasyon ve invazyon yeteneklerinin daha yiiksek oldugunu
ve bunu yaparken pro-anjiyojenik (VEGF, VEGFR1/2, HIF-1A) mRNA ekspresyonunu
timor endotelyal hiicrelerden tiiretilen diisiik metastatik tiimorlere gore daha fazla
arttirdigini gostermistir (162). Sunitinibe duyarli ve direngli gruplarda kendi kontrol

gruplarina gore sunitinib ile tedavisi sonrasinda, kiyaslandiklarinda; sunitinib direngli
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gruplarda sunitinib tedavisi sonrasinda, sunitinibe duyarli gruplarda VHL gen
ekspresyon diizeyleri korunurken; TIE2 seviyelerinde artig; diger tiim gen
ekspresyonlarinda ise azalma goriildiigii ve aslinda tedavinin, ilaca diren¢ gelismemis
hiicrelerdeki basaris1 dogrulanmistir. Ancak sunitinibe direngli gruplar kendi
kontrollerine gore incelendiginde, sunitinib ile tedavi sonrasinda tim gen
ekspresyonlarinda artig belirlenmistir. VHL gibi 6zellikle HIF-A diizenleyicisi ve diger
anjiyogenez faktOrlerinin olusumunun ve akabinde tiimoriin devamliligi agisindan
olduk¢a onemli bir noktanin, direngli hiicrelerde sunitinib ile siiksinik asitin diisiik dozu
kombinasyon tedavisi sonrasindaki diizeylerinin direncli kontrole gore korundugu fakat
yiiksek doz siiksinik asitin bu noktada, duyarl hiicrelerdeki tedavide gosterdigi basariy1
saglayamadigi goriilmiistiir. Sunitinib direncine karsi ikincil bir tedavi uygulamasi
sonrasinda VEGF gen ekspresyon seviyelerinin incelendigi bir ¢alismada, sunitinib
direncli iki farkli hiicrede tocilizumab aktivitesi sonrasinda, VEGF ekspresyon
diizeylerinin Caki-1 icin azalirken SN12K1 i¢in arttig1 goriilmiistir (163), bu da hiicre
tipi ve metastatik Ozelliklerin derecesine yoOnelik spesifik yanitlarin alinabilecegini
gosteriyor olup, calismamizda kullandigimiz, sunitinibe direng gelistirdigimiz ve
metastatik tipte ACHN hiicrelerinde tedavi sonrasinda artan VEGF diizeylerini
aciklamaya yardimci olabilecek bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. VEGF-C
ekspresyon seviyeleri lenfanjiyogenik bir faktor olarak, birgok tiimor tipinde lenf nodu
metastazi ile iligkili ve yiiksek diizeylerde tespit edilmistir. Farelere implante edilen
asir1 VEGF-C eksprese eden tiimorlerde intratiimor lenfatik damarlarin varligi ve artmis
metastaz yetenekleri gozlemlenmistir. Calismamizin  bulgularina paralel olarak;
sunitinibin VEGF-C diizeylerini normal hiicrelerde degil, sadece tiimor hiicrelerinde
arttirmis olmasi; timor hiicresinin ilaca adaptasyonuna aracilik eden diger genetik
ozelliklerin roliinli diisindiirmektedir. Sunitinib hasta sagkalimi i¢in oldukg¢a basarili
sonuglar vermis olsa da, daha etkili VEGF-C hedeflemeleri ile etkinligi daha da
iyilestirilebilir hale getirilebilir (164). Calismalar, kanser hastalarindaki metastaz ve
sagkalimin, VEGF-C ekspresyonu ve lenfatik invazyona bagli pozitif bir iliskiyle
desteklendigini gostermistir. Metastatik lenf nodlarindaki VEGF-C diizeyleri yiiksek
bulunan rahim agzi kanserli hastalarin 2 yillik sag kalim oran1 %38 iken, VEGF-C
diizeyi normal olarak tanimlanan hastalarda bu oran %81 olarak yansimistir (165).
Sunitinibin  PDGF-A  i{izerindeki basarisi, direng gelisimi sonrasindaki

tedavilerde ortadan kalkmis olsa bile, siiksinik asit kombinasyonu bu nokta tizerindeki
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kontrolii tekrar ele almakta ancak 25 puM siiksinik asitin tek basimna ve sunitinib ile
birlikteliginde yalniz sunitinib ile tedavideki seviyelerde tutarak basarili olabilmis, 50
uM siiksinik asitin dahil oldugu tedavi gruplarinda ise basarili olamamistir. PDGF-A
gen ekspresyon diizeyleri, sunitinibin hedeflerinden biri olarak, 6zellikle sunitinibe
gelisen diren¢ sonrasinda RHK tedavileri i¢in énemli bir kacis noktast olarak tekrar
karsimiza ¢ikmustir. Ozofagus skuamédz hiicreli  karsinom hastalarinda  yapilan
calismada, hastaligin kotii prognozunda PDGF-A asir1 ekspresyonunun potansiyel bir
biyobelirteg olarak iliskili olabilecegi degerlendirilmis olup, hastaligin tedavisi i¢in
olasi bir molekiiler hedef olarak gosterilmistir (94). Meme karsinomlarinda PDGF-A
protein diizeyleri (166) ve bir diger ¢alismada Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
hastalarinda, timor hiicrelerinde PDGF-A ekspresyonu lenf nodu metastazi ile iliskili
bulunmustur (167). RHK’de VHL inaktivasyonu, hipoksi ve hiicre metabolizmalarinin
timi HIF yolagim tetikleyebilmekte oldugundan, HIF yolunun hedeflendigi stratejiler
olduk¢a 6nem teskil eder (44). Bu anlamda direngli grup tizerinde diisiik doz siiksinik
asit ve sunitinib kombinasyonu neticesinde elde edilen HIF-1A seviyelerindeki geri
doniis onemlidir. Stiksinik asitin 50 pM dozu ile tek basina tedavilerde hem duyarli hem
de diren¢li gruplarda protein ve gen ekspresyon diizeylerinde onemli artiglar tespit
edilmistir. Siiksinik asitin 50 uM dozu ig¢in sunitinib ile kombine uygulamalarda,
direncli hiicreler lizerinde HIF-1A diizeylerinde 6nemli artiglar ve diger yandan duyarh
hiicre grubunda HIF-1A diizeylerinin 6énemli oranda azalmasi, belki de duyarli gruptaki
korunmus fakat direncli grupta 50 uM siiksinik asit ve sunitinib birlikteliginde olduk¢a
azalan VHL diizeyleri ile agiklanabilir. Ozellikle hipoksik kosullara bagl olarak ifadesi
oldukca artan, ve kontrol ettigi diger VEGF, PDGF, TGF gibi noktalar iizerinde de
artisa neden olan ve diger yandan VHL tarafindan da kontrol edilen HIF-1A
diizeylerindeki dalgalanmalar, bu karmasik siirecin olusumuna sebebiyet vermekte ve
bu noktada siiksinik asit ile sunitinib iligkisinin net bir agiklama ile aydinlatilmasim
zorlagtirmaktadir. Bobrek kanserli hastalarda HIF1 ve VEGF-A ekspresyonlarinin,
timor dokularinda kontrol dokuya gore sirasiyla 2 ve 5 kata kadar arttii tespit
edilmigtir. Ote yandan yine calismamizdaki bulgulara benzer olarak, VHL gen
ekspresyonlarinin, timor dokularindaki ekspresyonlarinin %30 oraninda azaldigi
belirlenmistir. Protein ifadeleri yoniinden, HIF1 diizeyleri tiimoér dokularinda daha
yiiksek iken, VHL ve VEGF agisindan normal dokuya gore herhangi bir degisim tespit

edilmemistir (168). Bu da sunitinibe duyarli ve diren¢ gdsteren gruplarimiz arasinda
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tedaviye baslamadan dahi elde edilen farklarla Grtiismektedir. Sunitinib her ne kadar
VEGF hedefli aktivasyon gosterse de nihayetinde VEGF diger taraftan HIF1 hedefi
olmasi dolayisiyla ve sunitinibe karsi gelisen direng ile sunitinibin bu noktadaki
yetersizligi, VEGF’in HIF1 tarafindan uyarilmasma bagli RHK ilerleyisinde etkili
olmaya devam eder (169). TGF-B ailesi iiyelerince saglanan sinyale, transkripsiyon
diizenleyici Smad proteinlerinin aracilik etmesiyle HIF-1 ifadesindeki uyarimla paralel,
VEGF gen ckspresyonunda artis meydana gelmektedir (170). Bu tanimlamalar,
calismamizda direngli gruplarda HIF-1A; hem duyarli hem de direngli gruplarda VEGF-
A korelasyon iliskileri gosterilen TGF-f’nin etkinliginin bu yonde gerceklestigini
dogrulamaktadir. TGF-f sinyali, biliylime, farklilagma ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel
stireclerde diizenleyici role sahip bir yol olup, erken evreler i¢in tiimor baskilayici roli
olsa da, daha sonraki evrelerde timér mekanizmasina katki sunar. Ayrica timor
dokularindaki TGF-B ifadeleri, komsu normal dokulara oranla yiiksek diizeylerde
seyredebilir. Anti-VEGF tedavilere direngli timorleriin yiiksek TGF-f1 ekspresyonuna
sahip olmasi, direng siirecinde 6nemli bir aktivitesi olduguna isaret etmektedir (171).
RHK hastalar1 tizerinde yapilan bir klinik ¢aligma, TGF-B-Smad yolagimin tiimor
ilerleyis invazyon ve kotii prognoz ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Bobrek
korteksinde diisiik ALKS-FL protein seviyeleri, ileri timor evrelerinde ve biiylik
timorlerde ise yiiksek ALKS-FL protein seviyeleri izlenmis olup ALKS ve Smad
yolunun Onemine deginilmistir (103). Calismamizda sunitinibe duyarli ve direngli
gruplarda 50 pM siiksinik asit ile sunitinibin kombinasyon tedavisi sonrasinda artan
TGF-B diizeyleri, sunitinib birlikteligindeki siiksinik asitin, tiimoriin temel yeteneklerini
tesvik edecek yonde bir egilime neden oldugu goriilmiistiir. Sunitinibe direngli grupta,
25 uM siiksinik asit ile sunitinib kombinasyonunda TGF-B diizeylerinin anlamli olmasa
da, yalmz sunitinib ile tedaviden elde edilen diizeylerden daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Sunitinibe duyarli ve direngli hiicrelerdeki tedavi onceligi ve VHL
diizeylerinin 6nemi diisiiniildiiglinde, sunitinibe duyarli hiicrelerde uygulanan 50 uM
stiksinik asit ile sunitinibin kombinasyonu sonrasinda azalan, ve diger yandan 25 pM
stiksinik asit ile sunitinibin kombinasyonu sonrasinda, direngli hiicrelerde korunan VHL
seviyeleri diistiniildiigiinde diisiik doz siiksinik asit kullaniminin daha 6nemli oldugu
one ¢ikmaktadir. Bu noktada, yine direncli hiicrelerde direng yanit1 gelistikten sonraki
tedavi stirecinde, ikincil bir tedavi ajan1 kullaniminda, doz se¢imi ve kombine etkinin

onemi tekrar ortaya ¢ikmakta olup, sunitinibin doz etkinligi ile ilgili farkli yaklagimlar
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da diizenlemeyi gerektirebilir. HIF-1A yikiminin kontroliinii saglayan, VEGF, PDGF
gibi anjiyogenik yolaklarin merkezinde yonlendirici ve ¢ok dnemli bir diizenleyici role
sahip olan VHL etkinliginin artisi, bu noktalardaki anjiyogenik yansimalarin
baskilanarak, tiimoriin kendine sagladigi bu yeteneklere engel olabilecek kosullardan
birini saglayabilmesi agisindan 6nem teskil etmektedir. VHL kaybina bagli, VEGF
mRNA ve protein asirt ekspresyonlarinda, yeniden atasal VHL verildiginde VEGF
kontroliiniin tekrar kazanildig1 gésterilmistir (44, 172).

ANGPTI, TIE2 aktivatorii olup, damar olgunlasma, endotel hiicre gocli ve
hayatta kalma siireglerinde etkindir. ANGPT2, ise ANGPT1 antagonisti olarak, TIE2
sinyallesmesinin Oniine ge¢mekte, 6zellikle de diisiik TIE2 varliginda daha da artmak
suretiyle, aktifledigi integrinler araciligiyla endotel diizensizlik yaratabilmektedir.
VEGF-A varliginda bunun yerine ANGPT2 anjiyojenezi tesvik eder. TIE2 eksprese
eden makrofajlar, hem tiimor anjiyogenezinde hem de tiimdr yayiliminda etkili olabilir.
Bu nedenle, ANGPT-TIE2 sinyali, tiimoriin ilerlemesi ve metastazi sirasinda 6nemli bir
noktayi1 temsil etmektedir (107, 173). Her ne kadar ANGPT1’in anjiyogenez ve timor
progresyonundaki rolii net olarak aydinlatilamamis olsa da, literatiirdeki cogu
calismanin, ANGPT1'in patolojik vaskiileriteyi inhibe ettigine dair sunmus oldugu
veriler, ANGPT1'in bircok kanserde tiimdr baskilayicit bir noktada temsil edildigine
isaret etmekte olup, ANGPT2/ANGTP1 oranindaki artisa bagli malignitelerin koti
prognozla iligkili oldugu saviyla da ortlistiigii bildirilmistir. Konuyla ilgili giiniimiize
dek elde edilen veriler degerlendirildiginde, ANGPT1 yansimalarinin kanserin tipine
0zgii ve ayrica diger anjiyogenez ile iliskili genlere bagli olabilecegi goriisii 6ne
cikmaktadir (174). Calismamizdaki, direngli kontrol grubunda, diger hedeflere oranla
yiiksek diizeylerde eksprese olan ANGPT]1 seviyelerinin, tiimoriin seyrine yonelik bir
altyapiy1 desteklemek i¢in tesvik edildigi sdylenebilir ve ayrica 25 uM siiksinik asit ile
sunitinib kombinasyonu sonrasinda bu seviyelerin, tek basina sunitinib ile elde edilen
diizeylere oranla 2 kata kadar azalmasi, bu yolagin tekrar kontrollii bir yone cekildigine
dair bir anlama sahip gibi goziikmektedir. Serviks kanserinde yiiksek TIE2
seviyelerinin, TIE2 ve VEGFR2 ifadelerinin artis1 ile, AKT/MAPK yolagim
tetikleyerek giiclii anjiyogenez yeteneklerini uyardigi gosterilmistir (175). ANGPT2 ise
proinflamatuar yoniiyle one ¢ikan, diger anjiyojenik faktorlerin de varligi s6z konusu
olmasi halinde ise, giiclii bir anjiyojenik yanit i¢in elverisli bir ortam hazirlayan ve

ancak yeterince yiiksek ANGPT2 konsantrasyonlarinda vaskiiler regresyona neden
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olabilen bir faktordiir. Kolon, mide ve hepatoma hiicrelerinde asir1 eksprese
ANGPT?2’nin, anjiyogenezi tetikleyerek ve tiimor gelisimini destekledigi bildirilmistir
(176). Calismamizda, duyarli grupta 25 uM siiksinik asit ile sunitinib kombinasyonu
sonrasinda, artan ANGPT1 ve azalan TIE2 seviyelerinin, sunitinib direngli gruplarda
tek bagina sunitinib etkinligine kiyaslandiginda 25 pM siiksinik asit ile sunitinib
kombinasyonunun ANGPT1 ve TIE2 diizeylerini azaltarak anjiyogenik yetenekler
yoniinden tiimore bir baskilama getirmek i¢in davrandig1 one stiriilebilir. ANGPT1 ve
TIE2 seviyeleri, ANGPT2’nin ANGPT1 iizerindeki antagonistik iliskisiyle birlikte ele
alindiginda, tedavi Oncesinde ANGPT2 seviyelerinin ANGPT1’den daha yiiksek
olabilecegi ve tedavi sonrasinda antagonistik ANGPT2 etkisinin ortadan kaldirilarak
tekrar daha dengeli bir ANGPT1-TIE2 sinyalizasyonuna elverigli bir ortama evrildigini
diisiindiirmektedir. Ancak yalnizca elimizdeki verilerle bu ¢ikarimlar1 yapmak yetersiz
olabileceginden, yapacagimiz ileri analizler ile bu ANGPT1/ANGPT2 iliskisindeki
noktanin aydinlatilarak, tedavi hedeflemelerinde bu noktalarin olasit hedeflenme
potansiyeline olan yatkinliginin da ayrica incelenmesi 6ngdriilmektedir.

Ozet olarak, sunitinibe direngli hiicrelerde sunitinib tedavisine ragmen
anjiyogenez aktivitesine neden olan genlerin ekspresyonunun devam etmesi, sunitinib
direnci olusmus hiicrelerde, anjiyogenez yeteneklerinin korunmaya devam ettigini
gosterirken; diger yandan, yine sunitinibe direng gelisen gruplarda, tek basina sunitinib
ile tedavi devamliliginda istenilen basarinin alinamayacagi agikc¢a goriilmiistiir. Direncli
hiicrelerdeki bu ekspresyon seviyelerinin, 25 pM siiksinik asit ile sunitinib
kombinasyonunda baskilanip durdurulabildigi hatta bazen azaldig1 goriilmiis, ancak 50
uM siiksinik asit ile kombinasyon sonrasi istenen basar1 elde edilemedigi gibi, VHL
disindaki tim gen ekspresyonlart i¢in artan ifadeler gorilmiistir ki VHL’nin HIF1
tizerindeki rolii diistintildiiglinde VHL kaybi tiimdriin kendisini tesvik etmesi anlamina
geldiginden, yiiksek doz yani 50 uM siiksinik asit ile sunitinib kombinasyonunun tim
bu genel degerlendirmeler lizerine tedavi i¢in saglikli bir tercih olmayacagina isaret
etmektedir.

Sunitinibe duyarli ve direngli gruplarda VEGF-A’nin TGF-p, ANGPT1, TIE2 ve
VHL ile, TGF-f’nin ANGPT1 ile gosterilen korelasyonlari, tiimoriin yeteneklerini
artirmak i¢in birden cok geni, farkli yolaklar iizerinden karmasik sinyalizasyonlar ile
aktive ettigini gostermektedir. Ozellikle ¢alismamizda, azalan HIF-1A, VEGF-C ve
PDGF-A devamliligmin saglandigi durumlarda dahi artan VEGF-A diizeylerinin
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VEGF-A’nin TGF-B ile olan etkilesimine bagli olabilecegi 6ne siiriilebilir. Direngli
gruplarda VEGF-C’nin VEGF-A, HIF-1A ve PDGF-A; TGF-f’nin PDGF-A ve HIF-1A
ile gosterdikleri korelasyonlar, 6zellikle proliferasyon ve anjiyogenik yeteneklerin
tesvik edilirken iliskili uyarimlarin birbirini destekleyerek devamlilik saglamayi
amagcladigini gostermektedir.

Tez ¢aligmamizin sonuglari, sunitinibe direngli grupta, 25 pM siiksinik ile
kombine edilen sunitinibin, tedavi sonrasinda, sunitinibe diren¢li ve yalniz sunitinib ile
tedavi edilen gruplara kiyaslandiginda HIF-1A, TGF-B, ANGPT1 ve TIE2 gibi tiimoriin
anjiyogenez ve proliferasyon yeteneklerini uyaran etkilesimleri saglayan genler
tizerinde etki gostererek, ekspresyonlarini baskiladigi goriilmiistiir. Siiksinik asitin,
sunitinib direncine bagli gelistigi diisiintilen hipoksik yaniti, HIF-1A iizerinden
baskiladig1 ve anjiyogenez yanitint ANGPT1-TIE2 diizeylerini kontrol ederek ele aldig1
gozlenmistir. TGF-f iizerindeki baskilanmanin tiimoriin proliferasyonunu engellemek
adina 6nemli bir sonu¢ oldugu izlenimi elde edilmistir. Ancak 50 puM siiksinik asit ile
kombine edilen sunitinib ile tedavi sonrasinda bu durumun oldukga tersine dondiigii ve
aksine, ekspresyonlarin tetiklendigi goriilmiistir. Bu nedenle tez ¢alismamizin
sonucunda, sunitinibe direngli RHK hiicresi olan ACHN iizerinde uygulanan siiksinik
asit tedavilerinde, anjiyogenez yeteneklerini timdr gelisiminin  aleyhinde
diizenleyebilecek potansiyele sahip oldugunu gérdiigiimiiz diisiik dozda siiksinik asit ile
kombine ederek uyguladigimizda sunitinibin, sunitinibe direngli hiicrelerde yalniz
sunitinib ile tedaviye gore daha basarili sonuglar verdigini, ancak direngli hiicrelerin,
yine de farkli yolaklar iizerinden gen ekspresyonlarii artirarak, anjiyogenik
yeteneklerini korumaya yonelik davrandigi gorilmiistiir. Siiksinik asitin, sunitinibe
direngli hiicrelerde anjiyogenez belirteglerinin inhibisyonuna yonelik terapilerdeki
potansiyel giictiniin, diger iligkili gen ve yolaklar da dahil edilerek incelenmesinin daha
net ¢ikarimlar yapmamiza 6nayak olacagi degerlendirilmis olup, kullanilan sunitinib-
siiksintk  asit  kombinasyonunda,  ozellikle sunitinibin  diisiik  dozlardaki
optimizasyonlarmin da dahil edilerek calisilmasinin hem siiksinik asitin etkinligini
artirabilecek hem de tedavilerde daha net bakis acilarinin elde edilmesinde faydali

olacag1 ongoriilmektedir.
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