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OZET

INSAN HEPATOSELLULER KARSINOMA HUCRELERINE (HepG2) FARKLI
pH ORTAMLARINDA UYGULANAN SORAFENIBIN ANTIKANSER
ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI
Sedat GOKMEN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Farmakoloji-Toksikolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, Haziran/2021
Danisman: Dog. Dr. Dilek GUVENC

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) karaciger tiimdrleri arasinda en yaygin
karsilasilan tiirdiir. HCC diinyada kanser nedenli dliimlerin ii¢lincli sirasinda yer
almaktadir. Ileri seviye HCC tedavisinin ilk basamagim1 FDA tarafindan onaylanmis
antianjiyojenik ve antiproliferatif Ozellikler gosteren goklu kinaz inhibitoru olan
sorafenib olusturmaktadir. Kanser hiicrelerinin mikrogevresinin pH degeri Warburg
Etkisinden dolay1 asidik karakter (6.6-6.9 pH) godstermektedir. Asidik mikrogevre
kanser hiicrelerinin basta hiicre canliligini olmak iizere proliferasyon, invazyon,
metastaz ve kemoterapoétiklere karsi direng olugturma yetenegini arttirmaktadir. Bu tez
calismasinda farkli pH ortamlarinda sorafenibin in vitro sitotoksik ve proliferasyon
tizerindeki inhibe edici etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla 6.6, 6.8, 7.2,
7.6 ve 7.8 pH degerindeki medyumla hazirlanan sorafenibin insan hepatoselliiler
karsinoma (HepG2) hiicrelerine 1Cso, 1Csoss, 1Cs0/10 Ve 1Cs0/20 konsantrasyonlari 24, 48
ve 72 saat uygulanmistir. Hiicre canlilig1 belirlenen konsantrasyon ve siirelerde WST-
8 sitototoksisite testi kullanilarak mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede
degerlendirilmistir. Proliferasyon testi ilacin 1Cso20 konsantrasyonu ve 24 saatlik
maruziyet periyodunda canli hiicre analiz ve goriintiilleme sistemi ile analiz edilmistir.
Sorafenibin WST-8 sitotoksisite testine gore 24 saatlik I1Cso konsantrasyonu 13.40 uM
olarak belirlenmistir. lacin 24 saat maruziyet periyodu sonrasinda tiim
konsantrasyonlar1 i¢in HepG2 hiicrelerinde en giiglii sitotoksik etkisini pH 7.6
degerinde (ICso; %19.76+0.61, 1Cs0s5; %20.90£1.39, 1Cs0/10; %26.10£1.65 ve 1Csor0;
%31.35+1.86) gosterdigi saptanmustir (p<0.05). Ilacin en diisiik konsantrasyonda, pH
7.6’ daki giiclii sitotoksik etkisi 48 saat maruziyet periyodu uygulamasinda da (1Cso/2o;
%66.28+1.39) devam ettigi belirlenmistir. Sorafenibin en diisiik iki (1Cso/10 Ve 1Csor20)
konsantrasyonun 72 saat maruziyet periyodu sonrasinda giiglii sitotoksik etkisini
(ICs0/10; %51.56%1.98, 1Cs0120; %61.09+1.13) pH 7.8 grubunda meydana getirdigi
tespit edilmistir. Proliferasyon testi sonucunda 7.6 pH degerinde hazirlanan
sorafenibin hem kontrol grubu hem de 7.2 ve 6.6 pH degerinde hazirlanan sorafenibe
gore proliferasyonu istatistiksel olarak anlamli derece azalttigr (15.84+0.53)
belirlenmistir (p<0.001). Sonug olarak alkali mikrogevrenin sorafenibin sitotoksik ve
antiproliferatif etkisini arttirdig1 belirlenmistir. Sorafenib kullanan ileri seviye HCC’
li hastalarin sistemik ya da lokal alkalilestiriciler kullanmasi ilacin etkinligini
arttirabilecegi diistiniilmiistiir.

Anahtar Sozcukler: Sorafenib, HepG2, Warburg Etkisi, sitotoksisite, proliferasyon



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTICARCINOGENIC EFFECT OF SORAFENIB ON
HUMAN HEPATOCELLULAR CARCINOMA CELLS (HepG2) IN DIFFERENT
pH ENVIRONMENTS
Sedat GOKMEN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Pharmacology and Toxicology
Master, June/2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Dilek GUVENC

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common hepatic tumor. It is the
third among tumors to cause cancer related deaths worldwide. First step of advanced
stage HCC treatment is sorafenib, which is an FDA approved multiple kinase inhibitor
with antiangiogenic and antiproliferative properties. The microenvironment of cancer
cells is acidic (6.6-6.9 pH) due to the Warburg effect. This acidic environment
primarily promote cell viability as well as proliferation, invasiveness, metastasis and
chemotherapeutic resistance. The aim of this thesis is to determine the cytotoxicity of
sorafenib and its inhibitory effect on proliferation in different pH levels in vitro. For
this purpose, 1Cso, 1Cs05, 1Cs0/10, 1Cs0120 CONcentrations of sorafenib were applied to
hepatocellular carcinoma (HepG2) cells for 24, 48 and 72 hours in 6.6, 6.8, 7.2, 7.6,
and 7.8 mediums. Cell viability was evaluated with WST-8 cytotoxicity test using a
spectrophotometer with microplate reader for each concentration and duration. The
proliferation test was evaluated with live cell analysis and imaging system at 1Cso/20
concentration and 24-hour exposure duration. According to the WST-8 cytotoxicity
test, the 1Cso concentration of sorafenib at 24-hour exposure was found as 13.40 pM.
The most powerful cytotoxic effect of the drug on HepG cells at pH 7.6 (ICso; 19.76
+0.61%, 1Csos5; 20.90 +1.39, I1Cso/10; 26.10 +£1.65, ICs0120; 31.35 +1.86%) was at the 24
hour exposure period (p<0.05). The strong cytotoxic effect of the drug at its lowest
concentration carried on to the 48 hour exposure (ICsor0; 66.28 +1.39%) at pH 7.6.
The most cytotoxic effect of sorafenib’s two lowest dosages (ICso10; 51.56+1.98%,
ICsor20; 61.09+1.13%) were seen at the pH 7.8 group. According to the proliferation
test, the sorafenib prepared at pH 7.6 had statistically significant decrease
(15.84+0.53, p<0.001) in proliferation when compared to control, and sorafenib
prepared at pH 7.2 and 6.6. As a result an alkaline microenvironment increases the
cytotoxic and antiproliferative effects of sorafenib. It may be possible to increase the
effectiveness of sorafenib with local alkalizing agents in patients with advanced stage
HCC.

Keywords: Sorafenib, HepG2, Warburg Effect, cytotoxicity, proliferation
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nm
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SIMGELER VE KISALTMALAR

: Mililitre

. Mikrolitre

: Milimolar

: Mikromolar
: Miligram

: Mikrogram
: Nanometre

: Santigrat

KISALTMALAR

ATP
ATTC
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CA
CaCOs3
CLIP
CIK
CO;
CYP 450
DMSO
EDTA
EGF
ERK
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FDA
H+
HBC
HBV
HCC
HCI
HCV
Hep3B
HepaRG
HepG2
HIF
HuH7
IARC
1Cso

IL
MAP
MCT
MDR
MEM
MMP
MRI
MRS
mTOR

: Adenozin 3-Trifosfat

: Amerikan Tip Kulttr Koleksiyonu

: Barselona Klinigi Karaciger Kanseri Siniflandirmasi
: Karbonik Anhidraz

: Kalsiyum Karbonat

: Karaciger Kanseri Italyan Programi

: Sitokinle Uyarilmis Katil Hiicreler

: Karbondioksit

: Sitokrom P450

: Dimetil Stlfoksit

: Etilen Diamin Tetra Asetat

: Epidermal Biyime Faktori

: Ekstraseliler Sinyal Regiile Edici Kinaz
: Fotal Buzag1 Serumu

: Amerika Gida ve Ilag Dairesi

: Hidrojen

: Hepatit C VirGsu

: Hepatit B Virsu

: Hepatoselluler Karsinom

: Hidroklorik Asit

: Hepatit C VirGsu

: Insan Hepatoselliiler Karsinom Huicresi
: Insan Hepatoselliiler Karsinom Huicresi
: Insan Hepatoselliiler Karsinom Huicresi
: Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktor

: Insan Hepatoselliiler Karsinom Hiicresi
: Uluslararasi1 Kanser Arastirma Ajansi
. Inhibitér Konsantrasyon 50

. Interloykin

:Mitojenaktive Edilmis Protein Kinaz

: Monokarboksilat Tastyicisi

: Coklu ila¢ Direnci

: Minimum Essential Medium

: Matriks Metallo Proteinaz

: Manyetik Rezonans Gorlntuleme

: Manyetik Rezonans Spektroskopi

: Memeli Hedefi Rapamisinin
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NADPH* :Nikotinamid Adenin Dintkleotid Fosfat

NaHCO3 - Sodyum Bikarbonat

NaOH : Sodyum Hidroksit

NEAA : Non Esansiyal Aminoasit

NK : Dogal Olduriicii Hiicreler

NRTK : Reseptdr Olmayan Tirozin Kinaz

(0)) : Oksijen

PDGF : Trombosit Kaynakli Biiytime Faktorii
PET : Pozitron Emisyon Tomogrofisi

pGP : P-glikoprotein

PI3K : Fosfatidilinozid 3-Kinaz

Ras : Sigan Sarkomu

Raf : Serin/Treonin Kinaza Ozgli Protein Kinaz
RTK : Reseptor Tirozin Kinaz

TAKE : Transarteryel Kemoembolizasyon

TNF-a : Tumor Nekroz Faktori-alfa

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

V-ATPaz : Vakuoler ATPaz

VEGF : Vaskiler Endotelyal Buyiime Faktori
WHO : Diinya Saglik Orgiitii

WST-8 :(2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distlfofenil)-2H-

tetrazolyum, monosodyum tuzu)



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.

Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.
Sekil 2.10.

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 3.8.
Sekil 3.9.
Sekil 3.10.

Sekil 3.11.
Sekil 3.12.

Sekil 3.13.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

SEKILLER DiZiNi

Sorafenibin kimyasal YapiS1........cccveririiiiieniniiieese e 11
Sorafenibin etki MEKANIZIMAST ......cevvvveiiiieieiiieiis e et e e e e e eaaa 14

Sorafenib tarafindan hedeflenen biiyiime faktorii reseptorii ve tirozin

KINAZIAT ...t e 14
Sorafenib tarafindan hedeflenen sinyal yollart...........cc.ocooiriiiiiniciennn, 15
Hucresel dizeyde glikoz metabolizmasi ............ccccvevieiveiecieiecie e, 19

Farklilasan doku c¢ogalan doku ve timor hiicrelerinde oksidatif
fosforilasyon, anaerobik glikoliz ve aerobik glikolizin (Warburg etkisi)

SEMALTK GOSTETIIM ...t 20
Hipoksik ve asidik kanser hiicrelerinde pH dizenleyicileri.................... 22
Normal ve kanserli dokularin mikrogevresisinin pH degeri ................... 24
HepG2 hirelerinin mikroskobik gorintlsi...........cccovvevvevieiieieeie e, 30
WST-8 tetrazolyum tuzunun canli hiicreler tarafindan turuncu renkli
formazana donUStirilmes ........coveeiveeiiieeiei et 33
Hucrelerin subkiltlre edilmesi ...........cooooeoiiiiiiiiecee 39
HepG2 hiicre hattinin ¢ogaltilmast.........ccccuevvrieieienenenie e 39
HepG2 hiicrelerinin invert mikroskopta gorintisi..........c.cooevvvvvieenne. 40
Canli hiicre sayimi i¢in hazirliK .......oocveiiiiiiiii e, 40
Otomatik hiicre sayim cihazinda tripan mavisi test yontemiyle canli hiicre
T 741111 R TP PRSPPI 42
Farkli pH degerlerinde medyumlarin hazirlanmasi ve steril hale getirilmesi
................................................................................................................. 43
Farkli pH degerlerinde hazirlanan farkli konsantrasyondaki sorafenibin
hUcrelere Uy gulanmasi...........c.cceiieieeiieiie i 46
Deney gruplarinda bulunan hiicrelere ilag maruziyeti uygulamasi......... 46
Sorafenib uygulanan HepG2 hiicrelerinin WST-8 testi gorintlsd ......... 48
WST-8 yonteminde mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede absorbans
degeri OIGUMITUL ...oviiiieiiieee e 48
Juli BR cihaziyla es zamanli canli hiicre goriintiilemesi............ccc.eeue... 49

pH 7.6 degerinde bulunan ICsp;20 konsantrasyondaki sorafenibin HepG2
hiicrelerinde proliferasyon €GriSi........cccovvrvirieiirieeiieiesiese e 50

pH 7.2 degerinde bulunan HepG2 hiicrelerinde proliferasyon egrisi...... 50

HepG2 hiicrelerinde 5-80 puM araliginda artan konsantrasyonlarda
uygulanan sorafenibin % canlilik verileri .........c.ccovvviveiivereiiieseese e 52

HepG2 hiicrelerinde pH 6.6’ da hazirlanan sorafenibin doza bagli olarak
gbzlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglart............cccceeee. 54



Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

HepG2 hiicrelerinde pH 6.8” de hazirlanan sorafenibin doza bagl olarak
gozlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari............ccccueeeee. 95

HepG2 hiicrelerinde pH 7.2’ de hazirlanan sorafenibin doza bagli olarak
gbzlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari............ccccueeeee. o7

HepG2 hiicrelerinde pH 7.6’ de hazirlanan sorafenibin doza bagli olarak
gbzlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari............ccccueeeee. 58

HepG2 hiicrelerinde pH 7.8’ de hazirlanan sorafenibin doza bagli olarak
gbzlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari............ccocueeeee. 60

Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24 saat maruziyet siiresinde
HepG2 hiicrelerinde % canliliga etkisi..........ccoovreiiiiiiniiiiccscee 62

Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 48 saat maruziyet siiresinde
HepG2 hiicrelerinde % canliliga etkisi..........ccoovvreiiieiiniciiciccee 64

Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 72 saat maruziyet siiresinde
HepG2 hiicrelerinde % canliliga etkisi.........ceovreiiiiiiiiiiicicce 66

HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24
saatteki hiicre proliferasyon egrileri.........ccoovviiiiiiiniiiiiiiinciee e 68

HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin
maruziyet periyodunun baslangi¢ ve 24 saat sonundaki goriintiileri ...... 69

Xi



Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 2.3.
Tablo 2.4.
Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 3.3.
Tablo 3.4.
Tablo 3.5.
Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

Tablo 4.8.

Tablo 4.9.

TABLOLAR DIiZiNi

Karacigerin temel fonksiyonlari...........cooovviiiiieniiiiiienecceceee e 4
BCLC’ ye gore HCC’ nin siniflandirilmasi ve tedavi yontemleri ............ 6
Sorafenibin ¢esitli fizikokimyasal 6zelliKleri..........ccoooeriiiiiiiiiiiieeiee 12
Timor hiicrelerindeki pH diizenleyicileri ve temel fonksiyonlari.......... 22
Kullanilan hiicre hatti ..o 34
Kullanilan cthazlar ... 34
Kullanilan sarf malzemeler ... 35
Kullanilan kimyasal maddeler...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiie e 36
Grup adi ve galisma gruplart .........cecvvieeiiiiiiieieeee 45
HepG2 hiicrelerinde pH 6.6’ da hazirlanan sorafenibin zaman ve doza

bagli olarak gozlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari..... 53

HepG2 hiicrelerinde pH 6.8’ de hazirlanan sorafenibin zaman ve doza
bagli olarak gézlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglart..... 55

HepG2 hiicrelerinde pH 7.2° de hazirlanan sorafenibin zaman ve doza
bagli olarak gézlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglart..... 56

WST-8 yontemine gore pH 7.6 degerindeki sorafenibin 24, 48 ve 72 saat
maruziyet stresinde HepG2 hicrelerindeki sitotoksik etkisi.................. 58

WST-8 yontemine gore pH 7.8 degerindeki sorafenibin 24, 48 ve 72 saat
maruziyet stresinde HepG2 hucrelerindeki sitotoksik etkisi.................. 59

HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24 saat
maruziyet periyodu sonrasinda gozlenen % hiicre canliliginin WST-8
ANAliZl SONUGIATL......ccciiiiiiii i 62

HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 48 saat
maruziyet periyodu sonrasinda gozlenen % hiicre canliliginin WST-8
ANANZE SONUGIATL.....evieieiice e 64

HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 72 saat
maruziyet periyodu sonrasinda gozlenen % hiicre canliliginin WST-8
] U4 BE0) 110163 F- ) PO RO RR 65

HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24
saatteki proliferasyon oranlari..........cccecevvieiiiieniiiiisniie e 67

xii



1. GIRIS

Gliniimiizde artan teshis ve tedavi yontemlerine ragmen kanser tiim diinyada
saglik sorunlarinin en basinda gelen ve Olim oram1 en yiiksek hastaliktan
biridir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore son bes yilda kanser vaka sayisi
toplamda 50 milyona kadar ylikselmistir. 2020 yilinda yaklasik 20 milyon olan yeni
kanser vakasinin 2030 yilinda 25 milyon, 2040 yilinda ise 30 milyona kadar
yukselecegi ongoriilmektedir. Benzer sekilde bir yilda kanserden kaynaklanan 6liim

sayilarininda 2040’ 11 yillarda 16 milyonu gececegini tahmin edilmektedir (IARC,
2020).

Hepatoseliler karsinom (HCC) karacigerin kendi hiicreleri olan hepatositlerden
kaynaklanan primer karaciger tiimoriidiir. Diinyada en sik rastlanan kanser tiirleri
arasinda yer almaktadir. HCC’ nin tedavi segenekleri biiyiik dlglide tiimor evresine
baglidir. HCC’ nin erken evrelerinde cerrahi operasyon ya da organ nakli ile tedavi
edilebilir. Ancak HCC’ nin erken evrelerinde teshis edilmesi oldukca zordur. ilerlemis
HCC vakalarda uygulanan kemoterapi ve destekleyici tedaviler ortalama sagkalim
sliresini ve yasaman kalitesinin arttirilmasina yardimer olabilir (Kim et al., 2011; Reig

etal., 2018).

Sorafenib ilk olarak metastatik renal hicreli karsinomun tedavisi icin 2005
yilinda onaylanmis oral yolla kullanilan multikinaz inhibitoriidiir. Sorafenib kanser
hiiclerinin proliferasyon, metastaz, invazyon ve anjiyogenezisinde rol oynayan ¢esitli
antiproliferatif ve antianjiogenez etki gosterir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
Ilag Idaresi (United States Food and Drug Administration, FDA) tarafindan 2007
yilinda HCC’ nin sistemik tedavisinde kullanilmak iizere onay almis ilk
kemoterapétiktir. Ileri seviye HCC’ 1i hastalarin ilk ve birinci basamak tedavisinde

standart tedavi olarak kullanilmaktadir (Keating, 2017).

Kanser hucreleri enerji ihtiyaglarini ortamda yeterli oksijen bulunmasina ragmen
glikozu glikolizisle pirtvata ve sonra da laktik aside donistiirerek temin ederler. Bu
olaya da ‘‘aerobik glikoliz’> ya da ‘“Warburg Etkisi’® adi verilmektedir. Kanser
hiicreleri hizli boliinebilen hiicreler olduklari i¢in fazla enerjiye gereksinimleri vardir.
Enerji ihtiyaglarim karsilamak igin ¢ok fazla miktardaki glikozu metabolize ederler.
Aerobik glikolizis metabolizmasinda fazla miktarda olusan laktik asit hicre

mikrogevresinde birikerek kanser hiicrelerinin hiicre dis1 pH degerini (6.5-6.9) normal



hlcrelerin mikrocevresine (7.2-7.5) gore daha asidik karakterde olmasina neden olur.
Asidik mikrogevre birgok kanser hiicresinin karakteristik 6zelligidir (Ferreira, 2010).
Warburg etkisi sonucu meydana gelen asidik mikrogevre kanser hiicrelerinin
proliferasyon, invazyon, metastaz ve anjiyogenez olaylarini ayrica immun yanit ve
kemoterapotiklere karsi diren¢ olusturma yetenegini arttirmaktadir (Liberti and

Locasale, 2016).

HepG2 insan hepatoselliiler karsinoma kaynakli hiicre hattidir. HepG2 hiicreleri
plazma proteini sentezi ve sekresyonu, kolesterol ve trigliserid metabolizmasi ve
glikojen sentezi gibi bir c¢ok 0Ozelligi normal hepatositlere gore benzerlik
gostermektedir (Donato et al., 2015). HepG2 hiicre hatt1 sorafenib ve HCC ile ilgili
arastirmalart da igeren hiicre sinyal iletim mekanizmalari, ilag arastirmasi, tedavi
gelistirme, mikrogevre ve sitotoksisite gibi bircok caligmada model olarak

kullanilmaktadir (Geng et al., 2014; Yang and Liu, 2017).

HCC’ 11 hastalarda tiimor ilag tedavisine direncli, niiks etme orani yiiksek ve
sagkalim orani diisiik olmasindan dolay1 transarteriyel temoembolizasyon (TAKE),
radyofrekans ablasyon (RA) ile birlikte uygulanmasi ve nanofarmiilasyonlarinin
sentezlenmesi gibi daha etkili ve daha giivenli tedavi segenekleri ile ilgili calismalar
devam etmektedir (Chen etal., 2021; Kong et al., 2021). Warburg Etkisi sonucu kanser
hicrelerinde meydana gelen asidik mikrogevre sorafenibin kanser hicrelerindeki
tirozin kinaz ve kinaz reseptdrleriyle etkilesemesini azaltabilecegi ve bu nedenle timor
mikrocevre pH’ siin alkali pH’ ya dogru degistirildiginde ilacin etkinliginin

artirabilecegi diisiiniilmiistiir.

Bu tez caligmasinda, farkli asidik ve alkali pH ortamlarinda bulunan HepG2
hicrelerine sorafenibin sitotoksik etkisinin doz ve zamana bagli olarak incelenmesi ve
hiicre proliferasyonu iizerindeki inhibe edici etkisinin karsilastirilmasi amaglanmastir.
Boylece ileri seviye HCC tedavisinde kullanilan sorafenibin etkinliginin arttirilmasina

yonelik ¢aligmalara ve mevcut literatiir bilgilerin artirilmasina destek saglanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, gen ekspresyonundaki degisiklikler nedeniyle hiicre proliferasyonu ve
programli hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozulmasi sonucu olusan anormal hicre
biiyiimesi olarak tanimlanir (Ruddon, 2007). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst’
nin (International Agency for Research nn Cancer, IARC) raporlarina gore, 2018
yilinda 18.1 milyon insana kanser teshisi konulmus ve 9.6 milyon kisi kanserden
hayatim1 kaybetmistir (Bray et al., 2018). Ulkemiz icin Turkiye Istatistik Kurumu
(TUIK), 2019 y1l1 6liim ve &liim nedeni istatistik verileri incelendiginde; ilk sirada 160
263 kisiyle (%36.8) dolasim sistemi hastaliklar1 yer alirken ikinci sirada 80 186 kisiyle
(%18.4) kanser yer almaktadir (TUIK, 2019).

2.1.1. Karaciger ve Karaciger Kanseri

Yetiskin insanlarda saglikli karaciger yaklasik 1 400 - 1 600 g agirliga sahip olup
vicudun en blyiik organidir. Karaciger anatomik olarak; karin bolgesinin sag iist
kadraninda ve diyaframanin hemen altinda bulunmaktadir (Gryspeerdt et al., 1997).
Karacigere kan akigi hem portal toplar damar (yaklasik %75) hem de hepatik atar
damardan (yaklasik %25) olmasi1 bakimindan essiz bir organdir. Viicutta bir ¢ok organ
ve sistemle anatomik ve fizyolojik olarak iliskisi bulundugundan ¢esitli patojenlere
maruz kalma ihtimali ¢ok daha yiiksektir. HCC basta olmak iizere diger karaciger
kanser tirli ve hastaliklarinin gelismesinde bircok faktoriin rol oynamasinin
sebeplerinden birisi de sahip oldugu bu fizyolojik ve anatomik o&zelliklerinden

kaynaklanmaktadir (Kalra et al., 2018; Mukhtar and Khalili 2016).

Karaciger viicutta hayati 6neme sahip metabolizma, sindirim ve bagisiklik gibi
bircok gorevi yerine getirir. Baslica gorevleri arasinda karbonhidrat, protein ve lipid
metabolizmasi, safra iiretimi ve salimi, biliriibin metabolizmasi, ila¢ metabolizmasi-
detoksifikasyon ve depolama yer almaktadir. Safra Uretimi 6zelligiyle ekzokrin bez;
glikoz, lipoprotein ve plazma proteinlerini kana verme 6zelligiyle de endokrin bez
niteligi tasimaktadir (Pavelka and Roth, 2010). Karacigerin temel fonksiyonlar1 Tablo
2.1.” de gosterilmistir (Mukhtar and Khalili, 2016).



Tablo 2.1. Karacigerin temel fonksiyonlari (Mukhtar and Khalili, 2016)

Temel Fonksiyon Aciklama

Glikogenezis ve glikolizis araciligiyla glikoz tiretimi

Glikojen sentezi, yag asidi sentezi, glikolizis ve TCA dongusu ile

glikoz tiketimi

Asetattan kolesterol sentezi, yag asidinden trigliserit sentezi

Asetattan kolesterol sentezi, yag asitlerinden trigliserid sentezi ve
. ) her ikisinin de c¢ok disik yogunluklu lipoprotein (VLDL)

Enerji metabolizmas partikiillerinde salgilanmasi

Safrada kolesterol ekstraksiyonuyla yiiksek yogunluklu lipoprotein

(HDL) ve disiik yogunluklu lipoprotein (LDL) partikillerinin

endositozuyla kolesterol ve trigliserit alimi, ya§ asitlerinin B-

oksidasyonu ve fazla asetil-Coa’ nin ketonlara doniistiiriilmesi

Non-amino asitlerin de novo sentezi ve transaminasyonu

Albumin, pihtilasma faktorleri, baglayici proteinler, apolipoprotein,
Protein sentezi anjiyotensinojen, insiilin benzeri biiylime faktorii 1 gibi cesitli
proteinlerin sentezi

Faz I ve II biyotransformasyon reaksiyonlari ile ilag ve zehirlerin
detoksifikasyonu
Tagima, depolama ve Bagirsak hiicreleri tarafindan emilimini saglamak icin safradaki
¢Oziiniirlik saglama yaglarin ve yagda ¢oziinebilen vitaminlerin ¢oziiniirligii
Vitamin A, D ve B12’ nin depolanmasi ve geri emilimi

Ure dongusti vasitastyla amonyak detoksifikasyonu
Koruyucu ve Klerens Mikrozomal oksidasyon ve konjugasyon sistemi araciligiyla ilaglarin
fonksiyonlar1 detoksifikasyonu

Glutasyon sentezi ve saliimi

Karaciger kanseri diinya genelinde %4.7 oraniyla en yaygin altinc1 (905 677 kisi)
kanser tlir(i ve kansere bagli 6liimlerin %8.3 oraniyla tiglincii (830 180 kisi) en yaygin
nedenidir (IARC, 2020). Ulkemizde de 2019 yilinda kansere bagh 6liim nedenleri
arasinda %3.47 (2 788 kisi) orantyla yedinci sirada yer almaktadir (TUIK, 2019).

2.1.2. Karaciger Kanser Tiirleri

Karaciger tiimorleri primer iyi huylu (benign) ve kotii huylu (malign) olmak
lizere ikiye ayrilir. Iyi huylu karaciger tiimér tiirleri arasinda; a) hepataselliiler
kaynakli; adenom, fokal nodiler hiperplazi, diffiz nodiler hiperplazi,
makrorejeneratif noduller ve displastik nodiller, b) safra epiteli kaynakli; safra kanali
kisti, safra kanali adenom, miisindz kistik neoplazm, peribiliyer bezi hamartom, von
meyenburg kompleksi, safra kistadenomu ve safra papillomatozis, c) vaskuler
kaynakli; kavernéz hemanjiyom ve inoltil hemanjiyoendotelyoma, d) diger;
anjiyomyolipoma, mezenkimal hamartoma, soliter fibréz timor ve inflamatuar
psodotiimér yer almaktadir. Kotii huylu karaciger tiimorleri arasinda; a) hepatoselltler
kaynakli; hepatoselliiler karsinom, fibrolamellar karsinom, hepatokolangiokarsinom,

hepatoblastom ve karsinosarkom, b) safra epiteli kaynakli; kistadenokarsinom ve



kolanjiokarsinom, c) vaskiiler kaynakli; anjiyosarkom, hemanjiyoendotelyoma ve
epiteloid, d) diger; primer lenfomalar ve sarkomlar yer almaktadir (Ferrell et al., 2017;
Lopez Panqueva, 2015; Yang and Roberts, 2016).

2.1.3. Hepatoselltler Karsinom

HCC ya da primer karaciger kanseri en sik goriilen karaciger kanser tiirtidiir
(Tunissiolli et al., 2017; White et al., 2016). HCC baslica kronik karaciger hastaliklar1
ve karaciger sirozu olmak {izere birgok farkli nedenden dolay: gelisebilir. HCC’ nin
ana risk faktorleri arasinda hepatit B veya C viriisii (HBV veya HCV), sik ve asir1 alkol
tiketimi, aflatoksin (6zellikle aflatoksin B1) ve alkilnitrozaminler gibi toksik
kanserojenlere maruz kalma, seker hastalig1 ve obezite gibi metabolik bozukluklar,
alkolden bagimsiz karaciger yaglanmasi ve hemokromatoz gibi kalitsal hastaliklar yer
almaktadir ( Alotaibi et al., 2016; Balogh et al., 2016; Goodman et al., 2012). HCC
olusum mekanizmalar1 arasinda hiicre dongiisii kontrol kaybi, yaslanma kontroliinden
kagcma, kontrollu hiicre 6lumune direng, fenotipik plastisite, hareketlilik, invazyon ve
metastaz oldugu diisiiniilmektedir (Alotaibi et al., 2016).

2.1.3.1. HCC’ nin Evreleri

HCC’ 1i hastalarin gosterdikleri klinik tablo (semptom) ve laboratuvar bulgulari
gdz oniinde tutularak cesitli HCC siniflandirmalari yapilmistir. Barcelona Klinigi
Karaciger Kanseri (Barcelona Clinic Liver Cancer, BCLC) siniflandirmasi, Karaciger
Kanseri Italyan Program (Cancer of the Liver Italian Program, CLIP) skorlamas,
Japon Entegre Evreleme Sistemi (Japan Integrated Staging, JIS) ve Hong Kong
Karaciger Kanseri Evreleme Sistemi (Hong Kong Liver Cancer, HKLC) gibi farkli
siiflandirmalar mevcuttur (Ferrell et al., 2017). BCLC siniflandirma sistemi birgok
caligmada onaylanmis ve HCC tedavisi i¢in Amerikan Karaciger Hastaliklari
Arastirma Derneginin (American Association for the Study of Liver Diseases-
AASLD) kilavuzlarina dahil edilmistir (Bruix and Sherman, 2011; Cillo et al., 2006).
Ulkemizde de genellikle BCLC siniflandirilmasi kabul gérmektedir. Bu siiflandirma
kanserin evresine gore hastaya uygulanacak en uygun tedavi segeneginin Karar
verilmesinde yardimei olmaktadir (Bruix and Sherman, 2011). BCLC’ ye gére HCC’

nin simiflandirilmasi ve tedavi yontemleri Tablo 2.2.” de verilmistir.



Tablo 2.2. BCLC’ ye gore HCC’ nin smiflandirilmasi ve tedavi yontemleri (Bruix and Sherman,
2011; Cillo et al., 2006)

Evre PS  Tumor Karaciger Fonksiyonlari Tedavi Secenekleri
Evre 0 (Gok Lo CTP simf A
Erken Evre o  Tek TUmor ve portal hipertansiyon yok Rezeksiyon
HCC) <2cm Bilirubin seviyeleri normal
Portal hipertansiyon yok R :
imé e : : ezeksiyon
Al 0 Tek TUmor Bilirubin seviyeleri normal 4
o Portal hipertansiyon var
Evre A A2 0 Tek TUmor Bilirubin seviyeleri normal
(Erken Portal hipertansiyon var Radyofrekans
E"(’:rg A3 0 Tek Timér Bilirubin seviyeleri yiiksek Ablasyon/
) Karaciger nakli
2 yada 3 Timor
Ad 0O ve her biri <3 CTPsmfAyadaB

cm
Evre B Genis CTP siif AyadaB Transarterye_l
(Orta Evre 0 multinodiiller Kemoembolizasyon
HCC) (TAKE)
Evre C Vaskdler
(ileri Evre 1o Invazyon ya da CTPsmifAyadaB Sorafenib
HCC) ekstrahepatik

yayilim
Evre D 34 Herhangibii ~ C'FsmifC Semptomatik tedavi

(Son Evre HCC)

(CTP: Child-Turcott-Pugh, CTP Sinif A; bilirubin <2 mg/dl, albiimin >3.5 g/dl, protrombin zamani <4,
CTP Sinif B; ensefalopati 1-2 evre, bilirubin 2-3 mg/dl, albumin 2.8-3.5 g/dl, protrombin zamani <4-6,
CTP Sinif C; ensefalopati 3-4 evre, bilirubin >3 mg/dl, albiimin <2.8 g/dl, protrombin zaman1 >6)

2.1.3.2. HCC’ nin Patogenezisi

Kanserin biyolojisi ve sinyal iletim mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan
baslica molekiillerin tanimlanmasiyla kanser ilerlemesini kontrol altina almak veya
durdurmak i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden birisi de hiicre
sinyal iletim mekanizmalarini (kanser hiicrelerinde apoptozu yeniden aktif hale getirip
hiicre biiylimesini, hiicre sagkalimmi ve anjiyogenezi azaltacak) module edebilen
molekdler hedefli ajanlar kullanilarak yapilan rasyonel tedavidir. Son yillarda bu yeni
bilgi ve tedaviye yaklasim ydntemi sadece bir yolu hedefleyen degil ayn1 zamanda
Klinik faydalarda saglayan farmakolojik ajanlarin iiretilmesini saglamistir (White et
al., 2016). HCC’ de hiicre sagkalimi, proliferasyon, anjiyogenezis ve apoptotik hiicre
olumu ile ilgili olan hepatokarsinogenezisin molekiiler sinyal iletim yollarini a) sigan
sarkomu (rat sarcoma, Ras), serin/treonin kinaza 6zgu protein kinaz (serine/threonine-
specific protein kinase, Raf), mitojen-ektraselliler sinyal diizenleyici kinaz (mitogen
extracellular signal regulating kinase, MEK) ve ekstraseliler sinyal regile

edici kinaz (extracellular-signal-regulated kinase, ERK) molekiillerinin rol oynadigi

6
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Ras/RaffMEK/ERK  sinyal iletim yolu, b) fosfatidilinositol  3-kinaz
(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), protein kinaz B (protein kinase B, AKT) ve
Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mammalian target of rapamycin,
mMTOR) molekiillerinin rol oynadigi PI3K/AKT/mTOR sinyal iletim yolu, c) Wnt, -
katenin rol oynadig: sinyal iletim yolu ve d) Janus kinaz (Janus kinase, JAK), sinyal
transdlserleri  transkripsiyon aktivator  (signal transducer  and activator  of
transcription, STAT) molekiillerinin rol oynadigt JAK/STAT sinyal iletim yolu
olusturmaktadir (Dimri and Satyanarayana, 2020). HCC’ nin ilerlemesini kontrol
altina almak icin bu sinyal iletim mekanizmalarinda rol oynayan molekiilleri

hedefleyen rasyonel ilaclar gelistirilmektedir (White et al., 2016).
2.1.4. HCC ve Tirozin Kinazlar

Tirozin kinazlar temel olarak reseptér tirozin kinaz (RTK) ve reseptor olmayan
tirozin kinaz (sitoplazmik trozin kinaz) (NRTK) olmak tizere iki simifa ayrilir. RTK
hiicre zarinda, NRTK ise hucre sitoplazmasinda bulunur. RTK sinifinda epidermal
blylime faktori reseptorii (epidermal growth factor receptor, EGFR), trombosit
kaynakl1 bitylime faktorii reseptorii (platelet-derived growth factor receptor, PDGFR),
fibroblast blytme faktorl reseptori (fibroblast growth factor receptor, FGFR), insilin
bagimli biiytime faktorii reseptori (insulin-like growth factor receptor, IGR) ve NRTK
sinifinda, abelson trozin kinaz (abelson tyrosine kinase, ABL), fokal adezyon kinaz
(focal adhesion kinase, FAK) ve januskinaz (Janus kinases, JAK) bulunmaktadir (Paul
and Mukhopadhyay, 2004). Normal hiicrelerde tirozin kinazlar aracigiyla baslatilan
sinyal iletim mekanizmasi hiicrelerde biiyiime ve gelismeyi saglamaktadir. Ancak
cesitli kanser olgularinda tirozin kinazlari kodlayan genlerde bir dizi farkli
mutasyonlar meydana gelmektedir. Tirozin kinazlardaki mutasyonlar timor
anjiyogenezis, metastaz, proliferasyon ve programlanmig hiicre &limi
mekanizmalariyla da yakindan iligkilidir (Hunter, 2000; Karpov et al., 2015; Pathi et
al., 2016; Schenk and Snaar-Jagalska, 1999).

2.1.4.1. MAPK/ERK (ya da Ras-Raf-MEK-ERK) Yolag

Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolagi Oncelikle gen
ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre biylimesi ve farklilagsmasinda rol oynamaktadir.
Anormal MAPK sinyal iletimi artan ya da kontrolsiiz hicre proliferasyonuna ve

apoptoza karst dirence yol agabilir. MAPK yolag: kucuk bir G proteini olan Ras ve



protein kinazlardan olan Raf, MEK, ERK molekdllerini icerir. MAPK sinyal iletim
yolagir basta epidermal EGFR, VEGF, PDGFR ve IGF reseptorii tarafindan
uyarilabilir. Reseptor etkilesmesi sonrasi protoonkogen (mutasyon sonucu onkogene
doniisebilen normal gen) Ras ve Raf” 1 aktive ederek MEK 1/2 ve ERK 1/2’ nin agag1
akis (downstream) aktivasyonuna neden olur. Bu sinyal iletimi hiicre proliferasyonunu
uyarir (Kolch, 2000; Roberts and Gores, 2005). Ayrica ERK hiicre biiylimesi, apoptoz
direnci ve anjiyogenezle ilgili proteinlerin fosforilasyonuna da neden olmaktadir. Bu
nedenle Ras aracili sinyal yolaginin aktivasyonu kanser gelismesinde O6nemli rol
oynamaktadir (Schmidt et al., 1997). HCC tumdrlerinin yaklasik %30’ unda Ras
mutasyonu meydana gelmektedir. Ileri seviye HCC vakalarinda 6zellikle MAPK/ERK
sinyal iletim yolunun asir1 aktivasyonu meydana gelmektedir (Bos, 1989; Huynh et al.,
2003).

2.1.4.2. PIBK-AKT-mTOR Yolag:

PI3K-AKT-mTOR sinyal iletim yolag: hiicre biyumesi ve kontrolinde énemli
rol oynar. Sitokin interldykin-2 ve biyume faktorlerinin (IGF ve EGF gibi) tirozin
kinaz reseptorlerine baglanmasi PI3K’ nin aktivasyonunu saglar. PI3K, serin/treonin
kinaz AKT’ yi (protein kinaz B olarak da bilinir) aktive eden lipid PIP3b’ nin
uretilmesine neden olur. AKT, BAD gibi bir ¢ok proapoptotik proteinini fosforile
ederek inaktif hale gelmesine neden olur ve rapamisin memeli hedefi (MTOR)
proteinini aktive eder. mTOR, p70 ribozamal S6 kinazin fosforilasyonu, hiicrelerin
devamli biiylimesi ve ¢gogalmasini uyaran proteinlerin sentezini arttirmaktadir (Chen
et al., 2009; Roberts and Gores, 2005; Zhou et al., 2010). HCC vakalarinin %50’ sinde
artmig mTOR sinyal aktivitesi bulunmaktadir (Hu et al., 2003; Villanueva et al., 2008).

2.1.4.3. Wnt/p-Katenin Yolagi

Wnt reseptOr aracili sinyal iletim yollarii aktive eden glikoproteinlerin
ligandlaridir. Wnt sinyal yollar1 hiicrelerin adezyon, proliferasyon, farklilagma ve
hiicre gogiinde onemli rol oynamaktadir. Wnt/ B-katenin sinyal iletimi ¢esitli kanser
tirlerinin ~ gelisimiyle yakindan iliskilidir. Wnt sinyal iletimi (-katenin
fosforilasyonunu dnleyen bir dizi olaylara neden olmaktadir. Hiicre sitoplazmasinda
seviyesi artan B-katenin g¢ekirdege yerlesir ve anormal hiicre ¢ogalmasini uyaran
birden fazla genin transkripsiyonunu aktive eder (Shin and Chung, 2013). HCC’nin

gelismesine Wnt sinyal yolunun anahtar bileseni olan transkripsiyon faktori [-



kateninin anormal artis1 neden olmaktadir. HCC vakalarinin yaklasik %30-40’ inda

artmis Wnt-B-katenin sinyal aktivasyonu bulunmaktadir (Giles et al., 2003).
2.1.4.4. Proanjiyojenik Yollar

HCC vaskiler 6zellik gdsteren bir timor turtdar. Bu yiizden anjiyogenez HCC’
nin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. VEGF, PDGF, fibroblast buytime faktori
ve hepatosit blyltme faktorl gibi faktorler Ras-Raf-mTOR ve Wnt sinyal iletim
mekanizmasini uyarir. Bu faktorler tiimoér dokusunun vaskdlarizasyon, invazyon ve
metastazindan sorumludur. VEGF reseptor-1 ve -2 endotel hucrelerinde sentezlenir ve
yuksek seviyeleri kanser hastalarinda sagkalim siiresini kisaltmaktadir (Poon et al.,
2004). Ozellikle VEGF-A gen transkripsiyonuna bagimli hipoksi ile indiiklenmis HIF-
1 aracihigiyla VEGF-A ekspresyonunu yukselterek timér dokularinda anjiyojenezi
arttirirlar (Karpov et al., 2015). Ayrica PDGF’ de endotel hiicrelerinde sentezlenir ve
metastatik karsinomada yuksek seviyede bulunmaktadir (Zhang et al., 2005).
Fibroblast biiylime faktorii aynm1 zamanda anjiyogenezin temel bir faktoriidiir ve
ekspresyonun HCC”’ li hastalarda yiiksek seviyede bulundugu bildirilmistir (Uematsu
et al., 2005).

2.1.4.5. Epidermal Buyume Faktori Reseptor (EGFR) Yolu

EGFR, insan epidermal reseptor (HER) ailesinin bir tyesidir. EGFR epidermal
bliylime faktorii (EGF) ve donistiiriicii biiylime faktdrii o’ nin (TGFa) reseptore
baglanmasiyla aktive edilir. EGFR aktivasyonu MAPK ve PI3K-AKT-mTOR sinyal
iletim yolaklarmin aktivasyonuyla sonuglanan sinyal basamaklarini uyarir. Bu
aktivasyon sonucunda da hiicre proliferasyonu ve anjiyogenez artarken apoptotik
hicre olimu inhibe edilir. EGFR bir ¢cok HCC vakasinda asirnt eksprese edildigi
bildirilmistir (Acar and Altuntas, 2019; Ciardiello and Tortora, 2008).

2.1.5. HCC’ nin Tedavisi

Gunimuizde HCC’ nin evresine gore yasam siiresini olumlu yonde etkileyen
klratif ve palyatif tedavi yontemleri bulunmaktadir. Klratif tedavi yontemler; cerrahi
rezeksiyon, karaciger transplantasyonu ve perkitan ablasyondur. Palyatif tedavi
yontemleri arasinda trans-arteriyel embolizasyon-kemoembolizasyon ve sorafenib
gibi sistemik kemoterapé6tiklerin kullanimi yer almaktadir. Cerrahi rezeksiyon,
karaciger transplantasyonu veya lokal ablasyon gibi kiiratif amagli tedavi secenekleri

HCC’ nin erken evresi igin uygundur. Ancak orta ve ileri HCC igin sadece

9



kemoembolizasyon ve sistemik terapi tedavi segenegi uygulanabilmektedir. Sistemik
tedavi arasinda multikinaz inhibitdrii olan sorafenib kullanimi son 10 yildir ileri evre
HCC hastalart i¢in mevcut tek sistemik tedavi olmustur (De Mattia et al., 2019).
Gunlmduzde de ileri seviye HCC’ nin birinci tedavi basamaginda sorafenib
uygulanmaktadir (Vogel and Saborowski, 2020). Daha sonralar1 diger multikinaz
inhibitorleri olan lenvatinib, regorafenib ve kabozantinib HCC tedavisi igin
kullanilmaya baglanmistir. Bunlar ikinci tedavi basamagini olusturmaktadir ya da
sorafenibi tolere edemeyen hastalarda kullanlmasi onerilmektedir. Ancak lenvatinib,
regorafenib ve kabozantinib igin yapilan Faz III klinik ¢alismalarinin bazilarinda
basarisizlikla sonuglandigi bildirilmistir. Ayrica monoklonal antikorlardan olan
nivolumab ve pembrolizumabin HCC tedavisinde kullanimina yonelik ileri klinik
calismalar devam etmektedir. Ozellikle sorafenibe kars1 direncli olan bazi hastalarda
nivolumabin kullanimi1 6nerilmektedir. Kanser ¢ok ilerlemis ise sorafenible birlikte
regorafenib, kabozantinib, ramusirumab, nivolumab ya da pembrolizumabin
kullanilmasi 6nerilmektedir (Benson et al., 2019; De Mattia et al., 2019; Vogel and
Saborowski, 2020).

HCC’ li hastalarin sagkalim siiresi (beklentisi) kanser teshisi konuldugu zamanki
kanserin evresine baglidir (Tunissiolli et al., 2017). Kansere iliskin semptomlarin
ortaya ¢ikmasindan sonra hastalarin sadece %10’ U yaklasik olarak bes yil sagkalim
stresine sahiptirler (Akyildiz et al., 2011). Erken teshis edildigi zaman cerrahi
rezeksiyon ve transplantasyon gibi kiiratif tedavi secenekleri uygulandiginda
hastalarin %40-70’ i ortalama sagkalim siiresi bes yildan daha fazla olabilmektedir.
Ancak HCC’ nin erken teshisi oldukga zordur. Teshis genellikle hastalarin %15-42’
sinde vaskuler invazyon veya ekstrahepatik tiimor yayilimi gostermis ileri evrelerde
konulabilmektedir (Onan ve Pehlivan, 2020). Palyatif tedavi gerektiren durumlarda ise
ortalama sagkalim siiresi yaklasik 11-20 ay arasinda degismektedir (Tunissiolli et al.,
2017). 1leri evre HCC’ li hastalar tedavi olmadan 6-8 ay ortalama sagkalim beklentisi
ve Kkotu prognoz gosterirler (Labeur et al., 2020). Lokorejyonel yaklagimlarin
basarisizligindan sonra 2007 yilina kadar hastalar i¢in etkili bir tedavi
bulunmamaktayds. Ileri HCC’ 1i hastalarda etkinligi bulunan ve ilk sistemik ajan olarak
sorafenibin onaylanmasi hastaligin tedavisinde yeni bir ddnemi agmis oldu (Vogel and

Saborowski, 2020). Ilerlemis HCC’ li hastalarda sorafenibin kullanim: ortalama
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sagkalimi ve progresyona kadar gegen siireyi yaklasik U¢ ay uzattigi bildirilmistir
(Llovet et al., 2008).

2.2. Sorafenib

Sorafenib agiz yoluyla kullanilan multikinaz kinaz inhibitortdir (Woo and Heo,
2012). Kanser hicrelerinde hicre ic¢i biliylime uyarici molekilleri etkileyerek
antiproliferatif (antikanser) ve timor dokusunu besleyen kan damarlarinin
sekillenmesini engelleyerek ya da yapisin1 bozarak antianjiyojenik etki gosterir (Tang
et al., 2020). Sorafenibin antiproliferatif ve antianjiyojenik etkisi in vivo ve in vitro
calismalarda goOsterilmistir. FDA tarafindan 2007 yilinda HCC’ nin sistemik
tedavisinde kullanilmak iizere onay almus ilk kemoterapétiktir. Ileri seviye HCC
hastalarinin birinci basamak tedavisinde standart tedavi olarak kullanilmaktadir (Kim
et al, 2017). Ayrica 2005 yilinda ilerlemis bobrek hiicre karsinomasi ve 2013 yilinda
da farkhilagsmis tiroid karsinomasinin tedavisinde kullanilmasi i¢in FDA tarafindan
onaylanmistir (Hasskarl, 2014). Giinimiizde akciger, kolorektal, pankreas,
glioblastoma, miyeloid 16semi, ovaryum ve meme kanseri olmak iizere diger kanser
tirleri lizerine tek basina ya da diger kanser ilaglariyla birlikte etkisini arastiran
preklinik ¢alismalar devam etmektedir (Booth et al., 2020; Chekerov et al., 2018;
Decker et al., 2017; Gian et al., 2012; Hasskarl, 2014; Khan et al., 2018; Ohanian et
al., 2018; Schiff et al., 2018; Wilhelm et al., 2006).

2.2.1. Sorafenibin Genel Ozellikleri

Sorafenibin kimyasal yapis1 ve gesitli fizikokimyasal 6zellikleri Sekil 2.1. ve
Tablo 2.3.” de gosterilmistir (Kim et al., 2009).

Sekil 2.1. Sorafenibin kimyasal yapisi1 (Kim et al., 2009)

11



Tablo 2.3. Sorafenibin gesitli fizikokimyasal 6zellikleri (NCBI, 2020, Kim et al., 2009)

Ozellikler Aciklama
Kimyasal Formuli C21H16CIF3N4O3
Kimyasal Ad1 (IUPAC) 4- [4 - [[4-kloro-3- (triflorometil) fenil]

karbamoilamino] fenoksi] -metilpiridin-
2-karboksamid

Molekiil Agirlig 464.829 g/mol

Renk ve Form Beyaz kristalize toz

Erime Noktasi 205.6 °C

Cozundrluk 3.59x10-2 mg/L at 25 °C (est)
Partisyon Katsayis1 (LogP) 3.8

log Kow 5.30 (est)

CAS No 284461-73-0

Ayrigma Sabiti(pKa) 2.03-11.55

Buhar Yogunlugu 4,11x10™™ mm Hg (25 °C)

2.2.2. Sorafenibin Farmakokinetik Ozellikleri

Sorafenib tablet dozaj formlarmin uygulanmasindan sonra ortalama nispi
biyoyararlanimi bir oral ¢ozelti ile karsilastirildiginda %38-49 arasindadir (Woo0 ve
Heo, 2012). Ancak mutlak biyoyararlanimi degerlendirilmemistir. Agiz yoluyla
alindiktan yaklasik ii¢ saat sonra en yiiksek plazma yogunluguna ve yedi giinde de
denge durum yogunluguna ulagsmaktadir. Gunlik toplam 800 mg’ dan daha fazla
miktarda ila¢ alinmasi egri altt ilag alam1 (AUC) ve maksimum plazma
konsantrasyonunu (Cmax) orantisal olarak daha az arttigr bildirilmistir. GOrundr
dagilim hacmin 213 L’ dir. In vitro ortamda %99.5 oraninda plazma proteinlerine
baglanmaktadir ( Abdelgalil et al., 2019; Keating, 2017).

Sorafenib diisiik ¢oziiniirliige ve yiiksek permeabiliteye sahip kigtk lipofilik
bilesiktir. Oral uygulamadan sonra hizla gastrointestinal sistemden emilir ve portal

toplar damar yoluyla karacigere ulasir (Gion, et al., 2018).

Sorafenib baglica karacigerde metabolize edilir. Sitokrom P450 (CYP 450) 3A4’
iin (CYP3A4) aracilik ettigi faz | oksidasyon ve UDP glukuroniltransferaz 1A9’ un
(UGT1A9) aracilik ettigi faz II konjugasyonu tepkimeleriyle metabolize edilir (De
Mattia et al., 2019; Ghassabian et al., 2012). Glukoronid konjugatlar1 bagirsaklarda
bakteriyel glukurinadaz enzimleri araciligiyla hidrolize edilir ve serbest forma

dontisen ilag molekiilleri bagirsaklardan tekrar emilerek genel kan dolasimina gecer
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(Keating, 2017; Abdelgalil et al., 2019). Klirensi glukuronidasyon tepkimesinde
yaklasik %15 ve oksidasyon tepkimesinde ise yaklasitk %5 oranindadir. Ilacin
tanimlanan sekiz metaboliti (M 1-M8) bulunmaktadir (Gong et al., 2017; Keating and
Santoro, 2009). Plazmada en ylksek miktarda bulunan metaboliti sorafenib N-oksittir
(M2)’ dir. M2 metaboliti CYP3A4 tepkimesi sonucu meydana gelmektedir. Ayrica
sorafenib M2 in vitro arastirmalarda ana ilaca benzer bir potens gosterdigi
bildirilmistir. M2, demetilasyon ile olusan sorafenib M4 ile birlikte ve oksidatif bir
metabolit olan M5, VEGFR ve PDGFR sinyalini ve MAPK sinyal iletim yolaginin
molekdllerini inhibe edebilmektedir (De Mattia et al., 2019; Gong et al., 2017).

Karbamazepin, deksametazon, fenobarbital, fenitoin, rifampisin ve rifabutin gibi
giiclii CYP3A4 indiikleyicileri sorafenibin etkisini azalttig1 icin bu ilaglarla birlikte
kullanimindan kaginilmalidir (Keating, 2017).

[lacin biiyiik bir kismi1 disk1 (%77) ve idrar (%19) yoluyla viicuttan uzaklastirilir
(Lathia et al., 2006; Woo and Heo, 2012). Ilacin atiima yar1 dmrii 25-48 saat arasinda
degismektedir. Cinsiyet, yas ve viicut agirliginin sorafenibin farmakokinetik {izerine

belirgin klinik etkisi bulunmamaktadir (Gion, et al., 2012; Lathia et al., 2006).
2.2.3. Sorafenibin Farmakodinamik Ozellikleri
2.2.3.1. Etki Mekanizmasi

Sorafenib hiicre i¢indeki RAF kinazlar1 (c-CRAF, BRAF ve mutant BRAF) ve
hicre yiizeyi kinazlarindan vaskiiler endotel biiyiime faktor reseptorleri (VEGFR-1,
VEGFR-2 ve VEGFR-3), KIT, FMS benzeri tirozinkinaz 3 (Fms-like tyrosine kinase
3, FLT-3), RET, RET/PTC ve trombosit kaynakli biiytime faktorii reseptorii beta
(PDGFR-B)’ y1 inhibe ederek etkisini gosterir (Sekil 2.2. ve 2.3.) (Adnane et al, 2006;
Wilhelm et al., 2004; L. Ye et al., 2019). En 6nemli ve gucli etkisini Raf-1 kinaz ve
VEGFR (zerinde gostermektedir (Gong et al., 2017). Tirozin kinazlar kanser
hiicrelerinde canlilik, proliferasyon, farklilasma, migrasyon, invazyon, metastaz,
sinyal iletimi, anjiyogenez ve apoptoz gibi programlanmis hiicre 6liimiine yol agan
sinyal iletim yolaklarinda gorev alan 6nemli aracilaridir (Adnane et al., 2006; Hunter,
2000; Keating, 2017; Wilhelm et al., 2004). Sorafenib hem sitoplazmada tirozin
kinazlar1 inhibe ederek proliferasyonu hem de tirozin kinaz reseptorlerini etkileyerek
anjiyogenezisi baskilar ve kanser hiicrelerinde apoptotik 6lime neden olur (Khan et
al., 2018; Semela and Dufour, 2004; Villanueva et al., 2007).
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(PDGFR trombositlesmis bityiime faktorii reseptorii; FLT3 FMS benzeri tirozin kinaz 3; VEGFR vaskiler endotel
biiytime faktorii reseptorii; PLGF plasental biiyiime faktorii; RET transfeksiyon sirasinda yeniden diizenlendsi;
GDNF glial tiirevli nérotrofik faktor; SCF kok hiicre faktorii; FGFR fibroblast bilytime faktor()

Sekil 2.3. Sorafenib tarafindan hedeflenen biiylime faktorii reseptorii ve tirozin kinazlar (Hasskarl,
2014)

Bir¢ok kanser kokenli hiicre hattinda (karaciger, bobrek ve tiroid, kolon, meme
ve akciger kokenli kanser hiicre hatlar1 gibi) serin/treonin kinazlar (Raf-1 ve B-Raf)
ve reseptOr tirozin kinaz (VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR-, c-it, Flt-1 ve RET)
hedeflerinin aktivitesi sorafenib tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir. Bu hiicre
hatlarinda sorafenibin konsantrasyonuna bagli olarak apoptotik hiicre oliimiiniine

sebep oldugu da gosterilmistir (Wilhelm et al., 2008).
2.2.3.2. Sorafenibin In Vitro Antikanser Etkisi

Sorafenib, Raf/MEK/ERK ve VEGF sinyal iletim yolagin1 engelleyerek timor
hlcre proliferasyonunu ve tiimér anjiyogenezini engeller. Sorafenibin basta HepG2

olmak tizere diger karaciger kanser kokenli hiicre hatlarinda (Hep3B, Huh7 ve
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PLC/PRF/5 gibi) etkisi incelendiginde; Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolagindaki
MEK ve ERK’ nin fosforilasyonunu ve  BCR/ABL kinaz aktivitesini inhibe ederek,
sinyal donistiiriicii ve transkripsiyon aktivatoriini (STAT3) etkileyerek, siklin D1
seviyelerini diigiirerek, antiapoptotik protein olan Mcl-1" i asagi regiile ederek doza
bagli bir sekilde hiicre proliferasyonunu baskilayarak ve apoptotik hiicre olimiinii
tetikleyerek etki meyadana getirmektedir (Sekil 2.4.) (Fernando et al., 2012; Keating,
2017; Woo and Heo, 2012).

Hiicre Canhhg /

Gen Ekspresyonu

Sekil 2.4. Sorafenib tarafindan hedeflenen sinyal yollar1 (Hasskarl, 2010)

2.2.3.3. Sorafenibin In Vivo Antikanser Etkisi

Sorafenibin timor biiyiimesi ve anjiyogenezisi baskiladigi in vivo ksenograft
HCC modelleri kullanilarak kanitlanmistir. Yapilan in vivo deneylerde sorafenibin 10-
30 mg/kg/giin dozlarindaki uygulamalar1 timor buyumesini %49-78 arasinda
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baskiladigi gosterilmistir (Keating, 2017; Woo and Heo, 2012). Ayrica atimik
farelerde gelistirilen insan timor ksenograftlarinin bitylimesini baskilamistir (Kim et
al., 2007; Wilhelm et al.,, 2004). Etki mekanizmasi arastirmalarinda ERK
fosforilasyonunu baskiladigi, tiimor etrafindaki damarlagsmay: azalttigir (CD34
immiinohistokimya degerlendirme) ve timor ksenogreftinde apoptozu (TUNEL
boyama teknigi) uyardigi gosterilmistir. Bu sonuglar sorafenibin HCC modeli
gelistirilen deney hayvanlarinda timdr anjiyogenezini baskiladigini ve timor hiicre
proliferasyonu/sagkalim {izerine dogrudan etkilerinin oldugunu kanitlamistir

(Keating, 2017; Woo and Heo, 2012).
2.2.4. Sorafenibin Kullanim Alani ve Dozu

Sorafenib ilerlemis HCC, metastatik renal hiicreli karsinoma ve farklilasmis
tiroid kanseri hastalarinda kullamlmaktadir (Hasskarl, 2010). Lokal tedavi
yontemlerinin uygun olmadigi ve BCLC simiflandirmasina gére Evre C asamasinda
bulunan HCC’ nin birinci basamak tedavisinde endikedir (Colagrande et al., 2015).
Metastatik renal hiicreli karsinoma (mRHK) olgularinda standart tedaviye (interferon
alfa ve/veya interlokin-2) yanit alinamadig1 veya tedavinin yan etkileri nedeniyle
uygun olmadigi durumlarda kullanilmasi Onerilmektedir (Randrup Hansen et al.,
2017). Sorafenib farklilasmis tiroid kanserlerinde de kullanilmaktadir. Ancak
hastalarin daha énce VEGF-TKI gibi hedefe yonelik tedavi uygulanmamus, cerrahi ve
radyoterapi gibi lokal tedavilere uygun olmayan veya bu tedaviler sonrasi progresyon
gosteren, son 14 ay igerisinde RECIST (Solid Tiimorlerde Yanit Degerlendirme
Kriterleri) kriterlerine gore progresyon gostermis radyoaktif iyot tedavisine direngli
lokal relaps veya metastatik diferansiyel tiroid kanserlerinde monoterapi olarak
progresyona kadar kullanimi endikedir. Ancak progresyon sonrasi kombinasyon veya
monoterapi olarak kullanilmasi1 kontrendikedir (Fallahi et al., 2013; Thomas et al.,
2014).

Sorafenibin dozu giinliik 800 mg’ dir. Gilinde iki kez 400 mg oral yolla alinmasi
tavsiye edilmektedir. ila¢ a¢ karnma ya da diisiik/orta yagli &giin ile birlikte
kullanilabilmektedir. Ancak yiiksek yagli bir 6giinle alinacaksa yemekten en az bir
saat 6nce veya yemekten iki saat sonra alinmasi Onerilmektedir. HCC ve RHK
tedavisinde ¢esitli durumlarda doz azaltiminin gerekli oldugu durumlarda gilinde bir
kez 400 mg’ a kadar azaltilabilir (Al-Rajabi et al., 2015).
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2.2.5. Sorafenibin Yan ve Istenmeyen Etkileri

Sorafenib kullanan kanser hastalarinda en sik goriilen yan etki Ulusal Kanser
Enstitusi Ortak Toksisite Kriterlerine gore 1. ve 2. derecede el-ayak cilt reaksiyonu
(palmar-plantar eritrodisestezi) (facial eritem, tirnaklarin altinda dikey kanamalar,
eksantem dokiintisu), dokuntd (alopesi) ve hipertansiyondur (Randrup Hansen et al.,
2017; Wood, 2006). Hastalarda el-ayak cilt reaksiyonlar1 genellikle tedavinin ilk alti
haftasinda goriilmektedir. En 6nemli ciddi istenmeyen etkisi miyokard enfarktiisii
(kalp krizi)/iskemisi, gastrointestinal perforasyon, hemoraji ve hipertansiyondur.
Diger yan etkileri arasinda yorgunluk, ishal, mide bulantisi, gastrointestinal ve
abdominal agri, istahsizlik, kilo kaybi, enfeksiyon ve kasint1 yer almaktadir (Li et al.,
2015; Woo and Heo, 2012).

2.3. Kanserin Metabolik Ozellikleri
2.3.1. Enerji Metabolizmasi1 ve Warburg Etkisi

Hicre metabolizmasi; canli hiicrelerin faaliyetlerini gergeklestirmek igin
karbonhidrat, protein, yag asidi gibi molekiillerin enerjiye doniistirilmesini
amaglayan hucresel dizeydeki kimyasal reaksiyonlar dizisi olarak tanimlanabilir.
Metabolizma, anabolizma (yapim) ve katabolizma (yikim) tepkimeleri olarak ikiye
ayrilir ve birbirleri ile denge halindedirler. Katabolizma; enerji elde etmek igin
karbonhidrat, lipid ve protein gibi organik molekdllerin basamak basamak katabolik
reaksiyona ugrayarak daha kiiclik ve daha basit molekiillere ayrilmasidir. Anabolizma
da; enerji kullanarak kiiciik yapi tas1 olan molekiillerden polisakkarit, protein, lipid ve
niikleik asit gibi makromolekiillerin sentezini saglayan reaksiyonlardir (Cooper and

Hausman, 2016).

Hicreler metabolik faaliyetlerini gerceklestirmek igin gerekli olan enerjiyi
baslica glikozdan temin ederler. Glikoz sitoplazmada glikolizis araciligiyla piriivata
kadar parcalanir ve 2 molekiil ATP sentezlenir. Eger ortamda yeterli miktarda oksijen
varsa olusan piriivat mitokondiride trikarboksilik asit dongtstne (TCA, Krebs ya da
sitrik asit dongusu) girer ve daha sonra da elektron tagsima sistemi (ETS) yardimiyla
CO2 ve H2O’ ya kadar katabolize edilir. Bu olayin sonunda da net 36 molekiil ATP
sentezlenir. Mitokondride oksijen varhiginda glikozdan enerji sentezlemek igin
meydana gelen kimyasal tepkimelere oksidatif fosforilasyon adi verilir ve toplamda

38 molekiil ATP sentezlenir. Ancak eger ortamda yeteri kadar oksijen yoksa glikolizis
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sonucu olusan pirtivat oksidatif fosforilasyona ugramadan laktat dehidrojenaz (LDH)
enziminin etkisiyle laktik aside (laktat) doniistiiriiliir. Bu olaya ise anaerob glikoliz ad1
verilir ve sadece 2 molekll ATP sentezlenir (Sekil 2.5.) (Burnette and Lippincott-
Schwartz, 2016; Melkonian and Schury, 2019). Bu iki reaksiyon kisaca asagida
gosterilmistir (De Berardinis et al., 2008).

CeH1206 (D-glikoz)-----6CO- + 6H,O+38ATP (aerobik)
CeH1206 (D-glikoz)-----2C3Hs03 (laktat) + 2ATP (anaerobik)

Kanser hiicrelerinin canliligin1 devam ettirme, bliylime ve ¢ogalma gibi anabolik
reaksiyonlarini desteklemek i¢in metabolik faaliyetlerini degistirmeleri kanserin temel
ozellikleri arasinda yer almaktadir. Metabolik degisikliklerin 6nemli boliimii enerji
metabolizmasinda meydana gelmektedir ve aerobik glikolize dayali olarak yeniden
programlanmistir (Liberti and Locasale, 2016). Kanser huicreleri ortamda yeteri kadar
oksijen bulunmasina ragmen glikozu glikolizisle piriivata ve sonra da ilging bir sekilde
laktik aside dontstiiriirler. Bu olaya da aerobik glikoliz ya da “Warburg Etkisi’’ adi
verilmektedir (Sekil 2.6.) (Cairns et al., 2011; Devic, 2016).

Ik defa 1920 lerde Otto Heinrich Warburg (sitokrom ¢ oksidazin kesfi ve
mitokondriyal solunum ve hiicresel metabolizma konusundaki ¢alismalariyla Nobel
Odiili sahibi Alman Fizyolog) ve arkadaslari, kanser hiicrelerinin normal hiicrelere
oranla ¢ok fazla miktarda glikozu hicre igine aldigint ve oksijen varliginda bile
glikozu laktik aside metabolize ederek enerji sentezledigini gostermislerdir (Koppenol
etal., 2011; Warburg, 1925).
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Sekil 2.5. Hiicresel diizeyde glikoz metabolizmasi (a; Oksidatif fosforilasyon, b; anaerobik glikoliz)
(Devic, 2016)
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Sekil 2.6. Farklilagan doku cogalan doku ve timor hiicrelerinde oksidatif fosforilasyon, anaerobik

glikoliz ve aerobik glikolizin (Warburg Etkisi) sematik gosterimi (Devic, 2016)

Warburg etkisi ya da aerob glikolizis olay1 kanser hiicreleriyle 6zdeslesmis
olmasina ragmen hem fizyolojik hem de patolojik kosullar altinda hizli ¢ogalan
hiicrelerde de meydana gelebilmektedir. Embriyonik kok hucre, T lenfosit ve
makrofajlar gibi hizli proliferasyon &zelligi gosteren normal hicreler ihtiyag
duyduklar1 enerjiyi aerobik glikolizis yoluyla elde ederler (Sun et al., 2019). Ayrica
memeli ve kanser hiicrelerinden baska Plasmodium ve Toxoplasma gibi hizli ¢gogalan
parazitlerin gelisim evrelerinde, maya ve E. Coli tirlerinde de aerobik glikolizis
gorilmektedir (Abdel-Haleem et al., 2017).

Son yillarda Warburg etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 anlamak
icin yapilan arastirmalarin sayisi artmustir. Ancak timor hiicrelerinde, neden
glikolizisin arttig1 ve yeteri kadar oksijen olmasina ragmen neden daha az enerji
verimliligiyle sonuglanan bu enerji metabolizmasim kullandigi net bir sekilde
aciklanmis degildir. Bu “‘neden’” sorusunun hakkinda one siiriilen bazi muhtemel
mekanizmalar vardir. Bunlarin 1) mitokondriyal DNA mutasyon ve delesyonlart 2)
nikleer DNA (Ndna) mutasyonlar1 veya anormal gen ekspresyonu 3) onkojenik
transformasyon ve 4) timor mikrogevresinin etkisi oldugu diistiniilmektedir (Chen et
al., 2007).

Warburg etkisiyle enerji elde edilmesi kanser hiicrelerine avantaj saglamaktadir.

Kanser hiicreleri hizli boliinebilen hiicreler olduklari i¢in enerji ihtiyaclarinin kisa siire
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icinde kargilanmasi gerekmektedir. Kanser tiiriine gore degisiklik gostermekle beraber
kanser hiicrelerinde glikolitik akis normal hiicrelere gore 2-200 kat daha yuksektir
(Akram, 2013; Marin-Hernandez et al., 2006; Moreno-Sanchez et al., 2007). Enerji
verimliligi daha az olmasina ragmen aerobik glikoliz metabolizmasinin hizi,
mitokondride glikozun oksidatif fosforilasyonundan 10-100 kat daha hizlidir. Ayrica
kanser hiicrelerinin devamli boliinmeleri gerektigi goz Oniine alindiginda da ATP
sentezinin devamli olmasi gerekmektedir (Liberti and Locasale, 2016; Melkonian and
Schury, 2019).

2.3.2. Asidik Mikrocgevre

Kanser hiicrelerinin hizli proliferasyon o6zelliginden dolayr normal doku
hiicrelerine gore daha fazla enerjiye gereksinimleri vardir. Gereksinim duyduklar
enerjiyi karsilamak icin fazla miktarda glikozu metabolize ederler ve bunun sonucunda
yuksek miktarda CO2 ve laktat meydana gelir. A¢iga ¢ikan laktat ve CO2 molekulinin
hiicre disina taginmasi tiimor mikrogevresinin normal dokulara gore daha asidik yap1
kazanmasina neden olur (Hao et al., 2018; Pavlova and Thompson, 2016).
Hipoksik/asidik mikrogevre 6zellikle invaziv tiimdrlerin genel 6zelligidir (Webb et al,
2011; Yeetal., 2016).

Hiicresel faaliyetlerin bir diizen iginde gergeklesmesi igin hiicre i¢i Ph degerinin
notr ya da hafif alkali dengede tutulmasi gereklidir. Bu dengenin saglanmasi ve devam
ettirilebilmesi icin glikoz metabolizmasi sonucu agiga ¢ikan laktat ve CO2 gibi son
urtinlerin hiicre membranindan disar1 tasinmasi gerekmektedir. Bu yiizden hiicre dis
hiicre i¢ine gore daha diisiik Ph degerine sahiptir. CO2 difiizyon tagima sistemiyle pasif
bir sekilde tasinmaktadir. Fakat ¢ogu durumda glikoz metabolizmasindan sonra agiga
citkan CO2 ve laktat diisik perfiizyondan dolayr hiicre disindaki tiimor
mikrocevresinde birikir. Bu durumda mikrogevredeki laktat ve CO;’ in salinimi
karbonik anhidraz enzim gibi 0zel membran proteinlerinin yardimlariyla
gerceklestirilir.  TUmor hicrelerindeki Ph dizenlenmesinde anyon degistirici
(SLC4A1, SLC4A2 ve SLC4A3), proton tastyicist vakuoler ATPaz (V-ATPaz),
monokarboksilat tasiyicist (MCT1, MCT2, MCT3 ve MCT4), sodyuma bagiml
klor/bikorbonat tasiyicisi (SLC4A8) ve Na/H tasiyicisi rol oynamaktadir (Hao et al.,
2018; Neri and Supuran, 2011). Tiimor hiicrelerindeki bazi Ph diizenleyicileri ve temel
fonksiyonlar1 Tablo 2.4. ve Sekil 2.7.” de belirtilmistir.
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Tablo 2.4. Tiimér hiicrelerindeki pH diizenleyicileri ve temel fonksiyonlar1 (Hao et al., 2018; Neri
and Supuran, 2011)

Ad1 Tanimi Fonksiyonu
SLC4A1 Kanser hiicresinin icinde bulunan
SLC4A2 Anyon tasiyicisi HCOj iyonunu hiicre digina tasir.
SLC4A3

Hucre membranindan sodyum ve
SLC4AT Sodyum bikarbonat tastyicist ~ Pikarbonat iyonlarmni  birlikte

tagir.

Tiimér hiicresinden disartya Cl-
SLC4A8 Klor/Bikarbonat iyonuna tasirken aynm zamanda  Na

bagimli sodyum tastyicisi iyonuna bagli HCO3- hiicre igine

tagir.

Hicre i¢i H+’ yi hiicre disina ve
SLC9A1 Na*/H* tasiyicist 1 aym anda Na+’ u hicre icine

tagir.

Glikoliz urtinlerinin (hem laktik
MCT1 ) asit hem de diger
MCT2 Monokarboksilat tastyicisi monokarboksilatlar) iceriden
MCT3 disartya ve disaridan igeriye tagir.

H+’ nm hiicre i¢i ve dist

Proton  tastyict  vakuoler tasmmasindan  sorumlu olan

V-ATPaz ATPaz timor hiicrelerinin zarl
iizerindeki proton pompasidir.

Timaor Mikrogevresi
Hipoksik ortam

cu.,.u,n HOO, + W

€O+ HO
\ ﬁj
_1 OI o e
| @ .
P I ll ll o o &
wes79 | @ @ (@ (@ . |

loooo_

e e ® |

pHi=7.2-7.4

Sekil 2.7. Hipoksik ve asidik kanser hiicrelerinde pH diizenleyicileri (Tuccitto, 2018)

V-ATPaz ve karbonik anhidrazlar (CAIX ve CAXII) hipoksik ve asidik timor

hicrelerinin hiicre yuzeyinde eksprese edilir. V-ATPaz, ATP hidrolizi sonucu agiga
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¢ikan proton (H") ile birleserek hiicre iginden hiicre digi bosluga taginmasinda
gorevlidir. CAIX ve CAXII, CO2 ve H.O* yu bikarbonata (HCO3") ve protonlara
doniistiiriir. Bu reaksiyonlar hiicre digt pH’ y1 asitlestirirken hiicre i¢i pH’” nin notr ya

da hafif alkali pH degerinde kalmasina yardime1 olur (Tuccitto, 2018).

Timor hiicrelerinin mikrogevresi genellikle asidik 6zellikte olmasi kanserin
karakteristik 6zelligindendir. Son yillarda kanser hiicrelerinin hiicre i¢i ve dis1 pH
degerini pH-duyarli niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (MRS), pozitron
emisyon tomografisi (PET), manyetik rezonans goérintileme (MRI) ve optik
goriintiileme gibi gelismis teknikler kullanilarak belirlemek miimkiin olmustur (Zhang
et al., 2010). Kanser hucrelerinde hiicre i¢i pH degerinin normal hicrelere benzer
sekilde hafif alkali veya noétr civarinda oldugu tespit edilmistir (Hao et al., 2018).
Normal hicrelerin hiicre i¢i pH degeri yaklasik 6.99-7.05 arasinda degisirken kanser
hicrelerinin ki 7.1-7.7 arasinda degismektedir (Alessandra, 2017). Ancak kanser
hiicrelerinin hiicre disi pH degeri normal hiicrelerinkine gore daha asidik 6zelliktedir.
Tumor hicresinin ekstraselliler pH’ s1 normal hiicrelere gore 0.3-0.7 birim kadar
diisiiktiir. Normal dokularin hiicre dig1 pH degerleri 7.2 ile 7.5 arasinda iken tumor
dokusunun hiicre dis1 pH degerleri 6.5 ile 6.9 arasinda degismektedir (Hao et al.,
2018). Ornegin malign melanom dokularinda ekstraselliiler pH degeri ortalama 6.96
olmasina ragmen normal cilt hiicrelerinde ortalama 7.39 pH degerindedir ve arada 0.43
fark bulunmaktadir. Uterus pH ortalamasi 7.64 iken uterus tiimorlerinde ekstraselliiler
pH degerinin ortalamas1 6.92” dir. Cesitli doku ve tiimor hiicrelerinin pH degerleri
arasindaki farklar Sekil 2.8.” de gosterilmistir (Hao et al., 2018).
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Sekil 2.8. Normal ve kanserli dokularin mikrogevresisinin pH degeri (Hao et al., 2018, Glivenalp, 2019)
2.3.2.1. Asidik Mikrocgevrenin Tumor Proliferasyonuna Etkisi

Asidik mikrocevre kanser hcrelerinin buyumesini, proliferasyonunu ve
hareketliligini destekleyen birgok dezavantaj saglamaktadir (Mclntyre et al., 2016;
Sever and Brugge, 2015). Ayrica asidik mikrogevre kontrollii hlicre 6limu sinyal
iletim mekanizmasinda rol oynayan bazi molekiilleri (Bcl-2 ve Bcl-XL) gesitli yollarla
etkileyerek tiimor hiicresinin hayatta kalmasina ve hiicrelerin normal doku sinirlarinin
Otesinde anormal yayilmasina katkida bulunur (Ryder et al. 2012). Apoptoz basta
olmak iizere diger hiicre 6liim mekanizmalarina karsi1 direng olusturmaktadir. Kanser
hicrelerinde biiylime uyarici ve engelleyici ¢oklu kontrol mekanizmalarinda
deregtilasyon meydana gelmektedir. Bunlarin temelinde, kansere neden olan genetik
ve epigenetik degisikliklerin neden oldugu hiicre sinyal iletim diizensizligi yer
almaktadir. Bu deregiilasyon hiicrelerde biiylimeyi uyaric1 veya inhibe edici
sinyallerden farkli seviyede bagimsiz hale gelerek hiicrelerin devamli biiylimesi ve

béliinmesine neden olmaktadir (Sarosi et al., 2005; Sever and Brugge, 2015).
2.3.2.2. Asidik Mikrogevrenin Tiimér Invazyonu ve Metastazina EtKisi

Timor hiicrelerinin invazyon mekanizmalar1 karmagiktir ve ¢evresel kosullara
yanit olarak degisebilmektedir (Estrella etal., 2013). Hiicrelerin mezenkimal 6zellikler
kazanarak epitel Ozelliklerini kaybettigi slire¢ olan epitelden mezenkime gecis

(Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT) kanserin ilerlemesinde énemli bir adimi1
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olusturmaktadir. Hiicre-hlicre ve hiicre-matriks yapisma molekiillerinin ekspresyon
seviyesi azaldig1 veya ortadan kalktig1 durumlarda hiicreler kendi mikrogevreleriyle
baglantilarin1 kaybederler. Bu durum kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz
olaylarina daha yatkin hale gelmesine katki saglamaktadir (Lamouille et al, 2014; Le
Bras et al., 2012; Ye and Weinberg, 2015). EMT geciren timor hicreleri timor
Kitlesini terk edebilir ve gevresindeki normal dokuya ya da uzak dokulara go¢ ederek
timorlerin yayilmasina yol agabilir (Le Bras et al., 2012; Redfern et al., 2018). Asidik
mikrogevre E-kaderin, N-kaderin ve vimentinin gibi EMT ile iliskili proteinlerin
ekspresyonunu modiile ederek hiicre aras1 baglantilar1 etkilemesi sonucu invazyonu

arttirmaktadir (Riemann et al., 2019).

Lizozomal proteinaz veya endopeptidaz grubunda yer alan katepsinler metastaz
ve invazyon gibi farkli tiimorojenik olaylarda 6nemli rol oynamaktadir. Katepsinler
hiicre yiizeyinde bulunan proteinlere baglandiklarinda proteolitik etki meydana getirir
(Joyce and Hanahan, 2004). Hiicre disinda meydana gelen bu etkilesim sonucunda
kanser hiicreleri ¢evrede bulunan doku, kan ve lenf damarlarina ya da daha uzak
bolgelerde bulunan dokulara invazyon veya metastaz yapabilir (Tan et al., 2013).
Katepsinler inaktif olarak sentezlenirler ve endopeptidaz ya da ektopeptidazlar
tarafindan aktive edilirler. Warburg etkisinden kaynaklanan asidik mikrogevre htcre
dis1 katepsin L’ nin aktivitesini kolaylastirir. Asidik bir ortamda, katepsin L, ECM’
nin kolajen tipleri I ve IV, fibronektin ve laminin gibi bilesenlerini parcalayabilir
(Lankelma et al., 2010). Asitle-aktive timoral katepsin L, Urokinaz tipi plazminojen
aktivasyonu (uPA) araciligiyla plazminojeni kanserle yakin iliskili olan plazmine
doniistiirtir. Plazmin daha sonra hiicrelerin yapisi ve hareketini etkileyen fibronektin,
laminin, proteoglikan ve kollajen gibi hiicre dis1 matrikste (ECM) bulunan ¢esitli
bilesenlerin yapisin1 bozarak blylme faktorlerini aktive eder (Lyons et al., 1988).
Kanser hicrelerinde meydana gelen uPA’ nin artan ekspresyonu hicrelerin invazyon
yetenegini arttirir (Ellis et al., 1992). uPA ve uPA reseptor etkilesmesi reseptor tirozin
kinazlar1 da etkinlestirebilir. Bu tiirde meydana gelen etkilesim, EGF, PDGF, ILGF ve
HGF yoklugunda bile fokal adezyon kinaza bagiml bir sekilde hiicrelerin invazyon
yetenegini indukleyebilir (Eden et al., 2011; Smith and Marshall, 2010).

TiUmor hicrelerinin invazyon ve migrasyonunda hicre-hiicre, hlcre-matriks
yapismasinin kaybi ve hiicre disi1 matriks (ECM) bilesenlerinin bozulmasi meydana

gelir. Hicre-hiicre ve hiicre-matriks yapisma molekiillerinin ekspresyonu azaldiginda
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veya yok oldugunda, hiicreler kendi mikrogevreleriyle temaslarini kaybeder ve
cevreleyen dokuya invaze olmayan ve migrasyona yatkin hale gelir (Lankelma et al.,
2010). Katepsin B MMP-1 ve MMP-3’ i dogrudan aktive ederek ECM” nin kolajen,
jelatin ve tenasin gibi bilesenlerin yapisini bozabilir. Bdylece tiimor hiicrelerinin hiicre
dis1 bosluktan invazyonunu ya da metastazini kolaylastirir (Tan et al., 2013). Ayrica,
asitle aktive olan katepsin B ve katepsinle aktive edilmis uPA/plazminojen/plazmin,
proteolitik sinyal iletim yoluyla salgilanan metalo-proteazlari (MMP’ ler) aktive eder.
MMP’ ler, hiicre disi matriksin bitin bilesenlerini tamamen pargalayabilen
endopeptidazlardir. Tiimor hiicrelerinin salgiladigt MMP-1, -2, ve -9 ile birlikte
proteolitik Grokinaz-tip plazminojen aktivator sisteminin (UPA/UPAR) aktivasyonu
invazyonu arttirmasinin yani sira anjiyogenez ve timor hiicresi yayilmasi, kana gog
etmeleri, uzak dokularda kolonize olma yeteneklerini gelistirirler (Pachmayre et al.,
2017).

2.3.2.3. Asidik Mikrogevrenin Tumor Angiogenezisine Etkisi

Anjiyogenez tumor kitlesinde 6nceden var olan kan damarlarindan yeni kan
damarlarinin  olusmasi1 anlamina gelmektedir. Kanser hiicreleri ¢ok hizli
cogaldiklarindan blyime ve gelismesi igin ihtiyag duyduklari besin maddelerini
anjiyogenezisi artirarak karsilamaya caligirlar (Hanahan and Weinberg, 2000;
Semenza, 2003). Proanjiyojenik (damar olusumunu destekleyen) ve antianjiyojenik
(damar olusumunu baskilayan) faktorler arasindaki etkilesim tiimor hiicrelerindeki
genetik degisiklik ve lokal hipoksi durumundan etkilenerek yeni damarlarin
sekillenmesini saglayan anjiyojenik faktorlerin salgilanmasina yol agar. HCC ve bir
cok solid-timorde endotel hticrelerinin aktivasyonu anjiyogenez, proliferasyon ve
invazyonu artirmaktadir. Anjiyojenik faktorlerin salgilanmast damar endotel
hlcrelerini aktive ederek yeni kan damarlarinin olusmasiyla sonuglanir. Ancak kanser
hiicrelerinin sahip oldugu kan damarlari normal kan damarlarindan yapisal ve islevsel
olarak farkli 6zellikler gostermektedir. Bu farkliligin sebebini baslica anjiyojenezde
yer alan sinyal yollarmin diizensizligi ve anjiyojenik faktorlerin  gen
ekspresyonununda meydana gelen degisiklikler olusturmaktadir. TUmOr kan
damarlar1; tipik olarak diizensiz ve anormal dallanma, tam sekillenmemis bazal
membran, tam olarak cevrelemeyen damar diiz kas1 ve asir1 derecede gegirgenlikle
karakterizedir. Ayrica bazi timor kan damarlarinda limen yiizeyinde kanser hiicreleri

de bulunabilmektedir (Chang et al., 2000). Kanser ile iliskili kan damarlar1 sadece
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yapisal acidan degil, ayn1 zamanda molekiiler ekspresyon ve diizenleme seviyesinde

de normal kan damarlarinkinden farklilik gosterir (Nagy et al., 2009).

Anjiogenezde uyarict ve inhibe edici faktorler arasinda bir denge mevcuttur.
Anjiyogenez, proanjiyojenik (uyarici) faktorlerin artmasi durumunda uyarilir.
Ozellikle bu basamak tiimor gelisiminde hiz siirlayici bir rol oynadigi kabul
edilmektedir (Hanahan and Folkman, 1996). Kanser hiicreleri hipoksi ve mikrogevrede
meydana gelen degisikliklere yanit olarak anjiyojenik faktorlerin salinimini artirir ve
anjiyogenez inhibitorlerini baskilar (Elias and Dias, 2008). HCC hiicreleri tarafindan
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), bazik fibroblast biiyiime faktorleri
(bFGF), anjiyopoietinler, trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF), plasental
blytme faktori (PLGF) ve doniistiiriicti bitylime faktori (TGF) gibi proanjiyojenik
faktorlerin salgilanmasi yakinlarda yeni damarlarin sekillenmesini destekler
(Fukumura et al.,, 1998; Hanahan and Folkman, 1996; Jung et al., 2003).
Angiogenezisde rol oynayan VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasental
biiyiime faktdriiniin sentezine tirozin kinazlar rol oynamaktadir (Ferrara et al., 2003).
Buyuyen timorlerin merkezindeki hipoksi, hipoksi ile induklenebilir faktor (HIF) -1a
ve VEGF gibi bir ¢ok hipoksiye yanit genlerinin ekspresyonunu indukler (Harris,
2002). Hipoksi ayrica trombospondin-1 gibi antianjiyojenik faktorlerin ekspresyonunu
da inhibe eder (Fox et al., 2001). Ayrica timor baskilayici genlerdeki genetik
degisiklikler proanjiyojenik faktdrlerin sentezini artirabilir (Longo et al., 2002). En
gliclii uyarict anjiyojenik faktorlerden biri olan VEGF bir ¢ok kanser tiriinde
ekspresyon seviyesinin onemli derecede arttigi bildirilmistir (Ferrara and Davis-
Smyth, 1997).

2.3.2.4. Asidik Mikrocevrenin Kemoterapotiklere Kars1 Olusan Dirence
Etkisi

Asidik  mikrogevre Ozellikle solid tiimorlerin  tedavisinde kullanilan
kemoterapdtiklere karsi ilag direnci meydana getirir (Liu, 2009; Natarajan Raghunand
and Gillies, 2000). Basaril1 antikanser tedavisinde ilag molekiillerinin kanser hiicreleri
tarafindan hiicre icine alinmasi ve/veya hiicre i¢i hedef noktalarim1 etkilemesi
gerekmektedir. Bu iki mekanizma da hiicre dis1 pH’ dan etkilenir. Asidik hiicre dis1
pH “‘iyon yakalama’’ olarak adlandirilan ve ilaglarin iyon protonasyonuna dayanan
mekanizma yoluyla o6zellikle zayif bazik karakterde olan kemoterapétik ajanlarin

hlcre ici konsantrasyonunu azalmaktadir (Daniel et al., 2013; Gerweck et al., 2006;
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Mahoney et al., 2003; Natarajan Raghunand et al., 2003). Bu nedenle, kanser
hicrelerinin hiicre dist pH degerini arttirarak hiicre i¢i pH’ ya yakin degere
ulastirllmasi tedavide basar1 oranini blytk Olgude arttirabilir (Peppicelli et al., 2017).
In vitro ve in vivo ¢alismalarda disik pH’ i antrasiklin (doksorubisin gibi),
antrakinon (mitoksantron gibi) ve vinka alkaloidleri (vinkristin ve vinblastin) gibi
zay1f baz kemoterapétiklerin hiicre igine alimini ve etkinligini azalttigi gosterilmistir
(Gerweck et al., 2006; Tannock and Rotin, 1989). Asidik mikrogevrenin ¢esitli
yontemlerle alkali pH’ ya kaydirilmasi bu zayif bazik karakterdeki ilaglarin bazilarinin

hlcre ici birikimini ve sitotoksisitesini arttirmistir (Raghunand et al., 1999).

Asidik mikrogevre ¢oklu ilag direncinde (Multi Drug Resistance, MDR) dnemli
rol oynayan P-glikoproteinin (pGP) ekspresyonu ve aktivitesini arttirmaktadir.
Etkinligi artan pGP kemoterapide kullanilan ilaglara yonelik direng meydana
gelmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Robinson et al., 2020) . Ayrica hiicrelerin S-
faz1 basamagi diger hiicre dongiisii basamaklarina gére kemoterapi ve radyoterapiye
daha fazla duyarlidir. Asidik mikrogevre GO fazindaki hiicrelerin yiizdesini artirarak
kanser tedavisinde kullanilan ilaglara karsi bagka bir yolla da direng meydana

getirebilmektedir (Peppicelli et al., 2017).
2.3.2.5. Asidik Mikrocevrenin immun Yamt Uzerindeki Etkisi

Immun sistem hiicreleri viicudu yabanci patojenlere karsi koruma saglamasinimn
yani sira hasarli hiicreleri ve timdr hiicrelerini yok etmede de 6nemli rol
oynamaktadir. T hticreleri, immun sistemin en énemli efektor hiicreleridir. Sitotoksik
T hiicreleri (CD8" hiicreleri) ve yardimci T hiicreleri (CD4" hiicreleri) olmak Gzere
iki thr timord infiltre eden T hucresi (tumor-infiltrating lymphocytes) vardir. Bu
hicreler, timor nekroz faktoru-alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y), interlokin (IL)
-2, IL-17, 1L-22 ve IL-36 gibi sitokinleri salgilayarak antitimor etki gosterirler
(Dankbar et al., 2000; Ferlin et al., 2000). Diizenleyici T hiicresi ve B lenfositleri
Immun sisteminin baslica baskilayici hiicreleridir. Bu hiicreler, lenfositlerin bagisiklik
tepkisini bastirmak i¢in doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF-f), IL-10, IL-35, IL-
37 ve diger sitokinleri salgilar (Jiang et al., 2020). Kanser hiicrelerine kars1 immun
yanitin ~ sekillenmesinde dogal oldiriici  (NK)  hiicreler 6nemli  gorev
yapmaktadir. NK’ lar kemokinler tarafindan yonlendirilen kanserli bolgelere gog
ederler. Aktive edilmis NK hiicreleri, timor biiylimesini inhibe etmek i¢in IFN-y,

granulosit-makrofaj koloni uyarici faktér, TNF-a, IL-18 ve diger faktorleri salgilarlar
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(Hayashi et al., 2004; Hideshima et al., 2002). Bazi kanser tiirlerinde asidik mikrogevre
sitotoksik T lenfosit ve NK’ larin tiimorisidal aktivitesini baskilamaktadir. Asidik
mikrogevre duzenleyici T hucrelerinin aktivitesini veya immunsupresif sitokinlerin
iretimini artiran kemokinlerin antikanser aktivitesini baskilar. Ayrica hiicre dis1 pH
6.5’ e distigiinde timor- infiltre T hicrelerinin sitolitik aktivitesi ve sitokin

sekresyonunu bozulur (Calcinotto et al., 2012).
2.4. Hicre Kalturu

Kanser calismalarinda in vitro ve in vivo modeller, 6zellikle ilag arastirma-
gelistirme, proliferasyon, metastaz, invazyon ve molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasina imkan saglayan yontemlerdir (Katt et al., 2016). Hicre kultlri ve
hayvan deneyleri kanser arastirmalarinda insan ¢alismalar1 arasinda koprii kurarlar
(Suckow et al., 2012). Hiicre kiiltiirii primer ve hiicre hatti olmak {izere iki ana sinifa
ayrilir. Primer hiicre kiltiiri ilgili ana dokudan dogrudan izole edilen hiicrelerin
kiiltirleridir. Hiicre hatti ise primer kiiltiir asamasindan sonra subkultir ya da
pasajlama yapildiginda elde edilir. Hiicre hatlar ya sinirsiz bdliinebilme potansiyeline
sahip ‘‘devamli hiicre hatt1 (continuous lines)’’ ya da boliinebilme yetenekleri sinirh
olan sonlu cizgiler olarak kategorize edilebilir (Langdon, 2004). Primer hiicre
kltarleri elde edildikleri dokularinin morfolojik, fonksiyonel 6zelliklerini korumasi
ve in vivo kosullarla ¢ok benzer olmasi gibi avantajlari bulunmaktadir. Ancak in vitro
sartlar altinda proliferasyon yeteneginin sinirli ve belirli bir yasam siiresinin olmast,
donorler arast degiskenlik gdstermesi ve yiiksek maliyet gerektirmesi gibi
dezavatajlar1 da bulunmaktadir. Hiicre hatlar1 devamli veya sinirli sinirsiz biiyiime
yetenegine sahip olabilirler. Hiicre hatlarinin temin ve kullanim kolayligi, optimal
kiiltiir kogullar1 altinda stirekli olarak boliinebilme/biiyiime yetenegi (devamli hiicre
hatt1) ve donore bagli olmayan sabit fenotip gibi in vitro ¢alismalarda avantaj saglayan
bircok 6zelliklere sahiptirler. Timdorlerden elde edilen hiicre hatlari timér hiicrelerinin
basitlestirilmis ve kontrollii bir ortamda arastirilmasina olanak tanir (Gomez-Lechon
et al., 2008; Meditz and Rinner, 2018). Kanser kokenli devam hiicre hatlar1 elde
edildigi kanser turtinin genotipik ve fenotipik 6zellikleri, gen ekspresyonunu ve ilag

duyarlihig: yansitmaktadir (Masters, 2000).

Hicre kultirt uygulamalarinda tiimor modelleri kanser ile ilgili ilag aragtirma-
gelistirme ve molekiler mekanizmalarin arastirilmasinda genis kullanim alani
bulmustur (Katt et al., 2016).
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2.4.1. HepG2 (insan Hepatoselliiler Karsinoma) Hiicre Hattimn Genel
Ozellikleri

HepG2, Hep3B, HepaRG, Huh7 ve HBG-BC2 hiicreleri in vitro ¢alismalarda
primer insan hepatositlerine alternatif olarak kullanilan hepatoma hiicre hatlaridir. Bu
hiicre hatlar1 arasinda HepG2 hiicre hatt1 ilag metabolizmasi ve hepatotoksisite

caligsmalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir (Donato et al., 2015).

HepG?2 hiicre hatt1 iyi derecede farklilasma gosteren 15 yasindaki Kafkasli bir
erkek hastanin hepatoselliiler karsinoma 6rneginden hazirlanmistir (Qiu et al., 2015).
1980 yilinda, Philadelphia Wistar Enstitiisii’ ndeki aragtirmacilar tarafindan ‘“The
Human Hepatoma-Derived Cell Line’’ patenti alinarak literatiire girmistir. HB 8065
kodlu Amerikan Tip Kilttir (American Type Culture Collection, ATCC) havuzunda
bulunmaktadir (ATCC, 2020). HepG2 hicreleri timorojenik olmayan, yiksek
proliferasyon oramna sahip adherent hicrelerdir. Bu hicreler tek tabaka halinde
biiyliyen (monolayer) ve karakteristik hiicre kiimeleri veya adalar (island) olusturan
epitel benzeri 6zellikler géstermektedir. Ayrica hepatit B viriisii negatif ve ortalama
55 (50-56) kromozoma sahiptirler (Donato et al., 2015; Qiu et al., 2015). HepG2

hiicrelerinin histomorfolojik gortntiileri Sekil 2.9.” da gosterilmistir.

Sekil 2.9. HepG2 hiirelerinin mikroskobik goruntiisi (a: Diisiik yogunluk, b: Yiiksek yogunluk,
40X) (ATCC, 2020)

HepG2 hicrelerinin en 0Onemli 6zelligi bir¢ok farklilasmis karaciger
fonksiyonunu gergeklestirmesidir. HepG2 hiicreleri hiicre zarinda bulunan reseptorleri
koruyabilmesi, plazma proteinlerinin biiyiik bir kismin1 iiretebilmesi, sitokinler ile IL-
6 proteinlerini isleyebilmesi, yliksek-diisiik yogunluktaki lipoproteinleri sentezlemesi-
salivermesi, serumsuz besi yerinde liretilmesi durumunda karacigere 6zgi cesitli

serum proteinlerini Uretebilmesi, CYP450’ ye bagimli monooksijenaz enzimlerine
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sahip olmasi ve glukuronik-siilfatla birlesme tepkimelerini gergeklestirebilmesi
sonucu detoksifikasyon islemlerinde gerekli olan normal biyotransformasyon
etkinliklerinin biiylik bir kismin1 yapabilmesi gibi avantajlarindan dolay1 in vitro

toksisite modellemesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Dehn et al., 2004).

HepG2 hiicreleri, sorafenib ve HCC ile ilgili hiicre sinyal iletim mekanizmalari,
ilag arastirmasi, tedavi gelistirme, mikrogevre ve sitotoksisite gibi arastirmalar iceren
bir¢ok ¢aligmada kullanilmistir (Geng et al., 2014; Li et al., 2016; Morisaki et al., 2013;
Yang and Liu, 2017).

2.4.2. Hiicre Canlilik Testleri

Hicrelerin canlilik diizeyleri ve/veya proliferasyon oranlari hiicre canliliginin
bir gostergesidir (Ishiyama et al., 1996). Sitotoksisite in vitro ¢alismalarda biyolojik
degerlendirme icin en 6nemli parametreler arasinda yer almaktadir (Aslanturk, 2018).
Ilag basta olmak iizere gesitli kimyasal maddeler ve pH gibi fiziksel ortam sartlari
hiicre canliligini1 ve metabolizmasini etkilemektedir. Kimyasal madde ve farkli fiziksel
sartlara maruz kalan hiicrelerde hiicre membraninin yapisal biitiinliigiinde bozulma,
protein sentezinde duraksama, reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma ve enzimatik
reaksiyonlarda aksama gibi farkli mekanizmalar araciligiyla hasar meydana
getirmektedir (Ishiyama et al., 1996). Bu hasarlarin neden oldugu hiicre 6liimiinii
belirlemek i¢in ekonomik, giivenilir ve tekrarlanabilir kisa siireli sitotoksisite ve hiicre
canlilig1 testlerine gereksinim duyulmaktadir. Hiicre canlilik ve sitotoksisite testleri;
hiicre zar1 gegirgenligi, enzim aktivitesi, metabolik aktivitenin 6lcimi, ATP Uretimi,
ko-enzim iretimi ve niikleotit alim aktivitesi gibi ¢esitli hiicre fonksiyonlarina
dayanmaktadir. Onkolojik ¢alismalarda hiicre canlilik testleri, ilag arastirma-gelistirme
yontemlerinde hem bilesik toksisitesini hem de hiicre proliferasyonunu

degerlendirmek igin kullanilmaktadir (Riss et al., 2016).
2.4.3. Hiicre Canlilik Testlerinin Siniflandirilmasi

Gunumuzde farmakoloji ve toksikoloji alanlarinda sitotoksisite-hiicre canliligi
tespit etmek i¢in c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler i¢in farkl
siniflandirmalar olmasina ragmen genelde testlerin son asamalarindaki noktalarin
Olclim yontemine (renk degisiklikleri, floresan vb.) dayanmaktadir. Bu siiflandirma
tiirline gore a) boya dislama testleri; tripan mavisi, eozin, kongo kirmizisi, eritrosin B

analizleri, b) kolometerik testler; MTT, MTS, XTT, WST-1, WST-8, LDH, SRB, NRU
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ve kristal menekse testi, ¢) florometrik testler; alamar mavisi ve CFDA-AM testi ve d)
luminometrik analizler; ATP testi ve gercek zamanli canlilik analizi olarak
ayrilmaktadir (Stoddart, 2011a; Tokur ve Aksoy, 2017). Bu testler arasinda galigmaya
uygun yontemi segmek dogru ve giivenilir sonuglar elde etmek igin oldukga 6nemlidir
(Aslantiirk, 2018).

2.4.4. WST-8 Sitotoksisite Testi

Hiicre kiiltiirii galismalarinda canlt hiicreleri tespit etmek i¢in ¢esitli tetrazolyum
bilesikleri kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan tetrazolyum bilesiklerini MTT,
MTS, XTT, WST-1 ve WST-8 olusturmaktadir (Riss et al., 2016; Stoddart, 2011b).
WST-8’ in tespit duyarlilig1 diger tetrazolyum tuzlarina gore daha yiiksektir. ikinci
nesil tetrazolyum tuzu olarak bilinen WST-8 ilk olarak 1999 yilinda Tominaga
tarafindan sentezlenmistir. WST-8 (tetrazolium monosodium tuzu, 2-(2-methoxy-4-
nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium
salt) sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi icin kullanilmaktadir
(Tominaga et al., 1999). Bu yOntem kiiltiir ortaminda ¢6ziinebilen hafif sar1 renkli
tetrazolyum tuzunun canli hiicreler tarafindan turuncu renkli formazana
doniistiiriilmesi esasina dayanan spektrofotometrik bir yontemdir (Kamiloglu et al.,
2020).

WST-8 negatif yiiklii oldugundan hiicre zarindan hiicre ig¢ine gegemez. Elektron
tasiyicist olan 1-metoksi fenazin metosilfat (1-metoksi PMS) canli hicrelerden
elektronlar1 alarak kiiltiir ortaminda bulunan WST-8 ¢ aktarir. Elektron tasiyicilig
canli hiicrelerdeki dehidrojenaz enzimiyle gergeklestirilir. Hiicre disina 1- metoksi
PMS’ nin aktarim1 WST-8’ i indirgeyerek turuncu renkte formazana doniistiirtir (Sekil
2.10.). Ortamdaki indirgenmis WST-8 miktar1, canli hiicre sayisiyla dogru orantilidir.
Olusan turuncu rengin yogunlugu 30 dakika — 4 saat sonra spektrofotometre
yardimiyla 450 nm dalga boyunda 6lglerek canli hiicre sayisi tespit edilebilmektedir
(Chamchoy et al., 2019; Kamiloglu et al., 2020; Prabst et al., 2017).
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WST-8 (Sar1 renkli)

. - |
Dehihrojenaz |

w) /

WST-8 Formozan Canh Hiicre
(Turuncu renkh)

Sekil 2.10. WST-8 tetrazolyum tuzunun canli hiicreler tarafindan turuncu renkli formazana
doniistiiriilmesi (Dojindo, 2020)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Hiicre Hatti

Tablo 3.1. Kullanilan hiicre hatt1

Hiicre Hatt1 Uretici Bilgileri

Insan Hepatoselliiler Karsinoma (HepG2)

. ATCC, HB-8065, Manassas, VA, USA
Hiicre Hatt1

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar Uretici Bilgisi

-80 °C Derin Dondurucu Nuve-DF 490

Buzdolabi (+4 °C) Arcelik 5006 NF

CO; Inkiibator Niive-EC 160

Hassas Terazi Shimadzu Auw 220 D

Hiicre Sayim Cihazi (Cell Counter) Bio-RadTC20™ - 1450102

Canli Hiicre Analiz ve Goriintiileme Sistemi Nano Entek, Juli-BR, Giiney Kore
Inkiibator Niive

Invert Mikroskop Zeiss-Vert. Al

Laminar Akish Glvenlik Kabini Nuve-MN 120

Mikroplaka Okuyuculu Spektrofotometre Tecan Software Magellan

Orbital (Manyetik) Karistirict Wise-Stir-MSH-20A

Otoklav Nive-OT 40L

Otomatik Pipetor Thermo S1 Filler

Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Milli-Di, Simplicity 185
Hassas pH Metre Thermo 710 A

Su Banyosu Nive-Nb 20

Sogutmali Santrifiij Cihazi Nuve, NF 800 R
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3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tablo 3.3. Kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme Ad1

Uretici Bilgisi

96 Kuyucuklu Mikroplaka

75 cm? Hiicre Kiiltiirii Flask1

6 Kuyucuklu Mikroplaka

Mavi Kapakli Falkon Tiip (50 mL, steril)
Mavi Kapakli Falkon Tiip (15 mL, steril)
Hiicre Sayim Lami (Cell Counting Slide)
Kriyovyial (1.5 mL, steril)

Portlp

Pudrasiz Lateks Eldiven

Serolojik Pipet (5 mL, steril)

Serolojik Pipet (10 mL, steril)

Serolojik Pipet (25 mL, steril)

Pipet Ucu (1-10 pL, steril)

Pipet Ucu (10-100 pl, steril)

Pipet Ucu (200-1000 pl, steril)

Vasat Stuizme Filtresi

Plastik Enjektor (25 mL)

Beher (50 mL)

Parafilm (100 mm genislik)

Spatiil (makro ve mikro kasikl)

Corning

SPL Life Sciences
Corning

ISOLAB

ISOLAB

Bio-Rad 145-0011
ISOLAB

ISOLAB
Tentyflex

LP Italiana

LP Italiana

LP Italiana
ISOLAB

ISOLAB

ISOLAB

TPP (Kod: 199500) 22

Ayset

ISOLAB
ISOLAB
ISOLAB
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3.1.4. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.4. Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Adi Uretici Bilgisi
Sorafenib Santa Cruz
Fetal Sigir Serumu GIBCO
L-Glutamin SIGMA-49419
Minimum Esansiyal Medium Eagle (MEM) SIGMA-M0275

MEM- Esansiyel Olmayan Amino Asitler
NaOH (Sodyum Hidroksit)

HCI (Hidroklorik asit)

Penisilin-Streptomisin

Sodyum Bikarbonat

Sodyum Piriivat

Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

Hiicre Sayim Kiti (Sitotoksisite Kiti, WST-8)
Dimetil-Sulfoksit

GIBCO-Thermo Fisher-11140-035
Merck-106462

SIGMA-30721

SIGMA-P4333

SIGMA-31437

SIGMA-Thermo Fisher-11360070
SIGMA-T8154

Biological Industries, 03-051-5B
Abcam

Merck

3.2. Ydntem
3.2.1. Hicre Kultirtu
3.2.1.1. Hiicre Hattinin Temini

Tez calismasinda hiicre hatti “HepG2 hepatoma hiicre hattinda siflutrinle
indiiklenen toksisitenin mekanizmasinda otofajinin regiilasyonunun sinyal yolaklari
tizerinden molekiiler teknikler ile arastirilmasi” bashikli ve PYO.VET.1901.16.013

nolu proje kapsaminda temin edilmis olan HepG2 hiicre hatt1 kullanildi.
3.2.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hicre blylitme medyumu Minimum Esansiyel Medyum Eagle’ in (MEM)
hazirlanmasi; 100 mL MEM’ e 900 mL deiyonize su, 2.2 g sodyum bikarbonat
(NaHCO:s3), 2.292 g L-glutamin (2 mM), 10 mL sodyum pirlvat (%1), 10 mL minimum
esansiyal medyum esansiyel olmayan amino asit (MEM NEAA) (%1) ve 10 mL
penisilin- streptomisin (10 000 1U/mL penisilin ve 10 mg/mL streptomisin) eklenerek
hazirlandi. MEM vakum pompasi araciligi ile laminar akis kabini igerisinde membran

filtreden gegirilerek steril hale getirildi. Filtreden gegcirilen medyum hicrelerin
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¢cOzdiriilmesi, yikanmasi ve subkiiltiire (pasajlanmasi) edilmesi asamalarinda taze

olarak hazirlanda.
3.2.1.3. Hucrelerin Cozdurulmesi

Kriyoviyal icerisinde -80 °C’ de saklanan HepG2 hucrelerinin ¢ozdurilme

isleminde asagidaki prosediir izlenilmistir.

= Calisma Oncesi laminar akis kabini ve hiicre kiiltiirii ¢alismalar i¢in gerekli
olan tim malzemeler %70’ lik etil alkolle sterilize edildi. Laminar akis kabininin

ultraviyole 15181 ¢aligmadan Once ve sonra 10 dakika acik birakildi.
» On hazirlik olarak su banyosunun sicakligi 37 °C’ ye ayarlandi.

» Daha 6nce hazirlanmis olan ve 37 °C’ de bekletilen 100 mL %21 antibiyotik
iceren MEM ve 25 mL FBS laminar akis kabini igerisine alindi. 75 cm?’ lik steril
flasklara %20 FBS iceren 20 mL (16 mL MEM ve 4 mL FBS) MEM eklendi. Hiicreler
cozlndlkten sonra kisa siirede boliinme yeteneklerini geri kazanmalari igin temel

protein kaynagi olan FBS %20 oraninda kullanilmistir.

» Kriyoviyallerdeki dondurulmus hiicreler 37 °C’ lik su banyosunda dairesel
hareketler yapilarak ¢oziinene kadar (yaklasik 1-2 dk.) bekletildi. Kontaminasyonu

onlemek i¢in kriyoviyal kapaginin suyla temas etmemesine dikkat edildi.

» Hiicreler ¢oziildiikten sonra kriyoviyallerin dis yiizeyi %70’ lik etil alkolle

sterilize edildi ve laminar akis kabinine alindi.

= Kriyoviyal icerisinde ¢ozlinen hicreler mikropipet yardimiyla homojenize
edildi.

= Hiicreler medyum (%20 FBS, 20 mL) bulunan 75 cm?’ lik flask icerisine
mikropipet yardimiyla damla damla aktarildi.

» Hiicrelerin tamamen dagilmasi igin flaska ileri-geri dairesel hareketler
yaptirildi ve daha sonra pipetleme yapilarak hiicrelerin medyum i¢ine homojen olarak

dagilmalari saglandi.
= Flask iizerine tarih, pasaj no ve hiicre tipi yazildi.

= Flaskta bulunan hicreler invert mikroskopta kontrol edilerek %5 CO>’ li
inktbatorde 37 °C’ lik sicaklikta inkiibasyona birakildi.
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= Hiicrelerin medyumu 48-72 saat araliklarla %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren
20 mL (18 mL MEM ve 2 mL FBS) MEM ile degistirildi.

= Invert mikroskop altinda hiicrelerin biiyiimesi diizenli olarak kontrol edildi ve

%75-80 yogunluga (confluence) ulasinca hiicreler subkiiltiir (pasaj) edildi.
3.2.1.4. Hucrelerin Subkultir Edilmesi

HepG2 hiicreleri 75 cm?’ 1ik flasklarda yaklasik %75-80 yogunluga ulastiginda
tripsinizasyonla flask yiizeyinden kaldirildi ve subkiiltiirleri yapildi. Hiicrelerin
subkiiltiir edilmesinde asagidaki islemler sirasiyla gergeklestirildi;

» On hazirlik olarak MEM, tripsin-EDTA c¢ozeltisi ve FBS 37 °C sicakliga

ayarlanmis etlivde bekletildi.

= Flasklara gerekli sterilizasyon islemleri yapilarak laminar akis kabinine

aktarildi.

= Flask igerisinde bulunan medyum uzaklastirildi. Sonra hiicreler 1 mL %0.25
(w/v) tripsin-EDTA eklenerek yikandi. Bu yikama islemi 2-3 dakika arayla iki kez
tekrar edildi.

»Yikama isleminden sonra 5 mL %0.25 (w/v) tripsin-EDTA eklendi ve
hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi igin %5 CO2’ |i etlivde 37 °C’ de yaklagik 5-8
dakika bekletildi.

» Hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigr invert mikroskop altinda kontrol
edildi. Yiizeyden ayrilmayan hiicreler i¢in flaskin kenarina hafif¢e vurularak yiizeyden

ayrilmalan saglandi.

= Yiizeyden ayrilan hiicreler {izerine tripsinin aktivitesini engellemek i¢in 5 mL

MEM ilave edilerek hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalari i¢in pipetasyon yapildi.

= Flask icerigi 15 mL’ lik steril falkon tiiplerine aktarildi ve 2500 rpm’ de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant kism1 uzaklastirildi ve hiicreler 1 mL

MEM ile tekrar resuspanse edildi.
®» Hiicrelerin MEM igerisinde homojen dagilmasi i¢in pipetasyon yapildi.

= Canl1 hiicre sayimi i¢in steril epondorfa 10 pL hiicre siispansiyonu ve 10 pL
tripan mavisi eklendi. Epondorftan 10 pL hiicre sayim lamina aktarildi ve otomatik

hiicre sayim cihazinda canli hiicre sayimi yapildi.
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= Hesaplanan canli hiicre sayisina gore falkonda bulunan hucrelere her flaskta

106 hiicre olacak sekilde MEM’ le gerekli sulandirma islemi yapildi.

= Hiicreler %10 FBS igeren 20 mL medyum bulunan 75 cm2” lik flasklara 106
hiicre diisecek sekilde dagitildi (Sekil 3.1. ve 3.2.).

* Flask tlizerine tarih, pasaj no ve hiicre tipi yazildu.
= Hiicreler %5 CO’ li inklbattrde 37 °C’ lik sicaklikta inkiibasyona birakildi.

= Flasklardaki hiicre biiytimesi her giin invert mikroskop altinda kontrol edildi
(Sekil 3.3.). 48 saat araliklarla medyum %210 FBS igeren 20 mL MEM ile degistirildi.
Hicreler 75 cm2’ lik flaskta %75-80 yogunluga ulasinca tekrar subkiiltiire edildi.

» Deney gruplan i¢in gerekli olan hiicre sayisina ulagincaya kadar subkiiltiir

islemine devam edildi (Sekil 3.4.).

Sekil 3.1. Hiicrelerin subkiiltiire edilmesi Sekil 3.2. HepG2 hiicre hattinin ¢ogaltilmasi
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Sekil 3.3.HepG2 hiicrelerinin invert mikroskopta goriintisi A) (10X) B) (40X)

Sekil 3.4.Canl1 hiicre sayimi igin hazirlik

3.2.1.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin bir kismi ilk pasajlama islemi sirasinda daha sonra yapilacak
calismalarda kullanilmak tizere kriyoviallere aktarildi ve -80 °C’ de dondurularak

muhafaza edildi. Hiicrelerin dondurulmasi asagidaki islem sirastyla gerceklestirildi;
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= Flasktaki hiicreler yukarida belirtilen tripsinizasyon islemiyle yiizeyden

kaldirildi.
= Hiicrelere 3mL MEM ilave edildi ve sonral5 mL’ lik falkon tiiplerine aktarildi.

= Hiicre stispansiyonu 2500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi
dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

= Falkonun dip kisminda bulunan htcre peletine 6nce 100 L medyum eklendi

ve hiicre peleti tamamen ¢oziiniline kadar pipetasyon yapildi.

* Tripan mavisi kullanilarak otomatik hiicre sayim cihazinda canli hiicre sayim
yapildi. Daha sonra her bir kriyovial tiipiine 106 hiicre olacak sekilde hucreler
aktarildi. Daha sonra 900 pL dondurma medyumu (%20 FBS ve %10 DMSO) eklendi.

= Kriyovialler -20 °C derin dondurucuda 2-4 saat bekletildikten sonra -80 °C

derin dondurucuda saklandi.
3.2.1.6. Hicrelerin 96’ I ve 6° i Plakalara Aktarilmasi

Hicreler subkiiltiir isleminden sonra yaklasik %75-80 yogunluga ulastigi zaman

asagida ifade edildigi gibi 75 cm?’ li flasktan 96 ve 6 kuyucuklu plakalara aktarildi.

= Flask icerisinde bulunan medyum uzaklastirildi. Hiicrelerin yiizeyi 1 mL
%0.25 (w/v) tripsin-EDTA eklenerek yikandi. Bu yikama islemi 2-3 dakika arayla iki

kez tekrar edildi.

»Yikama isleminden sonra 5 mL %0.25 (w/v) tripsin-EDTA ¢ozeltisinden
eklendi ve hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi i¢in %5 CO2’ li etlivde 37 °C’ de
yaklasik 5-8 dakika bekletildi.

= Hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigi invert mikroskop altinda kontrol
edildi. Yiizeyinden ayrilmayan hiicreler i¢in flaskin kenarina hafif¢ce vurularak

ylizeyden ayrilmalari saglandi.

= Yizeyden kalkan hucreler Gzerindeki tripsinin aktivitesini engellemek icin 5
mL MEM ilave edildi. Hiicreler flask tabanindan ayrilmasini kolaylastirmak i¢in

pipetasyon yapildi.

= Flask icerigi (hiicre, tripsin ve MEM) 25 mL’ lik steril falkon tiiplerine aktarildi
ve 2500 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi

uzaklastirildi ve hiicreler 1 mL MEM” le tekrar resuspanse edildi.
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*» Hiicrelerin MEM igerisinde homojen dagilmasi i¢in pipetasyon yapildi.

= Canl1 hiicre sayimi i¢in steril epondorfa 10 pL hiicre siispansiyonu ve 10 uL
tripan mavisi eklendi. Epondorftan 10 pL hiicre sayim lamina aktarildi ve otomatik

hiicre sayim cihazinda canli hiicre sayim yapildi (Sekil 3.5.).

» Canl hiicre sayimdan sonra hesaplanan dillisyon oraniyla falkonda bulunan
hiicreler MEM” le diliie edildi. Hiicreler 96 kuyulu mikroplakalara 3x104 hiicre/100
puL medyum/kuyu ve 6 kuyucuklu plakaya ise 3x105 hiicre/mL medyum/kuyu olacak
sekilde dagitildu.

= Plakalara aktarilan hiicrelerin yiizeye tutunabilmeleri igin %5 CO2’ i
inkubatorde 37 °C’ lik sicaklikta inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.5. Otomatik hiicre sayim cihazinda tripan mavisi test yontemiyle canli hiicre sayimi

3.2.2. Sorafenibin Sitotoksitesinin Belirlenmesi
3.2.2.1. Sorafenib Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

[lacin 20 mM stok ¢ozeltisi icin steril ortamda 4.6825 mg sorafenib tartilip 500
puL steril DMSO bulunan epondorf icerisinde vortex ve ultrasonik su banyosu

kullanilarak ¢6zdiirtildi.
3.2.2.2. Sorafenibin I1Cso Degerinin Belirlenmesi

Sorafenibin HepG2 hicrelerindeki inhibitér konsantrasyon 50 (ICso) degerinin
belirlemek i¢in; ilacin 20 mM stok ¢ozeltisi MEM” le (pH 7.0) dilUe edilerek 5, 10, 20,
30, 40, 60 ve 80 puM’ lik konsantrasyonlar1 hazirlandi.

Sorafenibin HepG2 hiicrelerinde 1Cso degerini belirlemek igin asagidaki islem

sirasiyla gerceklestirildi;
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=96’ l1 plakada bulunan hiicrelerin medyumu uzaklagtirildi.

=Her bir kuyucuktaki htcrelere 100” er pL sorafenibin 5-80 uM arasinda

degisen yedi farkli konsantrasyonu uygulandi.

= Negatif kontrol grubundaki HepG2 hicrelerine MEM ve pozitif kontrol
grubundaki HepG2 hiicrelerine %0.2 DMSO i¢ceren MEM uygulandi.

= Sorafenibe maruz birakilan hiicreler 24 saat %5 CO2’ li inkibatdrde 37 °C’ lik

sicaklikta inkiibasyona birakildi.

* Hiicre canliliginin belirlenmesi icin WST-8 test reaktifi kullanild:. Inkiibasyon
periyodundan sonra plakanin her kuyucuguna 10 pL WST- 8 reaktifi eklendi
(Chamchoy et al., 2019). Plakalar karanlik ortam sartlarinda orbital g¢alkalayici
kullanilarak 2 dk. Siire ile karigtirildi. %35 CO2’ li inkubatorde 37 °C’ de 1 saat
bekletildikten sonra 450 nm’ de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede absorbans

degerleri olciildii.
3.2.3. Farkh pH’ larda Medyum Hazirlanmasi

HepG2 hiicrelerinin optimum Greme pH’ s1 yaklasik 7.2 (7.0-7.4 arasinda)’ dir.
Asidik hicre medyumu 1.2 N’ lik HCI kullanilarak 6.6-6.8 pH degerlerinde ve alkali
hiicre medyumu NaOH kullanilarak 7.6-7.8 degerlerinde hassas pH metre kullanilarak
hazirland1 (Chen vd., 2009). Farkli pH degerlerine sahip medyumlar 0.22 um siringa
ucu filtre yardimiyla siiziilerek steril hale getirildi (Sekil 3.6.). Medyum pH’ s1 daha
once laboratuvarimizda galisilan ve ‘‘HepG2 Hiicre Hattimn Canlihig Uzerine
medyum pH’ smin Etkilerinin Incelenmesi’® bashgindaki yiiksek lisans tez

calismasindan se¢ilmistir (Giivenalp, 2019).

Sekil 3.6. Farkli pH degerlerinde medyumlarin hazirlanmasi ve steril hale getirilmesi
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3.2.4. Deney Gruplari ve ila¢ Maruziyeti

Sorafenibin 1Csg (13.40 uM), 1Css5 (2.68 M), 1Cs0/10 (1.34 M) ve 1Cso/20 (0.67
uM) konsantrasyonlar1 6.6, 6.8, 7.2, 7.6 ve 7.8 pH degerlerine ayarlanmis medyumla

sorafenib stok ¢ozeltisinden (20 mM) diliie edilerek hazirlandi.

Flaskta bulunan hiicreler 96” I mikroplakaya 3x10* hiicre/kuyu olacak sekilde
dagitildi. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in %5 CO’ li inkibat6érde 37 °C de 24 saat
inklibasyona birakildi.

[lag maruziyetinden o6nce mikroplakada bulunan hiicrelerin medyumu
uzaklastirildi. Deney gruplarinda bulunan hiicrelere 100’ er pL 6.6, 6.8, 7.2, 7.6 ve 7.8
pH degerlerindeki medyumla hazirlanmis olan sorafenibin ICso, 1Csgss, 1Cs0/10 Ve
ICso120 konsantrasyonlari eklendi (Sekil 3.7. ve 3.8.). Her pH deney grubunun negatif
kontroliine sadece kendi pH degerindeki medyum ve pozitif kontroline %0.2 DMSO
iceren medyum eklendi. Daha sonra hiicreler %5 CO> inkiibatérde 37 °C’ de 24, 48 ve
72 saat inkiibasyona birakildi. Tiim uygulamalar steril sartlar altinda gerceklestirildi.

Mikroplaka iizerine etiketleme yapildi. Calisma gruplar: Tablo 3.5.” de gosterilmistir.
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Tablo 3.5. Grup ad1 ve ¢alisma gruplar

Grup Adi Calisma Gruplan

Hicre+6.6 pH Medyum (Kontrol)

Hicre+6.6 pH Medyum+%0.2 DMSO (Negatif Kontrol)

Hicre+6.6 pH Medyum-+Sorafenib 1Cso konsantrasyon
PH 6.6 Calisma Grubu Hicre+6.6 pH Medyum-+Sorafenib 1Csqs konsantrasyon
Hicre+6.6 pH Medyum-+Sorafenib 1Csq10 konsantrasyon

Hicre+6.6 pH Medyum+Sorafenib 1Cso0 konsantrasyon

Hicre+6.8 pH Medyum (Kontrol)

Hicre+6.8 pH Medyum+%0.2 DMSO (Negatif Kontrol)

Hicre+6.8 pH Medyum-+Sorafenib 1Csy konsantrasyon
pH 6.8 Calisma Grubu Hicre+6.8 pH Medyum+Sorafenib 1Csqs konsantrasyon
Hicre+6.8 pH Medyum-+Sorafenib 1Csq10 konsantrasyon

Hicre+6.8 pH Medyum-+Sorafenib 1Csq20 konsantrasyon

Hicre+7.2 pH Medyum (Kontrol)

Hicre+7.2 pH Medyum+%0.2 DMSO (Negatif Kontrol)

Hicre+7.2 pH Medyum+Sorafenib 1Csy konsantrasyon
pH 7.2 Calisma Grubu Hicre+7.2 pH Medyum-+Sorafenib 1Csqs konsantrasyon
Hicre+7.2 pH Medyum+Sorafenib 1Cso/10 konsantrasyon

Hicre+7.2 pH Medyum-+Sorafenib 1Cso0 konsantrasyon

Hiicre+7.6 pH Medyum (Kontrol)

Hicre+7.6 pH Medyum+%0.2 DMSO (Negatif Kontrol)

Hicre+7.6 pH Medyum-+Sorafenib 1Csy konsantrasyon
pH 7.6 Cahigma Grubu Hicre+7.6 pH Medyum-+Sorafenib 1Csqs konsantrasyon
Hicre+7.6 pH Medyum-+Sorafenib 1Csq10 konsantrasyon

Hicre+7.6 pH Medyum+Sorafenib 1Cso0 konsantrasyon

Hicre+7.8 pH Medyum (Kontrol)

Hicre+7.8 pH Medyum+9%0.2 DMSO (Negatif Kontrol)

pH 7.8 Calisma Grubu Hicre+7.8 pH Medyum-+Sorafenib 1Csp konsantrasyon
Hicre+7.8 pH Medyum+Sorafenib 1Csqos konsantrasyon
Hicre+7.8 pH Medyum-+Sorafenib 1Csq10 konsantrasyon

Hicre+7.8 pH Medyum-+Sorafenib 1Cso20 konsantrasyon
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Sekil 3.7. Farkli pH degerlerinde hazirlanan farkli konsantrasyondaki sorafenibin hiicrelere
uygulanmast

Sekil 3.8. Deney gruplarinda bulunan hiicrelere ilag maruziyeti uygulamasi

3.2.5. Hiicre Sitototoksisite Testi

pH 6.6, 6.8, 7.2, 7.6 ve 7.8 degerindeki medyumda bulunan sorafenibin 1Cs,
ICs015, 1Cs0110 Ve 1Cs0/20 konsantrasyonlarina maruz birakilan hiicrelerin canliliklart 24,

48 ve 72 saat sonra WST-8 test yontemiyle tespit edildi.
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3.2.5.1. WST-8 Testi

WST-8 sitotoksisite testi iiretici firmanin belirttigi protokole goére asagidaki

sekilde uygulandi.

= Inkubasyon periyodu (24, 48 ve 72 saat) sonrast 10 uL. WST-8 test reaktifi
pipet yardimiyla 96’ 11 plakadaki her bir kuyucuga 10 pL eklendi (Sekil 3.9.). Sonra

orbital karistiricida bir dakika slreyle yavasca karistirildi.

»Hicreler bir saat %5 CO>’ li inklbatorde 37 °C sicaklikta inkiibasyona
birakildi.

= nkiibasyon periyodundan sonra mikroplaka okuyuculu spektrofotometede 450
nm dalga boyunda absorbans degerleri 6lciildii (Sekil 3.10.). Ol¢iimden 6nce olusan
formazan rengini kuyucuklarda homojen dagilmasini saglamak i¢in mikroplaka

yaklasik 10 saniye ¢alkaland.
» Gergeklestirilen testler li¢c kez tekrar edildi ve sonuglarin ortalamasi alindi.

=% Hiicre canliligim belirlemek i¢in deney ve kontrol grubunda bulunan

hiicrelerin absorbans degeri kullanilarak asagidaki formiile gore hesaplandi.
= %Hiicre canliligi=[(Atest-Ablank)/(Akontrol-Ablank)]x100

= Kontrol grubundan elde edilen absorbans degerine gore hesaplanan canli hiicre

say1s1 %100 olarak kabul edildi.
» Deney gruplarinin absorbans degerine gore % hiicre canliligi hesaplandi.

* Deney grubundan elde edilen sonuglar negatif ve pozitif kontrol gruplariyla

karsilastirilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.9. Sorafenib uygulanan HepG2 hiicrelerinin WST-8 testi goriintisu

infini

Sekil 3.10. WST-8 ydnteminde mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede absorbans degeri 6l¢limu

3.2.6. Hucre Proliferasyon Testi

Proliferasyon testi canli hiicre analizi ve goriintileme (JuLI Br) cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. Cihaz basta hiicre proliferasyonu olmak iizere hiicre gogii,
kok hiicre gelisimi ve yara iyilesmesi gibi ¢aligsmalarda kullanilmaktadir. JuLI Br ile
minimum 60 saniye zaman ayarli fotograf ¢ekimi ve video, otomatik hiicre yogunluk

Olctimii yapilabilmekte ve gergek zamanli hiicre biiyltime egrisi olusturabilmektedir.

Hiicreler 6 gozli plakalara 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekildikten sonra
yiizeye tutunmalari i¢in 48 saat %5 CO2’ li inkibatorde 37 °C’ de inkibe edildi.
Inkiibasyon periyodu sonunda medyum degistirilerek hiicrelere WST-8 testine gore
istatistiksel olarak anlamli ¢ikan ve hucreleri 6ldirmeyen 7.6, 6.6 ve 7.2 pH degerinde
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hazirlanan sorafenibin 1Cso20 konsantrasyonlar: ayr1 ayr1 denemeler olmak iizere
uygulandi. Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin hiicre proliferasyonu iizerine
etkilerini karsilastirabilmek i¢in kendi pH degerindeki medyumda bulunan hucreler
kontrol (7.6, 6.6 ve 7.2 pH medyum) grubu olarak secildi. Kontrol ve deney grubunda
bulunan hiicreler 24 saat araliklarlarla JULI-BR canli hiicre goriintiileme sistemine
yerlestirildi ve %5 CO’ lik inkubatorde 37 °C sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakildi.
Plakalarda baslangic hiicre yogunlugu icin ortalama %50 ve hiicrelerin homojen olarak
dagildig: alanlar segildi. Inkiibasyon periyodu siiresince Juli-BR canli hiicre analiz-

goriintiileme cihazinda 60 saniye araliklarla es zamanli fotograflar c¢ekilmis ve hiicre

yogunlugu hesaplanarak gercek zamanli hiicre biiytime egrileri elde edilmistir (Sekil
3.11,, 3.12. ve 3.13.).

Sekil 3.11. Juli BR cihaziyla es zamanli canli hiicre goriintiilemesi
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Sekil 3.12.  pH 7.6 degerinde bulunan ICsgo konsantrasyondaki sorafenibin HepG2 hiicrelerinde
proliferasyon egrisi

File Name

005:43:27

Sekil 3.13. pH 7.2 degerinde bulunan HepG?2 hiicrelerinde proliferasyon egrisi

Her bir deney grubu icin baslangi¢ aninda (0. saat) alinan hiicre yogunluk degeri
%100 kabul edildi ve 24 saat sonundaki yogunluk degeri dikkate alinarak %
proliferasyon artisi hesaplanmistir. Ortalama % proliferasyon artis degerinin

hesaplanmas1 amaciyla asagidaki formiil kullanilmistir.

%Proliferasyon=[(%Son Yogunluk-%Baslangi¢ Yogunluk)/(%Baslangi¢ Yogunluk)]x100
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3.2.7. istatistiksel Hesaplamalar

Calismadan elde edilen sonuglar aritmetik ortamalama+ standart hata (SE)
seklinde verildi. Calismada gergeklestirilen in vitro deneyler tig tekrarli olacak sekilde
uygulandi. Sitotoksisite denemelerinden elde edilen sayisal veriler SPSS v 21 Base
lisansh istatistik analiz programi kullanilarak degerlendirildi. 1Csp degerinin
hesaplanmasinda probit analizi kullanildi. Deneme gruplarinin degerlendirilmesinde;
once normalite testi Shapiro-Wilk testi ile yapildi. Biitiin veriler normal dagilim
gosterdiginden gruplar arasi farkin istatistik kontroliinde parametrik yontem olan tek
yonlu varyans analizi (One-Way ANOVA) ve Turkey’s ve Dunnet Post Hoc testi
kullanildi. Istatistiksel degerlendirme ve veriler arasindaki farkin 6nem derecesi

p<0.05 oldugunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sorafenibin 1Cso Degeri

Sorafenibin  5-80 uM arasindaki  konsantrasyonlarinin  sitotoksisite
degerlendirmesi  igin  WST-8 testi  kullanildi.  Mikroplaka  okuyuculu
spektrofotometrede elde edilen absorbans degerlerine gore % canli hiicre degeri
hesapland1 (Sekil 4.1.). Sorafenib uygulanan gruplarda konsantrasyon arttikga canli
hiicre sayisinda azalma oldugu belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki % hiicre
canlilik degerleri kullanilarak hiicrelerin %50 sinin 6ldiigii konsantrasyon (ICso)

SPSS programinda probit analiziyle 13.40 pM olarak hesaplandi.
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Sekil 4.1. HepG2 hiicrelerinde 5-80 uM araliginda artan konsantrasyonlarda uygulanan sorafenibin
% canlilik verileri

4.2. Sorafenibin Farkhh pH Gruplarinin Doza ve Zamana Gore Hiicre

Canhihigina Etkisi

Calismada HepG?2 hiicre hattinda farkli pH (6.6, 6.8, 7.2, 7.6 ve 7.8) degerlerinde
hazirlanan sorafenibin zaman (24, 48 ve 72 saat) ve konsantrasyona (ICso, 1Csgps,
ICso/10 Ve 1Cso20) bagh hiicre canliligina etkisi WST-8 testiyle gergeklestirilmistir.

Sorafenib uygulanmayan grubun hiicre canliligi %100 olarak kabul edildi.
4.2.1. Sorafenibin pH 6.6 daki Farkh Dozlarimin Hiicre Canhihigina Etkisi

Sorafenibin 6.6 pH’ daki medyumla hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin

HepG2 hicrelerinde 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodunda hiicre canliligina etkisi
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Tablo 4.1. ve Sekil 4.2.” de gosterilmistir. DMSO’ nun hiicre canlihigina etkisi
bulunmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Ilacin 1Cso (p<0.001) ve ICsos (p<0.05)
konsantrasyonlarinin 24 saat uygulamast hiicre canliligini kontrol grubuna gore dnemli
derecede azaltmistir. Tlacin 1Cso10 Ve 1Cso/20 konsantrasyonlarmin ise hiicre canlilig
Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmadigi belirlenmistir (p>0.05).
[lacin 24 saat uygulamasinda en yiiksek konsantrasyonu hiicre canliligim %50’ den
daha fazla azaltirken diger konsantrasyonlarda yaklasik %80-99 arasinda oldugu tespit
edilmigstir. Sorafenibin 48 ve 72 saat maruziyet periyodu sonrasinda tiim
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda kontrol grubuna gore azalmaya yol agtigi
belirlenmistir (p<0.001). Ilacin 48 ve 72 saat maruziyet periyodunda bitin

konsantrasyonlari hiicre canliligin1 %50’ nin altina diistirdiigi tespit edilmistir.

Zamana gore gruplar arast karsilastirma yapildiginda; 1Csoss, 1Csori0 Ve 1Csor20
konsantrasyonlari 24 saatlik grupla karsilastirildiginda 48 ve 72. saatlerde hcre
canliligini anlaml bir sekilde degistirmistir (p<0.05). Ancak 48 ve 72 saatlik gruplar
karsilagtirildiginda sitotoksik etki bakimindan fark bulunmamstir (p>0.05).

Tablo 4.1. HepG2 hiicrelerinde pH 6.6° da hazirlanan sorafenibin zaman ve doza bagl olarak
gozlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglar1
Sorafenib Hiicre Canlihg (%)£SE
Konsantrasyon
saa saa saa

(uM) 24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol (MEM) 100+3.06% 100+4.622 100+£7.15%

MEM+DMSO 95.02+1.03* 96.81+4.182 98.68+10.50?
ICso 41.96+2.01°* 32.50+2.87%Y 38.92+0.75°
ICsors 78.95+2.02¢% 39.13+0.38%Y 41.80+0.70%Y
1Cs0110 93.64+5.31%* 39.80+1.13% 43.35+0.98Y
1Cs0120 98.98+3.032* 40.20+.78Y 46.66+5.04%Y

abe Aynr siitundaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.05)
Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.05)

X,\y,Z
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Sekil 4.2. HepG2 hiicrelerinde pH 6.6’ da hazirlanan sorafenibin doza bagli olarak gozlenen %
hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglar1 (* p<0.05 ve *** p<0.001)

4.2.2. Sorafenibin pH 6.8’ deki Farkli Dozlarinin Hiicre Canlihgina Etkisi

Sorafenibin 6.8 pH’ daki medyumla hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin
HepG2 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodundaki hiicre canliligina etkisi
Tablo 4.2. ve Sekil 4.3’ de gosterilmisti. DMSO’ nun hiicre canliligina etkisi
bulunmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Ilacin biitiin konsantrasyonlarmin 24 saatlik
maruziyeti hiicre canliligimi kontrol grubuna goére Onemli derecede azaltmistir
(p<0.001). ilacin 24 saatlik maruziyeti periyodunda en yiiksek konsantrasyonu hticre
canliligini %50’ nin altina kadar azaltirken diger konsantrasyonlarda yaklagik %50-60

oldugu tespit edilmistir.

Sorafenibin 48 saat maruziyet periyodu sonrasinda ICsg, ICso5 Ve 1Csoo
konsantrasyonlarinda ve 72 saat maruziyet periyodu sonrasinda ise 1Csg, 1Csoss
konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalmaya yol acgti1 belirlenmistir (p<0.001). Ilacin 48 ve 72 saat maruziyet
periyodunda ICsp konsantrasyonlart hiicre canliligint %50’ nin altina diisiirdiigii ancak

diger konsantrasyonlarinda hiicre canliligini %50’ nin iistiinde oldugu tespit edilmistir.

Zamana gore gruplar arast karsilastirma yapildiginda; 1Cso ve [1Csono
konsantrasyonlar1 24 saatlik grupla karsilastirildiginda 48 ve 72. saatlerdeki hiicre

canliligini anlamli bir sekilde degistirmistir (p<0.05). Ancak 48 ve 72 saatlik
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maruziyetler karsilastirildiginda sitotoksik etki bakimindan sadece 1Cso ve 1Cso10

konsantrasyonlarinda fark bulunmustur (p<0.01).

Tablo 4.2. HepG2 hiicrelerinde pH 6.8’ de hazirlanan sorafenibin zaman ve doza bagl olarak
gozlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari
Sorafenib Hiicre Canhilif1 (%)+SE
Konsantrasyon
(UM) 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol (MEM) 100+3.02° 100+3.422 100+3.33°
MEM+DMSO 93.20+0.442 98.46+2.882 88.53+3.91%
1Cso 21.89+0.57°% 47.46+0.400Y 35.79+2.47°7
1Cs055 51.44+1.49%% 51.12+1.81°% 54.59+4.08°*
1Cs0/10 53.79+1.33¢x 72.87+2.52%Y 85.44+1.79%%
1Cs0120 59.75+1.13%% 86.23+1.34%Y 97.34+4.31%Y

abe Aymi siitundaki farklr harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.001)
*¥2 Aym satirdaki farkl harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.05)
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Sekil 4.3.

HepG2 hiicrelerinde pH 6.8 de hazirlanan sorafenibin doza bagli olarak gozlenen %
hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglar1 (* p<0.05 ve *** p<0.001)
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4.2.3. Sorafenibin pH 7.2’ deki Farkl Dozlarmin Hiicre Canlihigina Etkisi

Sorafenibin 7.2 pH’ daki medyumla hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin
HepG2 hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodunda hiicre canliligina etkisi
Tablo 4.3. ve Sekil 4.4’ de gosterilmistir. DMSO’ nun hucre canlihigina etkisi
bulunmadigi belirlenmistir (p>0.05). Ilacin biitiin konsantrasyonlarimin 24 saat
uygulamasi hiicre canliligii kontrol grubuna goére onemli derecede azaltmistir
(p<0.001). ilacin 24 saat uygulamasinda en yiiksek konsantrasyonu hiicre canliligmi
%350’ nin altina kadar azaltirken diger konsantrasyonlarda yaklagik %70-80 oldugu
tespit edilmistir.

Sorafenibin 48 saat maruziyet periyodu sonrasinda 1Cso (p<0.001) ve ICsoss
(p<0.01) konsantrasyonlarinda, 72 saat maruziyet periyodu sonrasinda ise ICso
(p<0.001), ICs0/5 (p<0.001) ve ICso110 (p<0.01) konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda

kontrol grubuna gére azalmaya yol agtig1 belirlenmistir.

Zamana gore gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; 1Cso konsantrasyonu 24
saatlik grupla karsilastirildiginda 48. saatteki hiicre canliligi artisa (p<0.05), 1Csoi5
konsantrasyonu 24 saatlik grupla karsilastirildiginda 72. saatteki hiicre canlilig

azalmaya yol agmistir (p<0.05).

Tablo 4.3. HepG2 hiicrelerinde pH 7.2° de hazirlanan sorafenibin zaman ve doza bagl olarak
gozlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari
Sorafenib Hiicre Canlihig1 (%)+SE

Konsantrasyon
(UM) 24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol (MEM) 100+2.58° 100+8.43 100+2.45°

MEM+DMSO 85.46+1.68 93.42+3.96° 94.88+1.95%
1Cs0 32.63+0.86" 43.79+1.90°Y 32.71+1.42°
ICso15 67.55+4.97¢* 59.92+2,030¢x 34.39+0.49%Y
1Cs0110 72.18+1.02°% 76.72+2.14%X 78.254.24%~
ICsor20 77.26+1.96%* 83.38+5.03%~ 91.70+4.64%

abe Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.001)
Ayni satirdaki farklh harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligi ifade eder (p<0.05)

X\y.Z
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Sekil 4.4. HepG2 hiicrelerinde pH 7.2° de hazirlanan sorafenibin doza bagl olarak gdzlenen %
hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglar1 (* p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001)

4.2.4. Sorafenibin pH 7.6’ daki Farkh Dozlarimin Hiicre Canlihgina Etkisi

Sorafenibin 7.6 pH’ daki medyumla hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin
HepG2 hicrelerine 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodundaki hiicre canliligina etkisi
Tablo 4.4. ve Sekil 4.5." de gosterilmistir. DMSO’ nun hiicre canlihigina etkisi
bulunmadig: belirlenmistir (p>0.05). Ilacin biitiin konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat
maruziyet uygulamasi hiicre canliligini kontrol grubuna goére Onemli derecede
azaltmistir (p<0.001). Hiicre canlilig1 24 saat maruziyet periyodu i¢in ilacin tiim
konsantrasyonlar1 hiicre canliligimi %50’ nin altinda (yaklasik %20-30 arasinda)
oldugu tespit edilmistir. Ayrica en diisiik ilag konsantrasyonu dahil tiim
konsantrasyonlarda %50’ nin altinda hiicre canlilig1 tespit edilen grubun sadece 7.6
pH-24 saat oldugu belirlenmistir. Hiicre canlilig1 48 saat maruziyet periyodu igin ise
%350’ nin lizerinde oldugu tespit edilmistir. Sorafenibin 72 saat maruziyet periyodu
sonrasinda 1Cso konsantrasyonunda hiicre canliliginda kontrol grubuna gore anlaml

degisiklige yol agtig1 belirlenmistir (p<0.05).

Zamana goOre gruplar arasi karsilastrma yapildiginda 1Csp ve [1Csorzo
konsantrasyonlar1 24 saatlik grupla karsilastirildiginda 48 ve 72. saatlerdeki hiicre
canliligi anlamli bir sekilde artmistir (p<0.01). Ancak 48 ve 72 saatlik maruziyetler
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karsilastinildiginda ~ sitotoksik  etki bakimindan sadece ICso ve  ICsono
konsantrasyonlarinda fark bulunmustur (p<0.01).

Tablo 4.4. WST-8 yontemine gore pH 7.6 degerindeki sorafenibin 24, 48 ve 72 saat maruziyet
stiresinde HepG2 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi

Sorafenib Hicre Canlili: (%)+SE

Konsantrasyon 24 saat 48 saat 72 saat
(M)

Kontrol (MEM) 100+1.542 100+2.222 100+2.842

MEM+DMSO 93.80+2.112 95.29+2.442 91.80+3.332

1Cs0 19.76+0.61°% 53.33+0.10°Y 72.7943.44b%

1Cs05 20.90+1.39°% 58.05+0.64°¢Y 76.13+2.59%
1Cs010 26.10+1.65%°% 64.47+1.75%Y 78.12+2.73%Y
1Cs0120 31.35+1.86°* 66.28+1.399Y 85.51+5.05%7

abe Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.05)
*¥2 Aym satirdaki farkl harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.05)
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Sekil 4.5. HepG2 hiicrelerinde pH 7.6” da hazirlanan sorafenibin doza bagli olarak gézlenen %
hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglar1 (* p<0.05 ve *** p<0.001)

4.2.5. Sorafenibin pH 7.8’ deki Farkli Dozlarinin Hiicre Canlhihgina Etkisi

Sorafenibin 7.8 pH’ daki medyumla hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin
HepG2 hucrelerine 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodundaki hiicre canliligina etkisi
Tablo 4.5. ve Sekil 4.6.” da gosterilmistir. DMSO’ nun hiicre canliligina etkisi
bulunmadig belirlenmistir (p>0.05). Tlacin 1Cso, 1Csos5 Ve 1Cso/10 konsantrasyonlarinimn

24 saat maruziyet uygulamasi hiicre canliligini kontrol grubuna gore azaltmistir
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(p<0.001). Hiicre canliligi 24 saat maruziyet uygulamasi ilacin ICsp ve [Csos
konsantrasyonlarinda %50’ nin altinda iken diger konsantrasyonlarinda %50’ nin

tizerinde oldugu tespit edilmistir.

Sorafenibin 48 saat maruziyet periyodu sonrasinda 1Csg (p<0.001), ICsoss
(p<0.001) ve ICsg10 (p<0.01) konsantrasyonlarinda, 72 saat maruziyet periyodu
sonrasinda ise tm konsantrasyonlarinda (p<0.001) hiicre canliliginda kontrol grubuna
gore azalmaya yol actigi belirlenmistir. Hiicre canlilign 72 saat maruziyet

uygulamasinda %40-60 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Zamana gore gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; 1Cso konsantrasyonu 24
saatlik grupla karsilastirildiginda 48 ya da 72 saatlerdeki hiicre canliligt artmistir
(p<0.05). Ancak 48 ve 72 saatlik maruziyet periyodu sonrasinda meydana gelen
sitotoksik etki bakimindan kendi aralarinda yapilan karsilastirmada sadece |Cso0o
konsantrasyonlarinda fark bulunmustur (p<0.01).

Tablo 4.5. WST-8 yontemine gore pH 7.8 degerindeki sorafenibin 24, 48 ve 72 saat maruziyet
stiresinde HepG2 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi

Sorafenib Hiicre Canhlig (%)+SE

Konsantrasyon
(uM) 24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol (MEM) 100+4.40? 100+3.032 100+4.322

MEM+DMSO 88.86+2.70? 97.47+1.08? 94.18+5.242
ICs0 25.32+0.48P% 35.83+3.55PY 38.32+0.67%Y
ICs055 38.73+3.68%X 55.30+5,520% 49.38+2 57
ICso110 55.41+5.62° 66.10:+5.24°x 51.56+1.980¢x
ICs0120 84.95+1.262* 83.87+2.04720x 61.09+1.13Y

abe Aymi siitundaki farklr harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.01)
*¥Z Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklihig: ifade eder (p<0.05)
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Sekil 4.6. HepG2 hiicrelerinde pH 7.8’ de hazirlanan sorafenibin doza bagl olarak gdzlenen %
hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglar1 (* p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001)

4.2.6. Sorafenibin 24 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karsilastirilmasi

Tez ¢alismasindan elde edilen WST-8 testi sonucuna gore; sorafenibin 24 saat
maruziyet periyodu sonrasinda tiim konsantrasyonlar i¢in HepG2 hiicrelerinde en
gucli sitotoksik etkisini pH 7.6” da gosterdigi tespit edilmistir. Ilacin pH 7.6’ daki

biitiin konsantrasyonlari hiicre canliligint %50’ den daha fazla azaltmistir.

Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin HepG2 hicrelerinde 24 saat
maruziyet periyodu sonrasindaki hiicre canliligina etkisinin konsantrasyona gore
karsilastirmas1 Tablo 4.6. ve Sekil 4.7.” de gosterilmistir. Buna gore; ilacin 1Csg
konsantrasyonu hiicre canliligini %19.76+0.61° e diistirerek en yuksek sitotoksik
etkisini pH 7.6 grubunda gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra 1Cso konsantrasyonunda
en yuksek sitotoksik etkisini sirasiyla pH 6.8, 7.8, 7.2 ve 6.6 pH grubunda gosterdigi
belirlenmistir. ICsg konsantrasyonunda hiicre canliginda en fazla azalma tespit edilen
pH 7.6 grubu diger gruplarla karsilastirildiginda 6.6, 7.2 (p<0.001) ve 7.8 (p<0.05) pH
gruplar1 arasinda hiicre canliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmistir. Ancak 1Cso konsantrasyonunda pH 7.6 grubu ile pH 6.8 grubu arasinda
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hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir

(p>0.05).

[lacin 1Cso/5 konsantrasyonu hiicre canliligii %20.90+1.39” a kadar diisiirerek
en yiiksek sitotoksik etkisini pH 7.6 grubunda gosterdigi belirlenmistir. Sorafenibin
ICsoi5 konsantrasyonda en yiiksek sitotoksik etkisini sirasiyla 7.8, 6.8, 7.2 ve 6.6 pH
gruplarinda gosterdigi belirlenmistir. Hiicre canliginda en fazla azalma tespit edilen
pH 7.6 grubu diger gruplarla karsilastirildiginda 6.8 (p<0.01), 7.2 ve 6.6 (p<0.001) pH
gruplarinda arasinda hiicre canliligi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmigtir. Ancak 1Cso5 konsantrasyonu igin pH 7.6 grubu ile pH 7.8 grubu arasinda
hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir

(p>0.05).

[lacin ICso10 Ve ICsor20 konsantrasyonlari hiicre canliliini sirastyla %16.10+1.65
ve %31.35+1.86" ya diisiirerek en ylksek sitotoksik etkisini pH 7.6 grubunda
gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra 1Cso10 Ve 1Cso20 konsantrasyonlarinda en yiksek
sitotoksik etkisini sirasiyla 6.8, 7.8, 7.2 ve 6.6 pH gruplarinda gosterdigi belirlenmistir.
ICso/10 Ve 1Cso20 konsantrasyonlarinda hiicre canliginda en fazla azalma tespit edilen
pH 7.6 grubu diger gruplarla karsilastirildiginda tim pH gruplar arasinda hiicre

canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.01).

Elde edilen sonuglara gore sorafenib en diisiik konsantrasyonlarda (I1Cso/10 Ve
ICs020) pH 7.6” da diger pH gruplarina gore hiicre canliligini %50’ den daha fazla
azaltarak yuksek sitotoksik etkisinin devam ettigi  belirlenmistir.  Aymi
konsantrasyonlarda pH 7.6 haricindeki pH larda hiicre canliligi %50’ nin iizerinde
kalmistir.. Ayrica azalan konsantrasyonlarda hiicre canliligi artmasina ragmen pH 7.6
grubundaki hiicre canliliginin artis1 diger pH gruplarina gére oldukca diisiik seviyede
oldugu belirlenmistir. pH 7.6 grubunda sorafenibin en yiliksek ve en disiik
konsantrasyonlardaki hiicre canlilig1 arasindaki fark %11.59 iken sitotoksik etki pH
7.6’ ya en yakin olan pH 6.8 grubunda ise fark %37.86 olarak tespit edilmistir. Bu
durum sorafenibin alkali ortamda asidik ortama goére daha etkili oldugunu
gostermektedir. pH 7.8, 6.6 ve 7.2 gruplarinda en diisiikk ve en yiiksek konsantrasyon
arasindaki sitotoksik etki ise sirasiyla %59.63, %57.03 ve %44.63 olarak

belirlenmistir.
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Tablo 4.6. HepG?2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24 saat maruziyet
periyodu sonrasinda gozlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglar1

Sorafenib
pH MEM MEM+DMSO
1Cso 1Csos5 1Cs0/10 1Csor20
6.6 100+3.06  95.02+1.03 41.96+2.012 78.95+2.02% 93.64+5.318 98.98+3.03%
6.8 100+3.02  93.20+0.44 21.89+0.57% 51.44+1.49%° 53.79+1.33" 59.75+1.13°
7.2 100+2.58  85.46+1.68 32.63+0.86° 67.55+4.97* 72.18+1.02° 77.26+1.96°
7.6 100+1.54  93.80+2.11 19.76+0.61° 20.90+1.39¢ 26.10+1.65° 31.35+1.86¢
7.8 100+4.40  88.86+2.70 25.32+0.48¢ 38.73+3.68™ 55.41+5.62¢ 84.95+1.26°

abe Aymr siitundaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.05).
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Sekil 4.7. Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24 saat maruziyet siiresinde HepG2

hiicrelerinde % canliliga etkisi

4.2.7. Sorafenibin 48 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karsilastirilmasi

WST-8 testi sonucuna gore; sorafenibin 48 saat maruziyet periyodu sonrasinda
tiim konsantrasyonlar1 i¢cin HepG2 hicrelerinde en guclu sitotoksik etkisini pH 6.6

degerinde gosterdigi tespit edilmistir.

Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin HepG2 hiicrelerinde 48 saat
maruziyet periyodu sonrasindaki hiicre canliligina etkisinin konsantrasyona gore
karsilastirmasi Tablo 4.7. ve Sekil 4.8." de gosterilmistir. Buna gore; ilacin 1Cso
konsantrasyonu hiicre canliligini %32.50+ 2.87° ye disiirerek en yiiksek sitotoksik
etkisini pH 6.6 grubunda gosterdigi belirlenmistir. Ilacin 1Cso konsantrasyonunda en
yuksek sitotoksik etkisini sirasiyla 7.8, 7.2, 6.8 ve 7.6 pH grubunda gosterdigi
belirlenmistir. 1Cso konsantrasyonunda hiicre canliginda en fazla azalma tespit edilen
pH 6.6 grubu diger gruplarla karsilastirildiginda 6.8, 7.2 (p<0.05) ve 7.6 (p<0.001) pH
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gruplar1 arasinda hiicre canlilig1r acgisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmistir. Ancak 1Csg konsantrasyonunda 6.6 pH grubu ile 7.8 pH grubu arasinda
hiicre canliligi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir

(p>0.05).

[lacin ICsoss konsantrasyonunda hiicre canliligini %39.13+0.38" e diisiirerek en
yiiksek sitotoksik etkisini pH 6.6 grubunda gosterdigi belirlenmistir. ilacin 1Csys
konsantrasyonunda en yiiksek sitotoksik etkisini sirasiyla 6.8, 7.8, 7.6 ve 7.2 pH
grubunda gosterdigi belirlenmistir. 1Csos konsantrasyonunda hiicre canliginda en fazla
azalma tespit edilen pH 6.6 grubu diger gruplarla karsilastirildiginda 7.8 (p<0.05), 7.6
ve 7.2 (p<0.01) pH gruplar arasinda hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmistir. Ancak 1Csgs konsantrasyonunda 6.6 pH grubu ile 6.8
pH grubu arasinda hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir (p>0.05).

[lacin 1Cso/10 konsantrasyonunda hiicre canliligii %39.13+0.38" e diisiirerek en
yiiksek sitotoksik etkisini pH 6.6 grubunda gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra 1Cso/10
konsantrasyonunda en yuksek sitotoksik etkisini sirasiyla 7.6, 7.8, 6.8 ve 7.2 pH
grubunda gosterdigi belirlenmistir. 1Cso10 konsantrasyonunda hiicre canliginda en
fazla azalma tespit edilen pH 6.6 grubu diger gruplarla karsilastirildiginda 7.8
(p<0.05), 6.8 ve 7.2 (p<0.01) pH gruplari arasinda hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptanmistir. Ancak 1Csp/10 konsantrasyonunda 6.6 pH grubu
ile 7.6 pH grubu arasinda hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

tespit edilmemistir (p>0.05).

[lacin 1Csor20 konsantrasyonunda hiicre canliligimi %39.13+0.38’ e diisiirerek en
yiiksek sitotoksik etkisini pH 6.6 grubunda gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra ICso/2o
konsantrasyonunda en yuksek sitotoksik etkisini sirasiyla 7.6, 7.2, 7.8 ve 6.8 pH
grubunda gosterdigi belirlenmistir. 1Cso20 konsantrasyonu icin hiicre canliginda en
fazla azalma tespit edilen pH 6.6 grubu diger gruplarla karsilastirildiginda tim
gruplarda hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir

(p<0.001).

[lacin en diisiik konsantrasyonda pH 7.6” daki giclu sitotoksik etkisi 24 saatten
(%31.35£1.86) sonra 48 saatte de devam etmektedir.
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Tablo 4.7.

HepG?2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 48 saat maruziyet

periyodu sonrasinda gozlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari

Sorafenib
pH MEM  MEM+DMSO
1Cso 1Cs0i5 1Cs0n10 1Cs0120
6.6 100+4.62  96.81+0.18 32,50+ 2.87*  39.13+0.38* 39.80+1.13*  40.20+0.78?
6.8 100+3.42  98.46+2.88 47.46+0.40° 51.12+1.81% 72.874+2.52° 86.23+1.34°
7.2 100+8.43  93.42+3.96  43.79+1.90° 59.92+2.03" 76.72+2.14° 83.38+5.03"
7.6 100+2.22  95.29+2.44 53.33+0.10° 58.05+0.64° 64.47+1.75® 66.28+1.39¢
7.8 100+£3.03  97.47+1.08 35.83+3.55* 55.30+5.52° 66.10+5.24°  83.87+2.04°
abe Aymr siitundaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.05).
° % 5
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Sekil 4.8. Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 48 saat maruziyet siiresinde HepG2

hiicrelerinde % canlilig etkisi

4.2.8. Sorafenibin 72 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karsilastirilmasi

Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin HepG2 hiicrelerinde 72 saat
maruziyet periyodu sonrasindaki hiicre canliligina etkisinin konsantrasyona gore
karsilagtirmas1 Tablo 4.8. ve Sekil 4.9.” da gosterilmistir. Buna gore; ilacin 1Csg
konsantrasyonu hiicre canliligint %32.71+£1.48> e disiirerek en yiiksek sitotoksik
etkisini pH 7.2 grubunda gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra 1Cso konsantrasyonun
en yiiksek sitotoksik etkisini sirasiyla 6.8, 7.8, 6.6 ve 7.6 pH grubunda gosterdigi
belirlenmistir. 1Csg konsantrasyonu icin hiicre canliginda en fazla azalma tespit edilen
pH 7.2 grubu diger gruplarla karsilastirildiginda sadece 7.6 pH ‘ da grubunda hiicre

canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.05).

[lacin ICsos konsantrasyonunda hiicre canliligini %34.39+0.49° a diisiirerek en

yiiksek sitotoksik etkisini pH 7.2 grubunda gosterdigi belirlenmistir. Daha sonra en
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yuksek sitotoksik etkisini sirasiyla 6.6, 7.8, 6.8 ve 7.6 pH grubunda gosterdigi
belirlenmistir. Hiicre canlifinda en fazla azalma tespit edilen pH 7.2 grubu diger
gruplarla karsilastirildiginda sadece 7.6 pH’ da grubunda hiicre canliligi agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001).

[lacin 1Cso/10 Ve 1Csoi20 konsantrasyonunda hiicre canliligini sirasiyla 43.35+0.98
ve 46.66+5.04° a distrerek en yiksek sitotoksik etkisini pH 6.6 grubunda gosterdigi
belirlenmistir. Daha sonra en yiiksek sitotoksik etkisini sirasiyla 7.8, 7.6, 7.2 ve 6.8
pH grubunda gosterdigi belirlenmistir. Hiicre canliginda en fazla azalma tespit edilen
pH 6.6 pH grubu diger gruplarla karsilastirildiginda 7.6, 7.2 ve 6.8 pH’ da grubunda

hiicre canlilig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001).

flacin en diisiik iki (ICsoi0 Ve 1Csoi20) konsantrasyonlarinda hiicre canhiligini
yaklasik %50-60" a kadar azaltarak en guclu sitotoksik etkisini pH 6.6’ dan sonra pH
7.8 de gosterdigi tespit edilmistir. Ilacin 1Cso/10 Ve 1Cso20 konsantrasyonlarinda diger

pH gruplarinda ise hiicre canlilig1 yaklasik %80-97 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.8. HepG?2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 72 saat maruziyet

periyodu sonrasinda gozlenen % hiicre canliliginin WST-8 analizi sonuglari

Sorafenib
pH MEM MEM+DMSO
1Cso 1Csor5 1Cso0/10 1Cso20
6.6 100+7.15 98.68+10.50 38.92+0.75%  41.80+0.70° 43.35+0.98% 46.66+5.04%
6.8 100+3.33 88.53+3.91 35.79+2.47%8  54.50+4.08%2 85.44+1.79° 97.34+4.31°
7.2 100+2.45 94.88+1.95 32.71+1.42%  34.39+0.49%  78.25+4.24°  91.70+4.64°
7.6 100+2.84 91.80+3.33 72.79+3.44°  76.13+2.59° 78.12+2.73* 85.51+5.05°
7.8 100+4.32 94.18+5.24 38.32+0.67*  49.38+2.57% 51.56+1.98* 61.09+1.13%

abe Aym siitundaki farkl: harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p<0.05).
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Sekil 4.9. Farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 72 saat maruziyet siiresinde HepG2

hiicrelerinde % canlilig etkisi

4.3. Hucre Proliferasyon Testi

Sorafenibin 7.6, 6.6 ve 7.2 pH degerinde hiicrelere uygulanan [Csop0
konsantrasyonlarinin 24 saat maruziyet periyodu siliresinde gozlenen hiicre

proliferasyon verileri Tablo 4.9.” da gosterilmistir.

Proliferasyon testi sonucuna gore farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenib
kendi pH kontrol grubuna gore hiicre proliferasyonunu belirgin derecede baskilamistir
(p<0.001). Farkli pH’ lardaki sorafenibin hiicre proliferasyonunu baskilama siralamasi
7.6>7.2>6.6 olarak tespit edilmistir. Gruplarin hiicre proliferasyon sonuglari arasinda

istatistiksel olarak 6nemli fark belirlenmistir (p<0.001).

HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24 saatteki
hiicre proliferasyon egrileri, maruziyet periyodunun baslangi¢c ve 24 saat sonundaki

hiicre yogunlugu gorunttleri Sekil 4.10. ve 4.11.” de gosterilmistir.
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Tablo 4.9. HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24 saatteki
proliferasyon oranlari

% Yogunluk % Yogunluk Proliferasyon Proliferasyon

(1}
Grup (pH) Tekrar (Baslangic) (24 saat sonu) Artis1 (%) éﬁ{:lla(rrg)
1 46.07 7453 61.78 .
6.6 Kontrol 2 48.03 77.14 60.61 61.13+0.34
3 49.17 79.16 60.99
1 42.81 54.53 27.38 .
6.6 ICoony 2 43.64 55.97 28.25 27.65+0.30
3 44.97 57.25 27.31
1 56.71 81.19 43.17
7.2 Kontrol 2 58.87 84.15 42.94 46.61+0.41°
3 53.72 77.51 44.29
1 46.89 56.11 19.66
7.2 ICs0120 2 45.47 54.02 18.80 19.67+0.50¢
3 4757 57.34 20.54
1 48.57 67.42 38.81
7.6 Kontrol 2 46.04 64.44 39.97 38.69+0.77¢
3 49.61 68.11 37.29
1 52.41 61.25 16.87
76 ICsopt 2 51.68 59.75 15.62 15.84+0 531
3 50.18 57.73 15.05
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Sekil 4.10. HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin 24 saatteki hiicre

proliferasyon egrileri
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Sekil 4.11. HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin maruziyet
periyodunun baslangi¢ ve 24 saat sonundaki goriintiileri
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Yogunluk Yogunluk
(Baslangic) (24 saat sonu)

(pH 7.6 1Cs0120)

Sekil 4.11.  (Devam) HepG2 hiicrelerinde farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin maruziyet
periyodunun baslangi¢ ve 24 saat sonundaki goriintiileri

Karaciger kanseri Diinyada yiiksek insidans ve mortalite oranina sahip kanser
tiirleri arasinda yer almaktadir (Reig et al., 2018). Uluslararas1 kanser arastirma ajanst
verilerine gore, Dunya genelinde 2020 yilinda 905 677 yeni karaciger kanser vakasi

oldugu ve tiim malign tiimdrler arasinda altinci sirada yer aldigr bildirilmistir (IARC,
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2020). Ulkemizde de 2 788 kisinin karaciger kanserinden dolay1 hayatin1 kaybetmesi
sonucu diinyadaki durumla benzerlik géstermektedir (TUIK, 2019). HCC’ nin erken
teshisi zordur ve genellikle hastaligin ilerlemis asamalarinda konulabilmektedir. leri
seviye HCC tedavisinde kullanilan ilk tedavi secenegini hem multikinaz inhibitorii
hem de anjiyogenezisi inhibe eden sorafenib olusturmaktadir. Sorafenib ileri seviye
HCC kanseri disinda cesitli evredeki bobrek kanseri ve tiroid kanseri hastalarinda da
kullanilmaktadir (Colagrande et al., 2015). Ayrica akciger, kolorektal, pankreas,
glioblastoma, miyeloid l6semi, ovaryum ve meme kanserinde de kullanilmasina
yonelik ¢esitli preklinik ¢alismalar bulunmaktadir (Booth et al., 2020; Chekerov et al.,
2018; Decker et al., 2017; Gian et al., 2012; Ohanian et al., 2018; Schiff et al., 2018).

HCC ilag tedavisine oldukca direnglidir. Ayrica rezeke edilemeyen HCC’ li
hastalarda tiimdriin niiks etme oraninin yiiksek ve uzun siire sagkalim oraninin diisiik
olmasindan dolayr daha etkili ve daha gilivenli tedavi segeneklerine ihtiyag
duyulmaktadir (Marquardt et al., 2012). Kemoterapdtik ilaglarin etkinliginin
arttirmaya  yonelik  ¢alismalardan  birisi  kemoterapOtik ile  transarteryel
kemoembolizasyonun birlestirilmesidir. Boylece antikanser ilacin kanser bolgesindeki
konsantrasyonu sistemik uygulamasina kiyasla artmaktadir ve birkag saatten birkag
gune kadar yuksek seviyelerde devam edebilmektedir. TAKE lokal bir tedavi
yontemidir ve hepatik arteri embolize (viicuttaki bir doku ya da organin damarlarini
anjiyo yontemiyle tikamak anlamina gelir) edebilir. TAKE uygulamasi orta evre HCC
(BCLC evre B) olan, portal ven timdor trombozu (PVTT) veya ekstrahepatik metastazi
olmayan biiyiik veya multinodiiler HCC’ 1i hastalar i¢in standart tedavi secenegi olarak
onerilmektedir (Kudo et al., 2020). Antineoplastik ilaclarin intravendz yolla
kullanildig1 kemoterapi BCLC tedavi stratejisinde yer almamaktadir. Molekiiler
biyoloji ¢alismalart VEGF seviyesinin TAKE tedavisi yapildiktan sonra genellikle
lokal ve sistemik olarak arttigin1 gostermistir. Ancak sorafenib antiproliferatif
etkinliginin yanin1 sira VEGFR’ yi inhibe ederek antianjiyojenik aktivite de
gOstermektedir (Pascale et al., 2015). Bu nedenle son yillarda, rezeke edilemeyen
HCC’ li hastalar icin sorafenib ile TAKE’ yi birlestirmeye ¢alisan ¢esitli ¢alismalar
bulunmaktadir. Meta-analiz sonuglar1 TAKE ile kombine sorafenibin prognoza kadar
gecen zaman (time to progression, TTP/ “*kanser gibi bir hastaligin tedavisi sirasinda
ve sonrasinda bir hastanin bu hastalikla yasadigi, ancak daha da kétilesmedigi

sliredir’”) agisindan tek basina TAKE” den {istiin olabilecegini gostermistir (Liu et al.,
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2014). Ancak hem hayatta kalma oram (overall survival, OS) hem de TTP’ yi
tyilestirdigi yoniinde pozitif sonuclar1 destekleyen sinirli sayida ¢alisma olmasina

ragmen genel goriis hayatta kalma siiresi tizerinde olumlu yonde etkisinin bulunmadigi

yonundedir (Kudo et al., 2020; Pascale et al., 2015).

Sorafenibin etkinligini arttirmaya yonelik diger bir uygulama ilacin yttrium-90
(Y-90) transarteryel radyoembolizasyon (Y-90 RE) birlikte kullanmasidir. Y-90 RE
tedavisi tam timor nekrozu, kiiratif gibi ¢esitli amaglarla semptomatik ve palyatif
tedavide kullanilmaktadir. Ancak sorafenibin transarteryel radyoembolizasyon
yontemi ile beraber kullanilmasit TAKE’ de oldugu gibi BCLC tedavi stratejisi
arasinda yer almamaktadir. Y-90 RE ile sorafenibin etkinligini arttirmaya yonelik
yapilan klinik ¢aligmalarda OS’ yi degistirmedigi ancak Y-90 RE+sorafenib grubunda
objektif cevap oraninin daha yiiksek ve dermatolojik yan etkilerin daha az oldugu

bildirilmistir (Chow et al., 2018; Vilgrain et al., 2017).

Sorafenibin biyoyararlanimini arttirmak ve hedefe yonelik tedavi yontemi icin
nanoformiilasyonlari da (sorafenib yiiklii sodyum selenit nanopartikillerinin, SSSNP)
gelistirilmistir (Chen et al., 2020; Moni et al., 2020). Sorafenib nanoparcaciklari ile
tedaviye takiben siganlarin timoér dokularindaki sorafenib konsantrasyonu, normal
dokulardakinden 6nemli dl¢iide daha yiiksek bulunmustur. Daha da 6nemlisi sorafenib
nanopartikiilleri tek basina sorafenib ile karsilagtirildiginda timér biytumesini gicli
bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir (Sheng et al., 2017). Deney hayvanlarindan elde
edilen sonuclar sorafenib nanopartikillerinin insanlarda spesifik olarak hepatoselller
karsinomu hedefleyebilecegini one siiriilmektedir (Moni et al., 2020). Sorafenib’ in
insan serum albiimini (HSA) ve folik asit (FA) ile hazirlanan nanofarmiilasyonu (FA-
HSA-SRF-NP) ksenograft tiimorlerini tasiyan ¢iplak farelerde tiimdr proliferasyonu
ve anjiyogenezi azaltarak etkili antitiimor aktivitesini sergiledigi bildirilmistir (Gao et
al., 2019). Mevcut ¢alismada, sorafenibin sitotoksik etkisini Warburg Etkisi sonucu
meydana gelen asidik mikrogevrenin azaltabilecegi diisiiniildiigiinden, farkli pH
degerlerinde medyum kullanilarak sorafenibin karaciger karsinoma hiicre hatti olan

HepG2 hiicrelerindeki sitotoksik ve proliferasyon iizerine etkisi arastirilmistir.

Tez calismasinda ileri seviye HCC tedavisinde kullanilan sorafenibin 6.6 ve 7.8
arasinda degisen farkli pH degerlerindeki medyumla hazirlanan 1Csg, 1Csgss, 1Cs0/10 Ve
ICs0r20 konsantrasyonunun HepG2 hucreleri (izerindeki sitotoksik etkisi WST-8 test

yontemi kullanilarak arastirildi. Ayrica aralarinda anlamli fark bulunan pH 6.6, 7.2 ve
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7.6 degerlerinde hazirlanan sorafenibin en diisiik konsantrasyonu olan ICsp20” nin

hicre proliferasyon uzerindeki etkisi Juli-BR cihazinda degerlendirildi.

Yapmis oldugumuz calismada oOncelikle sorafenibin 1Csp degeri 24 saat
maruziyetten sonra WST-8 test yontemiyle degerlendirilmis olup 13.40 pmol/L olarak
belirlenmistir. Sorafenibin HepG2 hiicre hatlarinda yapilan ¢esitli ¢calismalarda 1Cso
degeri (24 saat) 10-15.9 pmol/L arasinda bulunmustur (Abdel-Mohsen et al., 2020;
Alghamdi et al., 2020; Elsayed et al., 2019; Liao et al., 2021; Liu et al., 2017; Suo et
al., 2012; Sirin, 2018). Sorafenibin HepG2’ ye kars1 daha 6nce bildirilen 1Cso degeri
ile mevcut calismadaki ICso degeri benzerlik gostermektedir. Ancak bazi caligmalarda
HepG2 hicrelerindeki 1Cso degeri 6.20-9 pumol/L arasinda oldugu belirtilmistir
(Eilenberger et al., 2019; Pascale et al., 2015; Rangwala et al., 2012; Tan et al., 2019;
Zhang et al., 2020). Bu farkliligin sebebi I1Cso degeri belirlenmesinde kullanilan test
yonteminin (MTT, MTS, sulforhodamine B, WST-1, WST-8 ya da alamar mavisi) ve
zamanin (24, 48 ve 72 saat) farkli olmasina bagli olabilir. Ayrica in vitro denemelerde
monolayer (tek tabakali) hiicre yogunlugu da kemosensitiviteyi etkileyebilmektedir.
Hiicre yogunlugu dogrudan veya dolayli olarak hiicre dongiisii, ila¢ emilimi, oksijen
difiizyonu ve hiicre yapismasi gibi olaylar1 etkilemektedir. Bu nedenle hiicre
yogunlugu basta ilag direnci olmak {izere proliferasyon orani, hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimlerindeki degisikliklerle iligkilendirilmistir (Meli et al., 2012; Pascale
etal., 2015).

Kanser hiicreleri hiicresel faaliyetlerini yerine getirmek icin gerekli olan enerjiyi
(ATP) ““Warburg etkisi’” ad1 verilen metabolik siirecte glikozu aerobik veya anaerobik
kosullar altinda laktik aside doniistiirerek elde ederler (Westley and May, 2013).
Asidik mikrogevre, Warburg Etkisi sonucu agiga ¢ikan yliksek miktardaki laktik asidin
hiicre i¢inden disina tasinarak ekstraselliiler ortamda birikmesiyle meydana
gelmektedir. Hiicre i¢i pH’ da meydana gelen diisiis endoniikleazlar1 (poliniikleotit
zincirindeki fosfodiester bagini kesen enzim) aktive ederek DNA kirilmasina neden
olmaktadir. Bunun sonucunda da hiicrelerde basta apoptoz olmak {izere hiicre 6lim
mekanizmalart tetiklenerek 6lim meydana gelmektedir. Kanser hiicreleri bu
durumdan ka¢gmak i¢in pH diizenleyeci proteinlerin sentezini artirmak gibi c¢esitli
mekanizmalart kullanarak hiicre i¢i pH’ y1 dengede tutmaya ¢alisirlar (lzumi et al.,
2003). Ornegin, V-ATPaz proton pompasi ile H** nin hiicre digina tasmmasi sonucu

hiicre dis1i pH’ nin asidik ve hiicre i¢i pH’ nin ise nétr yada hafif alkali degerde
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kalmasim saglar (Katara et al., 2014). Ayrica Na*-H* degistirici 1 (NHE-1)
ekspresyonu da artar ve hiicre icindeki fazla H" iyonu NHE-1 tarafindan ekstraselliiler
ortama tasinir. Anyon degistirici-2’ nin de (AE-2) ekspresyonun azalmasi sonucu
Cl /HCO; degisimi inhibe edilir. Bunun sonucunda da hiicre i¢i ve hiicre disi
arasindaki pH farkinda artis meydana gelmektedir (Heming and Bidani, 2003; Rotin
et al., 1989).

Asidik mikrogevre tiimdr dokularinin en 6nemli ayirt edici 6zelliklerinden (The
Hallmarks of Cancer) birisi olup hiicrelerin canliligin1 destekleyerek proliferasyon,
invazyon, metastaz ve kemoterapdtiklere karsit diren¢ olusturma yetenegini
arttirmaktadir (Peppicelli et al., 2017). Calismamizda asidik pH’ lardaki hiicre canlilig
ve sorafenibin etkinligi 24 saat uygulamada karsilastirildiginda asitlik arttik¢a hiicre
canliliginin arttig1 ilacin etkinliginin azaldig: tespit edilmistir. Sorafenibin pH 6.6° da
tiim dozlarimn etkinligi pH 6.8” e gore 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur. ilacin pH
6.6” da uygulanan 1Cso konsantrasyon grubunda hiicre canliligit %41.96 iken ayni
dozun pH 6.8 deki hiicre canlilig1 (%21.89) yaklasik yar1 yariya azalmistir. Doz
azaldik¢a 1Cso/10 Ve 1Cso/20 diizeylerinde pH 6.6’ da hiicre canlilift %90’ nin {izerine
cikmistir. Sorafenibin aymi dozlarinda pH 6.8’ de yaklasik %355 hiicre canliligi
belirlenmistir. Ayrica sorafenibin HepG2 hiicreleri Gizerine 24 saat maruziyet periyodu
sonrasindaki sitotoksik etkisi pH 7.6 kosullarinda diger pH gruplarina gore dnemli

derecede artmistir (p<0.05).

TUmOr mikrogevresinin asidik 6zellikte olmasi sadece kanser hiicrelerinin
yiiksek metabolizma sonucu meydana gelen laktik asit degil ayn1 zamanda yetersiz
perfiizyon (hipoksi) nedeniyle de kaynaklanmaktadir. Kanser hiicreleri hipoksik sartlar
altinda HIF1 o’ nin aracilik ettigi gen ekspresyonunu uyararak glikozun
parcalanmasini arttirir. Boylece hiicrede laktik asit ve CO; liretiminin artmasina neden
olur (Kung et al., 2000; Seagroves et al., 2001). Kanser hiicrelerinde meydana gelen
fazla laktik asit iiretimi ve tiimoriin hipoksik sartlarindan dolay1 kanser hiicrelerinin
mikrogevre pH degeri 6.4 ve 7.0 arasinda degismektedir. Hatta insan skuamoz htcre
karsinomasinda mikrogevre pH’ sinin degeri 5.6’ ya kadar diistiigli bildirilmistir
(Griffiths, 1991; Boedtkjer and Pedersen, 2020). Cesitli ¢alismalar, asidik
mikrogevrenin genomik mutasyonlar1 tetikleyerek; lokal invazyon ve migrasyonu
uyarmast, antitimor bagisikligini baskilamasi ve 6zellikle kemoterapotik ilaglara karst

direnci artirmasi sonucu timor ilerlemesini destekledigini dogrulamistir (Fan et al.,
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2015; Pilon-Thomas et al., 2016). Calismamizda medyum pH sinin yalnizca 0.2 birim
artirilmasi ile pH 6.8 de sitotoksik etki pH 6.6 ya gore yiikselmistir. Sorafenibin azalan
tim dozlarinda (ICsos, 1Csg/10 Ve 1Cs020) benzer durum gozlenmis, ilacin etkinligi

ortam pH’ s1 artik¢a artmuistir.

Faes ve ark., (2016) sorafenibin 1 ve 10 uM konsantrasyonlari alkali pH’ da (7.4)
kilture edilen insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerine (HUVEC) 48 saat maruziyet
periyodu uygulandiginda hiicre proliferasyonunu %17 ve 68 oraninda baskilamistir
(p<0.0001). Ancak sorafenibin ayni konsantrasyonlari asidik pH’ da (6.4) bulunan
hiicrelerin proliferasyonunda 6nemli degisiklige neden olmamustir. Ayrica HCC
tedavisinde kullanilan sunitinib 1 ve 10 uM konsantrasyonlarinda alkali pH’ da hiicre
proliferasyonunu sirasiyla %23 ve 71 oraninda baskilamistir. Ancak sunitinibin ayn1
konsantrasyonlar1 asidik pH’ da (6.4) bulunan hiicrelerin proliferasyonun oraninda
sorafenibde oldugu gibi 6nemli degisiklige neden olmamistir. Ayrica arastirmacilar
sorafenib ve sunitinibin asidik pH’ daki HUVEC hicreleri tzerindeki azalan
antiproliferatif etkinliginin fizyolojik pH’ a yeniden maruz birakilmasiyla etkilerinin
tekrar artabilecegi de arastirmislardir. Bunun i¢in hiicreler 6nce pH 6.4 degerinde 24
saat ve daha sonra pH 7.4 degerinde 48 saat inkiibe etmislerdir. Arastirmacilar
HUVEC’ nin VEGFR-2’ yi yeniden eksprese edilmesi igin gereken sirenin fizyolojik
pH’ da 48 saat oldugundan 48 saat periyodunu segtiklerini belirtmislerdir. Asidik pH’
ya maruz kalan hiicrelerin pH 7.4> e maruz kaldiktan sonra proliferasyon hizlarmin
yeniden arttigini bildirmislerdir. Ayrica bu hiicrelere 1 ve 10 pM konsantrasyonlarda
sorafenib veya sunitinib uygulandiginda (48 saat) hiicre proliferasyonunu 6nemli
6l¢iide (p<0.05) azalttigini bildirmislerdir. Bu veriler asidik mikrogevrenin sorafenib
ve sunitinibin antiproliferatif etkinligini azalttigin1 gdstermektedir. Ayrica bu ilaglarin
etkinliklerini stirdiirmek i¢in hedef yapinin fizyolojik pH sinirlar1 arasinda korunmasi
gerektigini One sirmislerdir (Faes et al.,, 2016). Bizim yapmis oldugumuz
proliferasyon testinde pH 7.6’ da hazirlanan sorafenib hiicre proliferasyon oranini
(%15.84+0.53), pH 7.2 (%19.67£0.50) ve 6.6 (%27.65+0.30) degerinde hazirlanan
sorafenibe gore daha yliksek oranda baskiladigi bulunmustur (p<0.001). Proliferasyon
testinde elde ettigimiz sonugclar; sorafenibin alkali ortamda HepG2 hicrelerinin
cogalmasimmi diger pH ortamlarina gore daha yiliksek seviyede baskiladigin

gostermistir.
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Sorafenibin de aralarinda yer aldigi gesitli kanser ilaglariin (doksorubisin,
cisplatin, metotreksat, paklitaksel, erlotinib ve bortezomib) etkinligi hem normal pH
(7.3-7.4) degerindeki HCT116 ve asidik pH’ ya adapte edilmis AA-HCT116 hcreleri
kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla oncelikle kolon karsinoma hiicre hattt HCT116
hiicreleri pH 6.8 sartlarinda kronik olarak buytiimeye adapte edilerek alt hiicre tipi olan
AA-HCT116 elde edilmistir. Sorafenib ve everolimus (bobrek hiicresi kanseri ve diger
kanser tiirlerinin tedavisinde immiinosiipresan olarak kullanilan ilag) AA-HCT116 ve
HCT116 hiicrelerinde 0.352 ve 50 uM arasindaki konsantrasyonlarina 72 saat siire
maruziyet uygulamasinda benzer oranda sitotoksik etki meydana getirmistir. Ancak
AA-HCT116 hiicreleri diger kanser ilaglarina daha az duyarlilik gostermistir.
Sorafenib HCT116 ve AA-HCT116 hiicrelerinde hiicre canliligin1 benzer oranda
etkilemesine ragmen 72 saat maruziyet periyodunda ICso degeri HCT116 hiicrelerinde
10.16 pmol/L ve AA-HCT116 hicrelerinde 13.19 pmol/L oldugu bildirilmistir.
Arastirmacilar  doksorubisin, sisplatin, metotreksat, paklitaksel, erlotinib ve
bortezomibin asidik kosullara adapte olan hiicrelerde daha diisiik seviyede sitotoksik
etki meydana getirdigini vurgulamislardir. Bu durum kronik olarak asidik pH’ ya
adapte olmus hiicrelerin bircok kemoterapétige direncli oldugunu gostermektedir
(Pellegrini et al., 2018). Calismamizda sorafenibin en etkin oldugu ortam pH’ sinda
(7.6) hiicre canlilign en yiiksek dozda (%19.76+0.61) ile en diisik dozda
(%31.35+1.86) olarak belirlenmistir. ilacin konsantrasyonu 1/20 oraninda azaltilmasi
hiicre canliliginda %11.59 artisa neden olmustur. Alkali ortamla ilag¢ dozunun
azaltilabilmesi sorafenibin advers etkileri yoniinden de olumlu olabilecegi yoniinde
yorumlanmigtir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada da sorafenibin 72 saat maruziyet
periyodu sonrasinda gozlenen hiicre canliligi pH 6.8 grubunda 7.2° ye gore daha
yiiksektir ancak hiicre canlilig1 arasinda istatistiksel fark bulunmamistir. Ancak en
diisiik konsantrasyonlarda (1Cso/10 Ve 1Cso20) hem 6.8 hem de 7.2 pH grubunda yiksek
oranda hiicre canliligt (%80-97) devam ederken pH 7.8 grubunda ayni
konsantrasyonlarda hiicre canliligt onemli derecede (%51-61) azaldig1 tespit

edilmistir.

Coklu ila¢ direncinde (MDR) gorevli olan P-glikoproteini (pGP) kanser
tedavisinde kullanilan ilaglara karsi direng olusumunda 6nemli rol oynamaktadir.
Asidik mikrogevre kanser hicrelerindeki pGP’ nin ekspresyon ve aktivitesini %70

oranina kadar arttirabilmektedir. Sigan R3327-AT1 prostat karsinoma hticrelerinde pH
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6.6” daki pGP aktivitesi pH 7.6’ ya gore iki kat artmistir. Bu durum antrasiklin
grubundaki danorubisinin asidik pH’ daki hiicrelerde daha diisiik konsantrasyonda
bulunmasi ve sitotoksisitesinin belirgin seviyede azalmasiyla gosterilmistir (Thews et
al., 2006). Benzer sekilde meme kanseri tedavisinde sik kullanilan paklitaksel ve
doksorubisin farkli dozlarda (5, 0.8 ve 0.01 uM) pH 7.4’ de bulunan MCF-7 (meme
kanseri hiicre hatt1) hiicrelerine asidik (6.6) pH’ ya gore daha fazla sitotoksik etki
meydana getirmislerdir (Tavares-Valente et al., 2013). Insan kolorektal karsinoma
hiicrelerinde (LS513) pH ve hipoksi pGP’ nin aktivitesi normal pH (7.5 pH) kosullar
altinda aktivitesi ve ekspresyonu belirgin sekilde degismezken asidik pH (6.6) kosullar
altinda aktivitesi %70 oraninda artmistir (Lotz et al., 2007). Tiimo6r mikrogevre pH’ s1
ilaclara kars1 hiicre duyarliligin1 dolayli yoldan da etkilemektedir. Hiicreler mitoz
bolunmedeki S-fazinda diger hiicre dongiisii asamalarina gore kemoterapotik ve
radyasyon tedavisine daha duyarlhidir. Ancak hiicre disi asidik pH GO fazindaki
hiicrelerin oranini arttirmaktadir (Mills et al., 2018). Diger dolayl: etkisi, asidik pH’
ya uzun siire maruziyet kanser hiicrelerinde 1s1 soku proteini olan HSP27 diizeyini
arttirr. HSP27 apoptozun baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizma yollartyla hiicre
sagkaliminda 6nemli rol oynamaktadir. Asidik pH’ ya uzun siire maruz kalan hiicreler
sisplatin gibi bir¢cok kanser ilacina kars1 daha az sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir
(Wachsberger et al., 1997). Asidik mikrogevreye sahip hicreler sadece
kemoterapotiklere karst degil aynmi zamanda radyasyon tedavisinde direng
gostermektedir. Kronik olarak diisiik pH’ ya (pH 6.8) adapte edilen insan maksiller
karsinoma hiicrelerinin radyasyon tedavisine daha direngli oldugu bildirilmistir
(Ohtsubo et al., 2001). Uzun siire devam eden G2 arresti sirasinda DNA hasari
onariminda hizlanmasi; p53 ekspresyonunu uyarir ve radyasyona bagli apoptozu
baskilamaktadir (Park et al., 2003; Peppicelli et al., 2017). Bu ¢alismada 24 saatlik
maruziyette 7.6 pH degerindeki en diisiik konsantrasyondaki sorafenibin olusturdugu
sitotoksik etki en disiik asidik pH degerindeki (6.6 pH) en yiiksek ilag
konsantrasyonunun olusturdugundan daha yiiksek bulunmustur. Ancak 48 ve 72 saat
maruziyet siiresi sonrasinda pH 7.6 grubunda bulunan hiicrelerin canlilig1 artmaktadir.
Bunun sebebinin ortamda bulunan ilag molekdllerinin ilk 24 saat icerisinde etkisini
meydana getirip ortamdaki miktarinin azalmasindan kaynaklandigini diistiinmekteyiz.
Ancak 6.8’ de ICso konsantrasyonu hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda maruziyet
stiresi arttikca hiicre canlilig1 artmis ve %50’ nin lizerinde bulunmustur. Ayrica pH 6.6

grubundaki hiicrelerin 48 saat maruziyette tiim konsantrasyonlarda hiicre canliligi
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azalirken 72 saatte tekrar artmaya baslamistir. Bu durum asidik mikrogevrenin

sorafenibe kars1 direng olusturdugu seklinde yorumlanabilir.

Sodyum bikarbonatin (NaHCOs3) timor biyumesi (zerindeki etkisini
arastirlldigyr bir calismada C3H meme karsinomu tiimor fragmentleri (~100 mg)
C3H/Hen farelerine ve MCF-7 hiicreleri (5x10°, 0.05 mL) siddetli kombine immiin
yetmezlik hastaligi olan farelerin (severe combined immunodeficient, SCID) meme
dokularma implante etmislerdir. Daha sonra farelere bir defa intraperitonal yolla 0.7
mLx1 M NaHCOg (4 saat boyunca ad libitum suya erisimi engellenmis) uygulanmustir.
Tiimor bliylime hizi 2 hafta boyunca tuzlu su verilmis kontrol grubunda bulunan
C3H/Hen ve SCID farelerle karsilastirildiginda aralarinda fark bulunmadigini ve tek
basina NaHCOgz tedavisinin her iki C3H ve MCF-7 timoriniin biiyiime oranlari
tizerinde etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Ancak hayvan deneyleri bazi kanser
ilaglarinin tiimdr biiylimesini alkali ortamda daha fazla baskiladigini gdstermistir.
Akut (gavaj ya da intraperitonal) ya da kronik (ad libitum) NaHCO3 uygulamasi kanser
hiicrelerinde hiicre dig1 pH’ sin1 alkaliye kaydirarak ilaglarin etkisini arttirmaktadir.
Meme dokusunda C3H tiimorii (19824242 mm?) tasiyan C3H/Hen farelerin bir
kismina 7 giin arayla iki doz mitoksantron (i.v., 6 mg/kg) ya da tek doz mitoksantron
(1.v., 12 mg/kg) uygulanmis, bir kismina ise mitoksantron uygulamasindan 2 saat dnce
intraperitonal yolla 0.7 mL 1 M NaHCO3z uygulanmis ve 4 saat boyunca ad libitum
suya erigimi engellenmistir. Mitoksantronun fareler lizerindeki toksisitesinin belirgin
bir sirkadiyen bagimliliga sahip oldugu ve en diisiik toksisitenin 1sik baslangicindan
11-15 saat sonra gozlemlendigi bildirilmistir. Bu nedenle, tiim deneylerde
mitoksantron 151k baslangicindan 12 saat sonra uygulanmistir. C3H tiimdr modelinde
farelerde mitoksantron tedavisinden once sodyum bikarbonat uygulanirsa timor
bliylimesini yaklasik iki kat geciktirdigini bildirmislerdir. Ayrica sistemik sodyum
bikarbonat uygulamasi, mitoksantronun biyodagilimin1 doksorubisinden daha fazla
etkilemistir. C3H farelerinde egri altinda kalan alanin (AUC) degeri mitoksantrondan
Once sodyum bikarbonat uygulanan farelerde (19 744+1339 ng/g doku)
uygulanmayanlara gore (13 557517 ng/g doku) %45 daha yiiksek (p<0.01) oldugu
bildirilmistir. Fakat SCID farelerinde AUC degerinin doksorubisinden dnce akut ya da
kronik sodyum bikarbonat uygulanan farelerde (14.215+0.858, 15+0.839 ng/g doku)
uygulanmayanlara gore (15.49441.453 ng/g doku) istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
bildirilmistir. Ayn1 arastirmacilar MCF-7 tiim6ér modeli tasiyan SCID farelerde
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(1286+89 mm?®) doksorubisin uygulamasindan (2 mg/kg, kuyruk veni) 2 saat 6nce 1
M 0.5 mL (ip) ya da 48 saat 6nce igme suyuna 200 mM sodyum bikarbonat
uygulamasinin tiimor biiyiimesini geciktirdigini bildirmislerdir. Ancak MCF-7/SCID
meme timori tagiyan farelede paklitaksel (i.v., 60 mg/kg ya da 7 gin arayla 45x2
mg/kg) uygulamasinda 6nce akut sodyum bikarbonat uygulamasinin (0.5 mL, ip, 1 M)
paklitakselin terapotik etkinligi tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig: bildirilmistir.
Ayrica sodyum bikarbonat kemoterapdtik ilaglarin antitiimor aktivitesinde artis
sagladig1 dozlarda konakei iizerinde herhangi bir toksisiteye neden olmamaktadir
(Raghunand et al., 2003). Tez calismasindan elde edilen verilere gore sorafenibin
etkinligini arttirmaya yonelik yapilan TAKE uygulamas: ile birlikte sodyum

bikarbonat gibi sistemik alkalilestirici antiproliferatif 6zelligini daha arttirabilir.

Antikanser etkisi de bulunan melatonin hormonunun asidik mikrogevrede (pH
6.7) insan meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7 ve MDA-MB-231) sagkalim
mekanizmasi iizerindeki etkilerinin arastirildig1 bir ¢galismada; melatonin tedavisinin,
kaspaz-3’ iin ekspresyonunu artirarak apoptozu artirdigi, GLUT-1 ve Ki-67
ekspresyonunu azaltarak proliferasyonu azalttigim1 ortaya koymustur. Ancak
melatonin hormonu alkali pH’ da bulunan (pH 7.4) hiicrelerde ayn1 mekanizmalar

araciligiyla hiicre proliferasyonunu daha fazla azaltmistir (Sonehara et al., 2019).

Sadece hucre medyum pH’ s1 alkali 6zellikte oldugunda bile hiicre canliligi ve
proliferasyon oraninda 6nemli azalmalar meydana gelmektedir. HepG2 hiicrelerinin
medyum pH’ s1 6.6 ve 7.8 arasinda degistirildiginde hiicre canliligi pH 6.8’ de kontrol
grubuna (7.2 pH) gore benzerlik gosterirken pH 6.6’ da hiicre canliligindaki artis
WST-1 ve tripan mavisi testleriyle gosterilmistir. Alkali pH ortaminda 6zellikle de
pH 7.8’ de hiicre canliligi 6nemli derecede azalmistir (Giivenalp ve Guveng, 2020).
Benzer sekilde EC ve insan gastrik hiicrelerinde de (SGC-7901 ve MKN45) alkali
degerdeki medyum pH’ s1 (7.4-8.0) hiicre canliligim asidik pH’ ya (6.0 ile pH 7.0, 6.6
ve 6.8) gore baskilamis ve proliferasyonu %35-65 oraninda baskilamistir (Li et al.,
2020). Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda proliferasyon testinde pH 7.6 kontrol
grubunda bulunan hiicrelerin proliferasyon orani (%38.12) pH 7.2 (%43.72) ve 6.6
(%60.47) kontrol grubundaki hiicrelerin proliferasyon oranlariyla karsilastirildiginda
oldukea diisiikk seviyede oldugu bulunmustur. Proliferasyon testinde elde ettigimiz
sonuclara gore asidik ortam HepG2 hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerinde uyarici etki

meydana getirirken alkali ortam hiicrelerin ¢ogalmasini baskilamaktadir.
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Asidik mikrogevre sitotoksik T lenfosit ve dogal 6ldiiriicii hiicreler gibi kansere
kars1 bagisiklik yanitin sekillenmesinde rol oynayan immun yaniti da baskilamaktadir.
Asidik mikrogevre p38 ve JNK/c-Jun sinyal iletim yolaginin inhibisyonu araciligiyla
sitotoksik T lenfositlerin aktivitesini ve proliferasyonu inhibe etmektedir (Fischer et
al., 2007; Mendler et al., 2012). Ayrica, yiiksek seviyedeki laktik asite (20 mM) uzun
streli inkiibasyon sitotoksik T lenfositlerin yarisindan fazlasinin 6liimiine neden
olmaktadir. Kanser hiicreleri tarafindan iiretilen laktik asidin HCC ile iligkili olan
arginaz-1 (ARG1) ekspresyonunu ve tiimor iliskili M2 fenotipli makrofajlar (TAMs)
tarafindan IL-23/IL-17 salgilanmasini indiikleyerek bagisiklik yanitini baskilamasi
sonucu tlimor gelisimini arttirdigir gosterilmistir (Ohashi et al., 2013; Timek et al.,
2012). HCC’ nin baz1 evrelerindeki tedavi segenekleri arasinda immiinoterapi de
bulunmaktadir. Sitokin ile uyarilmis 6ldiiriicii hiicre (cytokine-induced killer cells-
CIK) tedavisi giiniimiizde en sik kullanilan immiinoterapi yontemleri arasinda yer
almaktadir. Sitokin ile uyarilmig 6ldiirticii hiicreler pH 7.4 de pH 6.5’ e gore daha
yuksek sitotoksik aktiviteye sahiptir. 10:1 ve 80:1 arasinda degisen CIK ve HepG2
hiicrelerinin oranlar1 pH 7.4> de bulunan HepG2-luc hiicrelerin orana bagli olarak
%19-80" inin 6lduriirken pH 6.5 ise sadece %4-45 arasinda hiicre 6liimii meydana
gelmistir. %50-100 oraninda CIK i¢eren medyumda apoptoz pH 6.5° de %15-25 iken
pH 7.4’ de %26-45 oldugu bildirilmistir. Bu sonuglar, asidik ortamin CIK hiicrelerinin

antitmor aktivitesini engelledigini gostermektedir (Yuan et al., 2016).

Cesitli in vivo galismalar, proton pompa inhibitorii olan (PPI) esomeprazolln
melanom lezyonlarinda diisitk pH olusumunun engelleyerek lenfositlerin etkinligini
arttirdig1 ve timor tastyan farelerde kanserin ilerlemesini geciktirdigini gostermektedir
(Bellone et al., 2013; Calcinotto et al., 2012). Bir bagka PPI olan pantoprazol de tumor
hiicreleri tizerindeki proton pompalarini inhibe ederek makrofajlarin etkinligini
baskiladigi hem in vitro hem de in vivo olarak gosterilmistir (Vishvakarma and Singh,
2010, 2011). Melanom tasiyan farelerde (C57BL/6 fare) tiimoér pH’ sini nétralize
etmek i¢in uygulanan sodyum bikarbonat kanser biiyiimesini baskilamistir. Daha da
onemlisi diizenleyici T lenfosit tedavisiyle birlikte kullanilmas1 tedaviye olumlu yonde
katki saglamistir (Pilon-Thomas et al., 2016). Bulgular, bikarbonat tampon
uygulamasiyla mikrogevre pH’ sin1 yiikseltmenin immiinoterapiye verilen yanitlari

iyilestirebilecegini gostermektedir (Peppicelli et al., 2017).
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Tidmor mikrocevresi kanser hiicrelerinin apoptoz ve otofaji gibi hlcre 6lUm
mekanizmalarini da etkilemektedir. Hiicre dis1 diisiik pH’ 1n ¢esitli tiimor hiicrelerinde
MAPK sinyalini aktive ettigini ve ¢oklu sitotoksik stresin neden oldugu apoptoza karsi
koruyucu etki olusturarak hiicre sagkalimini arttirmaktadir. Asidik medyum (pH 6-
6.7) kosullar altinda bulunan lenfoma (WEHI7.2, CEM-C7 ve S49), meme kanseri
(MDA-MB 231) ve mide kanseri (SGC-7901 ve MKN45) hiicrelerinde apoptotik
hicre 6liminln baskilandig: bildirilmistir (Ryder et al., 2012; Rabiee et al., 2019; Li
et al., 2020). Bu etkiye aside duyarli G protein-gift reseptorii (GPR65) (asidoza yanit
olarak hayatta kalmak icin sinyallemeyi baglatan faktorlerlerden birisi) tarafindan Bcl-
2 ve Bcl-xL’ nin ekspiresyonunun seviyesinin artmasi aracilik etmektedir. pH> nin
artmastyla hiicrelerin apoptotik hizinin kademeli olarak arttig1 ve alkali ortamin (7.4-

8) apoptozu uyardig: bildirilmistir (Ryder et al., 2012).
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5. SONUC

Kanser hiicrelerinde Warburg etkisi sonucu meydana gelen asidik mikrogevre,
hiicrelerin proliferasyon, invazyon, metastaz ve anjiyogenezis yetenegi yaninda
immun yanit ve kemoterapdtiklere karst direng olusturma kapasitesini de

arttirmaktadir.

Tez ¢alismasinda incelenen sorafenib ileri seviye HCC hastalarin tedavisinde
standart olarak kullanilan antikanser ilacidir. Ancak tiimor mikrogevresinin asidik
karakterde olmas1 ilacin etkisini azaltmaktadir. Sodyum bikarbonat gibi
alkalilestiricilerin sistemik ya da lokal kullanimi bazi kanser ilaglarinin etkinligini

artirmaktadir.

Calismamizda, farkli pH degerlerinde hazirlanan sorafenibin HepG2 hiicre
hattinda sitotoksisite ve proliferasyon oranina etkileri incelenmistir. HepG2 hiicreleri
Uzerinde en gucllu sitotoksik etki 24 saat maruziyet periyodu sonrasinda tiim
konsantrasyonlarda pH 7.6 degerinde ve 48-72 saat maruziyet periyodu sonrasinda ise
diisiik konsantrasyonlarda pH 7.6 ve 7.8 de gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica alkali
pH (7.6)’ da hazirlanan sorafenib (ICsp20) N6tr (7.2) ve asidik (6.6) pH degerinde
bulunan sorafenibe gore proliferasyonu istatistiksel olarak anlamli derece azalttig
belirlenmistir. Literatiirdeki baz1 kanser ilaglarinin etkisini arttirmaya yonelik in vitro
ve in vivo galigmalara paralel olarak, sorafenibin etkisinin alkali ortamda daha gucli
oldugu tez ¢alismasinda da tespit edilmistir. Boylece alkali ortamla ilacin etkisini
artirmanin yani sira dozunun da azaltilabilmesi hem ilacin etkisini arttirmada hem de

ilacin advers etkilerinin azalmasinda olumlu olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Tez calismast kapsaminda elde edilen bulgularda alkali mikrogevrenin
sorafenibin sitotoksik ve antiproliferatif etkisini arttirdig1 belirlenmistir. Bu nedenle
elde edilen bulgular 1518inda c¢aligmalara deney hayvanlar1 ile yapilacak
modellemelerle devam edilmesi ve bdylelikle HCC’ da sistemik ya da lokal
alkalizasyonun sorafenib iizerindeki olasi etkilerinin ayrintili bir sekilde ortaya
konmasi &nerilebilir. leri seviye HCC hastalarinda tedavi stratejisi olarak sorafenib
ile birlikte lokal ya da sistemik alkalilestiricilerin kullanilmasi gelecekteki arastirmalar

icin bilimsel temel saglayabilir.

82



6. KAYNAKLAR

Abdelgalil, A. A., Alkahtani, H. M., Al-Jenoobi, F. I. (2019). *‘Sorafenib’’. Brittain, H. G.
(eds.). in: Profiles of drug substances, excipients and related methodology (pp. 239-
266). USA: Academic Press.

Abdel-Haleem, A. M., Lewis, N. E., Jamshidi, N., Mineta, K., Gao, X., Gojobori, T. (2017).
The emerging facets of non-cancerous warburg effect. Frontiers in Endocrinology. 8,
279.

Abdel-Mohsen, H. T., Abdullaziz, M. A., Kerdawy, A. M. E., Ragab, F. A., Flanagan, K. J.,
Mahmoud, A. E., Ali, M. M., Siwani, H. ., Senge, M. O. (2020). Targeting receptor
tyrosine kinase VEGFR-2 in hepatocellular cancer: Rational design, synthesis and
biological evaluation of 1, 2-disubstituted benzimidazoles. Molecules. 25(4), 770.

Acar, C., Altuntas, T. G. (2019). Hedefe yonelik kanser tedavisinde kullanilan akilli ilaglar:
EGFR inhibitorleri. FABAD Journal of Pharmaceutical Sciences. 44(1), 47-63.

Adnane, L., Trail, P. A., Taylor, 1., Wilhelm, S. M. (2006). Sorafenib (BAY 43-9006,
Nexavar®), a dual-action inhibitor that targets RAF/MEK/ERK pathway in tumor cells
and tyrosine kinases VEGFR/PDGFR in tumor vasculature. Methods in Enzymology.
407, 597-612.

Akram, M. (2013). Mini-review on glycolysis and cancer. Journal of Cancer Education. 28(3),
454-457.

Akyildiz, U., Yalen, K. S., Tiirkay, F. C. (2011). Hepatoselliiler karsinom tedavisi. Giincel
Gastroenteroloji. 15(3), 184-189.

Alessandra, L. (2017). Manipulating pH in cancer treatment: Alkalizing drugs and alkaline
diet. Journal of Complementary Medicine and Alternative Healthcare. 2(1), 1-5.

Alghamdi, H. A., Alrasheedi, A. A., EI-Kady, A. I., Al-Thaiban, M. A., Al-Ghamdi, S. A.
(2020). Elettaria cardamom extract synergistically enhaning sorafenib-induced
apoptosis in HepG2 cells. International Journal of Pharmaceutical Research and Allied
Sciences. 9(2), 50-61.

Alotaibi, H., Atabey, N., Diril, K., Erdal, E., Ozturk, M. (2016). ‘“Molecular mechanisms of
hepatocellular carcinoma’’. Carr B. (eds.). in: Hepatocellular Carcinoma (pp. 43-63).
Switzerland: Springer.

Al-Rajabi, R., Patel, S., Ketchum, N. S., Jaime, N. A., Lu, T.-W., Pollock, B. H., Mahalingam,
D. (2015). Comparative dosing and efficacy of sorafenib in hepatocellular cancer
patients with varying liver dysfunction. Journal of Gastrointestinal Oncology. 6(3),
259-267.

Aslantiirk, O. S. (2018). In Vitro Cytotoxicity and Cell Viability Assays: Principles,
Advantages, and Disadvantages. In Larramendy, L. M. (Ed.), Genotoxicity: A
Predictable Risk to Our Actual World (pp. 1-18). United Kingdom: IntechOpen.

ATCC. (2020). HepG2. Retrieved February 23, 2020, from https://www.atcc.org/products/hb-
8065fr/.

Balogh, J., Victor, D., Asham, E. H., Burroughs, S. G., Boktour, M., Saharia, A., Li, X,
Ghobrial, R.M., Monsour H. P. (2016). Hepatocellular carcinoma: a review. Journal of
Hepatocellular Carcinoma. 3, 41-53.

Bellone, M., Calcinotto, A., Filipazzi, P., De Milito, A., Fais, S., Rivoltini, L. (2013). The
acidity of the tumor microenvironment is a mechanism of immune escape that can be
overcome by proton pump inhibitors. Oncoimmunology. 2(1), e22058.

83



Benson, A. B., D’Angelica, M. I, Abbott, D. E., Abrams, T. A., Alberts, S. R., Anaya, D. A,
Anders, R., Are, C., Brown, D., Chang, D. T. (2019). Hepatobiliary cancers. Journal of
the National Comprehensive Cancer Network. 17(4), 302-310.

Boedtkjer, E., Pedersen, S. F. (2020). The acidic tumor microenvironment as a driver of
cancer. Annual Review of Physiology. 82, 103-126.

Booth, L., Poklepovic, A., Dent, P. (2020). Neratinib decreases pro-survival responses of
(sorafenib+ vorinostat) in pancreatic cancer. Biochemical Pharmacology. 178, 114067.

Bos, J.L. (1989). Ras oncogenes in human cancer: a review. Cancer Research. 49(17), 4682-
4689.

Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, I., Siegel, R. L., Torre, L. A., Jemal, A. (2018). Global
cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide
for 36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians. 68(6), 394-424.

Bruix, J., Sherman, M. (2011). Management of hepatocellular carcinoma: an update.
Hepatology. 53(3), 1020-1022.

Burnette, D., Lippincott-Schwartz, J. (2016). “‘Cellular Energenitics’’. Lodish, H., Berk, A,
Kaiser, C. A., Krieger, M., Scott, M. P., Bretscher, A., Baltimore, D., Matsudaira, P.
(eds.). in: Molecular Cell Biology (pp. 513-582). United States of America: W. H.
Freeman and Company.

Cairns, R. A, Harris, I. S., Mak, T. W. (2011). Regulation of cancer cell metabolism. Nature
Reviews Cancer. 11(2), 85-95.

Calcinotto, A., Filipazzi, P., Grioni, M., lero, M., De Milito, A., Ricupito, A., Cova, A.,
Canese, R., Jachetti, E., Rossetti, M., Huber, V., Parmiani, G., Generoso, L., Santinami,
M., Borghi, M., Fais, S., Bellone, M., Rivoltini, L. (2012). Modulation of
microenvironment acidity reverses anergy in human and murine tumor-infiltrating T
lymphocytes. Cancer Research. 72(11), 2746-2756.

Chamchoy, K., Pakotiprapha, D., Pumirat, P., Leartsakulpanich, U. (2019). Application of
WST-8 based colorimetric NAD (P) H detection for quantitative dehydrogenase assays.
BMC Biochemistry. 20(1), 1-14.

Chang, Y. S., di Tomaso, E., McDonald, D. M., Jones, R., Jain, R. K., Munn, L. L. (2000).
Mosaic blood vessels in tumors: frequency of cancer cells in contact with flowing blood.
Proceedings of the National Academy of Sciences. 97(26), 14608-14613.

Chekerov, R., Hilpert, F., Mahner, S., El-Balat, A., Harter, P., De Gregorio, N., Fridrich, C.,
Markmann, S., Potenberg, J., Lorenz, R., Oskay-Oezcelik, G., Schmidt, M., Krabisch,
P., Lueck, H. J., Richter, R., Braicu, E. I., Boi, A., Sehouli, J. (2018). Sorafenib plus
topotecan versus placebo plus topotecan for platinum-resistant ovarian cancer (TRIAS):
a multicentre, randomised, double-blind, placebo-controlled, phase 2 trial. The Lancet
Oncology. 19(9), 1247-1258.

Chen, F., Fang, Y., Chen, X., Deng, R., Shao, J. (2021). Recent advances of sorafenib
nanoformulations for cancer therapy: smart nanosystem and combination therapy. Asian
Journal of Pharmaceutical Sciences. 16(3), 318-336.

Chen, J. S., Wang, Q., Fu, X. H., Huang, X. H., Chen, X., Cao, L. Chen, L. Z., Tan, H. X, Ii,
W., Bi, J., Zhang, L. J. (2009). Involvement of PISK/PTEN/AKT/mTOR pathway in
invasion and metastasis in hepatocellular carcinoma: association with MMP-9.
Hepatology Research. 39(2), 177-186.

Chen, Z., Lu, W., Garcia-Prieto, C., Huang, P. (2007). The Warburg effect and its cancer
therapeutic implications. Journal of Bioenergetics and Biomembranes. 39(3), 267-274.

84



Chen, Z., Xie, H., Hu, M., Huang, T., Hu, Y., Sang, N., Zhao, Y. (2020). Recent progress in
treatment of hepatocellular carcinoma. American Journal of Cancer Research. 10(9),
2993-3036.

Chow, P. K., Gandhi, M., Tan, S. B., Khin, M. W., Khasbazar, A., Ong, J., Lim, K. (2018).
SIRveNIB: selective internal radiation therapy versus sorafenib in Asia-Pacific patients
with hepatocellular carcinoma. Journal of Clinical Oncology. 36(19), 1913-1921.

Ciardiello, F., Tortora, G. (2008). EGFR antagonists in cancer treatment. New England
Journal of Medicine. 358(11), 1160-1174.

Cillo, U., Vitale, A., Grigoletto, F., Farinati, F., Brolese, A., Zanus, G., Neri, D., Boccagni, P.,
Srsen, N., D'Amico, F., Ciarleglio, F. A., Bridda, A. (2006). Prospective validation of
the Barcelona Clinic Liver Cancer staging system. Journal of Hepatology. 44(4), 723-
731.

Colagrande, S., Regini, F., Taliani, G. G., Nardi, C., Inghilesi, A. L. (2015). Advanced
hepatocellular carcinoma and sorafenib: Diagnosis, indications, clinical and
radiological follow-up. World Journal of Hepatology. 7(8), 1041-1053.

Cooper, G. M. Hausman, R. E. (2016). ‘*‘Bioenergetics and Metabolism’’. Cooper, G. M.
Hausman, R. E. (eds.). in: The Cell A Molecular Approach (pp. 81-110). U.S.A:
Sinauer.

Daher, S., Massarwa, M., Benson, A. A., Khoury, T. (2017). Current and future treatment of
hepatocellular carcinoma: An updated comprehensive review. Journal of Clinical and
Translational Hepatology. 6, 1-10.

Daniel, C., Bell, C., Burton, C., Harguindey, S., Reshkin, S. J., Rauch, C. (2013). The role of
proton dynamics in the development and maintenance of multidrug resistance in cancer.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease. 1832(5), 606-617.

Dankbar, B., Padro, T., Leo, R., Feldmann, B., Kropff, M., Mesters, R. M., Serve, H., Berdel,
E. W., Kienast, J. (2000). Vascular endothelial growth factor and interleukin-6 in
paracrine tumor-stromal cell interactions in multiple myeloma. Blood, The Journal of
the American Society of Hematology. 95(8), 2630-2636.

De Berardinis, R. J., Sayed, N., Ditsworth, D., Thompson, C. B. (2008). Brick by brick:
metabolism and tumor cell growth. Current opinion in Genetics and Development.
18(1), 54-61.

De Mattia, E., Cecchin, E., Guardascione, M., Foltran, L., Di Raimo, T., Angelini, F., Toffoli,
G. (2019). Pharmacogenetics of the systemic treatment in advanced hepatocellular
carcinoma. World Journal of Gastroenterology. 25(29), 3870-3896.

Decker, T., Overkamp, F., Rosel, S., Nusch, A., Gohler, T., Indorf, M., Trarbach, T. (2017).
A randomized phase Il study of paclitaxel alone versus paclitaxel plus sorafenib in
second and third line treatment of patients with HER2-negative metastatic breast cancer
(PASO). BMC Cancer. 17(1), 1-9.

Dehn, P., White, C., Conners, D., Shipkey, G., Cumbo, T. (2004). Characterization of the
human hepatocellular carcinoma (hepg2) cell line as an in vitro model for cadmium
toxicity studies. In Vitro Cellular and Developmental Biology-Animal. 40(5-6), 172-
182.

Devic, S. (2016). Warburg effect-a consequence or the cause of carcinogenesis? Journal of
Cancer. 7(7), 817-822.

Dimri, M., Satyanarayana, A. (2020). Molecular signaling pathways and therapeutic targets in
hepatocellular carcinoma. Cancers. 12(2), 491.

85



Dojindo (2020). Cell Proliferation and Cytotoxicity, Cell Counting Kit-8 (CCK-8) WST
Method. Retrieved September 23, 2020, from
http://www.woongbee.com/ONewHome/Dojindo/JH_Dojindo_CCK-8/sources/CK04
_MTT_ MTS_ WST1.pdf.

Donato, M. T., Tolosa, L., GOomez-Lechén, M. J. (2015). *““Culture and functional
characterization of human hepatoma HepG2 cells’’. Vinken, M., Rogiers, V. (eds.). in:
Protocols in In Vitro Hepatocyte Research (pp. 77-93). New York: Mathieu VinkenVera
Rogiers.

Eden, G., Archinti, M., Furlan, F., Murphy, R., Degryse, B. (2011). The urokinase receptor
interactome. Current Pharmaceutical Design. 17(19), 1874-1889.

Eilenberger, C., Rothbauer, M., Ehmoser, E.-K., Ertl, P., Kipci, S. (2019). Effect of
spheroidal age on sorafenib diffusivity and toxicity in a 3D HepG2 spheroid model.
Scientific Reports. 9(1), 1-11.

Elias, A. P., Dias, S. (2008). Microenvironment changes (in pH) affect VEGF alternative
splicing. Cancer Microenvironment. 1(1), 131-139.

Ellis, V., Pyke, C., Eriksen, J., Solberg, H., Dang, K. (1992). The urokinase receptor:
involvement in cell surface proteolysis and cancer invasion. Annals of the New York
Academy of Sciences. 667(1), 13-31.

Elsayed, M. M., Mostafa, M. E., Alaaeldin, E., Sarhan, H. A., Shaykoon, M. S., Allam, S.,
Elsadek, B. E. (2019). Design and characterisation of novel Sorafenib-loaded carbon
nanotubes with distinct tumour-suppressive activity in hepatocellular carcinoma.
International Journal of Nanomedicine. 14, 8445-8467.

Estrella, V., Chen, T., Lloyd, M., Wojtkowiak, J., Cornnell, H. H., Ibrahim-Hashim, A.,
Bailey, K., Balagurunathan, Y., Rothberg, J. M., Johnson, J., Gatenby, A. R., Sloane,
B. F. (2013). Acidity generated by the tumor microenvironment drives local invasion.
Cancer Research. 73(5), 1524-1535.

Faes, S., Uldry, E., Planche, A., Santoro, T., Pythoud, C., Demartines, N., Dormond, O.
(2016). Acidic pH reduces VEGF-mediated endothelial cell responses by
downregulation of VEGFR-2; relevance for anti-angiogenic therapies. Oncotarget.
7(52), 86026- 86038.

Fallahi, P., Ferrari, S. M., Santini, F., Corrado, A., Materazzi, G., Ulisse, S., Antonelli, A.
(2013). Sorafenib and thyroid cancer. BioDrugs. 27(6), 615-628.

Fan, S. H, Wang, Y. Y., Wu, Z. Y., Zhang, Z. F, Lu, J., Li, M. Q., Hu, B. (2015). AGPAT9
suppresses cell growth, invasion and metastasis by counteracting acidic tumor
microenvironment through KLF4/LASS2/V-ATPase signaling pathway in breast
cancer. Oncotarget. 6(21), 18406- 18417.

Ferlin, M., Noraz, N., Hertogh, C., Brochier, J., Taylor, N., Klein, B. (2000). Insulin-like
growth factor induces the survival and proliferation of myeloma cells through an
interleukin-6-independent transduction pathway. British Journal of Haematology.
111(2), 626-634.

Fernando, J., Sancho, P., Fernandez-Rodriguez, C. M., Lledo, J. L., Caja, L., Campbell, J. S.,
Fabregat, I. (2012). Sorafenib sensitizes hepatocellular carcinoma cells to physiological
apoptotic stimuli. Journal of Cellular Physiology. 227(4), 1319-1325.

Ferrara, N., Davis-Smyth, T. (1997). The biology of vascular endothelial growth factor.
Endocrine Reviews. 18(1), 4-25.

Ferrara, N., Gerber, H. P., LeCouter, J. (2003). The biology of VEGF and its receptors. Nature
Medicine. 9(6), 669-676.

86


http://www.woongbee.com/0NewHome/Dojindo/JH_Dojindo_CCK-8/sources/CK04%20_MTT_
http://www.woongbee.com/0NewHome/Dojindo/JH_Dojindo_CCK-8/sources/CK04%20_MTT_

Ferreira, L. M. (2010). Cancer metabolism: the Warburg effect today. Experimental and
Molecular Pathology. 89(3), 372-380.

Ferrell, L. D., Kakar, S., Terracciano, L. M., Wee, A. (2017). *“Tumours and Tumour-like
Lesions of the Liver’’. Burt, A. D., Ferrell, L. D., Hubscher, S. G. (eds.). MacSween's
pathology of the liver (pp. 780-779). Philadelphia: Elsevier Health Sciences.

Fischer, K., Hoffmann, P., Voelkl, S., Meidenbauer, N., Ammer, J., Edinger, M., Hoves, S.
(2007). Inhibitory effect of tumor cell-derived lactic acid on human T cells. Blood.
109(9), 3812-3819.

Fox, S. B., Gasparini, G., Harris, A. L. (2001). Angiogenesis: pathological, prognostic, and
growth-factor pathways and their link to trial design and anticancer drugs. The Lancet
Oncology. 2(5), 278-289.

Fukumura, D., Xavier, R., Sugiura, T., Chen, Y., Park, E.-C., Lu, N., Selig, M., Nielsen, G.,
Taksir, T., Jain, R. K., Seed, B. (1998). Tumor induction of VEGF promoter activity in
stromal cells. Cell. 94(6), 715-725.

Gao, W., Jia, X., Wu, J,, Song, Y., Yin, J., Zhang, M., Qi, X. (2019). Preparation and
evaluation of folate-decorated human serum albumin nanoparticles for the targeted
delivery of sorafenib to enhance antihepatocarcinoma efficacy. Journal of Drug
Delivery Science and Technology. 54, 101349.

Geng, Z. M., Jha, R. K., Li, B., Chen, C., Li, W. Z., Zheng, J. B., Wang, L., Huanchen, S.
(2014). Sorafenib inhibition of hepatic stellate cell proliferation in tumor
microenvironment of hepatocellular carcinoma: a study of the sorafenib mechanisms.
Cell biochemistry and Biophysics. 69(3), 717-724.

Gerweck, L. E., Vijayappa, S., Kozin, S. (2006). Tumor pH controls the in vivo efficacy of
weak acid and base chemotherapeutics. Molecular Cancer Therapeutics. 5(5), 1275-
1279.

Ghassabian, S., Rawling, T., Zhou, F., Doddareddy, M. R., Tattam, B. N., Hibbs, D. E.,
Murray, M. (2012). Role of human CYP3A4 in the biotransformation of sorafenib to its
major oxidized metabolites. Biochemical Pharmacology. 84(2), 215-223.

Gian, V., Rubin, M. S., Shipley, D., Burris, H. A., Kaplan, J., Kosloff, R. A., Shih, K. C.,
Quinn, R., Greco, F. A., Hainsworth, J. D. (2012). Sorafenib and continued erlotinib or
sorafenib alone in patients with advanced non-small cell lung cancer progressing on
erlotinib: A randomized phase Il study of the Sarah Cannon Research Institute (SCRI).
American Society of Clinical Oncology. 30(15), 7587.

Giles,R. H., Van E. S., J. H., Clevers, H. (2003). Caught up in a Wnt storm: Wnt signaling in
cancer. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Reviews on Cancer. 1653(1), 1-24.

Gion, P. D., Kanefendt, F., Lindauer, A., Scheffler M., Doroshyenko, O., Fuhr, U., Wolf, J.,
Jaehde, U. (2012). Clinical pharmacokinetics of tyrosine kinase inhibitors. Clinical
Pharmacokinetics. 50 (9): 551-603.

Gomez-Lechon, M., Donato, M., Lahoz, A., Castell, J. (2008). Cell lines: a tool for in vitro
drug metabolism studies. Current Drug Metabolism. 9(1), 1-11.

Gong, L., Giacomini, M. M., Giacomini, C., Maitland, M. L., Altman, R. B., Klein, T. E.
(2017). PharmGKB summary: sorafenib pathways. Pharmacogenetics and Genomics.
27(6), 240-246.

Goodman, Z. D., Terracciano, L. M., Wee, A. (2012). ““Tumours and tumour-like lesions of
the liver’’. Burt, A., Ferrell, L., Hubscher, S. (eds.). in: MacSween's pathology of the
liver (pp. 761-851). China: Elsevier.

Griffiths, J.R. (1991). Are cancer cells acidic? British Journal of Cancer. 64(3): 425-427.

87



Gryspeerdt, S., Van Hoe, L., Marchal, G., Baert, A. L. (1997). Evaluation of hepatic perfusion
disorders with double-phase spiral CT. Radiographics. 17(2), 337-348.

Giivenalp, N. (2019). HepG2 Hiicre Hattinin Canlilig1 Uzerine Medium pH’sinin Etkilerinin
Incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi. Ondokuz Mayis Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisli Veterinerlik Farmakoloji ve Toksikolojisi Anabilim Dali, Samsun.

Guvenalp, N., Giveng, D. (2020). An evaluation of the effects of medium pH on the viability
of the HepG2 cell line. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi. 31(2), 107-114.

Hanahan, D., Folkman, J. (1996). Patterns and emerging mechanisms of the angiogenic switch
during tumorigenesis. Cell. 86(3), 353-364.

Hanahan, D., Weinberg, R. A. (2000). The hallmarks of cancer. Cell. 100(1), 57-70.

Hao, G., Xu, Z. P., Li, L. (2018). Manipulating extracellular tumour pH: an effective target for
cancer therapy. RSC Advances. 8(39), 22182-22192.

Harris, A. L. (2002). Hypoxia—a key regulatory factor in tumour growth. Nature Reviews
Cancer. 2(1), 38-47.

Hasskarl, J. (2010). Sorafenib. Recent Results in Cancer Research. 184:61-70.

Hasskarl, J. (2014). ““Sorafenib: Targeting Multiple Tyrosine Kinases in Cancer’’. Martens U.
M. (eds.). in: Small Molecules in Oncology (pp. 145-164). Berlin: Springer.

Hayashi, T., Hideshima, T., Nguyen, A. N., Munoz, O., Podar, K., Hamasaki, M., Ishitsuka,
K., Yasui, H., Murphuy, H., Chakravarty, S., Higgins, L. S., Anderson K. J. (2004).
Transforming growth factor  receptor I kinase inhibitor down-regulates cytokine
secretion and multiple myeloma cell growth in the bone marrow microenvironment.
Clinical Cancer Research. 10(22), 7540-7546.

Heming, T. A, Bidani, A. (2003). Intracellular pH regulation in U937 human monocytes: roles
of V-ATPase and Na+/H+ exchange. Immunobiology. 207(2), 141-148.

Hideshima, T., Chauhan, D., Richardson, P., Mitsiades, C., Mitsiades, N., Hayashi, T.,
Munshi, N., Dang, L., Casto, A., Palombella, V., Adams, J., Anderson, J. (2002). NF-
kB as a therapeutic target in multiple myeloma. Journal of Biological Chemistry.
277(19), 16639-16647.

Hu, T. H., Huang, C. C., Lin, P. R., Chang, H. W., Ger, L. P, Lin, Y. W., Lee, C. M., Tai, M.
H. (2003). Expression and prognostic role of tumor suppressor gene
PTEN/MMACL/TEP1 in hepatocellular carcinoma. Cancer: Interdisciplinary
International Journal of the American Cancer Society. 97(8), 1929-1940.

Hunter, T. (2000). Signaling-2000 and beyond. Cell. 100(1), 113-127.

Huynh, H., Nguyen, T. T. T., Chow, K.-H. K.-P., Tan, P. H., Soo, K. C., Tran, E. (2003). Over-
expression of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) kinase (MEK)-MAPK in
hepatocellular carcinoma: its role in tumor progression and apoptosis. BMC
Gastroenterology. 3(1), 1-21.

IARC. (2020). Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020,
worldwide, both sexes, all ages. Retrieved May 18, 2020, from https://gco.iarc.fr/.

Ishiyama, M., Tominaga, H., Shiga, M., Sasamoto, K., Ohkura, Y., Ueno, K. (1996). A
combined assay of cell vability and in vitro cytotoxicity with a highly water-soluble
tetrazolium salt, neutral red and crystal violet. Biological and Pharmaceutical Bulletin.
19(11), 1518-1520.

Izumi, H., Torigoe, T., Ishiguchi, H., Uramoto, H., Yoshida, Y., Tanabe, M., Nomoto, M.
(2003). Cellular pH regulators: potentially promising molecular targets for cancer
chemotherapy. Cancer Treatment Reviews. 29(6), 541-549.

88



Jiang, X., Wang, J., Deng, X., Xiong, F., Zhang, S., Gong, Z., Li, X., Caoi K., Deng, H., He,
Y., Zhou, Ming., Guo, C., Zeng, Z., Li, G., Li, X. (2020). The role of microenvironment
in tumor angiogenesis. Journal of Experimental and Clinical Cancer Research. 39(1),
1-19.

Joyce, J. A., Hanahan, D. (2004). Multiple roles for cysteine cathepsins in cancer. Cell Cycle.
3(12), 1516-1519.

Jung, J. O., Gwak, G. Y., Lim, Y. S., Kim, C. Y., Lee, H. S. (2003). Role of hepatic stellate
cells in the angiogenesis of hepatoma. The Korean Journal of Gastroenterology. 42(2),
142-148.

Kalra, A., Yetiskul, E., Wehrle, C. J., Tuma, F. (2018). Physiology, Liver. Retrieved July 13,
2020, from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK535438/

Kamiloglu, S., Sari, G., Ozdal, T., Capanoglu, E. (2020). Guidelines for cell viability assays.
Food Frontiers. 1(3), 332-349.

Karpov, O. A,, Fearnley, G. W., Smith, G. A., Kankanala, J., McPherson, M. J., Tomlinson,
D. C., Harison, A. M., Ponnambalam, S. (2015). Receptor tyrosine Kinase structure and
function in health and disease. AIMS Biophysics. 2(4), 476-502.

Katara, G., Jaiswal, M., Kulshrestha, A., Kolli, B., Gilman-Sachs, A., Beaman, K. (2014).
Tumor-associated vacuolar ATPase subunit promotes tumorigenic characteristics in
macrophages. Oncogene. 33(49), 5649-5654.

Katt, M. E., Placone, A. L., Wong, A. D., Xu, Z. S., Searson, P. C. (2016). In vitro tumor
models: advantages, disadvantages, variables, and selecting the right platform.
Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. 4, 12.

Keating, G. M. (2017). Sorafenib: a review in hepatocellular carcinoma. Targeted Oncology.
12(2), 243-253.

Keating, G. M., Santoro, A. (2009). Sorafenib. Drugs. 69(2), 223-240.

Khan, M. A., Raza, A., Ovais, M., Sohail, M. F., Ali, S. (2018). Current state and prospects of
nano-delivery systems for sorafenib. International Journal of Polymeric Materials and
Polymeric Biomaterials. 67(18), 1105-1115.

Kim, A., Balis, F. M., Widemann, B. C. (2009). Sorafenib and sunitinib. The Oncologist.
14(8), 800-805.

Kim, D. W., Talati, C., Kim, R. (2017). Hepatocellular carcinoma (HCC): beyond sorafenib-
chemotherapy. Journal of Gastrointestinal Oncology. 8(2), 256-265.

Kim, K. W, Lee, J. M., Choi, B. I. (2011). Assessment of the treatment response of HCC.
Abdominal Imaging. 36(3), 300-314.

Kim, S., Yazici, Y. D., Calzada, G., Wang, Z.-Y., Younes, M. N., Jasser, S. A., EI-Naggar, A.
K., Myers, J. N. (2007). Sorafenib inhibits the angiogenesis and growth of orthotopic
anaplastic thyroid carcinoma xenografts in nude mice. Molecular Cancer Therapeutics.
6(6), 1785-1792.

Kolch, W. (2000). Meaningful relationships: the regulation of the Ras/Raf/MEK/ERK
pathway by protein interactions. Biochemical Journal. 351(2), 289-305.

Kong, F. H., Ye, Q. F., Miao, X. Y., Liu, X., Huang, S. Q., Xiong, L., Wen, Y., Zhang, Z. J.
(2021). Current status of sorafenib nanoparticle delivery systems in the treatment of
hepatocellular carcinoma. Theranostics. 11(11), 5464-5490.

Koppenol, W. H., Bounds, P. L., Dang, C. V. (2011). Otto Warburg's contributions to current
concepts of cancer metabolism. Nature Reviews Cancer. 11(5), 325-337.

89



Kudo, M., Ueshima, K., Ikeda, M., Torimura, T., Tanabe, N., Aikata, H., Hino, K. (2020).
Randomised, multicentre prospective trial of transarterial chemoembolisation (TACE)
plus sorafenib as compared with TACE alone in patients with hepatocellular carcinoma:
TACTICS trial. Gut. 69(8), 1492-1501.

Kung, A. L., Klco, J. M., Kaelin, W. G., Livingston, D. M. (2000). Suppression of tumor
growth through disruption of hypoxia-inducible transcription. Nature Medicine. 6(12),
1335-1340.

Labeur, T. A., Achterbergh, R., Takkenberg, B., Van Delden, O., Math6t, R., Klimpen, H. J.
(2020). Sorafenib for Patients with Hepatocellular Carcinoma and Child-Pugh B Liver
Cirrhosis: Lessons Learned from a Terminated Study. The Oncologist. 25(9), e1274.

Lamouille, S., Xu, J., Derynck, R. (2014). Molecular mechanisms of epithelial-mesenchymal
transition. Nature Reviews Molecular Cell Biology. 15(3), 178-196.

Langdon, S. P. (2004). Characterization and authentication of cancer cell lines. Cancer Cell
Culture. 88, 33-42.

Lankelma, J. M., Voorend, D. M., Barwari, T., Koetsveld, J., Van der Spek, A. H., De Porto,
A.P., Van Noorden, C. J. (2010). Cathepsin L, target in cancer treatment? Life Sciences.
86(7-8), 225-233.

Lathia, C., Lettieri, J., Cihon, F., Gallentine, M., Radtke, M., undaresan, P. (2006). Lack of

effect of ketoconazole-mediated CYP3A inhibition on sorafenib clinical
pharmacokinetics. Cancer Chemotherapy and Pharmacology. 57(5), 685-692.

Le Bras, G. F., Taubenslag, K. J., Andl, C. D. (2012). The regulation of cell-cell adhesion
during epithelial-mesenchymal transition, motility and tumor progression. Cell
Adhesion and Migration. 6(4), 365-373.

Li, L., Zhao, G. D., Shi, Z,, Qi, L. L., Zhou, L. Y., Fu, Z. X. (2016). The Ras/Raf/MEK/ERK
signaling pathway and its role in the occurrence and development of HCC. Oncology
Letters. 12(5), 3045-3050.

Li, Y., Gao, Z. H., Qu, X. J. (2015). The adverse effects of sorafenib in patients with advanced
cancers. Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology. 116(3), 216-221.

Li, W., Zhou, Y., Shang, C., Sang, H., Zhu, H. (2020). Effects of environmental pH on the
growth of gastric cancer cells. Gastroenterology Research and Practice. 2020,
3245359.

Liao, Y., Yang, Y., Pan, D., Ding, Y., Zhang, H., Ye, Y., Zhao, L. (2021). HSP90a mediates
sorafenib resistance in human hepatocellular carcinoma by necroptosis inhibition under
hypoxia. Cancers. 13(2), 243.

Liberti, M. V., Locasale, J. W. (2016). The Warburg effect: How does it benefit cancer cells?
Trends in Biochemical Sciences. 41(3), 211-218.

Liu, F. S. (2009). Mechanisms of chemotherapeutic drug resistance in cancer therapy—a quick
review. Taiwanese Journal of Obstetrics and Gynecology. 48(3), 239-244.

Liu, L., Chen, H., Wang, M., Zhao, Y., Cai, G., Qi, X., Han, G. (2014). Combination therapy
of sorafenib and TACE for unresectable HCC: a systematic review and meta-analysis.
PLoS One. 9(3), 91124,

Liu, Y., Liu, J., Cheng, L., Fan, L., Wang, F., Yu, H., Li, X. (2017). Melatonin increases the
anti-tumor effects of sorafenib on human hepatoma cell lines via down-regulating
autophagy. International Journal of Clinical and Experimental Medicine. 10(9), 14109-
14120.

90



Llovet, J. M., Ricci, S., Mazzaferro, V., Hilgard, P., Gane, E., Blanc, J. F., Oliverae, A. C.,
Santoro, A., Raoul, J. L., Forner, A., Porta, J., Zeuzem, S., Boondi, L., Galle, P., Seitz,
J. F., Borbath, 1., Giannirs, T., Shan, M., Moscovici, M., Voliotis, D., Bruix, J. (2008).
Sorafenib in advanced hepatocellular carcinoma. New England Journal of Medicine.
359(4), 378-390.

Longo, R., Sarmiento, R., Fanelli, M., Capaccetti, B., Gattuso, D., Gasparini, G. (2002). Anti-
angiogenic therapy: rationale, challenges and clinical studies. Angiogenesis. 5(4), 237-
256.

Lépez Panqueva, R. D. P. (2015). Diagnosis and differential diagnosis problems with
histological variants of benign liver neoplasms. Revista Colombiana de
Gastroenterologia. 30(1), 116-124.

Lotz, C., Kelleher, D. K., Gassner, B., Gekle, M., Vaupel, P., Thews, O. (2007). Role of the
tumor microenvironment in the activity and expression of the p-glycoprotein in human
colon carcinoma cells. Oncology Reports. 17(1), 239-244.

Lyons, R. M., Keski-Oja, J., Moses, H. L. (1988). Proteolytic activation of latent transforming
growth factor-beta from fibroblast-conditioned medium. The Journal of Cell Biology.
106(5), 1659-1665.

Mahoney, B. P., Raghunand, N., Baggett, B., Gillies, R. J. (2003). Tumor acidity, ion trapping
and chemotherapeutics: 1. Acid pH affects the distribution of chemotherapeutic agents
in vitro. Biochemical Pharmacology. 66(7), 1207-1218.

Marin-Hernandez, A., Rodriguez-Enriquez, S., Vital-Gonzalez, P. A., Flores-Rodriguez, F. L.,
Macias-Silva, M., Sosa-Garrocho, M., Moreno-Sanchez, R. (2006). Determining and
understanding the control of glycolysis in fast-growth tumor cells: Flux control by an
over-expressed but strongly product-inhibited hexokinase. The FEBS Journal. 273(9),
1975-1988.

Marquardt, J. U. Galle, P. R. Teufel, A. (2012). Molecular diagnosis and therapy of
hepatocellular carcinoma (HCC): An emerging field for advanced technologies.
Journal of Hepatology. 56(1), 267-275.

Mclintyre, A., Hulikova, A., Ledaki, 1., Snell, C., Singleton, D., Steers, G., Seden, P., Jones,
D., Wigdfield, S., Li, J. L., Russel, A., Swiaatch, A., Hariis, A. L., (2016). Disrupting
hypoxia-induced bicarbonate transport acidifies tumor cells and suppresses tumor
growth. Cancer Research. 76(13), 3744-3755.

Meditz, K., Rinner, B. (2018). ‘*Establishment of Tumor Cell Lines: From Primary Tumor
Cells to a Tumor Cell Line Cell Culture Technology’’. Kasper, C., Charwat, V.,
Lavrentieva, A. (eds.). in: Cell Culture Technology (pp. 61-73). Germany: Springer.

Meli, L., Jordan, E. T., Clark, D. S., Linhardt, R. J., Dordick, J. S. (2012). Influence of a three-
dimensional, microarray environment on human cell culture in drug screening systems.
Biomaterials. 33(35), 9087-9096.

Melkonian, E. A., Schury, M. P. (2019). Biochemistry, anaerobic glycolysis. Retrieved
November 23, 2020, from https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31536301/

Mendler, A. N., Hu, B., Prinz, P. U., Kreutz, M., Gottfried, E., Noessner, E. (2012). Tumor
lactic acidosis suppresses CTL function by inhibition of p38 and JNK/c-Jun activation.
International Journal of Cancer. 131(3), 633-640.

Mills, C. C., Kolb, E., Sampson, V. B. (2018). Development of chemotherapy with cell-cycle
inhibitors for adult and pediatric cancer therapy. Cancer Research. 78(2), 320-325.

91



Moni, S. S., Alam, M. F., Safhi, M. M., Sultan, M. H., Makeen, H. A., EImobark, M. E. (2020).
Development of formulation methods and physical characterization of injectable
sodium selenite nanoparticles for the delivery of sorafenib tosylate. Current
Pharmaceutical Biotechnology. 21(8), 659-666.

Moreno-Sanchez, R., Rodriguez-Enriquez, S., Marin-Hernandez, A., Saavedra, E. (2007).
Energy metabolism in tumor cells. The FEBS Journal. 274(6), 1393-1418.

Morisaki, T., Umebayashi, M., Kiyota, A., Koya, N., Tanaka, H., Onishi, H., Katano, M.
(2013). Combining celecoxib with sorafenib synergistically inhibits hepatocellular
carcinoma cells in vitro. Anticancer Research. 33(4), 1387-1395.

Mukhtar, N. A., Khalili, M. (2016). “‘‘Liver Disease’’. Hammer, G. D., McPhee, S. J,,
Education, M. H. (eds.). in: Pathophysiology of disease: an introduction to clinical
medicine (pp. 935-1031). USA: McGraw-Hill Education.

Nagy, J., Chang, S., Dvorak, A., Dvorak, H. (2009). Why are tumour blood vessels abnormal
and why is it important to know? British Journal of Cancer. 100(6), 865-869.

Neri, D., Supuran, C. T. (2011). Interfering with pH regulation in tumours as a therapeutic
strategy. Nature Reviews Drug Discovery. 10(10), 767-777.

NCBI (2020). Sorafenib. Retrieved February 23, 2020, from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sorafenib.

Ohanian, M., Garcia-Manero, G., Levis, M., Jabbour, E., Daver, N., Borthakur, G., Richie, M.
A. (2018). Sorafenib combined with 5-azacytidine in older patients with untreated
FLT3-ITD mutated acute myeloid leukemia. American Journal of Hematology. 93(9),
1136-1141.

Ohashi, T., Akazawa, T., Aoki, M., Kuze, B., Mizuta, K., Ito, Y., Inoue, N. (2013).
Dichloroacetate improves immune dysfunction caused by tumor-secreted lactic acid and
increases antitumor immunoreactivity. International Journal of Cancer. 133(5), 1107-
1118.

Ohtsubo, T., Igawa, H., Saito, T., Matsumoto, H., Park, H. J., Song, C. W., Saito, H. (2001).
Acidic environment modifies heat-or radiation-induced apoptosis in human maxillary
cancer cells. International Journal of Radiation Oncology, Biology, Physics. 49(5),
1391-1398.

Onan, H. B., Pehlivan, U. A. (2020). Metastatik hepatoselliller karsinom tedavisinde
transarteryel kemoembolizasyon (TAKE). Sedef, A. M., Yildirim, B. A., Sedef, A. K
(eds.). in: Onkolojide Goriintiileme ve Niikleer Tip Temelli Tedaviler (s. 103-112).
Ankara: Akademisyen Kitabevi.

Pachmayr, E., Treese, C., Stein, U. (2017). Underlying mechanisms for distant metastasis-
molecular biology. Visceral Medicine. 33(1), 11-20.

Park, H. J., Lee, S. H., Chung, H., Rhee, Y. H., Lim, B. U., Ha, S. W., Choi, E. K. (2003).
Influence of environmental pH on G2-phase arrest caused by ionizing radiation.
Radiation Research. 159(1), 86-93.

Pascale, F., Bedouet, L., Baylatry, M., Namur, J., Laurent, A. (2015). Comparative
chemosensitivity of VX2 and HCC cell lines to drugs used in TACE. Anticancer
Research. 35(12), 6497-6503.

Pathi, N., Viswanath, S., Pathak, A., Rathore, A., Prukayastha, A. (2016). Receptor tyrosine
kinase signaling pathways: a review. International Journal of Advances in Medicine.
3(4), 783-789.

Paul, M. K., Mukhopadhyay, A. K. (2004). Tyrosine kinase-role and significance in cancer.
International Journal of Medical Sciences. 1(2), 101-115.

92



Pavelka, M., Roth, J. (2010). ““Liver Epithelium: Bile Canaliculi’’. Pavelka, M., Roth, J.
(eds.). in: Functional Ultrastructure (pp. 216-217). Vienna: Springer.

Pavlova, N. N., Thompson, C. B. (2016). The emerging hallmarks of cancer metabolism. Cell
Metabolism. 23(1), 27-47.

Pellegrini, P., Serviss, J. T., Lundbéck, T., Bancaro, N., Mazurkiewicz, M., Kolosenko, 1.,
Linder, S. (2018). A drug screening assay on cancer cells chronically adapted to
acidosis. Cancer Cell International. 18(1), 1-15.

Peppicelli, S., Andreucci, E., Ruzzolini, J., Laurenzana, A., Margheri, F., Fibbi, G., Rosso, M.
D., Bianchini, F., Calorini, L. (2017). The acidic microenvironment as a possible niche
of dormant tumor cells. Cellular and Molecular Life Sciences. 74(15), 2761-2771.

Pilon-Thomas, S., Kodumudi, K. N., EI-Kenawi, A. E., Russell, S., Weber, A. M., Luddy, K.,
Ibrahim-Hashim, A. (2016). Neutralization of tumor acidity improves antitumor
responses to immunotherapy. Cancer Research. 76(6), 1381-1390.

Poon, R., Ho, J., Tong, C., Lau, C., Ng, I, Fan, S. T. (2004). Prognostic significance of serum
vascular endothelial growth factor and endostatin in patients with hepatocellular
carcinoma. British Journal of Surgery. 91(10), 1354-1360.

Prébst, K., Engelhardt, H., Ringgeler, S., Hibner, H. (2017). ‘“‘Basic colorimetric proliferation
assays: MTT, WST, and resazurin’’. Gilbert D., Friedrich O. (eds.). in: Cell Viability
Assays (pp. 1-17). New York: Humana Press.

Qiu, G. H., Xie, X., Xu, F., Shi, X., Wang, Y., Deng, L. (2015). Distinctive pharmacological
differences between liver cancer cell lines HepG2 and Hep3B. Cytotechnology. 67(1),
1-12.

Rabiee, S., Tavakol, S., Barati, M., Joghataei, M. T. (2019). Autophagic, apoptotic, and
necrotic cancer cell fates triggered by acidic pH microenvironment. Journal of Cellular
Physiology. 234(7), 12061-12069.

Raghunand, N., He, X., Van Sluis, R., Mahoney, B., Baggett, B., Taylor, C., Roe, D.,
Bhujwalla, Z. M., Gillies, R. (1999). Enhancement of chemotherapy by manipulation of
tumour pH. British Journal of Cancer. 80(7), 1005-1011.

Raghunand, N., Gillies, R. J. (2000). pH and drug resistance in tumors. Drug Resistance
Updates. 3(1), 39-47.

Raghunand, N., Mahoney, B. P., Gillies, R. J. (2003). Tumor acidity, ion trapping and
chemotherapeutics: 1l. pH-dependent partition coefficients predict importance of ion
trapping on pharmacokinetics of weakly basic chemotherapeutic agents. Biochemical
Pharmacology. 66(7), 1219-1229.

Randrup Hansen, C., Grimm, D., Bauer, J., Wehland, M., Magnusson, N. E. (2017). Effects
and side effects of using sorafenib and sunitinib in the treatment of metastatic renal cell
carcinoma. International Journal of molecular Sciences. 18(2), 461.

Rangwala, F., Williams, K. P., Smith, G. R., Thomas, Z., Allensworth, J. L., Lyerly, H. K.,
Devi, G. R. (2012). Differential effects of arsenic trioxide on chemosensitization in
human hepatic tumor and stellate cell lines. BMC Cancer. 12(1), 1-11.

Redfern, A. D., Spalding, L. J., Thompson, E. W. (2018). The Kraken Wakes: induced EMT
as a driver of tumour aggression and poor outcome. Clinical and Experimental
Metastasis. 35(4), 285-308.

Reig, M., da Fonseca, L. G., Faivre, S. (2018). New trials and results in systemic treatment of
HCC. Journal of Hepatology. 69(2), 525-533.

93



Riemann, A., Rauschner, M., GieBelmann, M., Reime, S., Haupt, V., Thews, O. (2019).
Extracellular acidosis modulates the expression of epithelial-mesenchymal transition
(EMT) markers and adhesion of epithelial and tumor cells. Neoplasia. 21(5), 450-458.

Riss, T. L., Moravec, R. A., Niles, A. L., Duellman, S., Benink, H. A., Worzella, T. J., Minor,
L. (2016). Cell viability assays. Retrieved March 23, 2020, from
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23805433/

Roberts, L. R., Gores, G. J. (2005). Hepatocellular carcinoma: molecular pathways and new
therapeutic targets. Seminars Liver Disease. 25(2): 212-225.

Rotin, D., Steele-Norwood, D., Grinstein, S., Tannock, 1. (1989). Requirement of the Na+/H+
exchanger for tumor growth. Cancer Research. 49(1), 205-211.

Ruddon, R. W. (2007). Cancer biology. New York: Oxford University Press.

Ryder, C., McColl, K., Zhong, F., Distelhorst, C. W. (2012). Acidosis promotes Bcl-2 family-
mediated evasion of apoptosis: involvement of acid-sensing G protein-coupled receptor
Gpr65 signaling to Mek/Erk. Journal of Biological Chemistry. 287(33), 27863-27875.

Sarosi J. R., G. A., Jaiswal, K., Herndon, E., Lopez-Guzman, C., Spechler, S. J., Souza, R. F.
(2005). Acid increases MAPK-mediated proliferation in Barrett's esophageal
adenocarcinoma cells via intracellular acidification through a CI-/HCO3— exchanger.
American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver Physiology. 289(6), G991-
G996.

Schenk, P. W., Snaar-Jagalska, B. E. (1999). Signal perception and transduction: the role of
protein kinases. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell Research.
1449(1), 1-24.

Schiff, D., Jaeckle, K. A., Anderson, S. K., Galanis, E., Giannini, C., Buckner, J. C., Stella,
P., Flyn, P. J., Schwerkoske, J. F., Kaluza, V., Dancey, J., Wright, J., Sarkaria J. N.
(2018). Phase 1/2 trial of temsirolimus and sorafenib in the treatment of patients with
recurrent glioblastoma: North Central Cancer Treatment Group Study/Alliance N0572.
Cancer. 124(7), 1455-1463.

Schmidt, C. M., McKillop, I. H., Cahill, P. A., Sitzmann, J. V. (1997). Increased MAPK
expression and activity in primary human hepatocellular carcinoma. Biochemical and
Biophysical Research Communications. 236(1), 54-58.

Seagroves, T. N., Ryan, H. E., Lu, H., Wouters, B. G., Knapp, M., Thibault, P., Johnson, R.
S. (2001). Transcription factor HIF-1 is a necessary mediator of the pasteur effect in
mammalian cells. Molecular and Cellular Biology. 21(10), 3436-3444.

Semela, D., Dufour, J. F. (2004). Angiogenesis and hepatocellular carcinoma. Journal of
Hepatology. 41(5), 864-880.

Semenza, G. L. (2003). Angiogenesis ischemic and neoplastic disorders. Annual Review of
Medicine. 54(1), 17-28.

Sever, R., Brugge, J. S. (2015). Signal transduction in cancer. Cold Spring Harbor
Perspectives in Medicine. 5(4), a006098.

Sheng, X., Huang, T., Qin, J., Li, Q., Wang, W., Deng, L., Dong, A. (2017). Preparation,
pharmacokinetics, tissue distribution and antitumor effect of sorafenib-incorporating
nanoparticles in vivo. Oncology Letters. 14(5), 6163-6169.

Shin, J. W., Chung, Y. H. (2013). Molecular targeted therapy for hepatocellular carcinoma:
current and future. World Journal of Gastroenterology. 19(37), 6144-6155.

Smith, H. W., Marshall, C. J. (2010). Regulation of cell signalling by uPAR. Nature Reviews
Molecular Cell Biology. 11(1), 23-36.

94



Sonehara, N. M., Lacerda, J. Z., Jardim-Perassi, B. V., de Paula J. R., Moschetta-Pinheiro, M.
G., Souza, Y. S. T., Zuccari, D. A. (2019). Melatonin regulates tumor aggressiveness
under acidosis condition in breast cancer cell lines. Oncology Letters. 17(2), 1635-1645

Stoddart, M. J. (2011a). ““Cell viability assays: introduction’’. Stoddart M. (eds.). in:
Mammalian Cell Viability (pp. 21-25). London: Humana Press.

Stoddart, M. J. (2011b). ‘“WST-8 analysis of cell viability during osteogenesis of human
mesenchymal stem cells’’. Stoddart M. (eds.). in: Mammalian Cell Viability (pp. 21-
25). London: Humana Press.

Suckow, M. A., Stevens, K. A., Wilson, R. P. (2012). The laboratory rabbit, guinea pig,
hamster, and other rodents. USA: Academic Press.

Sun, H., Chen, L., Cao, S., Liang, Y., Xu, Y. (2019). Warburg effects in cancer and normal
proliferating cells: two tales of the same name. Genomics, Proteomics and
Bioinformatics. 17(3), 273-286.

Suo, A, Zhang, M., Yao, Y., Zhang, L., Huang, C., Nan, K., Zhang, W. (2012). Proteome
analysis of the effects of sorafenib on human hepatocellular carcinoma cell line HepG2.
Medical Oncology. 29(3), 1827-1836.

Sirin, N. (2018). Hepatoseliiler kanser hiicrelerinde apigenin, sorafenib ve kombine
uygulamalarinin apoptoz ve hiicre dongiisii lizerine olasi etkilerinin arastirilmasi.
Yiiksek Lisans Tezi. Pamukkale Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii T1ibbi Biyoloji
Anabilim Dali, Denizli.

Tan, G. J,, Peng, Z. K,, Lu, J. P,, Tang, F. Q. (2013). Cathepsins mediate tumor metastasis.
World Journal of Biological Chemistry. 4(4), 91-101.

Tan, W., Luo, X,, Li, W., Zhong, J., Cao, J., Zhu, S., Chen, Y. (2019). TNF-a is a potential
therapeutic target to overcome sorafenib resistance in hepatocellular carcinoma.
EBioMedicine. 40, 446-456.

Tang, W., Chen, Z., Zhang, W., Cheng, Y., Zhang, B., Wu, F., Wang, Q., Reiter, F., Toni, E.
D. N., Wang, X., (2020). The mechanisms of sorafenib resistance in hepatocellular
carcinoma: theoretical basis and therapeutic aspects. Signal Transduction and Targeted
Therapy. 5(1), 1-15.

Tannock, I. F., Rotin, D. (1989). Acid pH in tumors and its potential for therapeutic
exploitation. Cancer Research. 49(16), 4373-4384.

Thews, O., Gassner, B., Kelleher, D. K., Schwerd, G., Gekle, M. (2006). Impact of
extracellular acidity on the activity of P-glycoprotein and the cytotoxicity of
chemotherapeutic drugs. Neoplasia. 8(2), 143-152.

Thomas, L., Lai, S.Y.,Dong, W., Feng, L., Dadu, R., Regone, R. M., Cabanillas, M. E. (2014).
Sorafenib in metastatic thyroid cancer: a systematic review. The Oncologist. 19(3), 251-
258.

Timek, D. T., Shi, J., Liu, H., Lin, F. (2012). Arginase-1, HepPar-1, and Glypican-3 are the
most effective panel of markers in distinguishing hepatocellular carcinoma from
metastatic tumor on fine-needle aspiration specimens. American Journal of Clinical
Pathology. 138(2), 203-210.

Tokur, O., Aksoy, A. (2017). In vitro sitotoksisite testleri. Harran Universitesi Veteriner
Fakultesi Dergisi. 6(1), 112-118.

Tominaga, H., Ishiyama, M., Ohseto, F., Sasamoto, K., Hamamoto, T., Suzuki, K., Watanabe,
M. (1999). A water-soluble tetrazolium salt useful for colorimetric cell viability assay.
Analytical Communications. 36(2), 47-50.

95



Tuccitto, A. (2018). pH regulatory molecules in the tumour microenvironment: modulators of
aggressiveness and immune profile of human hepatocellular carcinoma. Retrieved
February 23, 2020, from http://oro.open.ac.uk/55985/1/Tuccitto%20A
Thesis_PhD.pdf

Tunissiolli, N. M., Castanhole-Nunes, M. M. U., Biselli-Chicote, P. M., Pavarino, E. C., da
Silva, R. F. (2017). Hepatocellular carcinoma: a comprehensive review of biomarkers,
clinical aspects, and therapy. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention. 18(4), 863-
872.

TUIK (2019). Oliim ve Oliim Nedeni Istatistikleri, 2019. Oliim nedeni ve cinsiyete gore
olumler. Retrieved July 23, 2020, from https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=0Olum-
ve-Olum-Nedeni-Istatistikleri-2019-33710

Uematsu, S., Higashi, T., Nouso, K., Kariyama, K., Nakamura, S. I., Suzuki, M., Tsuji, T.
(2005). Altered expression of vascular endothelial growth factor, fibroblast growth
factor-2 and endostatin in patients with hepatocellular carcinoma. Journal of
Gastroenterology and Hepatology. 20(4), 583-588.

Vilgrain, V., Pereira, H., Assenat, E., Guiu, B., llonca, A. D., Pageaux, G.-P., Allaham, W.
(2017). Efficacy and safety of selective internal radiotherapy with yttrium-90 resin
microspheres compared with sorafenib in locally advanced and inoperable
hepatocellular carcinoma (SARAH): an open-label randomised controlled phase 3 trial.
The Lancet Oncology. 18(12), 1624-1636.

Villanueva, A., Chiang, D. Y., Newell, P., Peix, J., Thung, S., Alsinet, C., Tover, V., Sole, M.
Feo, A. D, Yea, S., Toffanin, S., Ramos, A., Mazzaferro, A., Waxman, A., Schwartz,
M., Meyerson, M., Friedman, S. L., Llovet J. M. (2008). Pivotal role of mTOR signaling
in hepatocellular carcinoma. Gastroenterology. 135(6), 1972-1983.

Villanueva, A., Newell, P., Chiang, D. Y., Friedman, S. L., Llovet, J. M. (2007). Genomics
and signaling pathways in hepatocellular carcinoma. Seminars in Liver Disease. 27(1),
55-76.

Vishvakarma, N. K., Singh, S. M. (2010). Immunopotentiating effect of proton pump inhibitor
pantoprazole in a lymphoma-bearing murine host: implication in antitumor activation
of tumor-associated macrophages. Immunology Letters. 134(1), 83-92.

Vishvakarma, N. K., Singh, S. M. (2011). Augmentation of myelopoiesis in a murine host
bearing a T cell lymphoma following in vivo administration of proton pump inhibitor
pantoprazole. Biochimie. 93(10), 1786-1796.

Vogel, A., Saborowski, A. (2020). Current strategies for the treatment of intermediate and
advanced hepatocellular carcinoma. Cancer Treatment Reviews. 82, 101946.

Wachsberger, P., Landry, J., Storck, C., Davis, K., O'Hara, M., Owen, C., Coss, R. (1997).
Mammalian cells adapted to growth at pH 67 have elevated HSP27 levels and are
resistant to cisplatin. International Journal of Hyperthermia. 13(3), 251-255.

Warburg, O. (1925). The metabolism of carcinoma cells. The Journal of Cancer Research.
9(1), 148-163.

Webb, B. A., Chimenti, M., Jacobson, M. P., Barber, D. L. (2011). Dysregulated pH: a perfect
storm for cancer progression. Nature Reviews Cancer. 11(9), 671-677.

Westley, R. L., May, F. E. (2013). A twenty-first century cancer epidemic caused by obesity:
the involvement of insulin, diabetes, and insulin-like growth factors. International
Journal of Endocrinology. 2013, 632461

White, D. L., Kanwal, F., Jiao, L., EI-Serag, H. B. (2016). Epidemiology of hepatocellular
carcinoma. In Carr B. (Ed.), Hepatocellular carcinoma (pp. 3-24). Switzerland:
Springer.

96


http://oro.open.ac.uk/55985/1/Tuccitto%20A_

Wilhelm, S. M., Carter, C., Tang, L., Wilkie, D., McNabola, A., Rong, H., McHugh, M.
(2004). BAY 43-9006 exhibits broad spectrum oral antitumor activity and targets the
RAF/MEK/ERK pathway and receptor tyrosine kinases involved in tumor progression
and angiogenesis. Cancer Research. 64(19), 7099-7109.

Wilhelm, S., Carter, C., Lynch, M., Lowinger, T., Dumas, J., Smith, R. A., Kelley, S. (2006).
Discovery and development of sorafenib: a multikinase inhibitor for treating cancer.
Nature Reviews Drug Discovery. 5(10), 835-844.

Wilhelm, S. M., Adnane, L., Newell, P., Villanueva, A., Llovet, J. M., Lynch, M. (2008).
Preclinical overview of sorafenib, a multikinase inhibitor that targets both Raf and
VEGF and PDGF receptor tyrosine kinase signaling. Molecular Cancer Therapeutics.
7(10), 3129-3140.

Woo, H. Y., Heo, J. (2012). Sorafenib in liver cancer. Expert Opinion on Pharmacotherapy.
13(7), 1059-1067.

Wood, L. S. (2006). Managing the side effects of sorafenib and sunitinib. Community
Oncology. 9(3), 558-562.

Yang, J. D., Roberts, L. R. (2016). ‘‘Other Malignant Hepatic Tumors’’. Boyer, T.D., Lindor,
K.D. (eds.). in: Zakim and Boyer's hepatology: A textbook of liver disease (pp. 708-
720). Philadelphia: Elsevier Health Sciences.

Yang, S., Liu, G. (2017). Targeting the Ras/Raf/MEK/ERK pathway in hepatocellular
carcinoma. Oncology Letters. 13(3), 1041-1047.

Ye, X., Weinberg, R. A. (2015). Epithelial-mesenchymal plasticity: a central regulator of
cancer progression. Trends in Cell Biology. 25(11), 675-686.

Ye, L. Y., Chen, W., Bai, X. L., Xu, X. Y., Zhang, Q., Xia, X. F., Fu, Q. H. (2016). Hypoxia-
induced epithelial-to-mesenchymal transition in hepatocellular carcinoma induces an
immunosuppressive tumor microenvironment to promote metastasis. Cancer Research.
76(4), 818-830.

Ye, L., Mayerle, J., Ziesch, A., Reiter, F. P., Gerbes, A. L., De Toni, E. N. (2019). The PI3K
inhibitor copanlisib synergizes with sorafenib to induce cell death in hepatocellular
carcinoma. Cell Death Discovery. 5(1), 86.

Yuan, Y. H., Zhou, C. F., Yuan, J., Liu, L., Guo, X. R., Wang, X. L., Tu, H. J. (2016). NaHCO3
enhances the antitumor activities of cytokine-induced Killer cells against hepatocellular
carcinoma HepG2 cells. Oncology Letters. 12(5), 3167-3174.

Zhang, T., Sun, H. C., Xu, Y., Zhang, K. Z., Wang, L., Qin, L. X., Tang, Z. Y. (2005).
Overexpression of platelet-derived growth factor receptor a in endothelial cells of
hepatocellular carcinoma associated with high metastatic potential. Clinical Cancer
Research. 11(24), 8557-8563.

Zhang, X,, Lin, Y., Gillies, R. J. (2010). Tumor pH and its measurement. Journal of Nuclear
Medicine. 51(8), 1167-1170.

Zhang, Z., Tan, X., Luo, J., Yao, H., Si, Z., Tong, J. S. (2020). The miR-30a-5p/CLCF1 axis
regulates sorafenib resistance and aerobic glycolysis in hepatocellular carcinoma. Cell
Death and Disease. 11(10), 1-14.

Zhou, L., Huang, Y., Li, J., Wang, Z. (2010). The mTOR pathway is associated with the poor
prognosis of human hepatocellular carcinoma. Medical Oncology. 27(2), 255-261.

97



0Z GECMIS

Sedat GOKMEN Kastamonu Orhan Saik Gékyay Lisesi’ni bitirdikten sonra
Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden 2010 yilinda mezun oldu. 2013 yilinda
Frrat Universitesi Veteriner Farmakoloji-Toksikolojisi Yiiksek Lisans programim
bitirdi. Mezuniyetinden bu yana Amasya Universitesi Suluova Meslek Yiiksekokulu
Veteriner Béliimii’ne Ogretim Gorevlisi olarak gorev yapmaktadir. Halen bu gérevine
devam etmektedir (10.06.2021).
(ORCID ID: 0000-0002-4793-3030)

Yayimnlanmis Calismalar:

Gokmen, S., Dagoglu, G., Baykalir Giil, B. (2014). Alabaliklarin Yenilebilir Doku
Ormeklerinde Florfenikol Kalintilarmin Arastirilmasi. Fuwat Universitesi  Saglik
Bilimleri Veteteriner Dergisi. 28 (1):05-08.

Gokmen, S., Giiveng, D. (2018). Fipronilin Genel Ozellikleri ve Toksisitesinin
Mekanizmalari. Turkiye Klinikleri Journal of Veterinary Sciences Journal ldentity.
9(2):69-78.

Gokmen, S., Giiveng, D. (2018). “‘Ilag Metabolizmas1 ve Toksisite Calismalarinda Kullanilan
Primer Hepatosit ve Hepatoma Hiicre Hatlari’> Giiveng, D. (ed.). Ilag Arastirma,
Gelistirme ve Toksikolojik Caligmalarda Kullanilan Alternatif Yontemler. (5.28-34).
Ankara: Turkiye Klinikleri.

Gokmen, S., Pehlivan, A., Aksoy, A. (2019). Laboratuvar Hayvanlarinda Otenazi Y 6ntemleri.
Etlik Veteriner Mikrobiyolojisi Dergisi. 30 (1): 78-85.

Gokmen, S., Guveng, D. (2018). Toxicology of Fipronil. International Congress on
Engineering and Life Science-ICELIS. 29-29 Nisan 2018, Kastamonu (Poster Sunum).

Giveng, D., Inal, S., Kuruca, N., Gékmen, S., Gilveng, T. (2021). Synthetic pyrethroids
common metabolite 3- phenoxybenzoic acid induces caspase-3 and Bcl-2 mediated
apoptosis in  human hepatocyte cells. Drug and Chemical Toxicology.
doi.org/10.1080/01480545.2021.1894720.

Guveng, D., Gokmen, S. (2021). ““Kurkumin ve Klinik Uygulamalar1’’ Hismiogullari, SE
(ed.). Nutrasdtikler. (s.35-42). Ankara: Turkiye Klinikleri.

98



	SİMGELER VE KISALTMALAR
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	TABLOLAR DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	2. genel bilgiler
	2.1. Kanser
	2.1.1. Karaciğer ve Karaciğer Kanseri
	2.1.2. Karaciğer Kanser Türleri
	2.1.3. Hepatosellüler Karsinom
	2.1.3.1. HCC’ nin Evreleri
	(CTP: Child-Turcott-Pugh, CTP Sınıf A; bilirubin <2 mg/dl, albümin >3.5 g/dl, protrombin zamanı <4, CTP Sınıf B; ensefalopati 1-2 evre, bilirubin 2-3 mg/dl, albümin 2.8-3.5 g/dl, protrombin zamanı <4-6, CTP Sınıf C; ensefalopati 3-4 evre, bilirubin >3...
	2.1.3.2. HCC’ nin Patogenezisi

	2.1.4. HCC ve Tirozin Kinazlar
	2.1.4.1. MAPK/ERK (ya da Ras-Raf-MEK-ERK) Yolağı
	2.1.4.2. PI3K-AKT-mTOR Yolağı
	2.1.4.3. Wnt/β-Katenin Yolağı
	2.1.4.4. Proanjiyojenik Yollar
	2.1.4.5. Epidermal Büyüme Faktörü Reseptör (EGFR) Yolu

	2.1.5. HCC’ nin Tedavisi

	2.2. Sorafenib
	2.2.1. Sorafenibin Genel Özellikleri
	2.2.2. Sorafenibin Farmakokinetik Özellikleri
	2.2.3. Sorafenibin Farmakodinamik Özellikleri
	2.2.3.1. Etki Mekanizması
	2.2.3.2. Sorafenibin In Vitro Antikanser Etkisi
	2.2.3.3. Sorafenibin In Vivo Antikanser Etkisi

	2.2.4. Sorafenibin Kullanım Alanı ve Dozu
	2.2.5. Sorafenibin Yan ve İstenmeyen Etkileri

	2.3. Kanserin Metabolik Özellikleri
	2.3.1. Enerji Metabolizması ve Warburg Etkisi
	2.3.2. Asidik Mikroçevre
	2.3.2.1. Asidik Mikroçevrenin Tümör Proliferasyonuna Etkisi
	2.3.2.2. Asidik Mikroçevrenin Tümör İnvazyonu ve Metastazına Etkisi
	2.3.2.3. Asidik Mikroçevrenin Tümör Angiogenezisine Etkisi
	2.3.2.4. Asidik Mikroçevrenin Kemoterapötiklere Karşı Oluşan Dirence Etkisi
	2.3.2.5. Asidik Mikroçevrenin İmmun Yanıt Üzerindeki Etkisi


	2.4. Hücre Kültürü
	2.4.1. HepG2 (İnsan Hepatosellüler Karsinoma) Hücre Hattının Genel Özellikleri
	2.4.2. Hücre Canlılık Testleri
	2.4.3. Hücre Canlılık Testlerinin Sınıflandırılması
	2.4.4. WST-8 Sitotoksisite Testi


	3. materyAl ve yöntem
	3.1. Materyal
	3.1.1. Kullanılan Hücre Hattı
	3.1.2. Kullanılan Cihazlar
	3.1.3. Kullanılan Sarf Malzemeler
	3.1.4. Kullanılan Kimyasal Maddeler

	3.2. Yöntem
	3.2.1. Hücre Kültürü
	3.2.1.1. Hücre Hattının Temini
	3.2.1.2. Hücre Kültüründe Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması
	3.2.1.3. Hücrelerin Çözdürülmesi
	3.2.1.4. Hücrelerin Subkültür Edilmesi
	3.2.1.5. Hücrelerin Dondurulması
	3.2.1.6. Hücrelerin 96’ lı ve 6’ lı Plakalara Aktarılması

	3.2.2. Sorafenibin Sitotoksitesinin Belirlenmesi
	3.2.2.1. Sorafenib Stok Çözeltisinin Hazırlanması
	3.2.2.2. Sorafenibin IC50 Değerinin Belirlenmesi

	3.2.3. Farklı pH’ larda Medyum Hazırlanması
	3.2.4. Deney Grupları ve İlaç Maruziyeti
	3.2.5. Hücre Sitototoksisite Testi
	3.2.5.1. WST-8 Testi

	3.2.6. Hücre Proliferasyon Testi
	3.2.7. İstatistiksel Hesaplamalar


	4. bulgular ve tartışma
	4.1. Sorafenibin IC50 Değeri
	4.2. Sorafenibin Farklı pH Gruplarının Doza ve Zamana Göre Hücre Canlılığına Etkisi
	4.2.1. Sorafenibin pH 6.6’ daki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi
	4.2.2. Sorafenibin pH 6.8’ deki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi
	4.2.3. Sorafenibin pH 7.2’ deki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi
	4.2.4. Sorafenibin pH 7.6’ daki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi
	4.2.5. Sorafenibin pH 7.8’ deki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi
	4.2.6. Sorafenibin 24 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karşılaştırılması
	4.2.7. Sorafenibin 48 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karşılaştırılması
	4.2.8. Sorafenibin 72 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karşılaştırılması

	4.3. Hücre Proliferasyon Testi

	5. SONUÇ
	6. KAYNAKLAR

