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ÖZET 
 

İNSAN HEPATOSELLÜLER KARSİNOMA HÜCRELERİNE (HepG2) FARKLI 
pH ORTAMLARINDA UYGULANAN SORAFENİBİN ANTİKANSER 

ETKİNLİĞİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 
Sedat GÖKMEN 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi 
Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 

Veterinerlik Farmakoloji-Toksikolojisi Ana Bilim Dalı  
Doktora, Haziran/2021  

Danışman: Doç. Dr. Dilek GÜVENÇ 
 

 

Hepatosellüler karsinoma (HCC) karaciğer tümörleri arasında en yaygın 
karşılaşılan türdür. HCC dünyada kanser nedenli ölümlerin üçüncü sırasında yer 
almaktadır. İleri seviye HCC tedavisinin ilk basamağını FDA tarafından onaylanmış 
antianjiyojenik ve antiproliferatif özellikler gösteren çoklu kinaz inhibitörü olan 
sorafenib oluşturmaktadır. Kanser hücrelerinin mikroçevresinin pH değeri Warburg 
Etkisinden dolayı asidik karakter (6.6-6.9 pH) göstermektedir. Asidik mikroçevre 
kanser hücrelerinin başta hücre canlılığını olmak üzere proliferasyon, invazyon, 
metastaz ve kemoterapötiklere karşı direnç oluşturma yeteneğini arttırmaktadır. Bu tez 
çalışmasında farklı pH ortamlarında sorafenibin in vitro sitotoksik ve proliferasyon 
üzerindeki inhibe edici etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla 6.6, 6.8, 7.2, 
7.6 ve 7.8 pH değerindeki medyumla hazırlanan sorafenibin insan hepatosellüler 
karsinoma (HepG2) hücrelerine IC50, IC50/5, IC50/10 ve IC50/20 konsantrasyonları 24, 48 
ve 72 saat uygulanmıştır. Hücre canlılığı belirlenen konsantrasyon ve sürelerde WST-
8 sitototoksisite testi kullanılarak mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede 
değerlendirilmiştir. Proliferasyon testi ilacın IC50/20 konsantrasyonu ve 24 saatlik 
maruziyet periyodunda canlı hücre analiz ve görüntüleme sistemi ile analiz edilmiştir.  
Sorafenibin WST-8 sitotoksisite testine göre 24 saatlik IC50 konsantrasyonu 13.40 µM 
olarak belirlenmiştir. İlacın 24 saat maruziyet periyodu sonrasında tüm 
konsantrasyonları için HepG2 hücrelerinde en güçlü sitotoksik etkisini pH 7.6 
değerinde (IC50; %19.76±0.61, IC50/5; %20.90±1.39, IC50/10; %26.10±1.65 ve IC50/20; 
%31.35±1.86) gösterdiği saptanmıştır (p<0.05). İlacın en düşük konsantrasyonda, pH 
7.6’ daki güçlü sitotoksik etkisi 48 saat maruziyet periyodu uygulamasında da (IC50/20; 
%66.28±1.39) devam ettiği belirlenmiştir. Sorafenibin en düşük iki (IC50/10 ve IC50/20) 
konsantrasyonun 72 saat maruziyet periyodu sonrasında güçlü sitotoksik etkisini 
(IC50/10; %51.56±1.98, IC50/20; %61.09±1.13) pH 7.8 grubunda meydana getirdiği 
tespit edilmiştir. Proliferasyon testi sonucunda 7.6 pH değerinde hazırlanan 
sorafenibin hem kontrol grubu hem de 7.2 ve 6.6 pH değerinde hazırlanan sorafenibe 
göre proliferasyonu istatistiksel olarak anlamlı derece azalttığı (15.84±0.53) 
belirlenmiştir (p<0.001). Sonuç olarak alkali mikroçevrenin sorafenibin sitotoksik ve 
antiproliferatif etkisini arttırdığı belirlenmiştir. Sorafenib kullanan ileri seviye HCC’ 
li hastaların sistemik ya da lokal alkalileştiriciler kullanması ilacın etkinliğini 
arttırabileceği düşünülmüştür.  
 
Anahtar Sözcükler: Sorafenib, HepG2, Warburg Etkisi, sitotoksisite, proliferasyon   
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ABSTRACT 
 

EVALUATION OF THE ANTICARCINOGENIC EFFECT OF SORAFENIB ON 
HUMAN HEPATOCELLULAR CARCINOMA CELLS (HepG2) IN DIFFERENT 

pH ENVIRONMENTS 
Sedat GÖKMEN 

Ondokuz Mayıs University 
Institute of Graduate Studies 

Department of Veterinary Pharmacology and Toxicology 
Master, June/2021  

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Dilek GÜVENÇ 
 

 

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, IC50, IC50/5, IC50/10, IC50/20 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 IC50/20 
concentration and 24-hour exposure duration. According to the WST-8 cytotoxicity 
test, the IC50 concentration of sorafenib at 24-hour exposure was found as 13.40 µM. 
The most powerful cytotoxic effect of the drug on HepG cells at pH 7.6 (IC50; 19.76 
±0.61%, IC50/5; 20.90 ±1.39, IC50/10; 26.10 ±1.65, IC50/20; 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 (IC50/20; 66.28 ±1.39%) at pH 7.6. 
The most cytotoxic effect of sorafenib’s two lowest dosages (IC50/10; 51.56±1.98%, 
IC50/20; 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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SİMGELER VE KISALTMALAR 

SİMGELER 
mL  : Mililitre 
µL  : Mikrolitre 
mM                 : Milimolar 
µM  : Mikromolar 
mg             : Miligram  
µg  : Mikrogram  
nm  : Nanometre 
°C  : Santigrat 
  
KISALTMALAR 
ATP  : Adenozin 3-Trifosfat  
ATTC  : Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu  
BCLC  : Barselona Kliniği Karaciğer Kanseri Sınıflandırması 
CA  : Karbonik Anhidraz  
CaCO3  : Kalsiyum Karbonat  
CLIP  : Karaciğer Kanseri İtalyan Programı  
CIK  : Sitokinle Uyarılmış Katil Hücreler 
CO2  : Karbondioksit  
CYP 450 : Sitokrom P450  
DMSO  : Dimetil Sülfoksit 
EDTA  : Etilen Diamin Tetra Asetat 
EGF  : Epidermal Büyüme Faktörü 
ERK   : Ekstraselüler Sinyal Regüle Edici Kinaz  
FBS  : Fötal Buzağı Serumu 
FDA  : Amerika Gıda ve İlaç Dairesi 
H+  : Hidrojen 
HBC  : Hepatit C Virüsü 
HBV  : Hepatit B Virüsü 
HCC  : Hepatosellüler Karsinom 
HCl  : Hidroklorik Asit 
HCV  : Hepatit C Virüsü 
Hep3B  : İnsan Hepatosellüler Karsinom Hücresi 
HepaRG : İnsan Hepatosellüler Karsinom Hücresi 
HepG2  : İnsan Hepatosellüler Karsinom Hücresi 
HIF  : Hipoksi ile İndüklenebilir Faktör 
HuH7  : İnsan Hepatosellüler Karsinom Hücresi 
IARC  : Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı 
IC50  : İnhibitör Konsantrasyon 50 
IL  : İnterlöykin 
MAP  :Mitojenaktive Edilmiş Protein Kinaz 
MCT  : Monokarboksilat Taşıyıcısı 
MDR  : Çoklu İlaç Direnci  
MEM  : Minimum Essential Medium 
MMP  : Matriks Metallo Proteinaz 
MRI  : Manyetik Rezonans Görüntüleme 
MRS  : Manyetik Rezonans Spektroskopi 
mTOR  : Memeli Hedefi Rapamisinin  
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NADPH+ :Nikotinamid Adenin Dinükleotid Fosfat 
NaHCO3 : Sodyum Bikarbonat 
NaOH  : Sodyum Hidroksit 
NEAA  : Non Esansiyal Aminoasit 
NK  : Doğal Öldürücü Hücreler 
NRTK  : Reseptör Olmayan Tirozin Kinaz  
O2  : Oksijen 
PDGF  : Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörü 
PET  : Pozitron Emisyon Tomogrofisi 
pGP  : P-glikoprotein  
PI3K   : Fosfatidilinozid 3-Kinaz 
Ras   : Sıçan Sarkomu 
Raf  : Serin/Treonin Kinaza Özgü Protein Kinaz 
RTK  : Reseptör Tirozin Kinaz 
TAKE  : Transarteryel Kemoembolizasyon 
TNF-α  : Tümör Nekroz Faktörü-alfa  
TUİK  : Türkiye İstatistik Kurumu 
V-ATPaz : Vakuoler ATPaz 
VEGF  : Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 
WHO  : Dünya Sağlık Örgütü 
WST-8  :(2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disülfofenil)-2H-                                                                                               
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1. GİRİŞ 

Günümüzde artan teşhis ve tedavi yöntemlerine rağmen kanser tüm dünyada 

sağlık sorunlarının en başında gelen ve ölüm oranı en yüksek hastalıktan 

biridir. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) verilerine göre son beş yılda kanser vaka sayısı 

toplamda 50 milyona kadar yükselmiştir. 2020 yılında yaklaşık 20 milyon olan yeni 

kanser vakasının 2030 yılında 25 milyon, 2040 yılında ise 30 milyona kadar 

yükseleceği öngörülmektedir. Benzer şekilde bir yılda kanserden kaynaklanan ölüm 

sayılarınında 2040’ lı yıllarda 16 milyonu geçeceğini tahmin edilmektedir (IARC, 

2020). 

Hepatoselüler karsinom (HCC) karaciğerin kendi hücreleri olan hepatositlerden 

kaynaklanan primer karaciğer tümörüdür. Dünyada en sık rastlanan kanser türleri 

arasında yer almaktadır. HCC’ nin tedavi seçenekleri büyük ölçüde tümör evresine 

bağlıdır. HCC’ nin erken evrelerinde cerrahi operasyon ya da organ nakli ile tedavi 

edilebilir. Ancak HCC’ nin erken evrelerinde teşhis edilmesi oldukça zordur. İlerlemiş 

HCC vakalarda uygulanan kemoterapi ve destekleyici tedaviler ortalama sağkalım 

süresini ve yaşaman kalitesinin arttırılmasına yardımcı olabilir (Kim et al., 2011; Reig 

et al., 2018). 

Sorafenib ilk olarak metastatik renal hücreli karsinomun tedavisi için 2005 

yılında onaylanmış oral yolla kullanılan multikinaz inhibitörüdür. Sorafenib kanser 

hüclerinin proliferasyon, metastaz, invazyon ve  anjiyogenezisinde rol oynayan çeşitli 

antiproliferatif ve antianjiogenez etki gösterir.  Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve 

İlaç İdaresi (United States Food and Drug Administration, FDA) tarafından 2007 

yılında HCC’ nin sistemik tedavisinde kullanılmak üzere onay almış ilk 

kemoterapötiktir. İleri seviye HCC’ li hastaların ilk ve birinci basamak tedavisinde 

standart tedavi olarak kullanılmaktadır (Keating, 2017).  

Kanser hücreleri enerji ihtiyaçlarını ortamda yeterli oksijen bulunmasına rağmen 

glikozu glikolizisle pirüvata ve sonra da laktik aside dönüştürerek temin ederler. Bu 

olaya da ‘‘aerobik glikoliz’’ ya da ‘‘Warburg Etkisi’’ adı verilmektedir. Kanser 

hücreleri hızlı bölünebilen hücreler oldukları için fazla enerjiye gereksinimleri vardır. 

Enerji ihtiyaçlarını karşılamak için çok fazla miktardaki glikozu metabolize ederler. 

Aerobik glikolizis metabolizmasında fazla miktarda oluşan laktik asit hücre 

mikroçevresinde birikerek kanser hücrelerinin hücre dışı pH değerini (6.5-6.9) normal 
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hücrelerin mikroçevresine (7.2-7.5) göre daha asidik karakterde olmasına neden olur. 

Asidik mikroçevre birçok kanser hücresinin karakteristik özelliğidir (Ferreira, 2010). 

Warburg etkisi sonucu meydana gelen asidik mikroçevre kanser hücrelerinin 

proliferasyon, invazyon, metastaz ve anjiyogenez olaylarını ayrıca immun yanıt ve 

kemoterapötiklere karşı direnç oluşturma yeteneğini arttırmaktadır (Liberti and 

Locasale, 2016). 

HepG2 insan hepatosellüler karsinoma kaynaklı hücre hattıdır. HepG2 hücreleri 

plazma proteini sentezi ve sekresyonu, kolesterol ve trigliserid metabolizması ve 

glikojen sentezi gibi bir çok özelliği normal hepatositlere göre benzerlik 

göstermektedir (Donato et al., 2015). HepG2 hücre hattı sorafenib ve HCC ile ilgili 

araştırmaları da içeren hücre sinyal iletim mekanizmaları, ilaç araştırması, tedavi 

geliştirme, mikroçevre ve sitotoksisite gibi birçok çalışmada model olarak 

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

HCC’ li hastalarda tümör ilaç tedavisine  dirençli, nüks etme oranı yüksek ve  

sağkalım oranı düşük olmasından dolayı transarteriyel temoembolizasyon (TAKE), 

radyofrekans ablasyon (RA) ile birlikte uygulanması ve nanofarmülasyonlarının 

sentezlenmesi gibi daha etkili ve daha güvenli tedavi seçenekleri ile ilgili çalışmalar 

devam etmektedir (Chen et al., 2021; Kong et al., 2021). Warburg Etkisi sonucu kanser 

hücrelerinde meydana gelen asidik mikroçevre sorafenibin kanser hücrelerindeki 

tirozin kinaz ve kinaz reseptörleriyle etkileşemesini azaltabileceği ve bu nedenle tümör 

mikroçevre pH’ sının alkali pH’ ya doğru değiştirildiğinde ilacın etkinliğinin 

artırabileceği düşünülmüştür. 

Bu tez çalışmasında, farklı asidik ve alkali pH ortamlarında bulunan  HepG2 

hücrelerine sorafenibin sitotoksik etkisinin doz ve zamana bağlı olarak incelenmesi ve 

hücre proliferasyonu üzerindeki inhibe edici etkisinin karşılaştırılması amaçlanmıştır. 

Böylece ileri seviye HCC tedavisinde kullanılan sorafenibin etkinliğinin arttırılmasına 

yönelik çalışmalara ve mevcut literatür bilgilerin artırılmasına destek sağlanacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser, gen ekspresyonundaki değişiklikler nedeniyle  hücre proliferasyonu ve 

programlı hücre ölümü arasındaki dengenin bozulması  sonucu oluşan anormal hücre 

büyümesi olarak tanımlanır (Ruddon, 2007). Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı’ 

nın (International Agency for Research nn Cancer, IARC) raporlarına göre, 2018 

yılında 18.1 milyon insana kanser teşhisi konulmuş ve 9.6 milyon kişi kanserden 

hayatını kaybetmiştir (Bray et al., 2018). Ülkemiz için Türkiye İstatistik Kurumu 

(TÜİK), 2019 yılı ölüm ve ölüm nedeni istatistik verileri incelendiğinde; ilk sırada 160 

263 kişiyle (%36.8) dolaşım sistemi hastalıkları yer alırken ikinci sırada 80 186 kişiyle 

(%18.4) kanser yer almaktadır (TÜİK, 2019). 

2.1.1. Karaciğer ve Karaciğer Kanseri 

Yetişkin insanlarda sağlıklı karaciğer yaklaşık 1 400 - 1 600 g ağırlığa sahip olup 

vücudun en büyük organıdır. Karaciğer anatomik olarak; karın bölgesinin sağ üst 

kadranında ve diyaframanın hemen altında bulunmaktadır (Gryspeerdt et al., 1997). 

Karaciğere kan akışı hem portal toplar damar (yaklaşık %75) hem de hepatik atar 

damardan (yaklaşık %25) olması bakımından eşsiz bir organdır. Vücutta bir çok organ 

ve sistemle anatomik ve fizyolojik olarak ilişkisi bulunduğundan çeşitli patojenlere 

maruz kalma ihtimali çok daha yüksektir. HCC başta olmak üzere diğer karaciğer 

kanser türü ve hastalıklarının gelişmesinde birçok faktörün rol oynamasının 

sebeplerinden birisi de sahip olduğu bu fizyolojik ve anatomik özelliklerinden 

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

Karaciğer vücutta hayati öneme sahip metabolizma, sindirim ve bağışıklık gibi 

birçok görevi yerine getirir. Başlıca görevleri arasında karbonhidrat, protein ve lipid 

metabolizması, safra üretimi ve salımı, bilirübin metabolizması, ilaç metabolizması-

detoksifikasyon ve depolama yer almaktadır. Safra üretimi özelliğiyle ekzokrin bez; 

glikoz, lipoprotein ve plazma proteinlerini kana verme özelliğiyle de endokrin bez 

niteliği taşımaktadır (Pavelka and Roth, 2010). Karaciğerin temel fonksiyonları Tablo 

2.1.’ de gösterilmiştir (Mukhtar and Khalili, 2016).  
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Tablo 2.1. Karaciğerin temel fonksiyonları (Mukhtar and Khalili, 2016) 

Temel Fonksiyon Açıklama 

Enerji metabolizması 

Glikogenezis ve glikolizis aracılığıyla glikoz üretimi 
Glikojen sentezi, yağ asidi sentezi, glikolizis ve TCA döngüsü ile 
glikoz tüketimi 
Asetattan kolesterol sentezi, yağ asidinden trigliserit sentezi 
Asetattan kolesterol sentezi, yağ asitlerinden trigliserid sentezi ve 
her ikisinin de çok düşük yoğunluklu lipoprotein (VLDL) 
partiküllerinde salgılanması 
Safrada kolesterol ekstraksiyonuyla yüksek yoğunluklu lipoprotein 
(HDL) ve düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) partiküllerinin 
endositozuyla kolesterol ve trigliserit alımı, yağ asitlerinin B-
oksidasyonu ve fazla asetil-Coa’ nın ketonlara dönüştürülmesi 
Non-amino asitlerin de novo sentezi ve transaminasyonu 

Protein sentezi 
Albümin, pıhtılaşma faktörleri, bağlayıcı proteinler, apolipoprotein, 
anjiyotensinojen, insülün benzeri büyüme faktörü I gibi çeşitli 
proteinlerin sentezi 

Taşıma, depolama ve 
çözünürlük sağlama 

Faz I ve II biyotransformasyon reaksiyonları ile ilaç ve zehirlerin 
detoksifikasyonu 
Bağırsak hücreleri tarafından emilimini sağlamak için safradaki 
yağların ve yağda çözünebilen vitaminlerin çözünürlüğü 
Vitamin A, D ve B12’ nin depolanması ve geri emilimi 

Koruyucu ve klerens 
fonksiyonları 

Üre döngüsü vasıtasıyla amonyak detoksifikasyonu 
Mikrozomal oksidasyon ve konjugasyon sistemi aracılığıyla ilaçların 
detoksifikasyonu 
Glutasyon sentezi ve salınımı 

Karaciğer kanseri dünya genelinde %4.7 oranıyla en yaygın altıncı (905 677 kişi) 

kanser türü ve kansere bağlı ölümlerin %8.3 oranıyla üçüncü (830 180 kişi) en yaygın 

nedenidir (IARC, 2020). Ülkemizde de 2019 yılında kansere bağlı ölüm nedenleri 

arasında %3.47 (2 788 kişi) oranıyla yedinci sırada yer almaktadır (TÜİK, 2019). 

2.1.2. Karaciğer Kanser Türleri 

Karaciğer tümörleri primer iyi huylu (benign) ve kötü huylu (malign) olmak 

üzere ikiye ayrılır. İyi huylu karaciğer tümör türleri arasında; a) hepatasellüler 

kaynaklı; adenom, fokal nodüler hiperplazi, diffüz nodüler hiperplazi, 

makrorejeneratif nodüller ve displastik nodüller, b) safra epiteli kaynaklı; safra kanalı 

kisti, safra kanalı adenom, müsinöz kistik neoplazm, peribiliyer bezi hamartom, von 

meyenburg kompleksi, safra kistadenomu ve safra papillomatozis, c) vasküler 

kaynaklı; kavernöz hemanjiyom ve inoltil hemanjiyoendotelyoma, d) diğer; 

anjiyomyolipoma, mezenkimal hamartoma, soliter fibröz tümör ve inflamatuar 

psödotümör  yer almaktadır. Kötü huylu karaciğer tümörleri arasında; a) hepatosellüler 

kaynaklı; hepatosellüler karsinom, fibrolamellar karsinom, hepatokolangiokarsinom, 

hepatoblastom ve karsinosarkom, b) safra epiteli kaynaklı; kistadenokarsinom ve 
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kolanjiokarsinom, c) vasküler kaynaklı; anjiyosarkom, hemanjiyoendotelyoma ve 

epiteloid, d) diğer; primer lenfomalar ve sarkomlar yer almaktadır (Ferrell et al., 2017; 

López Panqueva, 2015; Yang and Roberts, 2016). 

2.1.3. Hepatosellüler Karsinom 

HCC ya da primer karaciğer kanseri en sık görülen karaciğer kanser türüdür 

(Tunissiolli et al., 2017; White et al., 2016). HCC başlıca kronik karaciğer hastalıkları 

ve karaciğer sirozu olmak üzere birçok farklı nedenden dolayı gelişebilir. HCC’ nin 

ana risk faktörleri arasında hepatit B veya C virüsü (HBV veya HCV), sık ve aşırı alkol 

tüketimi, aflatoksin (özellikle aflatoksin B1) ve alkilnitrozaminler gibi toksik 

kanserojenlere maruz kalma, şeker hastalığı ve obezite gibi metabolik bozukluklar, 

alkolden bağımsız karaciğer yağlanması ve hemokromatoz gibi kalıtsal hastalıklar yer 

almaktadır ( Alotaibi et al., 2016; Balogh et al., 2016; Goodman et al., 2012). HCC 

oluşum mekanizmaları arasında hücre döngüsü kontrol kaybı, yaşlanma kontrolünden 

kaçma, kontrollü hücre ölümüne direnç, fenotipik plastisite, hareketlilik, invazyon ve 

metastaz olduğu düşünülmektedir (Alotaibi et al., 2016). 

 HCC’ nin Evreleri 

HCC’ li hastaların gösterdikleri klinik tablo (semptom) ve laboratuvar bulguları 

göz önünde tutularak çeşitli HCC  sınıflandırmaları yapılmıştır.  Barcelona Kliniği 

Karaciğer Kanseri (Barcelona Clinic Liver Cancer, BCLC) sınıflandırması, Karaciğer 

Kanseri İtalyan Program (Cancer of the Liver Italian Program, CLIP) skorlaması, 

Japon Entegre Evreleme Sistemi (Japan Integrated Staging, JIS) ve Hong Kong 

Karaciğer Kanseri Evreleme Sistemi (Hong Kong Liver Cancer, HKLC) gibi farklı 

sınıflandırmalar mevcuttur (Ferrell et al., 2017).  BCLC sınıflandırma sistemi birçok 

çalışmada onaylanmış ve HCC tedavisi için Amerikan Karaciğer Hastalıkları 

Araştırma Derneğinin (American Association for the Study of Liver Diseases-

AASLD) kılavuzlarına dahil edilmiştir (Bruix and Sherman, 2011; Cillo et al., 2006). 

Ülkemizde de genellikle BCLC sınıflandırılması kabul görmektedir. Bu sınıflandırma 

kanserin evresine göre hastaya uygulanacak en uygun tedavi seçeneğinin karar 

verilmesinde yardımcı olmaktadır (Bruix and Sherman, 2011). BCLC’ ye göre HCC’ 

nin sınıflandırılması ve tedavi yöntemleri Tablo 2.2.’ de verilmiştir.  
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Tablo 2.2.  BCLC’ ye göre HCC’ nin sınıflandırılması ve tedavi yöntemleri (Bruix and Sherman, 
2011; Cillo et al., 2006) 

Evre PS Tümör Karaciğer Fonksiyonları Tedavi Seçenekleri 

Evre 0 (Çok 
Erken Evre 
HCC) 

0  Tek Tümör ve 
<2 cm 

CTP sınıf A 
Portal hipertansiyon yok 
Bilirubin seviyeleri normal  

Rezeksiyon 

Evre A 
(Erken 
Evre 
HCC) 

A1 0 Tek Tümör 
Portal hipertansiyon yok 
Bilirubin seviyeleri normal 

Rezeksiyon 

A2 0 Tek Tümör 
Portal hipertansiyon var 
Bilirubin seviyeleri normal 

Radyofrekans 
Ablasyon/ 
Karaciğer nakli 

A3 0 Tek Tümör 
Portal hipertansiyon var 
Bilirubin seviyeleri yüksek 

 

A4 0 
2 ya da 3 Tümör 
ve her biri <3 
cm 

CTP sınıf A ya da B 
 

Evre B  
(Orta Evre 
HCC) 

0 Geniş 
multinodüller 

CTP sınıf A ya da B 
 

Transarteryel 
Kemoembolizasyon 
(TAKE) 

Evre C  
(İleri Evre 
HCC) 

1-2 

Vasküler 
invazyon ya da 
ekstrahepatik 
yayılım 

CTP sınıf A ya da B 
 

Sorafenib 

Evre D  
(Son Evre HCC) 3-4 Herhangi biri CTP sınıf C 

 
Semptomatik tedavi 

(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 mg/dl, albümin <2.8 g/dl, protrombin zamanı >6) 

 HCC’ nin Patogenezisi 

Kanserin biyolojisi ve sinyal iletim mekanizmalarında önemli rol oynayan 

başlıca moleküllerin tanımlanmasıyla kanser ilerlemesini kontrol altına almak veya 

durdurmak için çeşitli yöntemler geliştirilmiştir. Bu yöntemlerden birisi de hücre 

sinyal iletim mekanizmalarını (kanser hücrelerinde apoptozu yeniden aktif hale getirip 

hücre büyümesini, hücre sağkalımını ve anjiyogenezi azaltacak) modüle edebilen 

moleküler hedefli ajanlar kullanılarak yapılan rasyonel tedavidir. Son yıllarda bu yeni 

bilgi ve tedaviye yaklaşım yöntemi sadece bir yolu hedefleyen değil aynı zamanda 

klinik faydalarda sağlayan farmakolojik ajanların üretilmesini sağlamıştır (White et 

al., 2016). HCC’ de hücre sağkalımı, proliferasyon, anjiyogenezis ve apoptotik hücre 

ölümü  ile ilgili olan hepatokarsinogenezisin moleküler sinyal iletim yollarını a) sıçan 

sarkomu (rat sarcoma, Ras), serin/treonin kinaza özgü protein kinaz (serine/threonine-

specific protein kinase, Raf), mitojen-ektrasellüler sinyal düzenleyici kinaz (mitogen 

extracellular signal regulating kinase, MEK) ve ekstraselüler sinyal regüle 

edici kinaz (extracellular-signal-regulated kinase, ERK) moleküllerinin rol oynadığı 

http://dratasoy.com/transarteryel-kemoembolizasyon-take-tedavisi#:%7E:text=%C3%96zellikle%20karaci%C4%9Fer%20t%C3%BCm%C3%B6rlerinde%20olmak%20%C3%BCzere,besleyen%20damar%C4%B1n%20i%C3%A7erisinden%20verilmesi%20i%C5%9Flemidir.
http://dratasoy.com/transarteryel-kemoembolizasyon-take-tedavisi#:%7E:text=%C3%96zellikle%20karaci%C4%9Fer%20t%C3%BCm%C3%B6rlerinde%20olmak%20%C3%BCzere,besleyen%20damar%C4%B1n%20i%C3%A7erisinden%20verilmesi%20i%C5%9Flemidir.
http://dratasoy.com/transarteryel-kemoembolizasyon-take-tedavisi#:%7E:text=%C3%96zellikle%20karaci%C4%9Fer%20t%C3%BCm%C3%B6rlerinde%20olmak%20%C3%BCzere,besleyen%20damar%C4%B1n%20i%C3%A7erisinden%20verilmesi%20i%C5%9Flemidir.
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Ras/Raf/MEK/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, 

mTOR) moleküllerinin rol oynadığı PI3K/AKT/mTOR sinyal iletim yolu, c) Wnt, β-

katenin rol oynadığı sinyal iletim yolu ve d) Janus kinaz (Janus kinase, JAK), sinyal 

transdüserleri transkripsiyon aktivatör (signal transducer and activator of 

transcription, STAT)  moleküllerinin rol oynadığı JAK/STAT  sinyal iletim yolu 

oluşturmaktadır (Dimri and Satyanarayana, 2020). HCC’ nin ilerlemesini kontrol 

altına almak için bu sinyal iletim mekanizmalarında rol oynayan molekülleri 

hedefleyen rasyonel ilaçlar geliştirilmektedir (White et al., 2016). 

2.1.4. HCC ve Tirozin Kinazlar 

Tirozin kinazlar temel olarak reseptör tirozin kinaz (RTK) ve reseptör olmayan 

tirozin kinaz (sitoplazmik trozin kinaz) (NRTK) olmak üzere iki sınıfa ayrılır. RTK 

hücre zarında, NRTK ise hücre sitoplazmasında bulunur. RTK sınıfında  epidermal 

büyüme faktörü reseptörü (epidermal growth factor receptor, EGFR), trombosit 

kaynaklı büyüme faktörü reseptörü (platelet-derived growth factor receptor, PDGFR), 

fibroblast büyüme faktörü reseptörü (fibroblast growth factor receptor, FGFR), insülin 

bağımlı büyüme faktörü reseptörü (insulin-like growth factor receptor, IGR) ve NRTK  

sınıfında, abelson trozin kinaz (abelson tyrosine kinase, ABL), fokal adezyon kinaz 

(focal adhesion kinase, FAK) ve januskinaz (Janus kinases, JAK) bulunmaktadır (Paul 

and Mukhopadhyay, 2004). Normal hücrelerde tirozin kinazlar aracığıyla başlatılan 

sinyal iletim mekanizması hücrelerde büyüme ve gelişmeyi sağlamaktadır. Ancak 

çeşitli kanser olgularında tirozin kinazları kodlayan genlerde bir dizi farklı 

mutasyonlar meydana gelmektedir. Tirozin kinazlardaki mutasyonlar tümör 

anjiyogenezis, metastaz, proliferasyon ve programlanmış hücre ölümü 

mekanizmalarıyla da yakından ilişkilidir (Hunter, 2000; Karpov et al., 2015; Pathi et 

al., 2016; Schenk and Snaar-Jagalska, 1999).  

 MAPK/ERK (ya da Ras-Raf-MEK-ERK) Yolağı 

Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolağı öncelikle gen 

ekspresyonunun düzenlenmesi, hücre büyümesi ve farklılaşmasında rol oynamaktadır. 

Anormal MAPK sinyal iletimi artan ya da kontrolsüz hücre proliferasyonuna ve 

apoptoza karşı dirence yol açabilir. MAPK yolağı küçük bir G proteini olan Ras ve 
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protein kinazlardan olan Raf, MEK, ERK moleküllerini içerir. MAPK sinyal iletim 

yolağı başta epidermal EGFR, VEGF, PDGFR ve IGF reseptörü tarafından 

uyarılabilir. Reseptör etkileşmesi sonrası protoonkogen (mutasyon sonucu onkogene 

dönüşebilen normal gen) Ras ve Raf’ ı aktive ederek MEK 1/2 ve ERK 1/2’ nin aşağı 

akış (downstream) aktivasyonuna neden olur. Bu sinyal iletimi hücre proliferasyonunu 

uyarır (Kolch, 2000; Roberts and Gores, 2005). Ayrıca ERK hücre büyümesi, apoptoz 

direnci ve anjiyogenezle ilgili proteinlerin fosforilasyonuna da neden olmaktadır. Bu 

nedenle Ras aracılı sinyal yolağının aktivasyonu kanser gelişmesinde önemli rol 

oynamaktadır (Schmidt et al., 1997). HCC tümörlerinin yaklaşık %30’ unda Ras 

mutasyonu meydana gelmektedir. İleri seviye HCC vakalarında özellikle MAPK/ERK 

sinyal iletim yolunun aşırı aktivasyonu meydana gelmektedir (Bos, 1989; Huynh et al., 

2003).  

 PI3K-AKT-mTOR Yolağı  

PI3K-AKT-mTOR sinyal iletim yolağı hücre büyümesi ve kontrolünde önemli 

rol oynar. Sitokin interlöykin-2 ve büyüme faktörlerinin (IGF ve EGF gibi) tirozin 

kinaz reseptörlerine bağlanması PI3K’ nın aktivasyonunu sağlar. PI3K, serin/treonin 

kinaz AKT’ yi (protein kinaz B olarak da bilinir) aktive eden lipid PIP3b’ nin 

üretilmesine neden olur. AKT, BAD gibi bir çok proapoptotik proteinini fosforile 

ederek inaktif hale gelmesine neden olur ve rapamisin memeli hedefi (mTOR) 

proteinini aktive eder. mTOR, p70 ribozamal S6 kinazın fosforilasyonu, hücrelerin 

devamlı büyümesi ve çoğalmasını uyaran  proteinlerin sentezini arttırmaktadır (Chen 

et al., 2009; Roberts and Gores, 2005; Zhou et al., 2010). HCC vakalarının %50’ sinde  

artmış mTOR sinyal aktivitesi bulunmaktadır (Hu et al., 2003; Villanueva et al., 2008). 

 Wnt/β-Katenin Yolağı 

Wnt reseptör aracılı sinyal iletim yollarını aktive eden glikoproteinlerin 

ligandlarıdır. Wnt sinyal yolları hücrelerin adezyon, proliferasyon, farklılaşma ve 

hücre göçünde önemli  rol oynamaktadır. Wnt/ β-katenin sinyal iletimi çeşitli kanser 

türlerinin gelişimiyle yakından ilişkilidir. Wnt sinyal iletimi β-katenin 

fosforilasyonunu önleyen bir dizi olaylara neden olmaktadır. Hücre sitoplazmasında 

seviyesi artan β-katenin çekirdeğe yerleşir ve anormal hücre çoğalmasını uyaran 

birden fazla genin transkripsiyonunu aktive eder (Shin and Chung, 2013). HCC’nin 

gelişmesine Wnt sinyal yolunun anahtar bileşeni olan transkripsiyon faktörü β-
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kateninin anormal artışı neden olmaktadır. HCC vakalarının yaklaşık %30-40’ ında 

artmış Wnt-β-katenin sinyal aktivasyonu bulunmaktadır (Giles et al., 2003). 

 Proanjiyojenik Yollar 

HCC vasküler özellik gösteren bir tümör türüdür. Bu yüzden anjiyogenez HCC’ 

nin patogenezinde önemli rol oynamaktadır. VEGF, PDGF, fibroblast büyüme faktörü 

ve hepatosit büyüme faktörü gibi faktörler Ras-Raf-mTOR ve Wnt sinyal iletim 

mekanizmasını uyarır. Bu faktörler tümör dokusunun vaskülarizasyon, invazyon ve 

metastazından sorumludur. VEGF reseptör-1 ve -2 endotel hücrelerinde sentezlenir ve 

yüksek seviyeleri kanser hastalarında sağkalım süresini kısaltmaktadır (Poon et al., 

2004). Özellikle VEGF-A gen transkripsiyonuna bağımlı hipoksi ile indüklenmiş HIF-

1 aracılığıyla  VEGF-A ekspresyonunu yükselterek tümör dokularında anjiyojenezi 

arttırırlar (Karpov et al., 2015). Ayrıca PDGF’ de endotel hücrelerinde sentezlenir ve 

metastatik karsinomada yüksek seviyede bulunmaktadır (Zhang et al., 2005). 

Fibroblast büyüme faktörü aynı zamanda anjiyogenezin temel bir faktörüdür ve 

ekspresyonun HCC’ li hastalarda yüksek seviyede bulunduğu bildirilmiştir (Uematsu 

et al., 2005). 

 Epidermal Büyüme Faktörü Reseptör (EGFR) Yolu 

EGFR, insan epidermal reseptör (HER) ailesinin bir üyesidir. EGFR epidermal 

büyüme faktörü (EGF) ve dönüştürücü büyüme faktörü α’ nın (TGFα) reseptöre 

bağlanmasıyla aktive edilir. EGFR aktivasyonu MAPK ve PI3K-AKT-mTOR sinyal 

iletim yolaklarının aktivasyonuyla sonuçlanan sinyal basamaklarını uyarır. Bu 

aktivasyon sonucunda da hücre proliferasyonu ve  anjiyogenez artarken apoptotik 

hücre ölümü inhibe edilir. EGFR bir çok HCC vakasında aşırı eksprese edildiği 

bildirilmiştir (Acar and Altuntaş, 2019; Ciardiello and Tortora, 2008).  

2.1.5. HCC’ nin Tedavisi 

Günümüzde HCC’ nin evresine göre yaşam süresini olumlu yönde etkileyen 

küratif ve palyatif tedavi yöntemleri bulunmaktadır. Küratif tedavi yöntemler; cerrahi 

rezeksiyon, karaciğer transplantasyonu ve perkütan ablasyondur. Palyatif tedavi 

yöntemleri arasında trans-arteriyel embolizasyon-kemoembolizasyon ve sorafenib 

gibi sistemik kemoterapötiklerin kullanımı yer almaktadır. Cerrahi rezeksiyon, 

karaciğer transplantasyonu veya lokal ablasyon gibi küratif amaçlı tedavi seçenekleri 

HCC’ nin erken evresi için uygundur. Ancak orta ve ileri HCC için sadece 
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kemoembolizasyon ve sistemik terapi tedavi seçeneği uygulanabilmektedir. Sistemik 

tedavi arasında multikinaz inhibitörü olan sorafenib kullanımı son 10 yıldır ileri evre 

HCC hastaları için mevcut tek sistemik tedavi olmuştur (De Mattia et al., 2019). 

Günümüzde de ileri seviye HCC’ nin birinci tedavi basamağında sorafenib 

uygulanmaktadır (Vogel and Saborowski, 2020). Daha sonraları diğer multikinaz 

inhibitörleri olan lenvatinib, regorafenib ve kabozantinib HCC tedavisi için 

kullanılmaya başlanmıştır. Bunlar ikinci tedavi basamağını oluşturmaktadır ya da 

sorafenibi tolere edemeyen hastalarda kullanlması önerilmektedir. Ancak lenvatinib, 

regorafenib ve kabozantinib için yapılan Faz III klinik çalışmalarının bazılarında 

başarısızlıkla sonuçlandığı bildirilmiştir. Ayrıca monoklonal antikorlardan olan 

nivolumab ve pembrolizumabın HCC tedavisinde kullanımına yönelik ileri klinik 

çalışmalar devam etmektedir. Özellikle sorafenibe karşı dirençli olan bazı hastalarda 

nivolumabın kullanımı önerilmektedir. Kanser çok ilerlemiş ise sorafenible birlikte 

regorafenib, kabozantinib, ramusirumab, nivolumab ya da pembrolizumabın  

kullanılması önerilmektedir (Benson et al., 2019; De Mattia et al., 2019; Vogel and 

Saborowski, 2020).  

HCC’ li hastaların sağkalım süresi (beklentisi) kanser teşhisi konulduğu zamanki 

kanserin evresine bağlıdır (Tunissiolli et al., 2017). Kansere ilişkin semptomların 

ortaya çıkmasından sonra hastaların sadece %10’ u yaklaşık olarak beş yıl sağkalım 

süresine sahiptirler (Akyıldız et al., 2011). Erken teşhis edildiği zaman cerrahi 

rezeksiyon ve transplantasyon gibi küratif tedavi seçenekleri uygulandığında 

hastaların %40-70’ i ortalama sağkalım süresi beş yıldan daha fazla olabilmektedir. 

Ancak HCC’ nin erken teşhisi oldukça zordur. Teşhis genellikle hastaların %15-42’ 

sinde vaskuler invazyon veya ekstrahepatik tümör yayılımı göstermiş ileri evrelerde 

konulabilmektedir (Onan ve Pehlivan, 2020). Palyatif tedavi gerektiren durumlarda ise 

ortalama sağkalım süresi yaklaşık 11-20 ay arasında değişmektedir (Tunissiolli et al., 

2017). İleri evre HCC’ li hastalar tedavi olmadan 6-8 ay ortalama sağkalım beklentisi 

ve kötü prognoz gösterirler (Labeur et al., 2020). Lokorejyonel yaklaşımların 

başarısızlığından sonra 2007 yılına kadar hastalar için etkili bir tedavi 

bulunmamaktaydı. İleri HCC’ li hastalarda etkinliği bulunan ve ilk sistemik ajan olarak 

sorafenibin onaylanması hastalığın tedavisinde yeni bir dönemi açmış oldu (Vogel and 

Saborowski, 2020). İlerlemiş HCC’ li hastalarda sorafenibin kullanımı ortalama 
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sağkalımı ve progresyona kadar geçen süreyi yaklaşık üç ay uzattığı bildirilmiştir 

(Llovet et al., 2008).  

2.2. Sorafenib 

Sorafenib ağız yoluyla kullanılan multikinaz kinaz inhibitörüdür (Woo and Heo, 

2012). Kanser hücrelerinde hücre içi büyüme uyarıcı molekülleri etkileyerek 

antiproliferatif (antikanser) ve tümör dokusunu besleyen kan damarlarının 

şekillenmesini engelleyerek ya da yapısını bozarak antianjiyojenik etki  gösterir (Tang 

et al., 2020). Sorafenibin antiproliferatif ve antianjiyojenik etkisi in vivo ve in vitro 

çalışmalarda gösterilmiştir. FDA tarafından 2007 yılında HCC’ nin sistemik 

tedavisinde kullanılmak üzere onay almış ilk kemoterapötiktir. İleri seviye HCC 

hastalarının birinci basamak tedavisinde standart tedavi olarak kullanılmaktadır (Kim 

et al, 2017). Ayrıca 2005 yılında ilerlemiş böbrek hücre karsinoması ve 2013 yılında 

da farklılaşmış tiroid karsinomasının tedavisinde kullanılması için FDA tarafından 

onaylanmıştır (Hasskarl, 2014). Günümüzde akciğer, kolorektal, pankreas, 

glioblastoma, miyeloid lösemi, ovaryum ve meme kanseri olmak üzere diğer kanser 

türleri üzerine tek başına ya da diğer kanser ilaçlarıyla birlikte etkisini araştıran 

preklinik çalışmalar 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 Özellikleri 

Sorafenibin kimyasal yapısı ve çeşitli fizikokimyasal özellikleri Şekil 2.1. ve 

Tablo 2.3.’ de gösterilmiştir (Kim et al., 2009). 

 

Şekil 2.1. Sorafenibin kimyasal yapısı (Kim et al., 2009) 
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Tablo 2.3. Sorafenibin çeşitli fizikokimyasal özellikleri (NCBI, 2020, Kim et al., 2009) 

Özellikler Açıklama 

Kimyasal Formülü  C21H16ClF3N4O3 

Kimyasal Adı (IUPAC) 4- [4 - [[4-kloro-3- (triflorometil) fenil] 
karbamoilamino] fenoksi] -metilpiridin-
2-karboksamid 

Molekül Ağırlığı 464.829 g/mol 

Renk ve Form Beyaz kristalize toz 

Erime Noktası 205.6 °C 

Çözünürlük 3.59x10-2 mg/L at 25 °C (est) 

Partisyon Katsayısı (LogP) 3.8 

log Kow 5.30 (est) 

CAS No 284461-73-0 

Ayrışma Sabiti(pKa) 2.03-11.55 

Buhar Yoğunluğu 4,11x10-14 mm Hg (25 °C) 

2.2.2. Sorafenibin Farmakokinetik Özellikleri 

Sorafenib tablet dozaj formlarının uygulanmasından sonra ortalama nispi 

biyoyararlanımı bir oral çözelti ile karşılaştırıldığında %38-49 arasındadır (Woo ve 

Heo, 2012). Ancak mutlak biyoyararlanımı değerlendirilmemiştir. Ağız yoluyla 

alındıktan yaklaşık üç saat sonra en yüksek plazma yoğunluğuna ve yedi günde de 

denge durum yoğunluğuna ulaşmaktadır. Günlük toplam 800 mg’ dan daha fazla 

miktarda ilaç alınması eğri altı ilaç alanı (AUC) ve maksimum plazma 

konsantrasyonunu (Cmax)  orantısal olarak daha az arttığı bildirilmiştir. Görünür 

dağılım hacmin 213 L’ dir. In vitro ortamda %99.5 oranında plazma proteinlerine 

bağlanmaktadır ( Abdelgalil et al., 2019; Keating, 2017). 

Sorafenib düşük çözünürlüğe ve yüksek permeabiliteye sahip küçük lipofilik 

bileşiktir. Oral uygulamadan sonra hızla gastrointestinal sistemden emilir ve portal 

toplar damar yoluyla karaciğere ulaşır (Gion, et al., 2018).  

Sorafenib başlıca karaciğerde metabolize edilir. Sitokrom P450 (CYP 450) 3A4’ 

ün (CYP3A4) aracılık ettiği faz I oksidasyon ve UDP glukuroniltransferaz 1A9’ un 

(UGT1A9) aracılık ettiği faz II konjugasyonu tepkimeleriyle metabolize edilir (De 

Mattia et al., 2019; Ghassabian et al., 2012). Glukoronid konjugatları bağırsaklarda 

bakteriyel glukurinadaz enzimleri aracılığıyla hidrolize edilir ve serbest forma 

dönüşen ilaç molekülleri bağırsaklardan tekrar emilerek genel kan dolaşımına geçer 
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(Keating, 2017; Abdelgalil et al., 2019). Klirensi glukuronidasyon tepkimesinde 

yaklaşık %15 ve oksidasyon tepkimesinde ise yaklaşık %5 oranındadır. İlacın 

tanımlanan sekiz metaboliti (M1–M8) bulunmaktadır (Gong et al., 2017; Keating and 

Santoro, 2009). Plazmada en yüksek miktarda bulunan metaboliti sorafenib N-oksittir 

(M2)’ dir. M2 metaboliti CYP3A4 tepkimesi sonucu meydana gelmektedir. Ayrıca 

sorafenib M2 in vitro araştırmalarda ana ilaca benzer bir potens gösterdiği 

bildirilmiştir. M2, demetilasyon ile oluşan sorafenib M4 ile birlikte ve oksidatif bir 

metabolit olan M5, VEGFR ve PDGFR sinyalini ve MAPK sinyal iletim yolağının 

moleküllerini inhibe edebilmektedir (De Mattia et al., 2019; Gong et al., 2017).  

Karbamazepin, deksametazon, fenobarbital, fenitoin, rifampisin ve rifabutin gibi 

güçlü CYP3A4 indükleyicileri sorafenibin etkisini azalttığı için bu ilaçlarla birlikte 

kullanımından kaçınılmalıdır (Keating, 2017). 

İlacın büyük bir kısmı dışkı (%77) ve idrar (%19) yoluyla vücuttan uzaklaştırılır 

(Lathia et al., 2006; Woo and Heo, 2012). İlacın atılma yarı ömrü 25-48 saat arasında 

değişmektedir. Cinsiyet, yaş ve vücut ağırlığının sorafenibin farmakokinetik üzerine 

belirgin klinik etkisi bulunmamaktadır (Gion, et al., 2012; Lathia et al., 2006).  

2.2.3. Sorafenibin Farmakodinamik Özellikleri 

 Etki Mekanizması 

Sorafenib hücre içindeki RAF kinazları (c-CRAF, BRAF ve mutant BRAF) ve 

hücre yüzeyi kinazlarından vasküler endotel büyüme faktör reseptörleri (VEGFR-1, 

VEGFR-2 ve VEGFR-3), KIT, FMS benzeri tirozinkinaz 3 (Fms-like tyrosine kinase 

3, FLT-3), RET, RET/PTC ve trombosit kaynaklı büyüme faktörü reseptörü beta 

(PDGFR-ß)’ yı  inhibe ederek etkisini gösterir (Şekil 2.2. ve 2.3.) (Adnane et al, 2006; 

Wilhelm et al., 2004; L. Ye et al., 2019).   En önemli ve güçlü etkisini Raf-1 kinaz ve 

VEGFR üzerinde göstermektedir (Gong et al., 2017). Tirozin kinazlar kanser 

hücrelerinde canlılık, proliferasyon, farklılaşma, migrasyon, invazyon, metastaz, 

sinyal iletimi, anjiyogenez ve apoptoz gibi programlanmış hücre ölümüne yol açan 

sinyal iletim yolaklarında görev alan önemli aracılarıdır (Adnane et al., 2006; Hunter, 

2000; Keating, 2017; Wilhelm et al., 2004). Sorafenib hem sitoplazmada tirozin 

kinazları inhibe ederek proliferasyonu hem de tirozin kinaz reseptörlerini etkileyerek 

anjiyogenezisi baskılar ve kanser hücrelerinde apoptotik ölüme neden olur (Khan et 

al., 2018; Semela and Dufour, 2004; Villanueva et al., 2007).  
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 Şekil 2.2. Sorafenibin etki mekanizması (Daher et al., 2017)  

(PDGFR trombositleşmiş büyüme faktörü reseptörü; FLT3 FMS benzeri tirozin kinaz 3; VEGFR vasküler endotel 
büyüme faktörü reseptörü; PLGF plasental büyüme faktörü; RET transfeksiyon sırasında yeniden düzenlendi; 
GDNF glial türevli nörotrofik faktör; SCF kök hücre faktörü; FGFR fibroblast büyüme faktörü) 

Şekil 2.3.  Sorafenib tarafından hedeflenen büyüme faktörü reseptörü ve tirozin kinazlar (Hasskarl, 
2014) 

Birçok kanser kökenli hücre hattında (karaciğer, böbrek ve tiroid, kolon, meme 

ve akciğer kökenli kanser hücre hatları gibi)  serin/treonin kinazlar (Raf-1 ve B-Raf) 

ve reseptör tirozin kinaz (VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR–ß, c-it, Flt-1 ve RET) 

hedeflerinin aktivitesi sorafenib tarafından inhibe edildiği bildirilmiştir. Bu hücre 

hatlarında sorafenibin konsantrasyonuna bağlı olarak apoptotik hücre ölümününe 

sebep olduğu da gösterilmiştir (Wilhelm et al., 2008).  

 Sorafenibin In Vitro Antikanser Etkisi 

Sorafenib, Raf/MEK/ERK ve VEGF sinyal iletim yolağını engelleyerek tümör 

hücre proliferasyonunu ve tümör anjiyogenezini engeller. Sorafenibin başta HepG2 

olmak üzere diğer karaciğer kanser kökenli hücre hatlarında  (Hep3B, Huh7 ve 
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PLC/PRF/5 gibi) etkisi incelendiğinde; Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolağındaki 

MEK ve ERK’ nin fosforilasyonunu ve  BCR/ABL kinaz aktivitesini inhibe ederek, 

sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatörünü (STAT3) etkileyerek, siklin D1 

seviyelerini düşürerek, antiapoptotik protein olan Mcl-1’ i aşağı regüle ederek doza 

bağlı bir şekilde hücre proliferasyonunu baskılayarak ve apoptotik hücre ölümünü 

tetikleyerek etki meyadana getirmektedir (Şekil 2.4.) (Fernando et al., 2012; Keating, 

2017; Woo and Heo, 2012).  

 

Şekil 2.4. Sorafenib tarafından hedeflenen sinyal yolları (Hasskarl, 2010) 

 Sorafenibin In Vivo Antikanser Etkisi 

Sorafenibin tümör büyümesi ve anjiyogenezisi baskıladığı in vivo ksenograft 

HCC modelleri kullanılarak kanıtlanmıştır. Yapılan in vivo deneylerde sorafenibin 10-

30 mg/kg/gün dozlarındaki uygulamaları tümör büyümesini %49-78 arasında 
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baskıladığı gösterilmiştir (Keating, 2017; Woo and Heo, 2012). Ayrıca  atimik 

farelerde geliştirilen insan tümör ksenograftlarının büyümesini  baskılamıştır (Kim et 

al., 2007; Wilhelm et al., 2004). Etki mekanizması araştırmalarında ERK 

fosforilasyonunu baskıladığı, tümör etrafındaki damarlaşmayı azalttığı (CD34 

immünohistokimya değerlendirme) ve tümör ksenogreftinde  apoptozu (TUNEL 

boyama tekniği) uyardığı gösterilmiştir. Bu sonuçlar sorafenibin HCC modeli 

geliştirilen deney hayvanlarında tümör anjiyogenezini baskıladığını ve tümör hücre 

proliferasyonu/sağkalım üzerine doğrudan etkilerinin olduğunu kanıtlamıştır 

(Keating, 2017; Woo and Heo, 2012). 

2.2.4. Sorafenibin Kullanım Alanı ve Dozu 

Sorafenib ilerlemiş HCC,  metastatik renal hücreli karsinoma ve farklılaşmış 

tiroid kanseri hastalarında kullanılmaktadır (Hasskarl, 2010). Lokal tedavi 

yöntemlerinin uygun olmadığı ve BCLC sınıflandırmasına göre Evre C aşamasında 

bulunan HCC’ nin birinci basamak tedavisinde endikedir (Colagrande et al., 2015). 

Metastatik renal hücreli karsinoma (mRHK) olgularında standart tedaviye (interferon 

alfa ve/veya interlökin-2) yanıt alınamadığı veya tedavinin yan etkileri nedeniyle 

uygun olmadığı durumlarda kullanılması önerilmektedir (Randrup Hansen et al., 

2017). Sorafenib farklılaşmış tiroid kanserlerinde de kullanılmaktadır. Ancak 

hastaların daha önce VEGF-TKİ gibi hedefe yönelik tedavi uygulanmamış, cerrahi ve 

radyoterapi gibi lokal tedavilere uygun olmayan veya bu tedaviler sonrası progresyon 

gösteren, son 14 ay içerisinde RECIST (Solid Tümörlerde Yanıt Değerlendirme 

Kriterleri) kriterlerine göre progresyon göstermiş radyoaktif iyot tedavisine dirençli 

lokal relaps veya metastatik diferansiyel tiroid kanserlerinde monoterapi olarak 

progresyona kadar kullanımı endikedir. Ancak progresyon sonrası kombinasyon veya 

monoterapi olarak kullanılması kontrendikedir (Fallahi et al., 2013; Thomas et al., 

2014).  

Sorafenibin dozu günlük 800 mg’ dır. Günde iki kez 400 mg oral yolla alınması 

tavsiye edilmektedir. İlaç aç karnına ya da düşük/orta yağlı öğün ile birlikte 

kullanılabilmektedir. Ancak yüksek yağlı bir öğünle alınacaksa yemekten en az bir 

saat önce veya yemekten iki saat sonra alınması önerilmektedir. HCC ve RHK 

tedavisinde çeşitli durumlarda doz azaltımının gerekli olduğu durumlarda günde bir 

kez 400 mg’ a kadar azaltılabilir (Al-Rajabi et al., 2015). 
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2.2.5. Sorafenibin Yan ve İstenmeyen Etkileri 

Sorafenib kullanan kanser hastalarında en sık görülen yan etki Ulusal Kanser 

Enstitüsü Ortak Toksisite Kriterlerine göre 1. ve 2. derecede el-ayak cilt reaksiyonu 

(palmar-plantar eritrodisestezi) (facial eritem, tırnakların altında dikey kanamalar, 

eksantem döküntüsü), döküntü (alopesi) ve hipertansiyondur (Randrup Hansen et al., 

2017; Wood, 2006). Hastalarda el-ayak cilt reaksiyonları genellikle tedavinin ilk altı 

haftasında görülmektedir. En önemli ciddi istenmeyen etkisi miyokard enfarktüsü 

(kalp krizi)/iskemisi, gastrointestinal perforasyon, hemoraji ve hipertansiyondur.  

Diğer yan etkileri arasında yorgunluk, ishal, mide bulantısı, gastrointestinal ve 

abdominal ağrı, iştahsızlık, kilo kaybı, enfeksiyon ve kaşıntı yer almaktadır (Li et al., 

2015; Woo and Heo, 2012).  

2.3. Kanserin Metabolik Özellikleri 

2.3.1. Enerji Metabolizması ve Warburg Etkisi  

Hücre metabolizması; canlı hücrelerin faaliyetlerini gerçekleştirmek için 

karbonhidrat, protein, yağ asidi gibi moleküllerin enerjiye dönüştürülmesini 

amaçlayan hücresel düzeydeki kimyasal reaksiyonlar dizisi olarak tanımlanabilir. 

Metabolizma, anabolizma (yapım) ve katabolizma (yıkım) tepkimeleri olarak ikiye 

ayrılır ve birbirleri ile denge halindedirler. Katabolizma; enerji elde etmek için 

karbonhidrat, lipid ve protein gibi organik moleküllerin basamak basamak katabolik  

reaksiyona uğrayarak daha küçük ve daha basit moleküllere ayrılmasıdır. Anabolizma 

da; enerji kullanarak küçük yapı taşı olan moleküllerden polisakkarit, protein, lipid ve 

nükleik asit gibi makromoleküllerin sentezini sağlayan reaksiyonlardır  (Cooper and 

Hausman, 2016).  

Hücreler metabolik faaliyetlerini gerçekleştirmek için gerekli olan enerjiyi 

başlıca glikozdan temin ederler. Glikoz sitoplazmada glikolizis aracılığıyla pirüvata 

kadar parçalanır ve 2 molekül ATP sentezlenir. Eğer ortamda yeterli miktarda oksijen 

varsa oluşan pirüvat mitokondiride trikarboksilik asit döngüsüne (TCA, Krebs ya da 

sitrik asit döngüsü) girer ve daha sonra da elektron taşıma sistemi (ETS) yardımıyla 

CO2 ve H2O’ ya kadar katabolize edilir. Bu olayın sonunda da net 36 molekül ATP 

sentezlenir. Mitokondride oksijen varlığında glikozdan enerji sentezlemek için 

meydana gelen kimyasal tepkimelere oksidatif fosforilasyon adı verilir ve toplamda 

38 molekül ATP sentezlenir. Ancak eğer ortamda yeteri kadar oksijen yoksa glikolizis 



18 
 

sonucu oluşan pirüvat oksidatif fosforilasyona uğramadan laktat dehidrojenaz (LDH) 

enziminin etkisiyle laktik aside (laktat) dönüştürülür. Bu olaya ise anaerob glikoliz adı 

verilir ve sadece 2 molekül ATP sentezlenir (Şekil 2.5.) (Burnette and Lippincott-

Schwartz, 2016; Melkonian and Schury, 2019). Bu iki reaksiyon kısaca aşağıda 

gösterilmiştir (De Berardinis et al., 2008).  

C6H12O6 (D-glikoz)-----6CO2 + 6H2O+38ATP (aerobik) 

C6H12O6 (D-glikoz)-----2C3H6O3 (laktat) + 2ATP (anaerobik)            

Kanser hücrelerinin canlılığını devam ettirme, büyüme ve çoğalma gibi anabolik 

reaksiyonlarını desteklemek için metabolik faaliyetlerini değiştirmeleri kanserin temel 

özellikleri arasında yer almaktadır. Metabolik değişikliklerin önemli bölümü enerji 

metabolizmasında meydana gelmektedir ve aerobik glikolize dayalı olarak yeniden 

programlanmıştır (Liberti and Locasale, 2016). Kanser hücreleri ortamda yeteri kadar 

oksijen bulunmasına rağmen glikozu glikolizisle pirüvata ve sonra da ilginç bir şekilde 

laktik aside dönüştürürler. Bu olaya da aerobik glikoliz ya da “Warburg Etkisi’’ adı 

verilmektedir (Şekil 2.6.) (Cairns et al., 2011; Devic, 2016).  

İlk defa 1920’ lerde Otto Heinrich Warburg (sitokrom c oksidazın keşfi ve 

mitokondriyal solunum ve hücresel metabolizma konusundaki çalışmalarıyla Nobel 

Ödülü sahibi Alman Fizyolog) ve arkadaşları, kanser hücrelerinin normal hücrelere 

oranla çok fazla miktarda glikozu hücre içine aldığını ve oksijen varlığında bile 

glikozu laktik aside metabolize ederek enerji sentezlediğini göstermişlerdir (Koppenol 

et al., 2011; Warburg, 1925).  



19 
 

 

Şekil 2.5.  Hücresel düzeyde glikoz metabolizması (a; Oksidatif fosforilasyon, b; anaerobik glikoliz) 
(Devic, 2016) 
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Şekil 2.6.  Farklılaşan doku çoğalan doku ve tümör hücrelerinde oksidatif fosforilasyon, anaerobik  
glikoliz ve aerobik glikolizin (Warburg Etkisi) şematik gösterimi (Devic, 2016) 

Warburg etkisi ya da aerob glikolizis olayı kanser hücreleriyle özdeşleşmiş 

olmasına rağmen hem fizyolojik hem de patolojik koşullar altında hızlı çoğalan 

hücrelerde de meydana gelebilmektedir. Embriyonik kök hücre, T lenfosit ve 

makrofajlar gibi hızlı proliferasyon özelliği gösteren normal hücreler ihtiyaç 

duydukları enerjiyi aerobik glikolizis yoluyla elde ederler (Sun et al., 2019). Ayrıca 

memeli ve kanser hücrelerinden başka Plasmodium ve Toxoplasma gibi hızlı çoğalan 

parazitlerin gelişim evrelerinde, maya ve E. Coli türlerinde de aerobik glikolizis 

görülmektedir (Abdel-Haleem et al., 2017). 

Son yıllarda Warburg etkisinin altında yatan moleküler mekanizmaları anlamak 

için yapılan araştırmaların sayısı artmıştır. Ancak tümör hücrelerinde, neden 

glikolizisin arttığı ve yeteri kadar oksijen olmasına rağmen neden daha az enerji 

verimliliğiyle sonuçlanan bu enerji metabolizmasını kullandığı net bir şekilde 

açıklanmış değildir. Bu ‘‘neden’’ sorusunun hakkında öne sürülen bazı muhtemel 

mekanizmalar vardır. Bunların 1) mitokondriyal DNA mutasyon ve delesyonları  2) 

nükleer DNA (Ndna) mutasyonları veya anormal gen ekspresyonu 3) onkojenik 

transformasyon ve 4) tümör mikroçevresinin etkisi olduğu düşünülmektedir (Chen et 

al., 2007). 

Warburg etkisiyle enerji elde edilmesi kanser hücrelerine avantaj sağlamaktadır. 

Kanser hücreleri hızlı bölünebilen hücreler oldukları için enerji ihtiyaçlarının kısa süre 
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içinde karşılanması gerekmektedir. Kanser türüne göre değişiklik göstermekle beraber 

kanser hücrelerinde glikolitik akış normal hücrelere göre 2-200 kat daha yüksektir 

(Akram, 2013; Marín‐Hernández et al., 2006; Moreno‐Sánchez et al., 2007). Enerji 

verimliliği daha az olmasına rağmen aerobik glikoliz metabolizmasının hızı, 

mitokondride glikozun oksidatif fosforilasyonundan 10-100 kat daha hızlıdır. Ayrıca 

kanser hücrelerinin devamlı bölünmeleri gerektiği göz önüne alındığında da ATP 

sentezinin devamlı olması gerekmektedir (Liberti and Locasale, 2016; Melkonian and 

Schury, 2019).  

2.3.2. Asidik Mikroçevre 

Kanser hücrelerinin hızlı proliferasyon özelliğinden dolayı normal doku 

hücrelerine göre daha fazla enerjiye gereksinimleri vardır. Gereksinim duydukları 

enerjiyi karşılamak için fazla miktarda glikozu metabolize ederler ve bunun sonucunda 

yüksek miktarda CO2 ve laktat  meydana gelir. Açığa çıkan laktat ve CO2 molekülünün 

hücre dışına taşınması tümör mikroçevresinin normal dokulara göre daha asidik yapı 

kazanmasına neden olur (Hao et al., 2018; Pavlova and Thompson, 2016). 

Hipoksik/asidik mikroçevre özellikle invaziv tümörlerin genel özelliğidir (Webb et al,  

2011; Ye et al., 2016). 

Hücresel faaliyetlerin bir düzen içinde gerçekleşmesi için hücre içi Ph değerinin 

nötr ya da hafif alkali dengede tutulması gereklidir. Bu dengenin sağlanması ve devam 

ettirilebilmesi için glikoz metabolizması sonucu açığa çıkan laktat ve CO2 gibi son 

ürünlerin hücre membranından dışarı taşınması gerekmektedir. Bu yüzden hücre dışı 

hücre içine göre daha düşük Ph değerine sahiptir. CO2 difüzyon taşıma sistemiyle pasif 

bir şekilde taşınmaktadır. Fakat çoğu durumda glikoz metabolizmasından sonra açığa 

çıkan CO2 ve laktat düşük perfüzyondan dolayı hücre dışındaki tümör 

mikroçevresinde birikir. Bu durumda mikroçevredeki laktat ve CO2’ in salınımı 

karbonik anhidraz enzim gibi özel membran proteinlerinin yardımlarıyla 

gerçekleştirilir. Tümör hücrelerindeki Ph düzenlenmesinde anyon değiştirici 

(SLC4A1, SLC4A2 ve SLC4A3), proton taşıyıcısı vakuoler ATPaz (V-ATPaz), 

monokarboksilat taşıyıcısı (MCT1, MCT2, MCT3 ve MCT4), sodyuma bağımlı 

klor/bikorbonat taşıyıcısı (SLC4A8) ve Na/H taşıyıcısı rol oynamaktadır (Hao et al., 

2018; Neri and Supuran, 2011). Tümör hücrelerindeki bazı Ph düzenleyicileri ve temel 

fonksiyonları Tablo 2.4. ve Şekil 2.7.’ de belirtilmiştir. 



22 
 

Tablo 2.4.  Tümör hücrelerindeki pH düzenleyicileri ve temel fonksiyonları (Hao et al., 2018; Neri 
and Supuran, 2011) 

Adı Tanımı  Fonksiyonu  

SLC4A1 
SLC4A2 
SLC4A3 

Anyon taşıyıcısı 
Kanser hücresinin içinde bulunan 
HCO3

- iyonunu hücre dışına taşır. 

SLC4A7 Sodyum bikarbonat taşıyıcısı 
Hücre membranından sodyum ve 
bikarbonat iyonlarını birlikte 
taşır. 

SLC4A8 Klor/Bikarbonat iyonuna 
bağımlı sodyum taşıyıcısı 

Tümör hücresinden dışarıya Cl- 
taşırken aynı zamanda Na 
iyonuna bağlı HCO3- hücre içine 
taşır. 

SLC9A1 Na+/H+ taşıyıcısı 1 
Hücre içi H+’ yi hücre dışına ve 
aynı anda Na+’ u hücre içine 
taşır. 

MCT1 
MCT2 
MCT3 

Monokarboksilat taşıyıcısı 

Glikoliz ürünlerinin (hem laktik 
asit hem de diğer 
monokarboksilatlar) içeriden 
dışarıya ve dışarıdan içeriye taşır. 

V-ATPaz Proton taşıyıcı vakuoler 
ATPaz 

H+’ nın hücre içi ve dışı 
taşınmasından sorumlu olan 
tümör hücrelerinin zarı 
üzerindeki proton pompasıdır. 

 

 

Şekil 2.7. Hipoksik ve asidik kanser hücrelerinde pH düzenleyicileri (Tuccitto, 2018) 

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

hücrelerinin hücre yüzeyinde eksprese edilir. V-ATPaz, ATP hidrolizi sonucu açığa 
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çıkan proton (H+) ile birleşerek hücre içinden hücre dışı boşluğa taşınmasında 

görevlidir. CAIX ve CAXII, CO2 ve H2O’ yu bikarbonata (HCO3-) ve protonlara 

dönüştürür. Bu reaksiyonlar hücre dışı pH’ yı asitleştirirken hücre içi pH’ nın nötr ya 

da hafif alkali pH değerinde kalmasına yardımcı olur (Tuccitto, 2018). 

Tümör hücrelerinin mikroçevresi genellikle asidik özellikte olması kanserin 

karakteristik özelliğindendir. Son yıllarda kanser hücrelerinin hücre içi ve dışı pH 

değerini pH-duyarlı nükleer manyetik rezonans spektroskopisi (MRS), pozitron 

emisyon tomografisi (PET), manyetik rezonans görüntüleme (MRI) ve optik 

görüntüleme gibi gelişmiş teknikler kullanılarak belirlemek mümkün olmuştur (Zhang 

et al., 2010). Kanser hücrelerinde hücre içi pH değerinin normal hücrelere benzer 

şekilde hafif alkali veya nötr civarında olduğu tespit edilmiştir (Hao et al., 2018). 

Normal hücrelerin hücre içi pH değeri yaklaşık 6.99-7.05 arasında değişirken kanser 

hücrelerinin ki 7.1-7.7 arasında değişmektedir (Alessandra, 2017). Ancak kanser 

hücrelerinin hücre dışı pH değeri normal hücrelerinkine göre daha asidik özelliktedir. 

Tümör hücresinin ekstrasellüler pH’ sı normal hücrelere göre 0.3-0.7 birim kadar 

düşüktür. Normal dokuların hücre dışı pH değerleri 7.2 ile 7.5 arasında iken tümör 

dokusunun hücre dışı pH değerleri 6.5 ile 6.9 arasında değişmektedir (Hao et al., 

2018). Örneğin malign melanom dokularında ekstrasellüler pH değeri ortalama 6.96 

olmasına rağmen normal cilt hücrelerinde ortalama 7.39 pH değerindedir ve arada 0.43 

fark bulunmaktadır. Uterus pH ortalaması 7.64 iken uterus tümörlerinde ekstrasellüler 

pH değerinin ortalaması 6.92’ dir. Çeşitli doku ve tümör hücrelerinin pH değerleri 

arasındaki farklar Şekil 2.8.’ de gösterilmiştir (Hao et al., 2018). 
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Şekil 2.8. Normal ve kanserli dokuların mikroçevresisinin pH değeri (Hao et al., 2018, Güvenalp, 2019) 

 Asidik Mikroçevrenin Tümör Proliferasyonuna Etkisi 

Asidik mikroçevre kanser hücrelerinin büyümesini, proliferasyonunu ve 

hareketliliğini destekleyen birçok dezavantaj sağlamaktadır (McIntyre et al., 2016; 

Sever and Brugge, 2015).  Ayrıca asidik mikroçevre kontrollü hücre ölümü sinyal 

iletim mekanizmasında rol oynayan bazı molekülleri (Bcl-2 ve Bcl-xL) çeşitli yollarla 

etkileyerek tümör hücresinin hayatta kalmasına ve hücrelerin normal doku sınırlarının 

ötesinde anormal yayılmasına katkıda bulunur (Ryder et al. 2012). Apoptoz başta 

olmak üzere diğer hücre ölüm mekanizmalarına karşı direnç oluşturmaktadır. Kanser 

hücrelerinde büyüme uyarıcı ve engelleyici çoklu kontrol mekanizmalarında 

deregülasyon meydana gelmektedir.  Bunların temelinde, kansere neden olan genetik 

ve epigenetik değişikliklerin neden olduğu hücre sinyal iletim düzensizliği yer 

almaktadır. Bu deregülasyon hücrelerde büyümeyi uyarıcı veya inhibe edici 

sinyallerden farklı seviyede bağımsız hale gelerek  hücrelerin devamlı büyümesi ve 

bölünmesine neden olmaktadır (Sarosi et al., 2005; Sever and Brugge, 2015).  

 Asidik Mikroçevrenin Tümör İnvazyonu ve Metastazına Etkisi  

Tümör hücrelerinin invazyon mekanizmaları karmaşıktır ve çevresel koşullara 

yanıt olarak değişebilmektedir (Estrella et al., 2013). Hücrelerin mezenkimal özellikler 

kazanarak epitel özelliklerini kaybettiği süreç olan epitelden mezenkime geçiş 

(Epithelial-Mesenchymal Transition, EMT) kanserin ilerlemesinde önemli bir adımı 
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oluşturmaktadır. Hücre-hücre ve hücre-matriks yapışma moleküllerinin ekspresyon 

seviyesi azaldığı veya ortadan kalktığı durumlarda hücreler kendi mikroçevreleriyle 

bağlantılarını kaybederler. Bu durum kanser hücrelerinin invazyon ve metastaz 

olaylarına daha yatkın hale gelmesine katkı sağlamaktadır (Lamouille et al, 2014; Le 

Bras et al., 2012; Ye and Weinberg, 2015). EMT geçiren tümör hücreleri tümör 

kitlesini terk edebilir ve çevresindeki normal dokuya ya da uzak dokulara göç ederek 

tümörlerin yayılmasına yol açabilir (Le Bras et al., 2012; Redfern et al., 2018). Asidik 

mikroçevre E-kaderin, N-kaderin ve vimentinin gibi  EMT ile ilişkili proteinlerin 

ekspresyonunu modüle ederek hücre arası bağlantıları etkilemesi sonucu invazyonu 

arttırmaktadır (Riemann et al., 2019). 

Lizozomal proteinaz veya endopeptidaz grubunda yer alan katepsinler metastaz 

ve invazyon gibi farklı tümorojenik olaylarda önemli rol oynamaktadır. Katepsinler 

hücre yüzeyinde bulunan proteinlere bağlandıklarında proteolitik etki meydana getirir 

(Joyce and Hanahan, 2004). Hücre dışında meydana gelen bu etkileşim sonucunda 

kanser hücreleri çevrede bulunan doku, kan ve lenf damarlarına ya da daha uzak 

bölgelerde bulunan dokulara invazyon veya metastaz yapabilir (Tan et al., 2013). 

Katepsinler inaktif olarak sentezlenirler ve endopeptidaz ya da ektopeptidazlar 

tarafından aktive edilirler. Warburg etkisinden kaynaklanan asidik mikroçevre hücre 

dışı katepsin L’ nin aktivitesini kolaylaştırır. Asidik bir ortamda, katepsin L, ECM’ 

nin kolajen tipleri I ve IV, fibronektin ve laminin gibi bileşenlerini parçalayabilir 

(Lankelma et al., 2010). Asitle-aktive tümöral katepsin L, ürokinaz tipi plazminojen 

aktivasyonu (uPA) aracılığıyla plazminojeni kanserle yakın ilişkili olan plazmine 

dönüştürür. Plazmin daha sonra hücrelerin yapısı ve hareketini etkileyen fibronektin, 

laminin, proteoglikan ve kollajen gibi hücre dışı matrikste (ECM) bulunan çeşitli 

bileşenlerin yapısını bozarak büyüme faktörlerini aktive eder (Lyons et al., 1988). 

Kanser hücrelerinde meydana gelen uPA’ nın artan ekspresyonu hücrelerin invazyon 

yeteneğini arttırır (Ellis et al., 1992). uPA ve uPA reseptör etkileşmesi reseptör tirozin 

kinazları da etkinleştirebilir. Bu türde meydana gelen etkileşim, EGF, PDGF, ILGF ve 

HGF yokluğunda bile fokal adezyon kinaza bağımlı bir şekilde hücrelerin invazyon 

yeteneğini indükleyebilir (Eden et al., 2011; Smith and Marshall, 2010). 

Tümör hücrelerinin invazyon ve migrasyonunda hücre-hücre, hücre-matriks 

yapışmasının kaybı ve hücre dışı matriks (ECM) bileşenlerinin bozulması meydana 

gelir. Hücre-hücre ve hücre-matriks yapışma moleküllerinin ekspresyonu azaldığında 
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veya yok olduğunda, hücreler kendi mikroçevreleriyle temaslarını kaybeder ve 

çevreleyen dokuya invaze olmayan ve migrasyona yatkın hale gelir (Lankelma et al., 

2010). Katepsin B MMP-1 ve MMP-3’ ü doğrudan aktive ederek ECM’ nin kolajen, 

jelatin ve tenasin gibi bileşenlerin yapısını bozabilir. Böylece tümör hücrelerinin hücre 

dışı boşluktan invazyonunu ya da metastazını kolaylaştırır (Tan et al., 2013). Ayrıca, 

asitle aktive olan katepsin B ve katepsinle aktive edilmiş uPA/plazminojen/plazmin, 

proteolitik sinyal iletim yoluyla salgılanan metalo-proteazları (MMP’ ler) aktive eder. 

MMP’ ler, hücre dışı matriksin bütün bileşenlerini tamamen parçalayabilen 

endopeptidazlardır. Tümör hücrelerinin salgıladığı MMP-1, -2, ve -9 ile birlikte 

proteolitik ürokinaz-tip plazminojen aktivatör sisteminin (uPA/uPAR) aktivasyonu 

invazyonu arttırmasının yanı sıra anjiyogenez ve tümör hücresi yayılması, kana göç 

etmeleri, uzak dokularda kolonize olma yeteneklerini geliştirirler (Pachmayre et al., 

2017). 

 Asidik Mikroçevrenin Tümör Angiogenezisine Etkisi 

Anjiyogenez tümör kitlesinde önceden var olan kan damarlarından yeni kan 

damarlarının oluşması anlamına gelmektedir. Kanser hücreleri çok hızlı 

çoğaldıklarından büyüme ve gelişmesi için ihtiyaç duydukları besin maddelerini 

anjiyogenezisi artırarak karşılamaya çalışırlar (Hanahan and Weinberg, 2000; 

Semenza, 2003). Proanjiyojenik (damar oluşumunu destekleyen) ve antianjiyojenik 

(damar oluşumunu baskılayan) faktörler arasındaki etkileşim tümör hücrelerindeki 

genetik değişiklik ve lokal hipoksi durumundan etkilenerek yeni damarların 

şekillenmesini sağlayan anjiyojenik faktörlerin salgılanmasına yol açar. HCC ve bir 

çok solid-tümörde endotel hücrelerinin aktivasyonu anjiyogenez, proliferasyon ve 

invazyonu artırmaktadır. Anjiyojenik faktörlerin salgılanması damar endotel 

hücrelerini aktive ederek yeni kan damarlarının oluşmasıyla sonuçlanır. Ancak kanser 

hücrelerinin sahip olduğu kan damarları normal kan damarlarından yapısal ve işlevsel 

olarak farklı özellikler göstermektedir. Bu farklılığın sebebini başlıca anjiyojenezde 

yer alan sinyal yollarının düzensizliği ve anjiyojenik faktörlerin gen 

ekspresyonununda meydana gelen değişiklikler oluşturmaktadır. Tümör kan 

damarları; tipik olarak düzensiz ve anormal dallanma, tam şekillenmemiş bazal 

membran, tam olarak çevrelemeyen  damar düz kası ve aşırı derecede geçirgenlikle 

karakterizedir. Ayrıca bazı tümör kan damarlarında lümen yüzeyinde kanser hücreleri 

de bulunabilmektedir (Chang et al., 2000). Kanser ile ilişkili kan damarları sadece 
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yapısal açıdan değil, aynı zamanda moleküler ekspresyon ve düzenleme seviyesinde 

de normal kan damarlarınkinden farklılık gösterir (Nagy et al., 2009). 

Anjiogenezde uyarıcı ve inhibe edici faktörler arasında bir denge mevcuttur. 

Anjiyogenez, proanjiyojenik (uyarıcı) faktörlerin artması durumunda uyarılır. 

Özellikle bu basamak tümör gelişiminde hız sınırlayıcı bir rol oynadığı kabul 

edilmektedir (Hanahan and Folkman, 1996). Kanser hücreleri hipoksi ve mikroçevrede 

meydana gelen değişikliklere yanıt olarak anjiyojenik faktörlerin salınımını artırır ve 

anjiyogenez inhibitörlerini baskılar (Elias and Dias, 2008).  HCC hücreleri tarafından 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), bazik fibroblast büyüme faktörleri 

(bFGF), anjiyopoietinler, trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF), plasental 

büyüme faktörü (PLGF) ve dönüştürücü büyüme faktörü (TGF) gibi proanjiyojenik 

faktörlerin salgılanması yakınlarda yeni damarların şekillenmesini 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 

büyüme faktörünün sentezine tirozin kinazlar rol oynamaktadır (Ferrara et al., 2003). 

Büyüyen tümörlerin merkezindeki hipoksi, hipoksi ile indüklenebilir faktör (HIF) -1α 

ve VEGF gibi bir çok hipoksiye yanıt genlerinin ekspresyonunu indükler (Harris, 

2002). Hipoksi ayrıca trombospondin-1 gibi antianjiyojenik faktörlerin ekspresyonunu 

da inhibe eder (Fox et al., 2001). Ayrıca tümör baskılayıcı genlerdeki genetik 

değişiklikler proanjiyojenik faktörlerin sentezini artırabilir (Longo et al., 2002). En 

güçlü uyarıcı anjiyojenik faktörlerden biri olan VEGF bir çok kanser türünde 

ekspresyon seviyesinin önemli derecede arttığı bildirilmiştir (Ferrara and Davis-

Smyth, 1997).  

 Asidik Mikroçevrenin Kemoterapötiklere Karşı Oluşan Dirence 

Etkisi 

Asidik mikroçevre özellikle solid tümörlerin tedavisinde kullanılan 

kemoterapötiklere karşı ilaç direnci meydana getirir (Liu, 2009; Natarajan Raghunand 

and Gillies, 2000). Başarılı antikanser tedavisinde ilaç moleküllerinin kanser hücreleri 

tarafından hücre içine alınması ve/veya hücre içi hedef noktalarını etkilemesi 

gerekmektedir. Bu iki mekanizma da hücre dışı pH’ dan etkilenir. Asidik hücre dışı 

pH ‘‘iyon yakalama’’ olarak adlandırılan ve ilaçların iyon protonasyonuna dayanan 

mekanizma yoluyla özellikle zayıf bazik karakterde olan kemoterapötik ajanların  

hücre içi konsantrasyonunu azalmaktadır (Daniel et al., 2013; Gerweck et al., 2006; 
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Mahoney et al., 2003; Natarajan Raghunand et al., 2003). Bu nedenle, kanser 

hücrelerinin hücre dışı pH değerini arttırarak hücre içi pH’ ya yakın değere 

ulaştırılması tedavide başarı oranını büyük ölçüde arttırabilir (Peppicelli et al., 2017). 

In vitro ve in vivo çalışmalarda düşük pH’ ının antrasiklin (doksorubisin gibi), 

antrakinon (mitoksantron gibi) ve vinka alkaloidleri (vinkristin ve vinblastin) gibi 

zayıf baz kemoterapötiklerin hücre içine alımını ve etkinliğini azalttığı gösterilmiştir 

(Gerweck et al., 2006; Tannock and Rotin, 1989). Asidik mikroçevrenin çeşitli 

yöntemlerle alkali pH’ ya kaydırılması bu zayıf bazik karakterdeki ilaçların bazılarının 

hücre içi birikimini ve sitotoksisitesini arttırmıştır (Raghunand et al., 1999).  

Asidik mikroçevre çoklu ilaç direncinde (Multi Drug Resistance, MDR) önemli 

rol oynayan P-glikoproteinin (pGP) ekspresyonu ve aktivitesini arttırmaktadır. 

Etkinliği artan pGP kemoterapide kullanılan ilaçlara yönelik direnç meydana 

gelmesinde büyük önem taşımaktadır (Robinson et al., 2020) . Ayrıca hücrelerin S-

fazı basamağı diğer hücre döngüsü basamaklarına göre kemoterapi ve radyoterapiye 

daha fazla duyarlıdır. Asidik mikroçevre G0 fazındaki hücrelerin yüzdesini artırarak 

kanser tedavisinde kullanılan ilaçlara karşı başka bir yolla da direnç meydana 

getirebilmektedir (Peppicelli et al., 2017). 

 Asidik Mikroçevrenin İmmun Yanıt Üzerindeki Etkisi 

İmmun sistem hücreleri vücudu yabancı patojenlere karşı koruma sağlamasının 

yanı sıra hasarlı hücreleri ve tümör hücrelerini yok etmede de önemli rol 

oynamaktadır. T hücreleri, immun  sistemin en önemli efektör hücreleridir. Sitotoksik 

T hücreleri (CD8+ hücreleri) ve   yardımcı T hücreleri (CD4+ hücreleri) olmak üzere 

iki tür tümörü infiltre eden T hücresi (tumor-infiltrating lymphocytes) vardır. Bu 

hücreler, tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α), interferon gama (IFN-γ), interlökin (IL) 

-2, IL-17, IL-22 ve IL-36 gibi sitokinleri salgılayarak antitümör etki gösterirler 

(Dankbar et al., 2000; Ferlin et al., 2000). Düzenleyici T hücresi ve B lenfositleri 

immun sisteminin başlıca baskılayıcı hücreleridir. Bu hücreler, lenfositlerin bağışıklık 

tepkisini bastırmak için dönüştürücü büyüme faktörü beta (TGF-β), IL-10, IL-35, IL-

37 ve diğer sitokinleri salgılar (Jiang et al., 2020). Kanser hücrelerine karşı immun 

yanıtın şekillenmesinde doğal öldürücü (NK) hücreler önemli görev 

yapmaktadır.  NK’ lar kemokinler tarafından yönlendirilen kanserli bölgelere göç 

ederler. Aktive edilmiş NK hücreleri, tümör büyümesini inhibe etmek için IFN-γ, 

granülosit-makrofaj koloni uyarıcı faktör, TNF-α, IL-18 ve diğer faktörleri salgılarlar 
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(Hayashi et al., 2004; Hideshima et al., 2002). Bazı kanser türlerinde asidik mikroçevre 

sitotoksik T lenfosit ve NK’ ların tümörisidal aktivitesini baskılamaktadır.  Asidik 

mikroçevre düzenleyici T hücrelerinin aktivitesini  veya immunsupresif sitokinlerin 

üretimini artıran kemokinlerin antikanser aktivitesini baskılar. Ayrıca hücre dışı pH 

6.5’ e düştüğünde tümör- infiltre T hücrelerinin sitolitik aktivitesi ve sitokin 

sekresyonunu bozulur (Calcinotto et al., 2012). 

2.4. Hücre Kültürü 

Kanser çalışmalarında in vitro ve in vivo modeller, özellikle ilaç araştırma-

geliştirme, proliferasyon, metastaz, invazyon ve moleküler mekanizmaların 

aydınlatılmasına imkan sağlayan yöntemlerdir (Katt et al., 2016). Hücre kültürü ve 

hayvan deneyleri kanser araştırmalarında insan çalışmaları arasında köprü kurarlar 

(Suckow et al., 2012). Hücre kültürü primer ve hücre hattı olmak üzere iki ana sınıfa 

ayrılır. Primer hücre kültürü ilgili ana dokudan doğrudan izole edilen hücrelerin 

kültürleridir. Hücre hattı ise primer kültür aşamasından sonra subkültür ya da 

pasajlama yapıldığında elde edilir. Hücre hatları ya sınırsız bölünebilme potansiyeline 

sahip ‘‘devamlı hücre hattı (continuous lines)’’ ya da bölünebilme yetenekleri sınırlı 

olan sonlu çizgiler olarak kategorize edilebilir (Langdon, 2004). Primer hücre 

kültürleri elde edildikleri dokularının morfolojik, fonksiyonel özelliklerini koruması 

ve in vivo koşullarla çok benzer olması gibi avantajları bulunmaktadır. Ancak in vitro 

şartlar altında proliferasyon yeteneğinin sınırlı ve belirli bir yaşam süresinin olması, 

donorler arası değişkenlik göstermesi ve yüksek maliyet gerektirmesi gibi 

dezavatajları da bulunmaktadır. Hücre hatları devamlı veya sınırlı sınırsız büyüme 

yeteneğine sahip olabilirler. Hücre hatlarının temin ve kullanım kolaylığı, optimal 

kültür koşulları altında sürekli olarak bölünebilme/büyüme yeteneği (devamlı hücre 

hattı) ve donore bağlı olmayan sabit fenotip gibi in vitro çalışmalarda avantaj sağlayan 

birçok özelliklere sahiptirler. Tümörlerden elde edilen hücre hatları tümör hücrelerinin 

basitleştirilmiş ve kontrollü bir ortamda araştırılmasına olanak tanır (Gomez-Lechon 

et al., 2008; Meditz and Rinner, 2018). Kanser kökenli devam hücre hatları elde 

edildiği kanser türünün genotipik ve fenotipik özellikleri, gen ekspresyonunu ve ilaç 

duyarlılığı yansıtmaktadır (Masters, 2000). 

Hücre kültürü uygulamalarında tümör modelleri kanser ile ilgili ilaç araştırma-

geliştirme ve moleküler mekanizmaların araştırılmasında geniş kullanım alanı 

bulmuştur (Katt et al., 2016). 
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2.4.1. HepG2 (İnsan Hepatosellüler Karsinoma) Hücre Hattının Genel 

Özellikleri 

HepG2, Hep3B, HepaRG, Huh7 ve HBG-BC2 hücreleri in vitro çalışmalarda 

primer insan hepatositlerine alternatif olarak kullanılan hepatoma hücre hatlarıdır. Bu 

hücre hatları arasında HepG2 hücre hattı ilaç metabolizması ve hepatotoksisite 

çalışmalarında yaygın olarak tercih edilmektedir (Donato et al., 2015). 

HepG2 hücre hattı iyi derecede farklılaşma gösteren  15 yaşındaki Kafkaslı bir 

erkek hastanın hepatosellüler karsinoma örneğinden hazırlanmıştır (Qiu et al., 2015). 

1980 yılında, Philadelphia Wistar Enstitüsü’ ndeki araştırmacılar tarafından ‘‘The 

Human Hepatoma-Derived Cell Line’’ patenti alınarak literatüre girmiştir. HB 8065 

kodlu Amerikan Tip Kültür (American Type Culture Collection, ATCC) havuzunda 

bulunmaktadır (ATCC, 2020). HepG2 hücreleri tümorojenik olmayan, yüksek 

proliferasyon oranına sahip adherent hücrelerdir. Bu hücreler tek tabaka halinde 

büyüyen (monolayer) ve karakteristik hücre kümeleri veya adaları (island) oluşturan 

epitel benzeri özellikler göstermektedir. Ayrıca hepatit B virüsü negatif ve ortalama 

55 (50-56) kromozoma sahiptirler (Donato et al., 2015; Qiu et al., 2015). HepG2 

hücrelerinin histomorfolojik görüntüleri Şekil 2.9.’ da gösterilmiştir.  

 

Şekil 2.9.  HepG2 hürelerinin mikroskobik görüntüsü (a: Düşük yoğunluk, b: Yüksek yoğunluk, 
40X) (ATCC, 2020) 

HepG2 hücrelerinin en önemli özelliği birçok farklılaşmış karaciğer 

fonksiyonunu gerçekleştirmesidir. HepG2 hücreleri hücre zarında bulunan reseptörleri 

koruyabilmesi, plazma proteinlerinin büyük bir kısmını üretebilmesi, sitokinler ile IL-

6 proteinlerini işleyebilmesi, yüksek-düşük yoğunluktaki lipoproteinleri sentezlemesi-

salıvermesi, serumsuz besi yerinde üretilmesi durumunda karaciğere özgü çeşitli 

serum proteinlerini üretebilmesi, CYP450’ ye bağımlı monooksijenaz enzimlerine 
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sahip olması ve glukuronik-sülfatla birleşme tepkimelerini gerçekleştirebilmesi 

sonucu detoksifikasyon işlemlerinde gerekli olan normal biyotransformasyon 

etkinliklerinin büyük bir kısmını yapabilmesi gibi avantajlarından dolayı in vitro 

toksisite modellemesi olarak yaygın olarak kullanılmaktadır (Dehn  et al., 2004). 

HepG2 hücreleri, sorafenib ve HCC ile ilgili hücre sinyal iletim mekanizmaları, 

ilaç araştırması, tedavi geliştirme, mikroçevre ve sitotoksisite gibi araştırmaları içeren 

birçok çalışmada kullanılmıştır (Geng et al., 2014; Li et al., 2016; Morisaki et al., 2013; 

Yang and Liu, 2017).  

2.4.2. Hücre Canlılık Testleri 

Hücrelerin canlılık düzeyleri ve/veya proliferasyon oranları hücre canlılığının 

bir göstergesidir (Ishiyama et al., 1996). Sitotoksisite in vitro çalışmalarda biyolojik 

değerlendirme için en önemli parametreler arasında yer almaktadır (Aslantürk, 2018).  

İlaç başta olmak üzere çeşitli kimyasal maddeler ve pH gibi fiziksel ortam şartları 

hücre canlılığını ve metabolizmasını etkilemektedir. Kimyasal madde ve farklı fiziksel 

şartlara maruz kalan hücrelerde hücre membranının yapısal bütünlüğünde bozulma, 

protein sentezinde duraksama, reseptörlere geri dönüşümsüz bağlanma ve enzimatik 

reaksiyonlarda aksama gibi farklı mekanizmalar aracılığıyla hasar meydana 

getirmektedir (Ishiyama et al., 1996). Bu hasarların neden olduğu hücre ölümünü 

belirlemek için ekonomik, güvenilir ve tekrarlanabilir kısa süreli sitotoksisite ve hücre 

canlılığı testlerine gereksinim duyulmaktadır. Hücre canlılık ve sitotoksisite testleri; 

hücre zarı geçirgenliği, enzim aktivitesi, metabolik aktivitenin ölçümü, ATP üretimi, 

ko-enzim üretimi ve nükleotit alım aktivitesi gibi çeşitli hücre fonksiyonlarına 

dayanmaktadır. Onkolojik çalışmalarda hücre canlılık testleri, ilaç araştırma-geliştirme 

yöntemlerinde hem bileşik toksisitesini hem de hücre proliferasyonunu 

değerlendirmek için kullanılmaktadır (Riss et al., 2016).  

2.4.3. Hücre Canlılık Testlerinin Sınıflandırılması 

Günümüzde farmakoloji ve toksikoloji alanlarında sitotoksisite-hücre canlılığı 

tespit etmek için çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. Bu yöntemler için farklı 

sınıflandırmalar olmasına rağmen genelde testlerin son aşamalarındaki noktaların 

ölçüm yöntemine (renk değişiklikleri, floresan vb.) dayanmaktadır. Bu sınıflandırma 

türüne göre a) boya dışlama testleri; tripan mavisi, eozin, kongo kırmızısı, eritrosin B 

analizleri, b) kolometerik testler; MTT, MTS, XTT, WST-1, WST-8, LDH, SRB, NRU 
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ve kristal menekşe testi, c) florometrik testler; alamar mavisi ve CFDA-AM testi ve d) 

luminometrik analizler; ATP testi ve gerçek zamanlı canlılık analizi olarak 

ayrılmaktadır (Stoddart, 2011a; Tokur ve Aksoy, 2017). Bu testler arasında çalışmaya 

uygun yöntemi seçmek doğru ve güvenilir sonuçlar elde etmek için oldukça önemlidir 

(Aslantürk, 2018). 

2.4.4. WST-8 Sitotoksisite Testi 

Hücre kültürü çalışmalarında canlı hücreleri tespit etmek için çeşitli tetrazolyum 

bileşikleri kullanılmaktadır. En yaygın kullanılan tetrazolyum bileşiklerini MTT, 

MTS, XTT, WST-1 ve WST-8 oluşturmaktadır (Riss et al., 2016; Stoddart, 2011b). 

WST-8’ in tespit duyarlılığı diğer tetrazolyum tuzlarına göre daha yüksektir. İkinci 

nesil tetrazolyum tuzu olarak bilinen WST-8 ilk olarak 1999 yılında Tominaga 

tarafından sentezlenmiştir. 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 için kullanılmaktadır 

(Tominaga et al., 1999). Bu yöntem kültür ortamında çözünebilen hafif sarı renkli 

tetrazolyum tuzunun canlı hücreler tarafından turuncu renkli formazana 

dönüştürülmesi esasına dayanan spektrofotometrik bir yöntemdir (Kamiloglu et al., 

2020).  

WST-8 negatif yüklü olduğundan hücre zarından hücre içine geçemez. Elektron 

taşıyıcısı olan 1-metoksi fenazin metosülfat (1-metoksi PMS) canlı hücrelerden 

elektronları alarak kültür ortamında bulunan WST-8’ e aktarır. Elektron taşıyıcılığı 

canlı hücrelerdeki dehidrojenaz enzimiyle gerçekleştirilir. Hücre dışına 1- metoksi 

PMS’ nin aktarımı WST-8’ i indirgeyerek turuncu renkte formazana dönüştürür (Şekil 

2.10.). Ortamdaki indirgenmiş WST-8 miktarı, canlı hücre sayısıyla doğru orantılıdır. 

Oluşan turuncu rengin yoğunluğu 30 dakika – 4 saat sonra spektrofotometre 

yardımıyla 450 nm dalga boyunda ölçülerek canlı hücre sayısı tespit edilebilmektedir 

(Chamchoy et al., 2019; Kamiloglu et al., 2020; Präbst et al., 2017). 
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Şekil 2.10. WST-8 tetrazolyum tuzunun canlı hücreler tarafından turuncu renkli formazana 
dönüştürülmesi (Dojindo, 2020) 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan Hücre Hattı 

Tablo 3.1. Kullanılan hücre hattı 

Hücre Hattı Üretici Bilgileri 

İnsan Hepatosellüler Karsinoma (HepG2) 
Hücre Hattı ATCC, HB-8065, Manassas, VA, USA 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

Tablo 3.2. Kullanılan cihazlar 

Kullanılan Cihazlar Üretici Bilgisi 

-80 °C Derin Dondurucu Nüve-DF 490 

Buzdolabı (+4 °C) Arçelik 5006 NF 

CO2 İnkübatör Nüve-EC 160 

Hassas Terazi Shimadzu Auw 220 D 

Hücre Sayım Cihazı (Cell Counter)  Bio-RadTC20™ - 1450102  

Canlı Hücre Analiz ve Görüntüleme Sistemi Nano Entek, Juli-BR, Güney Kore 

İnkübatör Nüve 

İnvert Mikroskop Zeiss-Vert.A1 

Laminar Akışlı Güvenlik Kabini Nüve-MN 120 

Mikroplaka Okuyuculu Spektrofotometre Tecan Software Magellan 

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

Otoklav Nüve-OT 40L 

Otomatik Pipetör Thermo S1 Filler 

Ultra Saf Su Cihazı  Millipore, Milli-Di, Simplicity 185 

Hassas pH Metre Thermo 710 A 

Su Banyosu Nüve-Nb 20 

Soğutmalı Santrifüj Cihazı Nüve, NF 800 R 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1450102-tc20-automated-cell-counter?ID=1450102
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3.1.3. Kullanılan Sarf Malzemeler 

Tablo 3.3. Kullanılan sarf malzemeler 

Sarf Malzeme Adı Üretici Bilgisi 

96 Kuyucuklu Mikroplaka Corning 

75 cm2 Hücre Kültürü Flaskı SPL Life Sciences 

6 Kuyucuklu Mikroplaka Corning 

Mavi Kapaklı Falkon Tüp (50 mL, steril) ISOLAB 

Mavi Kapaklı Falkon Tüp (15 mL, steril) ISOLAB 

Hücre Sayım Lamı (Cell Counting Slide) Bıo-Rad 145-0011 

Kriyovyial (1.5 mL, steril) ISOLAB 

Portüp ISOLAB 

Pudrasız Lateks Eldiven Tentyflex 

Serolojik Pipet (5 mL, steril) LP Italıana 

Serolojik Pipet (10 mL, steril) LP Italıana 

Serolojik Pipet (25 mL, steril) LP Italıana 

Pipet Ucu (1-10 µL, steril) ISOLAB 

Pipet Ucu (10-100 µl, steril) ISOLAB 

Pipet Ucu (200-1000 µl, steril) ISOLAB 

Vasat Süzme Filtresi TPP (Kod: 199500) 22 

Plastik Enjektör (25 mL) Ayset 

Beher (50 mL) ISOLAB 

Parafilm (100 mm genişlik) ISOLAB 

Spatül (makro ve mikro kaşıklı) ISOLAB 
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3.1.4. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Tablo 3.4. Kullanılan kimyasal maddeler 

Kimyasal Madde Adı Üretici Bilgisi 

Sorafenib Santa Cruz 

Fetal Sığır Serumu GIBCO  

L-Glutamin SIGMA-49419 

 Minimum Esansiyal Medium Eagle (MEM) SIGMA-M0275 

MEM- Esansiyel Olmayan Amino Asitler GIBCO-Thermo Fisher-11140-035 

NaOH (Sodyum Hidroksit) Merck-106462 

HCl (Hidroklorik asit) SIGMA-30721 

Penisilin-Streptomisin SIGMA-P4333 

Sodyum Bikarbonat SIGMA-31437 

Sodyum Pirüvat SIGMA-Thermo Fisher-11360070 

Tripan Mavisi SIGMA-T8154 

Tripsin-EDTA Biological Industries, 03-051-5B 

Hücre Sayım Kiti (Sitotoksisite Kiti, WST-8) Abcam 

Dimetil-Sülfoksit Merck 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre Kültürü 

 Hücre Hattının Temini 

Tez çalışmasında hücre hattı “HepG2 hepatoma hücre hattında siflutrinle 

indüklenen toksisitenin mekanizmasında otofajinin regülasyonunun sinyal yolakları 

üzerinden moleküler teknikler ile araştırılması” başlıklı ve PYO.VET.1901.16.013 

nolu proje kapsamında temin edilmiş olan  HepG2 hücre hattı kullanıldı. 

 Hücre Kültüründe Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

Hücre büyütme medyumu Minimum Esansiyel Medyum Eagle’ ın (MEM) 

hazırlanması; 100 mL MEM’ e  900 mL deiyonize su, 2.2 g sodyum bikarbonat 

(NaHCO3), 2.292 g L-glutamin (2 mM), 10 mL sodyum pirüvat (%1), 10 mL minimum 

esansiyal medyum esansiyel olmayan amino asit (MEM NEAA) (%1) ve 10 mL 

penisilin- streptomisin (10 000 IU/mL penisilin ve 10 mg/mL streptomisin) eklenerek 

hazırlandı. MEM vakum pompası aracılığı ile laminar akış kabini içerisinde membran 

filtreden geçirilerek steril hale getirildi. Filtreden geçirilen medyum hücrelerin 
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çözdürülmesi, yıkanması ve subkültüre (pasajlanması) edilmesi aşamalarında taze 

olarak hazırlandı. 

 Hücrelerin Çözdürülmesi 

Kriyoviyal içerisinde -80 °C’ de saklanan HepG2 hücrelerinin çözdürülme 

işleminde aşağıdaki prosedür izlenilmiştir. 

 Çalışma öncesi laminar akış kabini ve hücre kültürü çalışmaları için gerekli 

olan tüm malzemeler %70’ lik etil alkolle sterilize edildi. Laminar akış kabininin 

ultraviyole ışığı çalışmadan önce ve sonra 10 dakika açık bırakıldı. 

 Ön hazırlık olarak su banyosunun sıcaklığı 37 °C’ ye ayarlandı. 

 Daha önce hazırlanmış olan ve 37 °C’ de bekletilen 100 mL %1 antibiyotik 

içeren MEM ve 25 mL FBS laminar akış kabini içerisine alındı. 75 cm2’ lik steril 

flasklara %20 FBS içeren 20 mL (16 mL MEM ve 4 mL FBS) MEM eklendi. Hücreler 

çözündükten sonra kısa sürede bölünme yeteneklerini geri kazanmaları için temel 

protein kaynağı olan FBS %20 oranında kullanılmıştır.  

 Kriyoviyallerdeki dondurulmuş hücreler 37 °C’ lik su banyosunda dairesel 

hareketler yapılarak çözünene kadar (yaklaşık 1-2 dk.) bekletildi. Kontaminasyonu 

önlemek için kriyoviyal kapağının suyla temas etmemesine dikkat edildi. 

 Hücreler çözüldükten sonra kriyoviyallerin dış yüzeyi %70’ lik etil alkolle 

sterilize edildi ve laminar akış kabinine alındı. 

 Kriyoviyal içerisinde çözünen hücreler mikropipet yardımıyla homojenize 

edildi. 

 Hücreler medyum (%20 FBS, 20 mL) bulunan 75 cm2’ lik flask içerisine 

mikropipet yardımıyla damla damla aktarıldı.  

 Hücrelerin tamamen dağılması için flaska ileri-geri dairesel hareketler 

yaptırıldı ve daha sonra pipetleme yapılarak hücrelerin medyum içine homojen olarak 

dağılmaları sağlandı.  

 Flask üzerine tarih, pasaj no ve hücre tipi yazıldı. 

 Flaskta bulunan hücreler invert mikroskopta kontrol edilerek %5 CO2’ li 

inkübatörde 37 °C’ lik sıcaklıkta inkübasyona bırakıldı. 
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 Hücrelerin medyumu 48-72 saat aralıklarla %10 FBS ve %1 antibiyotik içeren 

20 mL (18 mL MEM ve 2 mL FBS) MEM ile değiştirildi.  

 İnvert mikroskop altında hücrelerin büyümesi düzenli olarak kontrol edildi ve 

%75-80 yoğunluğa (confluence) ulaşınca hücreler subkültür (pasaj) edildi.  

 Hücrelerin Subkültür Edilmesi 

HepG2 hücreleri 75 cm2’ lik flasklarda yaklaşık %75-80 yoğunluğa ulaştığında 

tripsinizasyonla flask yüzeyinden kaldırıldı ve subkültürleri yapıldı. Hücrelerin 

subkültür edilmesinde aşağıdaki işlemler sırasıyla gerçekleştirildi; 

 Ön hazırlık olarak MEM, tripsin-EDTA çözeltisi ve FBS 37 °C sıcaklığa 

ayarlanmış etüvde bekletildi. 

 Flasklara gerekli sterilizasyon işlemleri yapılarak laminar akış kabinine 

aktarıldı. 

 Flask içerisinde bulunan medyum uzaklaştırıldı. Sonra hücreler 1 mL %0.25 

(w/v) tripsin-EDTA eklenerek yıkandı. Bu yıkama işlemi 2-3 dakika arayla iki kez 

tekrar edildi. 

 Yıkama işleminden sonra 5 mL %0.25 (w/v) tripsin-EDTA eklendi ve 

hücrelerin flask yüzeyinden ayrılması için %5 CO2’ li etüvde 37 °C’ de yaklaşık 5-8 

dakika bekletildi.  

 Hücrelerin yüzeyden ayrılıp ayrılmadığı invert mikroskop altında kontrol 

edildi. Yüzeyden ayrılmayan hücreler için flaskın kenarına hafifçe vurularak yüzeyden 

ayrılmaları sağlandı. 

 Yüzeyden ayrılan hücreler üzerine tripsinin aktivitesini engellemek için 5 mL 

MEM ilave edilerek hücrelerin birbirlerinden ayrılmaları için pipetasyon yapıldı.  

 Flask içeriği 15 mL’ lik steril falkon tüplerine aktarıldı ve 2500 rpm’ de 5 dk 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant kısmı uzaklaştırıldı ve hücreler 1 mL 

MEM ile tekrar resüspanse edildi. 

 Hücrelerin MEM içerisinde homojen dağılması için pipetasyon yapıldı. 

 Canlı hücre sayımı için steril epondorfa 10 μL hücre süspansiyonu ve 10 μL 

tripan mavisi eklendi. Epondorftan 10 μL hücre sayım lamına aktarıldı ve otomatik 

hücre sayım cihazında canlı hücre sayımı yapıldı. 
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 Hesaplanan canlı hücre sayısına göre falkonda bulunan hücrelere her flaskta 

106 hücre olacak şekilde MEM’ le gerekli sulandırma işlemi yapıldı.  

 Hücreler %10 FBS içeren 20 mL medyum bulunan 75 cm2’ lik flasklara 106 

hücre düşecek şekilde dağıtıldı (Şekil 3.1. ve 3.2.).  

 Flask üzerine tarih, pasaj no ve hücre tipi yazıldı.  

 Hücreler %5 CO2’ li inkübatörde 37 °C’ lik sıcaklıkta inkübasyona bırakıldı. 

 Flasklardaki hücre büyümesi her gün invert mikroskop altında kontrol edildi 

(Şekil 3.3.). 48 saat aralıklarla medyum %10 FBS içeren 20 mL MEM ile değiştirildi. 

Hücreler 75 cm2’ lik flaskta %75-80 yoğunluğa ulaşınca tekrar subkültüre edildi.  

 Deney grupları için gerekli olan hücre sayısına ulaşıncaya kadar subkültür 

işlemine devam edildi (Şekil 3.4.).  

   

Şekil 3.1. Hücrelerin subkültüre edilmesi              Şekil 3.2. HepG2 hücre hattının çoğaltılması 
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Şekil 3.3.HepG2 hücrelerinin  invert mikroskopta görüntüsü A) (10X) B) (40X) 

 

Şekil 3.4.Canlı hücre sayımı için hazırlık 

 Hücrelerin Dondurulması 

Hücrelerin bir kısmı ilk pasajlama işlemi sırasında daha sonra yapılacak 

çalışmalarda kullanılmak üzere kriyoviallere aktarıldı ve -80 °C’ de dondurularak 

muhafaza edildi. Hücrelerin dondurulması aşağıdaki işlem sırasıyla gerçekleştirildi; 
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 Flasktaki hücreler yukarıda belirtilen tripsinizasyon işlemiyle yüzeyden 

kaldırıldı.  

 Hücrelere 3 mL MEM ilave edildi ve sonra15 mL’ lik falkon tüplerine aktarıldı. 

 Hücre süspansiyonu 2500 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı 

dikkatli bir şekilde uzaklaştırıldı.  

 Falkonun dip kısmında bulunan hücre peletine önce 100 µL medyum eklendi 

ve hücre peleti tamamen çözününe kadar pipetasyon yapıldı.  

 Tripan mavisi kullanılarak otomatik hücre sayım cihazında canlı hücre sayım 

yapıldı. Daha sonra her bir kriyovial tüpüne 106 hücre olacak şekilde hücreler 

aktarıldı. Daha sonra 900 µL dondurma medyumu (%20 FBS ve %10 DMSO) eklendi.  

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

derin dondurucuda saklandı. 

 Hücrelerin 96’ lı ve 6’ lı Plakalara Aktarılması 

Hücreler subkültür işleminden sonra yaklaşık %75-80 yoğunluğa ulaştığı zaman 

aşağıda ifade edildiği gibi 75 cm2’ li flasktan 96 ve 6 kuyucuklu plakalara aktarıldı.  

 Flask içerisinde bulunan medyum uzaklaştırıldı. Hücrelerin yüzeyi 1 mL 

%0.25 (w/v) tripsin-EDTA eklenerek yıkandı. Bu yıkama işlemi 2-3 dakika arayla iki 

kez tekrar edildi. 

 Yıkama işleminden sonra 5 mL %0.25 (w/v) tripsin-EDTA çözeltisinden 

eklendi ve hücrelerin flask yüzeyinden ayrılması için %5 CO2’ li etüvde 37 °C’ de 

yaklaşık 5-8 dakika bekletildi.  

 Hücrelerin yüzeyden ayrılıp ayrılmadığı invert mikroskop altında kontrol 

edildi. Yüzeyinden ayrılmayan hücreler için flaskın kenarına hafifçe vurularak 

yüzeyden ayrılmaları sağlandı. 

 Yüzeyden kalkan hücreler üzerindeki tripsinin aktivitesini engellemek için 5 

mL MEM ilave edildi. Hücreler flask tabanından ayrılmasını kolaylaştırmak için 

pipetasyon yapıldı.  

 Flask içeriği (hücre, tripsin ve MEM) 25 mL’ lik steril falkon tüplerine aktarıldı 

ve 2500 rpm’ de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant kısmı 

uzaklaştırıldı ve hücreler 1 mL MEM’ le tekrar resüspanse edildi.  
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 Hücrelerin MEM içerisinde homojen dağılması için pipetasyon yapıldı. 

 Canlı hücre sayımı için steril epondorfa 10 μL hücre süspansiyonu ve 10 μL 

tripan mavisi eklendi. Epondorftan 10 μL hücre sayım lamına aktarıldı ve otomatik 

hücre sayım cihazında canlı hücre sayım yapıldı (Şekil 3.5.).  

 Canlı hücre sayımdan sonra hesaplanan dilüsyon oranıyla falkonda bulunan 

hücreler MEM’ le dilüe edildi. Hücreler 96 kuyulu mikroplakalara 3x104 hücre/100 

μL medyum/kuyu ve 6 kuyucuklu plakaya ise 3x105 hücre/mL medyum/kuyu olacak 

şekilde dağıtıldı.  

 Plakalara aktarılan hücrelerin yüzeye tutunabilmeleri için %5 CO2’ li 

inkübatörde 37 °C’ lik sıcaklıkta inkübasyona bırakıldı. 

 

Şekil 3.5. Otomatik hücre sayım cihazında tripan mavisi test yöntemiyle canlı hücre sayımı 

3.2.2. Sorafenibin Sitotoksitesinin Belirlenmesi  

 Sorafenib Stok Çözeltisinin Hazırlanması 

İlacın 20 mM stok çözeltisi için steril ortamda 4.6825 mg sorafenib tartılıp 500 

µL steril DMSO bulunan epondorf içerisinde vortex ve ultrasonik su banyosu 

kullanılarak çözdürüldü.  

 Sorafenibin IC50 Değerinin Belirlenmesi 

Sorafenibin HepG2 hücrelerindeki inhibitör konsantrasyon 50 (IC50) değerinin 

belirlemek için; ilacın 20 mM stok çözeltisi MEM’ le (pH 7.0) dilüe edilerek 5, 10, 20, 

30, 40, 60 ve 80 µM’ lık konsantrasyonları hazırlandı.  

Sorafenibin HepG2 hücrelerinde IC50 değerini belirlemek için aşağıdaki işlem 

sırasıyla gerçekleştirildi; 
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 96’ lı plakada bulunan hücrelerin medyumu uzaklaştırıldı.  

 Her bir kuyucuktaki hücrelere 100’ er µL sorafenibin 5-80 µM arasında 

değişen yedi farklı konsantrasyonu uygulandı.  

 Negatif kontrol grubundaki HepG2 hücrelerine MEM ve pozitif kontrol 

grubundaki HepG2 hücrelerine %0.2 DMSO içeren MEM uygulandı.  

 Sorafenibe maruz bırakılan hücreler 24 saat %5 CO2’ li inkübatörde 37 °C’ lik 

sıcaklıkta inkübasyona bırakıldı.  

 Hücre canlılığının belirlenmesi için WST-8 test reaktifi kullanıldı. İnkübasyon 

periyodundan sonra plakanın her kuyucuğuna 10 µL WST- 8 reaktifi eklendi 

(Chamchoy et al., 2019). Plakalar karanlık ortam şartlarında orbital çalkalayıcı 

kullanılarak 2 dk. Süre ile karıştırıldı.  %5 CO2’ li inkübatörde 37 °C’ de 1 saat 

bekletildikten sonra 450 nm’ de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede absorbans 

değerleri ölçüldü.  

3.2.3. Farklı pH’ larda Medyum Hazırlanması 

HepG2 hücrelerinin optimum üreme pH’ sı yaklaşık 7.2 (7.0-7.4 arasında)’ dir. 

Asidik hücre medyumu 1.2 N’ lik HCl kullanılarak 6.6-6.8 pH değerlerinde ve alkali 

hücre medyumu NaOH kullanılarak 7.6-7.8 değerlerinde hassas pH metre kullanılarak 

hazırlandı (Chen vd., 2009). Farklı pH değerlerine sahip medyumlar 0.22 μm şırınga 

ucu filtre yardımıyla süzülerek steril hale getirildi (Şekil 3.6.). Medyum pH’ sı daha 

önce laboratuvarımızda çalışılan ve ‘‘HepG2 Hücre Hattının Canlılığı Üzerine 

medyum pH’ sının Etkilerinin İncelenmesi’’ başlığındaki yüksek lisans tez 

çalışmasından seçilmiştir (Güvenalp, 2019).  

   

Şekil 3.6. Farklı pH değerlerinde medyumların hazırlanması ve steril hale getirilmesi 
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3.2.4. Deney Grupları ve İlaç Maruziyeti 

Sorafenibin IC50 (13.40 µM), IC50/5 (2.68 µM), IC50/10 (1.34 µM) ve IC50/20 (0.67 

µM) konsantrasyonları 6.6, 6.8, 7.2, 7.6 ve 7.8 pH değerlerine ayarlanmış medyumla 

sorafenib stok çözeltisinden (20 mM) dilüe edilerek hazırlandı.  

Flaskta bulunan hücreler 96’ lı mikroplakaya 3x104 hücre/kuyu olacak şekilde 

dağıtıldı. Hücrelerin yüzeye tutunması için %5 CO2’ li inkübatörde 37 °C de 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

İlaç maruziyetinden önce mikroplakada bulunan hücrelerin medyumu 

uzaklaştırıldı. Deney gruplarında bulunan hücrelere 100’ er µL 6.6, 6.8, 7.2, 7.6 ve 7.8 

pH değerlerindeki medyumla hazırlanmış olan sorafenibin IC50, IC50/5, IC50/10 ve 

IC50/20 konsantrasyonları eklendi (Şekil 3.7. ve 3.8.). Her pH deney grubunun negatif 

kontrolüne sadece kendi pH değerindeki medyum ve pozitif kontrolüne %0.2 DMSO 

içeren medyum eklendi. Daha sonra hücreler %5 CO2 inkübatörde 37 °C’ de 24, 48 ve 

72 saat inkübasyona bırakıldı. Tüm uygulamalar steril şartlar altında gerçekleştirildi. 

Mikroplaka üzerine etiketleme yapıldı. Çalışma grupları Tablo 3.5.’ de gösterilmiştir.  
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Tablo 3.5. Grup adı ve çalışma grupları 

Grup Adı   Çalışma Grupları 

pH 6.6 Çalışma Grubu 

Hücre+6.6 pH Medyum (Kontrol) 

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

Hücre+6.6 pH Medyum+Sorafenib IC50 konsantrasyon 

Hücre+6.6 pH Medyum+Sorafenib IC50/5 konsantrasyon 

Hücre+6.6 pH Medyum+Sorafenib IC50/10 konsantrasyon 

Hücre+6.6 pH Medyum+Sorafenib IC50/20 konsantrasyon 

pH 6.8 Çalışma Grubu 

Hücre+6.8 pH Medyum (Kontrol) 

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

Hücre+6.8 pH Medyum+Sorafenib IC50 konsantrasyon 

Hücre+6.8 pH Medyum+Sorafenib IC50/5 konsantrasyon 

Hücre+6.8 pH Medyum+Sorafenib IC50/10 konsantrasyon 

Hücre+6.8 pH Medyum+Sorafenib IC50/20 konsantrasyon 

pH 7.2 Çalışma Grubu 

Hücre+7.2 pH Medyum (Kontrol) 

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

Hücre+7.2 pH Medyum+Sorafenib IC50 konsantrasyon 

Hücre+7.2 pH Medyum+Sorafenib IC50/5 konsantrasyon 

Hücre+7.2 pH Medyum+Sorafenib IC50/10 konsantrasyon 

Hücre+7.2 pH Medyum+Sorafenib IC50/20 konsantrasyon 

pH 7.6 Çalışma Grubu 

Hücre+7.6 pH Medyum (Kontrol) 

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

Hücre+7.6 pH Medyum+Sorafenib IC50 konsantrasyon 

Hücre+7.6 pH Medyum+Sorafenib IC50/5 konsantrasyon 

Hücre+7.6 pH Medyum+Sorafenib IC50/10 konsantrasyon 

Hücre+7.6 pH Medyum+Sorafenib IC50/20 konsantrasyon 

pH 7.8 Çalışma Grubu 
 

Hücre+7.8 pH Medyum (Kontrol) 

Hücre+7.8 pH Medyum+%0.2 DMSO (Negatif Kontrol) 

Hücre+7.8 pH Medyum+Sorafenib IC50 konsantrasyon 

Hücre+7.8 pH Medyum+Sorafenib IC50/5 konsantrasyon 

Hücre+7.8 pH Medyum+Sorafenib IC50/10 konsantrasyon 

Hücre+7.8 pH Medyum+Sorafenib IC50/20 konsantrasyon 
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Şekil 3.7. Farklı pH değerlerinde hazırlanan farklı konsantrasyondaki sorafenibin hücrelere 
uygulanması 

 

Şekil 3.8. Deney gruplarında bulunan hücrelere ilaç maruziyeti uygulaması 

3.2.5. Hücre Sitototoksisite Testi 

pH 6.6, 6.8, 7.2, 7.6 ve 7.8 değerindeki medyumda bulunan sorafenibin IC50, 

IC50/5, IC50/10 ve IC50/20 konsantrasyonlarına maruz bırakılan hücrelerin canlılıkları 24, 

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

WST-8 sitotoksisite testi üretici firmanın belirttiği protokole göre aşağıdaki 

şekilde uygulandı. 

 İnkubasyon periyodu (24, 48 ve 72 saat) sonrası 10 µL WST-8 test reaktifi 

pipet yardımıyla 96’ lı plakadaki her bir kuyucuğa 10 µL eklendi (Şekil 3.9.). Sonra 

orbital karıştırıcıda bir dakika süreyle yavaşça karıştırıldı. 

 Hücreler  bir saat %5 CO2’ li inkübatörde 37 °C sıcaklıkta inkübasyona 

bırakıldı. 

 İnkübasyon periyodundan sonra mikroplaka okuyuculu spektrofotometede 450 

nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçüldü (Şekil 3.10.). Ölçümden önce oluşan 

formazan rengini kuyucuklarda homojen dağılmasını sağlamak için mikroplaka 

yaklaşık 10 saniye çalkalandı. 

 Gerçekleştirilen testler üç kez tekrar edildi ve sonuçların ortalaması alındı.  

 % Hücre canlılığını belirlemek için deney ve kontrol grubunda bulunan 

hücrelerin absorbans değeri kullanılarak aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 

 %Hücre canlılığı=[(Atest-Ablank)/(Akontrol-Ablank)]x100 

 Kontrol grubundan elde edilen absorbans değerine göre hesaplanan canlı hücre 

sayısı %100 olarak kabul edildi. 

 Deney gruplarının absorbans değerine göre % hücre canlılığı hesaplandı. 

 Deney grubundan elde edilen sonuçlar negatif ve pozitif kontrol gruplarıyla 

karşılaştırılarak istatistiksel olarak değerlendirildi. 
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Şekil 3.9.  Sorafenib uygulanan HepG2 hücrelerinin  WST-8 testi görüntüsü 

 

 

Şekil 3.10. WST-8 yönteminde mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede absorbans değeri ölçümü 

3.2.6. Hücre Proliferasyon Testi 

Proliferasyon testi canlı hücre analizi ve görüntüleme (JuLI Br) cihazı 

kullanılarak gerçekleştirildi. Cihaz başta hücre proliferasyonu olmak üzere hücre göçü, 

kök hücre gelişimi ve yara iyileşmesi gibi çalışmalarda kullanılmaktadır. JuLI Br ile 

minimum 60 saniye zaman ayarlı fotoğraf çekimi ve video, otomatik hücre yoğunluk 

ölçümü yapılabilmekte ve gerçek zamanlı hücre büyüme eğrisi oluşturabilmektedir.  

Hücreler 6 gözlü  plakalara  3x105 hücre/kuyu olacak şekilde ekildikten sonra   

yüzeye tutunmaları için 48 saat %5 CO2’ li inkübatörde 37 °C’ de inkübe edildi. 

İnkübasyon periyodu sonunda medyum değiştirilerek hücrelere WST-8 testine göre 

istatistiksel olarak anlamlı çıkan ve hücreleri öldürmeyen 7.6, 6.6 ve 7.2 pH değerinde 
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hazırlanan sorafenibin IC50/20 konsantrasyonları ayrı ayrı denemeler olmak üzere 

uygulandı. Farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin hücre proliferasyonu üzerine 

etkilerini karşılaştırabilmek için kendi pH değerindeki medyumda bulunan hücreler  

kontrol (7.6, 6.6 ve 7.2 pH medyum) grubu olarak seçildi. Kontrol ve deney grubunda 

bulunan hücreler 24 saat aralıklarlarla JULI-BR canlı hücre görüntüleme sistemine 

yerleştirildi ve %5 CO2’ lik inkübatörde 37 °C sıcaklıkta 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

Plakalarda başlangıç hücre yoğunluğu için ortalama %50 ve hücrelerin homojen olarak 

dağıldığı alanlar seçildi. İnkübasyon periyodu süresince Juli-BR canlı hücre analiz-

görüntüleme cihazında 60 saniye aralıklarla eş zamanlı fotoğrafları çekilmiş ve hücre 

yoğunluğu hesaplanarak gerçek zamanlı hücre büyüme eğrileri elde edilmiştir (Şekil 

3.11., 3.12. ve 3.13.). 

  

Şekil 3.11. Juli BR cihazıyla eş zamanlı canlı hücre görüntülemesi 
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Şekil 3.12. pH 7.6 değerinde bulunan IC50/20 konsantrasyondaki sorafenibin HepG2 hücrelerinde 
proliferasyon eğrisi 

 

Şekil 3.13. pH 7.2 değerinde bulunan HepG2 hücrelerinde proliferasyon eğrisi 

Her bir deney grubu için başlangıç anında (0. saat) alınan hücre yoğunluk değeri 

%100 kabul edildi ve 24 saat sonundaki yoğunluk değeri dikkate alınarak % 

proliferasyon artışı hesaplanmıştır. Ortalama % proliferasyon artış değerinin 

hesaplanması amacıyla aşağıdaki formül kullanılmıştır. 

%Proliferasyon=[(%Son Yoğunluk-%Başlangıç Yoğunluk)/(%Başlangıç Yoğunluk)]x100 
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3.2.7. İstatistiksel Hesaplamalar 

Çalışmadan elde edilen sonuçlar aritmetik ortamalama± standart hata (SE) 

şeklinde verildi. Çalışmada gerçekleştirilen in vitro deneyler üç tekrarlı olacak şekilde 

uygulandı. Sitotoksisite denemelerinden elde edilen sayısal veriler SPSS v 21 Base 

lisanslı istatistik analiz programı kullanılarak değerlendirildi. IC50 değerinin 

hesaplanmasında probit analizi kullanıldı. Deneme gruplarının değerlendirilmesinde; 

önce normalite testi Shapiro-Wilk testi ile yapıldı. Bütün veriler normal dağılım 

gösterdiğinden gruplar arası farkın istatistik kontrolünde parametrik yöntem olan tek 

yönlü varyans analizi (One-Way ANOVA) ve Turkey’s ve Dunnet Post Hoc testi 

kullanıldı. İstatistiksel değerlendirme ve veriler arasındaki farkın önem derecesi 

p<0.05 olduğunda anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1. Sorafenibin IC50 Değeri 

Sorafenibin 5-80 µM arasındaki konsantrasyonlarının sitotoksisite 

değerlendirmesi için WST-8 testi kullanıldı. Mikroplaka okuyuculu 

spektrofotometrede elde edilen absorbans değerlerine göre % canlı hücre değeri 

hesaplandı (Şekil 4.1.). Sorafenib uygulanan gruplarda konsantrasyon arttıkça canlı 

hücre sayısında azalma olduğu belirlenmiştir. Farklı konsantrasyonlardaki % hücre 

canlılık değerleri kullanılarak hücrelerin %50’ sinin öldüğü konsantrasyon (IC50) 

SPSS programında probit analiziyle  13.40 µM olarak hesaplandı.  

 

Şekil 4.1.  HepG2 hücrelerinde 5-80 µM aralığında artan konsantrasyonlarda uygulanan sorafenibin 
% canlılık verileri 

4.2. Sorafenibin Farklı pH Gruplarının Doza ve Zamana Göre Hücre 

Canlılığına Etkisi 

Çalışmada HepG2 hücre hattında farklı pH (6.6, 6.8, 7.2, 7.6 ve 7.8) değerlerinde 

hazırlanan sorafenibin zaman (24, 48 ve 72 saat) ve konsantrasyona (IC50, IC50/5, 

IC50/10 ve IC50/20) bağlı hücre canlılığına etkisi WST-8 testiyle gerçekleştirilmiştir. 

Sorafenib uygulanmayan grubun hücre canlılığı %100 olarak kabul edildi. 

4.2.1. Sorafenibin pH 6.6’ daki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi 

Sorafenibin 6.6 pH’ daki medyumla hazırlanan farklı konsantrasyonlarının 

HepG2 hücrelerinde 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodunda hücre canlılığına etkisi 
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Tablo 4.1. ve Şekil 4.2.’ de gösterilmiştir. DMSO’ nun hücre canlılığına etkisi 

bulunmadığı belirlenmiştir (p>0.05). İlacın IC50 (p<0.001) ve IC50/5 (p<0.05) 

konsantrasyonlarının 24 saat uygulaması hücre canlılığını kontrol grubuna göre önemli 

derecede azaltmıştır. İlacın IC50/10 ve IC50/20 konsantrasyonlarının ise hücre canlılığı 

üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir etkisi bulunmadığı belirlenmiştir (p>0.05). 

İlacın 24 saat uygulamasında en yüksek konsantrasyonu hücre canlılığını %50’ den 

daha fazla azaltırken diğer konsantrasyonlarda yaklaşık %80-99 arasında olduğu tespit 

edilmiştir. Sorafenibin 48 ve 72 saat maruziyet periyodu sonrasında tüm 

konsantrasyonlarında hücre canlılığında kontrol grubuna göre  azalmaya yol açtığı 

belirlenmiştir (p<0.001). İlacın 48 ve 72 saat maruziyet periyodunda bütün 

konsantrasyonları hücre canlılığını %50’ nin altına düşürdüğü tespit edilmiştir. 

Zamana göre gruplar arası karşılaştırma yapıldığında; IC50/5, IC50/10 ve IC50/20 

konsantrasyonları 24 saatlik grupla karşılaştırıldığında 48 ve 72. saatlerde hücre 

canlılığını anlamlı bir şekilde değiştirmiştir (p<0.05). Ancak 48 ve 72 saatlik gruplar 

karşılaştırıldığında sitotoksik etki bakımından fark bulunmamıştır (p>0.05). 

Tablo 4.1. HepG2 hücrelerinde pH 6.6’ da hazırlanan sorafenibin zaman ve doza bağlı olarak 
gözlenen % hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları 

Sorafenib 
Konsantrasyon 

(µM) 

Hücre Canlılığı (%)±SE 

24 saat 48 saat 72 saat 
Kontrol (MEM) 100±3.06a 100±4.62a 100±7.15a 
MEM+DMSO 95.02±1.03ac 96.81±4.18a 98.68±10.50a 

IC50 41.96±2.01b,x 32.50±2.87b,y 38.92±0.75b,xy 
IC50/5 78.95±2.02c,x 39.13±0.38b,y 41.80±0.70b,y 
IC50/10 93.64±5.31ac,x 39.80±1.13b,y 43.35±0.98b,y 
IC50/20 98.98±3.03a,x 40.20±.78b,y 46.66±5.04b,y 

a,b,c Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05)   
x,y,z Aynı satırdaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05)  
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Şekil 4.2. HepG2 hücrelerinde pH 6.6’ da hazırlanan sorafenibin doza bağlı olarak gözlenen % 
hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları (* p<0.05 ve *** p<0.001) 

4.2.2. Sorafenibin pH 6.8’ deki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi 

Sorafenibin 6.8 pH’ daki medyumla hazırlanan farklı konsantrasyonlarının 

HepG2 hücrelerinde 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodundaki hücre canlılığına etkisi 

Tablo 4.2. ve Şekil 4.3’ de gösterilmiştir. DMSO’ nun hücre canlılığına etkisi 

bulunmadığı belirlenmiştir (p>0.05). İlacın bütün konsantrasyonlarının 24 saatlik 

maruziyeti hücre canlılığını kontrol grubuna göre önemli derecede azaltmıştır 

(p<0.001). İlacın 24 saatlik maruziyeti periyodunda en yüksek konsantrasyonu hücre 

canlılığını %50’ nin altına kadar azaltırken diğer konsantrasyonlarda yaklaşık %50-60 

olduğu tespit edilmiştir.  

Sorafenibin 48 saat maruziyet periyodu sonrasında IC50, IC50/5 ve IC50/10 

konsantrasyonlarında ve 72 saat maruziyet periyodu sonrasında ise IC50, IC50/5 

konsantrasyonlarında hücre canlılığında kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

azalmaya yol açtığı belirlenmiştir (p<0.001). İlacın 48 ve 72 saat maruziyet 

periyodunda IC50 konsantrasyonları hücre canlılığını %50’ nin altına düşürdüğü ancak 

diğer konsantrasyonlarında hücre canlılığını %50’ nin üstünde olduğu tespit edilmiştir. 

Zamana göre gruplar arası karşılaştırma yapıldığında; IC50 ve IC50/10 

konsantrasyonları 24 saatlik grupla karşılaştırıldığında 48 ve 72. saatlerdeki hücre 

canlılığını anlamlı bir şekilde değiştirmiştir (p<0.05). Ancak 48 ve 72 saatlik 
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maruziyetler karşılaştırıldığında sitotoksik etki bakımından sadece IC50 ve IC50/10 

konsantrasyonlarında fark bulunmuştur (p<0.01). 

Tablo 4.2.  HepG2 hücrelerinde pH 6.8’ de hazırlanan sorafenibin zaman ve doza bağlı olarak 
gözlenen % hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları 

Sorafenib 
Konsantrasyon 

(µM) 

Hücre Canlılığı (%)±SE 

24 saat 48 saat 72 saat 
Kontrol (MEM) 100±3.02a 100±3.42a 100±3.33a 
MEM+DMSO 93.20±0.44a 98.46±2.88a 88.53±3.91a 

IC50 21.89±0.57b,x 47.46±0.40b,y 35.79±2.47b,z 
IC50/5 51.44±1.49c,x 51.12±1.81b,x 54.59±4.08c,x 
IC50/10 53.79±1.33cd,x 72.87±2.52c,y 85.44±1.79a,z 
IC50/20 59.75±1.13d,x 86.23±1.34a,y 97.34±4.31a,y 

a,b,c Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.001)   
x,y,z Aynı satırdaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05)  

 

Şekil 4.3.  HepG2 hücrelerinde pH 6.8’ de hazırlanan sorafenibin doza bağlı olarak gözlenen % 
hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları (* p<0.05 ve *** p<0.001) 

 

 

 

 

 

 

 

***

***
***

***

***
***

***

***

***

0

20

40

60

80

100

120

%
 H

üc
re

 C
an

lıl
ığ

ı

MEM            MEM+DMSO              IC50 IC50/5   IC50/10 IC50/20  

24. Saat 48.Saat 72.Saat



56 
 

4.2.3. Sorafenibin pH 7.2’ deki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi 

Sorafenibin 7.2 pH’ daki medyumla hazırlanan farklı konsantrasyonlarının 

HepG2 hücrelerine 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodunda hücre canlılığına etkisi 

Tablo 4.3. ve Şekil 4.4’ de gösterilmiştir. DMSO’ nun hücre canlılığına etkisi 

bulunmadığı belirlenmiştir (p>0.05). İlacın bütün konsantrasyonlarının 24 saat 

uygulaması hücre canlılığını kontrol grubuna göre önemli derecede azaltmıştır 

(p<0.001). İlacın 24 saat uygulamasında en yüksek konsantrasyonu hücre canlılığını 

%50’ nin altına kadar azaltırken diğer konsantrasyonlarda yaklaşık %70-80 olduğu 

tespit edilmiştir. 

Sorafenibin 48 saat maruziyet periyodu sonrasında IC50 (p<0.001) ve IC50/5 

(p<0.01) konsantrasyonlarında, 72 saat maruziyet periyodu sonrasında ise IC50 

(p<0.001), IC50/5 (p<0.001) ve IC50/10 (p<0.01) konsantrasyonlarında hücre canlılığında 

kontrol grubuna göre  azalmaya yol açtığı belirlenmiştir. 

Zamana göre gruplar arası karşılaştırma yapıldığında; IC50 konsantrasyonu 24 

saatlik grupla karşılaştırıldığında 48. saatteki hücre canlılığı  artışa (p<0.05), IC50/5 

konsantrasyonu 24 saatlik grupla karşılaştırıldığında 72. saatteki hücre canlılığı  

azalmaya yol açmıştır (p<0.05). 

Tablo 4.3.  HepG2 hücrelerinde pH 7.2’ de hazırlanan sorafenibin zaman ve doza bağlı olarak 
gözlenen % hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları 

Sorafenib 
Konsantrasyon 

(µM) 

Hücre Canlılığı (%)±SE 
24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol (MEM) 100±2.58a  100±8.43a  100±2.45a 
MEM+DMSO 85.46±1.68a  93.42±3.96a   94.88±1.95a 

IC50 32.63±0.86b,x 43.79±1.90b,y 32.71±1.42b,x 
IC50/5 67.55±4.97c,x 59.92±2.03bc,x 34.39±0.49b,y 
IC50/10 72.18±1.02c,x 76.72±2.14ac,x 78.25±4.24c,x 
IC50/20 77.26±1.96c,x 83.38±5.03ac,x 91.70±4.64ac,x 

a,b,c Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.001)   
x,y,z Aynı satırdaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05)  
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Şekil 4.4.  HepG2 hücrelerinde pH 7.2’ de hazırlanan sorafenibin doza bağlı olarak gözlenen % 
hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları (* p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001) 

4.2.4. Sorafenibin pH 7.6’ daki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi 

Sorafenibin 7.6 pH’ daki medyumla hazırlanan farklı konsantrasyonlarının 

HepG2 hücrelerine 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodundaki hücre canlılığına etkisi 

Tablo 4.4. ve Şekil 4.5.’ de gösterilmiştir. DMSO’ nun hücre canlılığına etkisi 

bulunmadığı belirlenmiştir (p>0.05). İlacın bütün konsantrasyonlarının 24 ve 48 saat 

maruziyet uygulaması hücre canlılığını kontrol grubuna göre önemli derecede 

azaltmıştır (p<0.001). Hücre canlılığı 24 saat maruziyet periyodu için ilacın tüm 

konsantrasyonları hücre canlılığını %50’ nin altında (yaklaşık %20-30 arasında) 

olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca en düşük ilaç konsantrasyonu dahil tüm 

konsantrasyonlarda %50’ nin altında hücre canlılığı tespit edilen grubun sadece 7.6 

pH-24 saat olduğu belirlenmiştir. Hücre canlılığı 48 saat maruziyet periyodu için ise 

%50’ nin üzerinde olduğu tespit edilmiştir. Sorafenibin 72 saat maruziyet periyodu 

sonrasında IC50 konsantrasyonunda hücre canlılığında kontrol grubuna göre anlamlı 

değişikliğe yol açtığı belirlenmiştir (p<0.05). 

Zamana göre gruplar arası karşılaştırma yapıldığında IC50 ve IC50/20 

konsantrasyonları 24 saatlik grupla karşılaştırıldığında 48 ve 72. saatlerdeki hücre 

canlılığı anlamlı bir şekilde artmıştır (p<0.01). Ancak 48 ve 72 saatlik maruziyetler 
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karşılaştırıldığında sitotoksik etki bakımından sadece IC50 ve IC50/20 

konsantrasyonlarında fark bulunmuştur (p<0.01). 

Tablo 4.4. WST-8 yöntemine göre pH 7.6 değerindeki sorafenibin 24, 48 ve 72 saat maruziyet 
süresinde HepG2 hücrelerindeki sitotoksik etkisi 

Sorafenib 
Konsantrasyon 

(µM) 

Hücre Canlılığı (%)±SE 

24 saat 48 saat 72 saat 

Kontrol (MEM) 100±1.54a 100±2.22a 100±2.84a 
MEM+DMSO 93.80±2.11a 95.29±2.44a 91.80±3.33a 

IC50 19.76±0.61b,x 53.33±0.10b,y 72.79±3.44b,z 
IC50/5 20.90±1.39b,x 58.05±0.64bc,y 76.13±2.59ab,y 
IC50/10 26.10±1.65bc,x 64.47±1.75cd,y 78.12±2.73ab,y 
IC50/20 31.35±1.86c,x 66.28±1.39d,y 85.51±5.05ab,z 

a,b,c Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05)   
x,y,z Aynı satırdaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05) 

 

Şekil 4.5. HepG2 hücrelerinde pH 7.6’ da hazırlanan sorafenibin doza bağlı olarak gözlenen % 
hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları (* p<0.05 ve *** p<0.001) 

4.2.5. Sorafenibin pH 7.8’ deki Farklı Dozlarının Hücre Canlılığına Etkisi 

Sorafenibin 7.8 pH’ daki medyumla hazırlanan farklı konsantrasyonlarının 

HepG2 hücrelerine 24, 48 ve 72 saat maruziyet periyodundaki hücre canlılığına  etkisi 

Tablo 4.5. ve Şekil 4.6.’ da gösterilmiştir. DMSO’ nun hücre canlılığına etkisi 

bulunmadığı belirlenmiştir (p>0.05). İlacın IC50, IC50/5 ve IC50/10 konsantrasyonlarının 

24 saat maruziyet uygulaması hücre canlılığını kontrol grubuna göre  azaltmıştır 
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(p<0.001). Hücre canlılığı 24 saat maruziyet uygulaması ilacın IC50 ve IC50/5 

konsantrasyonlarında %50’ nin altında iken diğer konsantrasyonlarında %50’ nin 

üzerinde olduğu tespit edilmiştir.  

Sorafenibin 48 saat maruziyet periyodu sonrasında IC50 (p<0.001), IC50/5 

(p<0.001) ve IC50/10 (p<0.01) konsantrasyonlarında, 72 saat maruziyet periyodu 

sonrasında ise tüm konsantrasyonlarında (p<0.001) hücre canlılığında kontrol grubuna 

göre azalmaya yol açtığı belirlenmiştir. Hücre canlılığı 72 saat maruziyet 

uygulamasında %40-60 arasında olduğu tespit edilmiştir.  

Zamana göre gruplar arası karşılaştırma yapıldığında; IC50 konsantrasyonu 24 

saatlik grupla karşılaştırıldığında 48 ya da 72 saatlerdeki hücre canlılığı  artmıştır 

(p<0.05). Ancak 48 ve 72 saatlik maruziyet periyodu sonrasında meydana gelen 

sitotoksik etki bakımından kendi aralarında yapılan karşılaştırmada sadece IC50/20 

konsantrasyonlarında fark bulunmuştur (p<0.01). 

Tablo 4.5.  WST-8 yöntemine göre pH 7.8 değerindeki sorafenibin 24, 48 ve 72 saat maruziyet 
süresinde HepG2 hücrelerindeki sitotoksik etkisi 

Sorafenib 
Konsantrasyon 

(µM) 

Hücre Canlılığı (%)±SE 

24 saat 48 saat 72 saat 
Kontrol (MEM) 100±4.40a 100±3.03a 100±4.32a 
MEM+DMSO 88.86±2.70a 97.47±1.08a 94.18±5.24a 

IC50 25.32±0.48b,x 35.83±3.55b,y 38.32±0.67b,y 
IC50/5 38.73±3.68bc,x 55.30±5.52c,x 49.38±2.57bc,x 
IC50/10 55.41±5.62c,x 66.10±5.24cd,x 51.56±1.98bc,x 
IC50/20 84.95±1.26a,x 83.87±2.047ad,x 61.09±1.13c,y 

a,b,c Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.01)  
x,y,z Aynı satırdaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05)  
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Şekil 4.6.  HepG2 hücrelerinde pH 7.8’ de hazırlanan sorafenibin doza bağlı olarak gözlenen % 
hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları (* p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001) 

4.2.6. Sorafenibin 24 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karşılaştırılması 

Tez çalışmasından elde edilen WST-8 testi sonucuna göre; sorafenibin 24 saat 

maruziyet periyodu sonrasında tüm konsantrasyonları için HepG2 hücrelerinde en 

güçlü sitotoksik etkisini pH 7.6’ da gösterdiği tespit edilmiştir. İlacın pH 7.6’ daki 

bütün konsantrasyonları hücre canlılığını %50’ den daha fazla azaltmıştır.  

Farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin HepG2 hücrelerinde 24 saat 

maruziyet periyodu sonrasındaki hücre canlılığına etkisinin konsantrasyona göre 

karşılaştırması Tablo 4.6. ve Şekil 4.7.’ de gösterilmiştir. Buna göre; ilacın IC50 

konsantrasyonu hücre canlılığını %19.76±0.61’ e düşürerek en yüksek sitotoksik 

etkisini pH 7.6 grubunda gösterdiği belirlenmiştir. Daha sonra IC50 konsantrasyonunda 

en yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla pH 6.8, 7.8, 7.2 ve 6.6 pH grubunda gösterdiği 

belirlenmiştir. IC50 konsantrasyonunda hücre canlığında en fazla azalma tespit edilen 

pH 7.6 grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında 6.6, 7.2 (p<0.001) ve 7.8 (p<0.05) pH 

grupları arasında hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

saptanmıştır. Ancak IC50 konsantrasyonunda pH 7.6 grubu ile pH 6.8 grubu arasında 
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hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmemiştir 

(p>0.05). 

İlacın IC50/5 konsantrasyonu hücre canlılığını %20.90±1.39’ a kadar düşürerek 

en yüksek sitotoksik etkisini pH 7.6 grubunda gösterdiği belirlenmiştir. Sorafenibin 

IC50/5 konsantrasyonda en yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla 7.8, 6.8, 7.2 ve 6.6 pH 

gruplarında gösterdiği belirlenmiştir. Hücre canlığında en fazla azalma tespit edilen 

pH 7.6 grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında 6.8 (p<0.01), 7.2 ve 6.6 (p<0.001) pH 

gruplarında arasında hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

saptanmıştır. Ancak IC50/5 konsantrasyonu için pH 7.6 grubu ile pH 7.8 grubu arasında 

hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmemiştir 

(p>0.05). 

İlacın IC50/10 ve IC50/20 konsantrasyonları hücre canlılığını sırasıyla %16.10±1.65 

ve %31.35±1.86’ ya düşürerek en yüksek sitotoksik etkisini pH 7.6 grubunda 

gösterdiği belirlenmiştir. Daha sonra IC50/10 ve IC50/20 konsantrasyonlarında en yüksek 

sitotoksik etkisini sırasıyla 6.8, 7.8, 7.2 ve 6.6 pH gruplarında gösterdiği belirlenmiştir. 

IC50/10 ve IC50/20 konsantrasyonlarında hücre canlığında en fazla azalma tespit edilen 

pH 7.6 grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında tüm pH grupları arasında hücre 

canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmıştır (p<0.01). 

Elde edilen sonuçlara göre sorafenib en düşük konsantrasyonlarda (IC50/10 ve 

IC50/20) pH 7.6’ da diğer pH gruplarına göre hücre canlılığını %50’ den daha fazla 

azaltarak yüksek sitotoksik etkisinin devam ettiği belirlenmiştir. Aynı 

konsantrasyonlarda pH 7.6 haricindeki pH larda  hücre canlılığı %50’ nin üzerinde 

kalmıştır.. Ayrıca azalan konsantrasyonlarda hücre canlılığı artmasına rağmen pH 7.6 

grubundaki hücre canlılığının artışı diğer pH gruplarına göre oldukça düşük seviyede 

olduğu belirlenmiştir. pH 7.6 grubunda sorafenibin en yüksek ve en düşük 

konsantrasyonlardaki hücre canlılığı arasındaki fark %11.59 iken sitotoksik etki pH 

7.6’ ya en yakın olan pH 6.8 grubunda ise fark %37.86 olarak tespit edilmiştir. Bu 

durum sorafenibin alkali ortamda asidik ortama göre daha etkili olduğunu 

göstermektedir. pH 7.8, 6.6 ve 7.2 gruplarında en düşük ve en yüksek konsantrasyon 

arasındaki sitotoksik etki ise sırasıyla %59.63, %57.03 ve %44.63 olarak 

belirlenmiştir. 
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Tablo 4.6.  HepG2 hücrelerinde farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 24 saat maruziyet 
periyodu sonrasında gözlenen % hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları 

a,b,c Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05).  

 

Şekil 4.7.  Farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 24 saat maruziyet süresinde HepG2 
hücrelerinde % canlılığa etkisi 

4.2.7. Sorafenibin 48 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karşılaştırılması 

WST-8 testi sonucuna göre; sorafenibin 48 saat maruziyet periyodu sonrasında 

tüm konsantrasyonları için HepG2 hücrelerinde en güçlü sitotoksik etkisini pH 6.6 

değerinde gösterdiği tespit edilmiştir.  

Farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin HepG2 hücrelerinde 48 saat 

maruziyet periyodu sonrasındaki hücre canlılığına etkisinin konsantrasyona göre 

karşılaştırması Tablo 4.7. ve Şekil 4.8.’ de gösterilmiştir. Buna göre; ilacın IC50 

konsantrasyonu hücre canlılığını %32.50± 2.87’ ye düşürerek en yüksek sitotoksik 

etkisini pH 6.6 grubunda gösterdiği belirlenmiştir. İlacın IC50 konsantrasyonunda en 

yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla 7.8, 7.2, 6.8 ve 7.6 pH grubunda gösterdiği 

belirlenmiştir. IC50 konsantrasyonunda hücre canlığında en fazla azalma tespit edilen 

pH 6.6 grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında 6.8, 7.2 (p<0.05) ve 7.6 (p<0.001) pH 
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7.2 100±2.58 85.46±1.68 32.63±0.86c 67.55±4.97ac 72.18±1.02c 77.26±1.96c 
7.6 100±1.54 93.80±2.11 19.76±0.61b 20.90±1.39d 26.10±1.65d 31.35±1.86d 
7.8 100±4.40 88.86±2.70 25.32±0.48d 38.73±3.68bd 55.41±5.62bc 84.95±1.26c 
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grupları arasında hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

saptanmıştır. Ancak IC50 konsantrasyonunda 6.6 pH grubu ile 7.8 pH grubu arasında 

hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmemiştir 

(p>0.05). 

İlacın IC50/5 konsantrasyonunda hücre canlılığını %39.13±0.38’ e düşürerek en 

yüksek sitotoksik etkisini pH 6.6 grubunda gösterdiği belirlenmiştir. İlacın IC50/5 

konsantrasyonunda en yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla 6.8, 7.8, 7.6 ve 7.2 pH 

grubunda gösterdiği belirlenmiştir. IC50/5 konsantrasyonunda hücre canlığında en fazla 

azalma tespit edilen pH 6.6 grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında 7.8 (p<0.05), 7.6 

ve 7.2 (p<0.01) pH grupları arasında hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık saptanmıştır. Ancak IC50/5 konsantrasyonunda 6.6 pH grubu ile 6.8 

pH grubu arasında hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit 

edilmemiştir (p>0.05). 

İlacın IC50/10 konsantrasyonunda hücre canlılığını %39.13±0.38’ e düşürerek en 

yüksek sitotoksik etkisini pH 6.6 grubunda gösterdiği belirlenmiştir. Daha sonra IC50/10 

konsantrasyonunda en yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla 7.6, 7.8, 6.8 ve 7.2 pH 

grubunda gösterdiği belirlenmiştir. IC50/10 konsantrasyonunda hücre canlığında en 

fazla azalma tespit edilen pH 6.6 grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında 7.8 

(p<0.05), 6.8 ve 7.2 (p<0.01) pH grupları arasında hücre canlılığı açısından istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık saptanmıştır. Ancak IC50/10 konsantrasyonunda 6.6 pH grubu 

ile 7.6 pH grubu arasında hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

tespit edilmemiştir (p>0.05). 

İlacın IC50/20 konsantrasyonunda hücre canlılığını %39.13±0.38’ e düşürerek en 

yüksek sitotoksik etkisini pH 6.6 grubunda gösterdiği belirlenmiştir. Daha sonra IC50/20 

konsantrasyonunda en yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla 7.6, 7.2, 7.8 ve 6.8 pH 

grubunda gösterdiği belirlenmiştir. IC50/20 konsantrasyonu için hücre canlığında en 

fazla azalma tespit edilen pH 6.6 grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında tüm 

gruplarda hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmıştır 

(p<0.001). 

İlacın en düşük konsantrasyonda pH 7.6’ daki güçlü sitotoksik etkisi 24 saatten 

(%31.35±1.86) sonra 48 saatte de devam etmektedir. 
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Tablo 4.7.  HepG2 hücrelerinde farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 48 saat maruziyet 
periyodu sonrasında gözlenen % hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları 

pH MEM MEM+DMSO 
Sorafenib 

IC50 IC50/5 IC50/10 IC50/20 
6.6 100±4.62 96.81±0.18 32.50± 2.87a 39.13±0.38a 39.80±1.13a 40.20±0.78a 
6.8 100±3.42 98.46±2.88 47.46±0.40b 51.12±1.81ab 72.87±2.52b 86.23±1.34b 
7.2 100±8.43 93.42±3.96 43.79±1.90bc 59.92±2.03b 76.72±2.14b 83.38±5.03b 
7.6 100±2.22 95.29±2.44 53.33±0.10b 58.05±0.64b 64.47±1.75ab 66.28±1.39c 
7.8 100±3.03 97.47±1.08 35.83±3.55ac 55.30±5.52b 66.10±5.24b 83.87±2.04b 

a,b,c Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05).  

 

Şekil 4.8.  Farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 48 saat maruziyet süresinde HepG2 
hücrelerinde % canlılığı etkisi 

4.2.8. Sorafenibin 72 Saatlik Maruziyetine pH Etkisinin Karşılaştırılması 

Farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin HepG2 hücrelerinde 72 saat 

maruziyet periyodu sonrasındaki hücre canlılığına etkisinin konsantrasyona göre 

karşılaştırması Tablo 4.8. ve Şekil 4.9.’ da gösterilmiştir. Buna göre; ilacın IC50 

konsantrasyonu hücre canlılığını %32.71±1.48’ e düşürerek en yüksek sitotoksik 

etkisini pH 7.2 grubunda gösterdiği belirlenmiştir. Daha sonra IC50 konsantrasyonun 

en yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla 6.8, 7.8, 6.6 ve 7.6  pH grubunda gösterdiği 

belirlenmiştir. IC50 konsantrasyonu için hücre canlığında en fazla azalma tespit edilen 

pH 7.2 grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında sadece 7.6 pH ‘ da grubunda hücre 

canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmıştır (p<0.05).  

İlacın IC50/5 konsantrasyonunda hücre canlılığını %34.39±0.49’ a düşürerek en 

yüksek sitotoksik etkisini pH 7.2 grubunda gösterdiği belirlenmiştir. Daha sonra en 
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yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla 6.6, 7.8, 6.8 ve 7.6 pH grubunda gösterdiği 

belirlenmiştir. Hücre canlığında en fazla azalma tespit edilen pH 7.2 grubu diğer 

gruplarla karşılaştırıldığında sadece 7.6 pH’ da grubunda hücre canlılığı açısından 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmıştır (p<0.001). 

İlacın IC50/10 ve IC50/20 konsantrasyonunda hücre canlılığını sırasıyla 43.35±0.98 

ve 46.66±5.04’ a düşürerek en yüksek sitotoksik etkisini pH 6.6 grubunda gösterdiği 

belirlenmiştir. Daha sonra en yüksek sitotoksik etkisini sırasıyla 7.8, 7.6, 7.2 ve 6.8 

pH grubunda gösterdiği belirlenmiştir. Hücre canlığında en fazla azalma tespit edilen 

pH 6.6 pH grubu diğer gruplarla karşılaştırıldığında 7.6, 7.2 ve 6.8 pH’ da grubunda 

hücre canlılığı açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmıştır (p<0.001). 

İlacın en düşük iki (IC50/10 ve IC50/20) konsantrasyonlarında hücre canlılığını 

yaklaşık %50-60’ a kadar azaltarak en güçlü sitotoksik etkisini pH 6.6’ dan sonra pH 

7.8’ de gösterdiği tespit edilmiştir. İlacın IC50/10 ve IC50/20 konsantrasyonlarında diğer 

pH gruplarında ise hücre canlılığı yaklaşık %80-97 arasında olduğu tespit edilmiştir. 

Tablo 4.8.  HepG2 hücrelerinde farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 72 saat maruziyet 
periyodu sonrasında gözlenen % hücre canlılığının WST-8 analizi sonuçları 

pH MEM MEM+DMSO 
Sorafenib 

IC50 IC50/5 IC50/10 IC50/20 

 
 
 

6.6 100±7.15 98.68±10.50 38.92±0.75a 41.80±0.70a 43.35±0.98a 46.66±5.04a 
6.8 100±3.33 88.53±3.91 35.79±2.47a 54.59±4.08a 85.44±1.79b 97.34±4.31b 
7.2 100±2.45 94.88±1.95 32.71±1.42a 34.39±0.49a 78.25±4.24b 91.70±4.64b 
7.6 100±2.84 91.80±3.33 72.79±3.44b 76.13±2.59b 78.12±2.73b 85.51±5.05b 
7.8 100±4.32 94.18±5.24 38.32±0.67a 49.38±2.57a 51.56±1.98a 61.09±1.13a 

a,b,c Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel açıdan anlamlı farklılığı ifade eder (p<0.05).  
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Şekil 4.9.  Farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 72 saat maruziyet süresinde HepG2 
hücrelerinde % canlılığı etkisi 

4.3. Hücre Proliferasyon Testi 

Sorafenibin 7.6, 6.6 ve 7.2 pH değerinde hücrelere uygulanan IC50/20 

konsantrasyonlarının 24 saat maruziyet periyodu süresinde gözlenen hücre 

proliferasyon verileri Tablo 4.9.’ da gösterilmiştir.  

Proliferasyon testi sonucuna göre farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenib 

kendi pH kontrol grubuna göre hücre proliferasyonunu belirgin derecede baskılamıştır 

(p<0.001). Farklı pH’ lardaki sorafenibin hücre proliferasyonunu baskılama sıralaması 

7.6>7.2>6.6 olarak tespit edilmiştir. Grupların hücre proliferasyon sonuçları arasında 

istatistiksel olarak önemli fark belirlenmiştir (p<0.001).  

HepG2 hücrelerinde farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 24 saatteki 

hücre proliferasyon eğrileri, maruziyet periyodunun başlangıç ve 24 saat sonundaki 

hücre yoğunluğu görüntüleri Şekil 4.10. ve 4.11.’ de gösterilmiştir. 
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Tablo 4.9. HepG2 hücrelerinde farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 24 saatteki 
proliferasyon oranları 

Grup (pH) Tekrar % Yoğunluk  
(Başlangıç) 

% Yoğunluk 
 (24 saat sonu) 

Proliferasyon 
Artışı (%) 

Proliferasyon 
Artışı (% 
Ortalama) 

6.6 Kontrol 
1 46.07 74.53 61.78 

61.13±0.34a 2 48.03 77.14 60.61 
3 49.17 79.16 60.99 

6.6 IC50/20 
1 42.81 54.53 27.38 

27.65±0.30b 
 

2 43.64 55.97 28.25 
3 44.97 57.25 27.31 

7.2 Kontrol 
1 56.71 81.19 43.17 

46.61±0.41c 2 58.87 84.15 42.94 
3 53.72 77.51 44.29 

7.2 IC50/20 
1 46.89 56.11 19.66 

19.67±0.50d 2 45.47 54.02 18.80 
3 47.57 57.34 20.54 

7.6 Kontrol 
1 48.57 67.42 38.81 

38.69±0.77e 2 46.04 64.44 39.97 
3 49.61 68.11 37.29 

7.6 IC50/20 
1 52.41 61.25 16.87 

15.84±0.53f 2 51.68 59.75 15.62 
3 50.18 57.73 15.05 
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pH 6.6 Kontrol     pH 6.6 IC50/20 
(Proliferasyon artışı %61.61)   (Proliferasyon artışı %27.31) 

      

pH 7.2 Kontrol     pH 7.2 IC50/20   
(Proliferasyon artışı %44.29)    (Proliferasyon artışı %19.66) 

      

pH 7.6 Kontrol     pH 7.6 IC50/20   
(Proliferasyon artışı %38.81)    (Proliferasyon artışı %16.87) 

Şekil 4.10.  HepG2 hücrelerinde farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin 24 saatteki hücre 
proliferasyon eğrileri 
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Yoğunluk         Yoğunluk  
(Başlangıç)      (24 saat sonu)  

      

(pH 6.6 Kontrol) 

     

(pH 6.6 IC50/20) 

     

(pH 7.2 Kontrol) 

Şekil 4.11.  HepG2 hücrelerinde farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin maruziyet 
periyodunun başlangıç ve 24 saat sonundaki görüntüleri 

 
 
 
 
 



70 
 

Yoğunluk         Yoğunluk  
(Başlangıç)      (24 saat sonu)  

     

(pH 7.2 IC50/20) 

      

(pH 7.6 Kontrol) 

      

(pH 7.6 IC50/20) 

Şekil 4.11.  (Devam) HepG2 hücrelerinde farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin maruziyet 
periyodunun başlangıç ve 24 saat sonundaki görüntüleri 

Karaciğer kanseri Dünyada yüksek insidans ve mortalite oranına sahip kanser 

türleri arasında yer almaktadır (Reig et al., 2018). Uluslararası kanser araştırma ajansı 

verilerine göre, Dünya genelinde 2020 yılında 905 677 yeni karaciğer kanser vakası 

olduğu ve tüm malign tümörler arasında altıncı sırada yer aldığı bildirilmiştir (IARC, 
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2020). Ülkemizde de 2 788 kişinin karaciğer kanserinden dolayı hayatını kaybetmesi 

sonucu dünyadaki durumla benzerlik göstermektedir (TÜİK, 2019). HCC’ nin erken 

teşhisi zordur ve genellikle hastalığın ilerlemiş aşamalarında konulabilmektedir. İleri 

seviye HCC tedavisinde kullanılan ilk tedavi seçeneğini hem multikinaz inhibitörü 

hem de anjiyogenezisi inhibe eden sorafenib oluşturmaktadır. Sorafenib ileri seviye 

HCC kanseri dışında çeşitli evredeki böbrek kanseri ve tiroid kanseri hastalarında da 

kullanılmaktadır (Colagrande et al., 2015). Ayrıca akciğer, kolorektal, pankreas, 

glioblastoma, miyeloid lösemi, ovaryum ve meme kanserinde de kullanılmasına 

yönelik çeşitli preklinik çalışmalar bulunmaktadır (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 ilaç tedavisine oldukça dirençlidir. Ayrıca rezeke edilemeyen HCC’ li 

hastalarda tümörün nüks etme oranının yüksek ve uzun süre sağkalım oranının düşük 

olmasından dolayı daha etkili ve daha güvenli tedavi seçeneklerine ihtiyaç 

duyulmaktadır (Marquardt et al., 2012). Kemoterapötik ilaçların etkinliğinin 

arttırmaya yönelik çalışmalardan birisi kemoterapötik ile transarteryel 

kemoembolizasyonun birleştirilmesidir. Böylece antikanser ilacın kanser bölgesindeki 

konsantrasyonu sistemik uygulamasına kıyasla artmaktadır ve birkaç saatten birkaç 

güne kadar yüksek seviyelerde devam edebilmektedir. TAKE lokal bir tedavi 

yöntemidir ve hepatik arteri embolize (vücuttaki bir doku ya da organın damarlarını 

anjiyo yöntemiyle tıkamak anlamına gelir) edebilir. TAKE uygulaması orta evre HCC 

(BCLC evre B) olan, portal ven tümör trombozu (PVTT) veya ekstrahepatik metastazı 

olmayan büyük veya multinodüler HCC’ li hastalar için standart tedavi seçeneği olarak 

önerilmektedir (Kudo et al., 2020). Antineoplastik ilaçların intravenöz yolla 

kullanıldığı kemoterapi BCLC tedavi stratejisinde yer almamaktadır. Moleküler 

biyoloji çalışmaları VEGF seviyesinin TAKE tedavisi yapıldıktan sonra genellikle 

lokal ve sistemik olarak arttığını göstermiştir. Ancak sorafenib antiproliferatif 

etkinliğinin yanını sıra VEGFR’ yi inhibe ederek antianjiyojenik aktivite de 

göstermektedir (Pascale et al., 2015). Bu nedenle son yıllarda, rezeke edilemeyen 

HCC’ li hastalar için sorafenib ile TAKE’ yi birleştirmeye çalışan çeşitli çalışmalar 

bulunmaktadır. Meta-analiz sonuçları TAKE ile kombine sorafenibin prognoza kadar 

geçen zaman (time to progression, TTP/ ‘‘kanser gibi bir hastalığın tedavisi sırasında 

ve sonrasında bir hastanın bu hastalıkla yaşadığı, ancak daha da kötüleşmediği 

süredir’’) açısından tek başına TAKE’ den üstün olabileceğini göstermiştir (Liu et al., 
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2014). Ancak hem hayatta kalma oranı (overall survival, OS) hem de TTP’ yi 

iyileştirdiği yönünde pozitif sonuçları destekleyen sınırlı sayıda çalışma olmasına 

rağmen genel görüş hayatta kalma süresi üzerinde olumlu yönde etkisinin bulunmadığı 

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

Sorafenibin etkinliğini arttırmaya yönelik diğer bir uygulama ilacın yttrium-90 

(Y-90) transarteryel radyoembolizasyon (Y-90 RE) birlikte kullanmasıdır. Y-90 RE 

tedavisi tam tümör nekrozu, küratif gibi çeşitli amaçlarla semptomatik ve palyatif 

tedavide kullanılmaktadır. Ancak sorafenibin transarteryel radyoembolizasyon 

yöntemi ile beraber kullanılması TAKE’ de olduğu gibi BCLC tedavi stratejisi 

arasında yer almamaktadır. Y-90 RE ile sorafenibin etkinliğini arttırmaya yönelik 

yapılan klinik çalışmalarda OS’ yi değiştirmediği ancak Y-90 RE+sorafenib grubunda 

objektif cevap oranının daha yüksek ve dermatolojik yan etkilerin daha az olduğu 

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

Sorafenibin biyoyararlanımını arttırmak ve hedefe yönelik tedavi yöntemi için 

nanoformülasyonları da (sorafenib yüklü sodyum selenit nanopartiküllerinin, SSSNP) 

geliştirilmiştir (Chen et al., 2020; Moni et al., 2020). Sorafenib nanoparçacıkları ile 

tedaviye takiben sıçanların tümör dokularındaki sorafenib konsantrasyonu, normal 

dokulardakinden önemli ölçüde daha yüksek bulunmuştur. Daha da önemlisi sorafenib 

nanopartikülleri tek başına sorafenib ile karşılaştırıldığında tümör büyümesini güçlü 

bir şekilde inhibe ettiği bildirilmiştir (Sheng et al., 2017). Deney hayvanlarından elde 

edilen sonuçlar sorafenib nanopartiküllerinin insanlarda spesifik olarak hepatoselüler 

karsinomu hedefleyebileceğini öne sürülmektedir (Moni et al., 2020). Sorafenib’ in 

insan serum albümini (HSA) ve folik asit (FA) ile hazırlanan nanofarmülasyonu (FA-

HSA-SRF-NP) ksenograft tümörlerini taşıyan çıplak farelerde tümör proliferasyonu 

ve anjiyogenezi azaltarak etkili antitümör aktivitesini sergilediği bildirilmiştir (Gao et 

al., 2019). Mevcut çalışmada, sorafenibin sitotoksik etkisini Warburg Etkisi sonucu 

meydana gelen asidik mikroçevrenin azaltabileceği düşünüldüğünden, farklı pH 

değerlerinde medyum kullanılarak sorafenibin karaciğer karsinoma hücre hattı olan 

HepG2 hücrelerindeki sitotoksik ve proliferasyon üzerine etkisi araştırılmıştır. 

Tez çalışmasında ileri seviye HCC tedavisinde kullanılan sorafenibin 6.6 ve 7.8 

arasında değişen farklı pH değerlerindeki medyumla hazırlanan IC50, IC50/5, IC50/10 ve 

IC50/20 konsantrasyonunun HepG2 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi WST-8 test 

yöntemi kullanılarak araştırıldı. Ayrıca aralarında anlamlı fark bulunan pH 6.6, 7.2 ve 
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7.6 değerlerinde hazırlanan sorafenibin en düşük konsantrasyonu olan IC50/20’ nin 

hücre proliferasyon üzerindeki etkisi Juli-BR cihazında değerlendirildi.  

Yapmış olduğumuz çalışmada öncelikle sorafenibin IC50 değeri 24 saat 

maruziyetten sonra WST-8 test yöntemiyle değerlendirilmiş olup 13.40 µmol/L olarak 

belirlenmiştir. Sorafenibin HepG2 hücre hatlarında yapılan çeşitli çalışmalarda IC50 

değeri (24 saat) 10-15.9 µmol/L arasında bulunmuştur (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; Şirin, 2018). Sorafenibin HepG2’ ye karşı daha önce bildirilen IC50 değeri 

ile mevcut çalışmadaki IC50 değeri benzerlik göstermektedir. Ancak bazı çalışmalarda 

HepG2 hücrelerindeki IC50 değeri 6.20-9 µmol/L arasında olduğu belirtilmiştir 

(Eilenberger et al., 2019; Pascale et al., 2015; Rangwala et al., 2012; Tan et al., 2019; 

Zhang et al., 2020). Bu farklılığın sebebi IC50 değeri belirlenmesinde kullanılan test 

yönteminin (MTT, MTS, sulforhodamine B, WST-1, WST-8 ya da alamar mavisi) ve 

zamanın (24, 48 ve 72 saat) farklı olmasına bağlı olabilir. Ayrıca in vitro denemelerde 

monolayer (tek tabakalı) hücre yoğunluğu da kemosensitiviteyi etkileyebilmektedir.  

Hücre yoğunluğu doğrudan veya dolaylı olarak hücre döngüsü, ilaç emilimi, oksijen 

difüzyonu ve hücre yapışması gibi olayları etkilemektedir. Bu nedenle hücre 

yoğunluğu başta ilaç direnci olmak üzere proliferasyon oranı, hücre-hücre ve hücre-

matriks etkileşimlerindeki değişikliklerle ilişkilendirilmiştir (Meli et al., 2012; Pascale 

et al., 2015). 

Kanser hücreleri hücresel faaliyetlerini yerine getirmek için gerekli olan enerjiyi 

(ATP) ‘‘Warburg etkisi’’ adı verilen metabolik süreçte glikozu aerobik veya anaerobik 

koşullar altında laktik aside dönüştürerek elde ederler (Westley and May, 2013). 

Asidik mikroçevre, Warburg Etkisi sonucu açığa çıkan yüksek miktardaki laktik asidin 

hücre içinden dışına taşınarak ekstrasellüler ortamda birikmesiyle meydana 

gelmektedir. Hücre içi pH’ da meydana gelen düşüş endonükleazları (polinükleotit 

zincirindeki fosfodiester bağını kesen enzim) aktive ederek DNA kırılmasına neden 

olmaktadır. Bunun sonucunda da hücrelerde başta apoptoz olmak üzere hücre ölüm 

mekanizmaları tetiklenerek ölüm meydana gelmektedir. Kanser hücreleri bu 

durumdan kaçmak için pH düzenleyeci proteinlerin sentezini artırmak gibi çeşitli 

mekanizmaları kullanarak hücre içi pH’ yı dengede tutmaya çalışırlar  (Izumi et al., 

2003). Örneğin, V-ATPaz proton pompası ile H+’ nin hücre dışına taşınması sonucu 

hücre dışı pH’ nın asidik ve hücre içi pH’ nın ise nötr yada hafif alkali değerde 
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kalmasını sağlar (Katara et al., 2014). Ayrıca Na+-H+ değiştirici 1 (NHE-1) 

ekspresyonu da artar ve hücre içindeki fazla H+ iyonu NHE-1 tarafından ekstrasellüler 

ortama taşınır. Anyon değiştirici-2’ nin de (AE-2) ekspresyonun azalması sonucu 

Cl¯/HCO3
¯değişimi inhibe edilir. Bunun sonucunda da hücre içi ve hücre dışı 

arasındaki pH farkında artış meydana gelmektedir (Heming and Bidani, 2003; Rotin 

et al., 1989).  

Asidik mikroçevre tümör dokularının en önemli ayırt edici özelliklerinden (The 

Hallmarks of Cancer) birisi olup hücrelerin canlılığını destekleyerek proliferasyon, 

invazyon, metastaz ve kemoterapötiklere karşı direnç oluşturma yeteneğini 

arttırmaktadır (Peppicelli et al., 2017). Çalışmamızda asidik pH’ lardaki hücre canlılığı 

ve sorafenibin etkinliği 24 saat uygulamada karşılaştırıldığında asitlik arttıkça hücre 

canlılığının arttığı ilacın etkinliğinin azaldığı tespit edilmiştir. Sorafenibin pH 6.6’ da 

tüm dozlarının etkinliği pH 6.8’ e göre önemli düzeyde düşük bulunmuştur.  İlacın pH 

6.6’ da uygulanan IC50 konsantrasyon grubunda hücre canlılığı %41.96 iken aynı 

dozun pH 6.8 deki hücre canlılığı (%21.89) yaklaşık yarı yarıya azalmıştır. Doz 

azaldıkça IC50/10 ve IC50/20 düzeylerinde pH 6.6’ da hücre canlılığı %90’ nın üzerine 

çıkmıştır. Sorafenibin aynı dozlarında pH 6.8’ de yaklaşık %55 hücre canlılığı 

belirlenmiştir. Ayrıca sorafenibin HepG2 hücreleri üzerine 24 saat maruziyet periyodu 

sonrasındaki sitotoksik etkisi pH 7.6 koşullarında diğer pH gruplarına göre önemli 

derecede artmıştır (p<0.05).  

Tümör mikroçevresinin asidik özellikte olması sadece kanser hücrelerinin 

yüksek metabolizma sonucu meydana gelen laktik asit değil aynı zamanda yetersiz 

perfüzyon (hipoksi) nedeniyle de kaynaklanmaktadır. Kanser hücreleri hipoksik şartlar 

altında HIF1 α’ nın aracılık ettiği gen ekspresyonunu uyararak glikozun 

parçalanmasını arttırır. Böylece hücrede laktik asit ve CO2 üretiminin artmasına neden 

olur (Kung et al., 2000; Seagroves et al., 2001). Kanser hücrelerinde meydana gelen 

fazla laktik asit üretimi ve tümörün hipoksik şartlarından dolayı kanser hücrelerinin 

mikroçevre pH değeri 6.4 ve 7.0 arasında değişmektedir. Hatta insan skuamöz hücre 

karsinomasında mikroçevre pH’ sının değeri 5.6’ ya kadar düştüğü bildirilmiştir 

(Griffiths, 1991; Boedtkjer and Pedersen, 2020). Çeşitli çalışmalar, asidik 

mikroçevrenin genomik mutasyonları tetikleyerek; lokal invazyon ve migrasyonu 

uyarması, antitümör bağışıklığını baskılaması ve özellikle kemoterapötik ilaçlara karşı 

direnci artırması sonucu tümör ilerlemesini desteklediğini doğrulamıştır  (Fan et al., 
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2015; Pilon-Thomas et al., 2016). Çalışmamızda medyum pH sının yalnızca 0.2 birim 

artırılması ile pH 6.8 de sitotoksik etki pH 6.6 ya göre yükselmiştir. Sorafenibin azalan 

tüm dozlarında (IC50/5, IC50/10 ve IC50/20) benzer durum gözlenmiş, ilacın etkinliği 

ortam pH’ sı artıkça artmıştır.  

Faes ve ark., (2016) sorafenibin 1 ve 10 µM konsantrasyonları alkali pH’ da (7.4) 

kültüre edilen insan umbilikal ven endotelyal hücrelerine (HUVEC) 48 saat maruziyet 

periyodu uygulandığında hücre proliferasyonunu %17 ve 68 oranında baskılamıştır 

(p<0.0001). Ancak sorafenibin aynı konsantrasyonları asidik pH’ da (6.4) bulunan 

hücrelerin proliferasyonunda önemli değişikliğe neden olmamıştır. Ayrıca HCC 

tedavisinde kullanılan sunitinib 1 ve 10 µM konsantrasyonlarında alkali pH’ da hücre 

proliferasyonunu sırasıyla %23 ve 71 oranında baskılamıştır. Ancak sunitinibin aynı 

konsantrasyonları asidik pH’ da (6.4) bulunan hücrelerin proliferasyonun oranında 

sorafenibde olduğu gibi önemli değişikliğe neden olmamıştır. Ayrıca araştırmacılar 

sorafenib ve sunitinibin asidik pH’ daki HUVEC hücreleri üzerindeki azalan 

antiproliferatif etkinliğinin fizyolojik pH’ a yeniden maruz bırakılmasıyla etkilerinin 

tekrar artabileceği de araştırmışlardır. Bunun için hücreler önce pH 6.4 değerinde 24 

saat ve daha sonra pH 7.4 değerinde 48 saat inkübe etmişlerdir. Araştırmacılar 

HUVEC’ nin VEGFR-2’ yi yeniden eksprese edilmesi için gereken sürenin fizyolojik 

pH’ da 48 saat olduğundan 48 saat periyodunu seçtiklerini belirtmişlerdir. Asidik pH’ 

ya maruz kalan hücrelerin pH 7.4’ e maruz kaldıktan sonra proliferasyon hızlarının 

yeniden arttığını bildirmişlerdir. Ayrıca bu hücrelere 1 ve 10 µM konsantrasyonlarda 

sorafenib veya sunitinib uygulandığında (48 saat) hücre proliferasyonunu önemli 

ölçüde (p<0.05) azalttığını bildirmişlerdir. Bu veriler asidik mikroçevrenin sorafenib 

ve sunitinibin antiproliferatif etkinliğini azalttığını göstermektedir. Ayrıca bu ilaçların 

etkinliklerini sürdürmek için hedef yapının fizyolojik pH sınırları arasında korunması 

gerektiğini öne sürmüşlerdir (Faes et al., 2016). Bizim yapmış olduğumuz 

proliferasyon testinde pH 7.6’ da hazırlanan sorafenib hücre proliferasyon oranını 

(%15.84±0.53), pH 7.2 (%19.67±0.50) ve 6.6 (%27.65±0.30) değerinde hazırlanan 

sorafenibe göre daha yüksek oranda baskıladığı bulunmuştur (p<0.001). Proliferasyon 

testinde elde ettiğimiz sonuçlar; sorafenibin alkali ortamda HepG2 hücrelerinin 

çoğalmasını diğer pH ortamlarına göre daha yüksek seviyede baskıladığını 

göstermiştir. 
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Sorafenibin de aralarında yer aldığı çeşitli kanser ilaçlarının (doksorubisin, 

cisplatin, metotreksat, paklitaksel, erlotinib ve bortezomib) etkinliği hem normal pH 

(7.3-7.4) değerindeki HCT116 ve asidik pH’ ya adapte edilmiş AA-HCT116 hücreleri 

kullanılarak araştırılmıştır. Bu amaçla öncelikle kolon karsinoma hücre hattı HCT116 

hücreleri pH 6.8 şartlarında kronik olarak büyümeye adapte edilerek alt hücre tipi olan 

AA-HCT116 elde edilmiştir. Sorafenib ve everolimus (böbrek hücresi kanseri ve diğer 

kanser türlerinin tedavisinde immünosüpresan olarak kullanılan ilaç) AA-HCT116 ve 

HCT116 hücrelerinde 0.352 ve 50 µM arasındaki konsantrasyonlarına 72 saat süre 

maruziyet uygulamasında benzer oranda sitotoksik etki meydana getirmiştir. Ancak 

AA-HCT116 hücreleri diğer kanser ilaçlarına daha az duyarlılık göstermiştir. 

Sorafenib HCT116 ve AA-HCT116 hücrelerinde hücre canlılığını benzer oranda 

etkilemesine rağmen 72 saat maruziyet periyodunda IC50 değeri HCT116 hücrelerinde 

10.16 µmol/L ve AA-HCT116 hücrelerinde 13.19 µmol/L olduğu bildirilmiştir. 

Araştırmacılar doksorubisin, sisplatin, metotreksat, paklitaksel, erlotinib ve 

bortezomibin asidik koşullara adapte olan hücrelerde daha düşük seviyede sitotoksik 

etki meydana getirdiğini vurgulamışlardır. Bu durum kronik olarak asidik pH’ ya 

adapte olmuş hücrelerin birçok kemoterapötiğe dirençli olduğunu göstermektedir 

(Pellegrini et al., 2018). Çalışmamızda sorafenibin en etkin olduğu ortam pH’ sında 

(7.6) hücre canlılığı en yüksek dozda (%19.76±0.61) ile en düşük dozda 

(%31.35±1.86) olarak belirlenmiştir. İlacın konsantrasyonu 1/20 oranında azaltılması 

hücre canlılığında %11.59 artışa neden olmuştur. Alkali ortamla ilaç dozunun 

azaltılabilmesi sorafenibin advers etkileri yönünden de olumlu olabileceği yönünde 

yorumlanmıştır. Bizim yapmış olduğumuz çalışmada da sorafenibin 72 saat maruziyet 

periyodu sonrasında gözlenen hücre canlılığı pH 6.8 grubunda 7.2’ ye göre daha 

yüksektir ancak hücre canlılığı arasında istatistiksel fark bulunmamıştır.  Ancak en 

düşük konsantrasyonlarda (IC50/10 ve IC50/20) hem 6.8 hem de 7.2 pH grubunda yüksek 

oranda hücre canlılığı (%80-97) devam ederken pH 7.8 grubunda aynı 

konsantrasyonlarda hücre canlılığı önemli derecede (%51-61) azaldığı tespit 

edilmiştir.  

Çoklu ilaç direncinde (MDR) görevli olan P-glikoproteini (pGP) kanser 

tedavisinde kullanılan ilaçlara karşı direnç oluşumunda önemli rol oynamaktadır. 

Asidik mikroçevre kanser hücrelerindeki pGP’ nin ekspresyon ve aktivitesini %70 

oranına kadar arttırabilmektedir. Sıçan R3327-AT1 prostat karsinoma hücrelerinde pH 
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6.6’ daki pGP aktivitesi pH 7.6’ ya göre iki kat artmıştır. Bu durum antrasiklin 

grubundaki danorubisinin asidik pH’ daki hücrelerde daha düşük konsantrasyonda 

bulunması ve sitotoksisitesinin belirgin seviyede azalmasıyla gösterilmiştir (Thews et 

al., 2006). Benzer şekilde meme kanseri tedavisinde sık kullanılan paklitaksel ve 

doksorubisin farklı dozlarda (5, 0.8 ve 0.01 μM) pH 7.4’ de bulunan MCF-7 (meme 

kanseri hücre hattı) hücrelerine asidik (6.6) pH’ ya göre daha fazla sitotoksik etki 

meydana getirmişlerdir (Tavares-Valente et al., 2013). İnsan kolorektal karsinoma 

hücrelerinde (LS513) pH ve hipoksi pGP’ nin aktivitesi normal pH (7.5 pH) koşullar 

altında aktivitesi ve ekspresyonu belirgin şekilde değişmezken asidik pH (6.6) koşullar 

altında aktivitesi %70 oranında artmıştır (Lotz et al., 2007). Tümör mikroçevre pH’ sı 

ilaçlara karşı hücre duyarlılığını dolaylı yoldan da etkilemektedir. Hücreler mitoz 

bölünmedeki S-fazında diğer hücre döngüsü aşamalarına göre kemoterapotik ve 

radyasyon tedavisine daha duyarlıdır. Ancak hücre dışı asidik pH G0 fazındaki 

hücrelerin oranını arttırmaktadır (Mills et al., 2018). Diğer dolaylı etkisi, asidik pH’ 

ya uzun süre maruziyet kanser hücrelerinde ısı şoku proteini olan HSP27 düzeyini 

arttırır. HSP27 apoptozun baskılanması gibi çeşitli mekanizma yollarıyla hücre 

sağkalımında önemli rol oynamaktadır. Asidik pH’ ya uzun süre maruz kalan hücreler 

sisplatin gibi birçok kanser ilacına karşı daha az sitotoksik etki gösterdiği bildirilmiştir 

(Wachsberger et al., 1997). Asidik mikroçevreye sahip hücreler sadece 

kemoterapötiklere karşı değil aynı zamanda radyasyon tedavisinde direnç 

göstermektedir. Kronik olarak düşük pH’ ya (pH 6.8) adapte edilen insan maksiller 

karsinoma hücrelerinin radyasyon tedavisine daha dirençli olduğu bildirilmiştir 

(Ohtsubo et al., 2001). Uzun süre devam eden G2 arresti sırasında DNA hasarı 

onarımında hızlanması; p53 ekspresyonunu uyarır ve radyasyona bağlı apoptozu 

baskılamaktadır (Park et al., 2003; Peppicelli et al., 2017).  Bu çalışmada 24 saatlik 

maruziyette 7.6 pH değerindeki en düşük konsantrasyondaki sorafenibin oluşturduğu 

sitotoksik etki en düşük asidik pH değerindeki (6.6 pH) en yüksek ilaç 

konsantrasyonunun oluşturduğundan daha yüksek bulunmuştur. Ancak 48 ve 72 saat 

maruziyet süresi sonrasında pH 7.6 grubunda bulunan hücrelerin canlılığı artmaktadır. 

Bunun sebebinin ortamda bulunan ilaç moleküllerinin ilk 24 saat içerisinde etkisini 

meydana getirip ortamdaki miktarının azalmasından kaynaklandığını düşünmekteyiz. 

Ancak 6.8’ de IC50 konsantrasyonu hariç diğer tüm konsantrasyonlarda maruziyet 

süresi arttıkça hücre canlılığı artmış ve %50’ nin üzerinde bulunmuştur. Ayrıca pH 6.6 

grubundaki hücrelerin 48 saat maruziyette tüm konsantrasyonlarda hücre canlılığı 
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azalırken 72 saatte tekrar artmaya başlamıştır. Bu durum asidik mikroçevrenin 

sorafenibe karşı direnç oluşturduğu şeklinde yorumlanabilir.  

Sodyum bikarbonatın (NaHCO3) tümör büyümesi üzerindeki etkisini 

araştırıldığı bir çalışmada C3H meme karsinomu tümör fragmentleri (~100 mg) 

C3H/Hen farelerine ve MCF-7 hücreleri (5x106, 0.05 mL) şiddetli kombine immün 

yetmezlik hastalığı olan farelerin (severe combined immunodeficient, SCID) meme 

dokularına implante etmişlerdir. Daha sonra farelere bir defa intraperitonal yolla 0.7 

mLx1 M NaHCO3 (4 saat boyunca ad libitum suya erişimi engellenmiş) uygulanmıştır. 

Tümör büyüme hızı 2 hafta boyunca tuzlu su verilmiş kontrol grubunda bulunan 

C3H/Hen ve SCID farelerle karşılaştırıldığında aralarında fark bulunmadığını ve tek 

başına NaHCO3 tedavisinin her iki C3H ve MCF-7 tümörünün büyüme oranları 

üzerinde etkisinin olmadığını bildirmişlerdir. Ancak hayvan deneyleri bazı kanser 

ilaçlarının tümör büyümesini alkali ortamda daha fazla baskıladığını göstermiştir. 

Akut (gavaj ya da intraperitonal) ya da kronik (ad libitum) NaHCO3 uygulaması kanser 

hücrelerinde hücre dışı pH’ sını alkaliye kaydırarak ilaçların etkisini arttırmaktadır. 

Meme dokusunda C3H tümörü (1982±242 mm3) taşıyan C3H/Hen farelerin bir 

kısmına 7 gün arayla iki doz mitoksantron (i.v., 6 mg/kg) ya da tek doz mitoksantron 

(i.v., 12 mg/kg) uygulanmış, bir kısmına ise mitoksantron uygulamasından 2 saat önce 

intraperitonal yolla 0.7 mL 1 M NaHC03 uygulanmış ve 4 saat boyunca ad libitum 

suya erişimi engellenmiştir. Mitoksantronun fareler üzerindeki toksisitesinin belirgin 

bir sirkadiyen bağımlılığa sahip olduğu ve en düşük toksisitenin ışık başlangıcından 

11-15 saat sonra gözlemlendiği bildirilmiştir. Bu nedenle, tüm deneylerde 

mitoksantron ışık başlangıcından 12 saat sonra uygulanmıştır. C3H tümör modelinde 

farelerde mitoksantron tedavisinden önce sodyum bikarbonat uygulanırsa tümör 

büyümesini yaklaşık iki kat geciktirdiğini bildirmişlerdir. Ayrıca sistemik sodyum 

bikarbonat uygulaması, mitoksantronun biyodağılımını doksorubisinden daha fazla 

etkilemiştir. C3H farelerinde eğri altında kalan alanın (AUC) değeri mitoksantrondan 

önce sodyum bikarbonat uygulanan farelerde (19 744±1339 ng/g doku) 

uygulanmayanlara göre (13 557±517 ng/g doku) %45 daha yüksek (p<0.01) olduğu 

bildirilmiştir. Fakat SCID farelerinde AUC değerinin doksorubisinden önce akut ya da 

kronik sodyum bikarbonat uygulanan farelerde (14.215±0.858, 15±0.839 ng/g doku) 

uygulanmayanlara göre (15.494±1.453 ng/g doku) istatistiksel olarak önemli olmadığı 

bildirilmiştir. Aynı araştırmacılar MCF-7 tümör modeli taşıyan SCID farelerde 
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(1286±89 mm3) doksorubisin uygulamasından (2 mg/kg, kuyruk veni) 2 saat önce 1 

M 0.5 mL (ip) ya da 48 saat önce içme suyuna 200 mM sodyum bikarbonat 

uygulamasının tümör büyümesini geciktirdiğini bildirmişlerdir. Ancak MCF-7/SCID 

meme tümörü taşıyan farelede paklitaksel (i.v., 60 mg/kg ya da 7 gün arayla 45x2 

mg/kg) uygulamasında önce akut sodyum bikarbonat uygulamasının (0.5 mL, ip, 1 M) 

paklitakselin terapötik etkinliği üzerinde önemli bir etkisinin olmadığı bildirilmiştir. 

Ayrıca sodyum bikarbonat kemoterapötik ilaçların antitümör aktivitesinde artış 

sağladığı dozlarda konakçı üzerinde herhangi bir toksisiteye neden olmamaktadır 

(Raghunand et al., 2003). Tez çalışmasından elde edilen verilere göre sorafenibin 

etkinliğini arttırmaya yönelik yapılan TAKE uygulaması ile birlikte sodyum 

bikarbonat gibi sistemik alkalileştirici antiproliferatif özelliğini daha arttırabilir.  

Antikanser etkisi de bulunan melatonin hormonunun asidik mikroçevrede (pH 

6.7) insan meme kanseri hücrelerinde (MCF‑7 ve MDA‑MB‑231) sağkalım 

mekanizması üzerindeki etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada; melatonin tedavisinin, 

kaspaz-3’ ün ekspresyonunu artırarak apoptozu artırdığı, GLUT-1 ve Ki-67 

ekspresyonunu azaltarak proliferasyonu azalttığını ortaya koymuştur. Ancak 

melatonin hormonu alkali pH’ da bulunan (pH 7.4) hücrelerde aynı mekanizmalar 

aracılığıyla hücre proliferasyonunu daha fazla azaltmıştır (Sonehara et al., 2019). 

Sadece hücre medyum pH’ sı alkali özellikte olduğunda bile hücre canlılığı ve 

proliferasyon oranında önemli azalmalar meydana gelmektedir.  HepG2 hücrelerinin 

medyum pH’ sı 6.6 ve 7.8 arasında değiştirildiğinde hücre canlılığı pH 6.8’ de kontrol 

grubuna (7.2 pH) göre benzerlik gösterirken pH 6.6’ da hücre canlılığındaki artış 

WST-1 ve tripan mavisi testleriyle gösterilmiştir.  Alkali pH ortamında özellikle de 

pH 7.8’ de hücre canlılığı önemli derecede azalmıştır (Güvenalp ve Güvenç, 2020). 

Benzer şekilde EC ve insan gastrik hücrelerinde de (SGC-7901 ve MKN45) alkali 

değerdeki medyum pH’ sı (7.4-8.0) hücre canlılığını asidik pH’ ya (6.0 ile pH 7.0, 6.6 

ve 6.8) göre baskılamış ve proliferasyonu %35-65 oranında baskılamıştır (Li et al., 

2020). Yapmış olduğumuz tez çalışmasında proliferasyon testinde pH 7.6 kontrol 

grubunda bulunan hücrelerin proliferasyon oranı (%38.12) pH 7.2 (%43.72) ve 6.6 

(%60.47) kontrol grubundaki hücrelerin proliferasyon oranlarıyla karşılaştırıldığında 

oldukça düşük seviyede olduğu bulunmuştur. Proliferasyon testinde elde ettiğimiz 

sonuçlara göre asidik ortam HepG2 hücrelerinin çoğalması üzerinde uyarıcı etki 

meydana getirirken alkali ortam hücrelerin çoğalmasını baskılamaktadır.  
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Asidik mikroçevre sitotoksik T lenfosit ve doğal öldürücü hücreler gibi kansere 

karşı bağışıklık yanıtın şekillenmesinde rol oynayan immun yanıtı da baskılamaktadır. 

Asidik mikroçevre p38 ve JNK/c-Jun sinyal iletim yolağının inhibisyonu aracılığıyla 

sitotoksik T lenfositlerin aktivitesini ve proliferasyonu inhibe etmektedir (Fischer et 

al., 2007; Mendler et al., 2012). Ayrıca, yüksek seviyedeki laktik asite (20 mM) uzun 

süreli inkübasyon sitotoksik T lenfositlerin yarısından fazlasının ölümüne neden 

olmaktadır. Kanser hücreleri tarafından üretilen laktik asidin HCC ile ilişkili olan 

arginaz-1 (ARG1) ekspresyonunu ve tümör ilişkili M2 fenotipli makrofajlar (TAMs) 

tarafından IL-23/IL-17 salgılanmasını indükleyerek bağışıklık yanıtını baskılaması 

sonucu tümör gelişimini arttırdığı gösterilmiştir (Ohashi et al., 2013; Timek et al., 

2012). HCC’ nin bazı evrelerindeki tedavi seçenekleri arasında immünoterapi de 

bulunmaktadır. Sitokin ile uyarılmış öldürücü hücre (cytokine-induced killer cells-

CIK) tedavisi günümüzde en sık kullanılan immünoterapi yöntemleri arasında yer 

almaktadır. Sitokin ile uyarılmış öldürücü hücreler pH 7.4’ de pH 6.5’ e göre daha 

yüksek sitotoksik aktiviteye sahiptir. 10:1 ve 80:1 arasında değişen CIK ve HepG2 

hücrelerinin oranları pH 7.4’ de bulunan HepG2‑luc hücrelerin orana bağlı olarak 

%19-80’ inin öldürürken pH 6.5 ise sadece %4-45 arasında hücre ölümü meydana 

gelmiştir.  %50-100 oranında CIK içeren medyumda apoptoz pH 6.5’ de %15-25 iken 

pH 7.4’ de %26-45 olduğu bildirilmiştir. Bu sonuçlar, asidik ortamın CIK hücrelerinin 

antitümör aktivitesini engellediğini göstermektedir (Yuan et al., 2016).  

Çeşitli in vivo çalışmalar, proton pompa inhibitörü olan (PPI) esomeprazolün 

melanom lezyonlarında düşük pH oluşumunun engelleyerek lenfositlerin etkinliğini 

arttırdığı ve tümör taşıyan farelerde kanserin ilerlemesini geciktirdiğini göstermektedir 

(Bellone et al., 2013; Calcinotto et al., 2012). Bir başka PPI olan pantoprazol de tümör 

hücreleri üzerindeki proton pompalarını inhibe ederek makrofajların etkinliğini 

baskıladığı hem in vitro hem de in vivo olarak gösterilmiştir (Vishvakarma and Singh, 

2010, 2011). Melanom taşıyan farelerde (C57BL/6 fare) tümör pH’ sını nötralize 

etmek için uygulanan sodyum bikarbonat kanser büyümesini baskılamıştır. Daha da 

önemlisi düzenleyici T lenfosit tedavisiyle birlikte kullanılması tedaviye olumlu yönde 

katkı sağlamıştır (Pilon-Thomas et al., 2016). Bulgular, bikarbonat tampon 

uygulamasıyla mikroçevre pH’ sını yükseltmenin immünoterapiye verilen yanıtları 

iyileştirebileceğini göstermektedir (Peppicelli et al., 2017). 
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Tümör mikroçevresi kanser hücrelerinin apoptoz ve otofaji gibi hücre ölüm 

mekanizmalarını da etkilemektedir. Hücre dışı düşük pH’ ın çeşitli tümör hücrelerinde 

MAPK sinyalini aktive ettiğini ve çoklu sitotoksik stresin neden olduğu apoptoza karşı 

koruyucu etki oluşturarak hücre sağkalımını arttırmaktadır. Asidik medyum (pH 6-

6.7) koşullar altında bulunan lenfoma (WEHI7.2, CEM-C7 ve S49), meme kanseri 

(MDA‐MB 231) ve mide kanseri (SGC-7901 ve MKN45) hücrelerinde apoptotik 

hücre ölümünün baskılandığı bildirilmiştir (Ryder et al., 2012; Rabiee et al., 2019; Li 

et al., 2020). Bu etkiye aside duyarlı G protein-çift reseptörü (GPR65) (asidoza yanıt 

olarak hayatta kalmak için sinyallemeyi başlatan faktörlerlerden birisi) tarafından Bcl-

2 ve Bcl-xL’ nin ekspiresyonunun seviyesinin artması aracılık etmektedir. pH’ nın 

artmasıyla hücrelerin apoptotik hızının kademeli olarak arttığı ve alkali ortamın (7.4-

8) apoptozu uyardığı bildirilmiştir (Ryder et al., 2012).  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 
 

5. SONUÇ 

Kanser hücrelerinde Warburg etkisi sonucu meydana gelen asidik mikroçevre, 

hücrelerin proliferasyon, invazyon, metastaz ve anjiyogenezis yeteneği yanında 

immun yanıt ve kemoterapötiklere karşı direnç oluşturma kapasitesini de 

arttırmaktadır. 

Tez çalışmasında incelenen sorafenib ileri seviye HCC hastaların tedavisinde 

standart olarak kullanılan antikanser ilacıdır. Ancak tümör mikroçevresinin asidik 

karakterde olması ilacın etkisini azaltmaktadır. Sodyum bikarbonat gibi 

alkalileştiricilerin sistemik ya da lokal kullanımı bazı kanser ilaçlarının etkinliğini 

artırmaktadır.     

Çalışmamızda, farklı pH değerlerinde hazırlanan sorafenibin HepG2 hücre 

hattında sitotoksisite ve proliferasyon oranına etkileri incelenmiştir. HepG2 hücreleri 

üzerinde en güçlü sitotoksik etki 24 saat maruziyet periyodu sonrasında tüm 

konsantrasyonlarda pH 7.6 değerinde ve 48-72 saat maruziyet periyodu sonrasında ise 

düşük konsantrasyonlarda pH 7.6 ve 7.8 de gösterdiği tespit edilmiştir. Ayrıca alkali 

pH (7.6)’ da hazırlanan sorafenib (IC50/20) nötr (7.2) ve asidik (6.6) pH değerinde 

bulunan sorafenibe göre proliferasyonu istatistiksel olarak anlamlı derece azalttığı 

belirlenmiştir. Literatürdeki bazı kanser ilaçlarının etkisini arttırmaya yönelik in vitro 

ve in vivo çalışmalara paralel olarak, sorafenibin etkisinin alkali ortamda daha güçlü 

olduğu tez çalışmasında da tespit edilmiştir. Böylece alkali ortamla ilacın etkisini 

artırmanın yanı sıra dozunun da azaltılabilmesi hem ilacın etkisini arttırmada hem de 

ilacın advers etkilerinin azalmasında olumlu olabileceği sonucuna varılmıştır. 

Tez çalışması kapsamında elde edilen bulgularda alkali mikroçevrenin 

sorafenibin sitotoksik ve antiproliferatif etkisini arttırdığı belirlenmiştir. Bu nedenle 

elde edilen bulgular ışığında çalışmalara deney hayvanları ile yapılacak 

modellemelerle devam edilmesi ve böylelikle HCC’ da sistemik ya da lokal 

alkalizasyonun sorafenib üzerindeki olası etkilerinin ayrıntılı bir şekilde ortaya 

konması önerilebilir. İleri seviye HCC hastalarında tedavi stratejisi olarak sorafenib 

ile birlikte lokal ya da sistemik alkalileştiricilerin kullanılması gelecekteki araştırmalar 

için bilimsel temel sağlayabilir. 
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