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OZET

HepG2 HUCRE HATTININ CANLILIGI UZERINE MEDiUM pH’SININ
ETKILERININ INCELENMESI

Amag: Kanser hiicreleri glikolitik metabolizmalarina bagl olarak asidik mikro-cevreye
sahiptirler. Asidik mikro-cevre nedeniyle timaor hiicreleri invazyon ve metastaz yapma
gibi malign 6zellikler kazanirlar. Bu ¢alismada insan hepatoselliler karsinom (HepG2)
hiicrelerinin medium pH’lar1 degistirilerek asidik tiimor mikro-gevresi taklidi ve alkali
uygulamalarin hiicre canliligina etkisinin degerlendirilmesi amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Calismada HepG2 hiicreleri farkli pH’li mediumlarda
cogaltildiktan sonra WST-1 ve tripan mavisi testleri ile hiicre canlilik degerlendirmeleri
yapildi.

Bulgular: WST-1 testi sonuglarina goére medium pH’s1 6.6 ve 6.8 olan gruplar ile
kontrol grubu (pH 7.2) karsilastirildiginda hiicrelerin proliferasyon yeteneklerinde
bozulma olmadan g¢ogalabildikleri gozlemlendi. Medium pH’s1 azaldik¢a (pH 6.4, 6.2,
6.0) hiicre canliliginda 6nemli oranda azalma saptand1 (p<0,05). Alkali gruplarda ise pH
7.6’dan itibaren hiicre canliliginda kismi azalma gézlemlenmis olup, pH 7.8, pH 8.0 ve
pH 8.5 gruplarin canlilik agisindan belirgin bir azalma saptandi (p<0,05). Tripan mavisi
testi sonuglarina gore pH 6.6’da hiicre sayisinda artis gozlemlenmekle birlikte bu artig
istatiksel olarak dnemli bulunmamistir (p>0,05). Her iki alkali grupta da (pH 7.6 ve 7.8)
hiicre canliliginda azalma saptanmis olup bu azalma pH 7.8’de 6nemli bulundu
(p<0,05).

Sonug: Alkali ortamin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azalttig1 ve canlilik oranini
diistirdiigii tespit edilmistir. Bu nedenle mevcut tedavi stratejilerine ek olarak mikro-
cevrenin pH’sim1  yiikselten tampon tedavilerinin yapilmasi tiimor hiicrelerinin
davranigini degistirerek tedaviye olumlu yanit sansini artiracaktir.

Anahtar Kelimeler: HepG2; kanser; mikro-cevre; proliferasyon

Nese, GUVENALP, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran — 2019



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF MEDIUM pH ON THE VIABILITY OF
HepG2 CELL LINE

Aim: Cancer cells have an acidic micro environment due to their glycolytic metabolism.
Depending on the acidic micro-environment, tumor cells gain malignant properties such
as invasion and metastasis. In this study, it was aimed to evaluate the effect of acidic
tumor micro-environment imitation and alkaline applications on cell viability by
changing medium pH of human hepatocellular carcinoma (HepG2) cells.

Material and Method: In the study, HepG2 cells were grown in different pH mediums
and WST-1 and trypan blue tests were performed to evaluate the cell viability.

Results: According to the WST-1 test results, it was observed that the cells were able to
multiply without deterioration in their proliferation ability compared with the control
group with medium pH of 6.6 and 6.8. As the pH of the medium decreased (pH 6.4, 6.2,
6.0), a statistically significant decrease was observed in cell viability. A slight decrease
was observed in alkaline groups from pH 7.6 and a significant decrease in cell viability
was found in the groups with pH 7.8, pH 8.0 and pH 8.5 (p <0.05). According to the
results of the trypan blue test, an increase in the number of cells in pH 6.6 was observed
but this increase was not statistically significant (p>0.05). In both alkaline groups (pH
7.6 and 7.8), cell viability decreased and this decrease was found to be significant at pH
7.8 (p <0.05).

Conclusion: It was found that alkaline environment reduces the proliferation of cancer
cells and decreases the viability of them. Therefore, in addition to the current treatment
strategies, buffer therapies that increase the pH of the micro-environment will change
the behavior of the tumor cells and increase the chance of positive response to
treatment.

Keywords: Cancer; HepG2; micro-environment; proliferation

Nese, GUVENALP, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June - 2019
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1. GIRIS

Kanser, onkojen etmenler veya DNA’da ger¢eklesen bazi mutasyonlardan
kaynaklanan metabolik bir hastaliktir (Dumas ve ark, 2017). Diinya ¢apinda tim gelir
duzeyindeki tlkelerde 6nde gelen 6l1Um nedenleri arasinda yer almaktadir (Torre ve ark.,
2016). Kanser tedavisinde kullanilan ilaglara ayrilan biit¢e diinya genelinde yillik olarak
100 milyar dolar civarindadir ve bu oranin 2020 yilinda 150 milyar dolara ulagmasi
beklenmektedir (Prasad ve ark., 2017) Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporlarina gore
diinyada 2018 yilinda 18.1 milyon insana kanser teshisi konuldugu ve 9.6 milyon
insanin kanserden dolay1 hayatini kaybedecegi tahmin edilmektedir (Bray ve ark.,
2018).

Tiimor hiicrelerinin enerji metabolizmasi iizerine yapilan ilk ¢aligmalardan birisi
1922 yilinda Otto Warburg tarafindan gerceklestirilmistir. Otto Warburg kanser
hiicrelerinin 6zel bir metabolizmaya sahip oldugunu ve hiicrelerin kansere doniistiikten
sonra oksidatif solunumu birakarak anaerobik solunuma gegctigini ortaya koymus, bu
durum daha sonralar1 “Warburg Etkisi” olarak adlandirilmistir (Ferreira, 2010). Ayrica
Warburg kanser hiicrelerindeki mitokondri sayisinin da diistiigiinii belirlemis, kanser
hiicrelerinin azalan mitokondriyal ATP {iretimini karsilayabilmek i¢in glikoz alimini
artirdigint  bildirmistir. Normal hiicrelerde ATP’nin biiyiik kismi mitokondride
gerceklesen oksidatif fosforilasyonla elde edilir. Ancak mitokondri aktivitesi ya da
sayist azaldiginda gerekli enerji ihtiyacini saglayabilmek adina oksijensiz solunum
gerceklestirilir. Oksijensiz solunum, oksidatif fosforilasyona oranla ¢ok daha az ATP
verimi saglamakta ve daha fazla glukoz molekiiliine ihtiyag duymaktadir. Fazla sayida
glukoz molekiiliiniin bu yolla yikimlanmas: ise laktik asit liretimini beraberinde
getirerek hiicre i¢i pH’da asidik bir ortam yaratmaktadir. Kanser hiicrelerinde
mitokondriyal aktivitenin azalmasina bagli olarak laktik asit sekresyonu artar ve hicre
dis1 pH degeri normal hiicrelere oranla daha asidik hale gelir (Schwartz ve ark., 2017).

Kanser c¢esitleri arasinda  hepatoseliiler  karsinom (HCC), insan
popiilasyonundaki en 6liimcil {i¢lincii ve en yaygin besinci kanser tiirtidiir (Liu ve ark.,
2018). Karaciger kanseri hepatoseliiler karsinom, intrahepatik safra kanali karsinomu
(kolanjiokarsinom),  hepatoblastoma,  safra  kanali  kist  adenokarsinomu,

hemanjiyosarkom ve epitheliod hemanjio endotelyomasi gibi histolojik olarak farkli



primer hepatik neoplazmalar igerir (Farazi ve Depinho, 2006). Bu tiirler arasinda
hepatoseliiler karsinom en yaygin karaciger kanseridir (ACS, 2005).

HepG2 hiicre hatti hepatoseliiler karsinomlu 15 yasindaki bir erkek hastanin
karaciger biyopsi orneginden izole edilerek olusturulmustur. Bu hiicreler tlimdrojenik
olmayan ortalama 55 (50-56) kromozom igeren yiiksek boliinebilme yetenegine sahip
hiicrelerdir (Donato ve ark., 2015; Qiu ve ark., 2015). Ozel metabolik yollarn
arastirtlmas1 ve tedavide kullanilabilecek ila¢ adaylarmin incelenmesi gibi birgok
arastirmada HepG2 hiicre hatti siklikla tercih edilmektedir (Zeilinger ve ark., 2016).

Kemoterapi, glinimizde kanser tedavisinde kullanilan 6nemli seceneklerden
biridir. Kemoterapotik ilaglara karst olusan direng, terapotik basarisizliga ve nihayetinde
6liime neden olmaktadir. Kanser hiicrelerinin kemoterapotik ajanlara direncini etkileyen
cok sayida faktoriin bulunmasi tedavideki basar1 sansini diistirmektedir (Schwartz ve
ark.,2017). Bunlar arasinda ilacin hiicre igine gegisinin azalmasi, ilacin kanser
hiicrelerinden dis ortama atilmasi, zayif kan perfiizyonu, hipoksi, timdr mikro-
cevresinin asidik olmasi ve hastanin metabolizma Ozellikleri yer almaktadir
(Navratilova ve ark., 2013). Tiimor hiicrelerinin direng mekanizmalarindan birisi enerji
metabolizmalarina bagl olarak mikro-gevrelerinin normal htcrelere oranla daha asidik
olmasidir (Raghunand ve Gillies, 2000). Tiimoérlerin asidik pH degerlerinin 5.7 — 7.8
arasinda oldugu ve normal doku pH'sinin 7.4 oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2014).
Tiimdrlerin, glikolitik metabolizmalar1 ve zayif perfiizyon sebebiyle sahip olduklari
asidik mikro-gevrenin, invazyon ve metastaz siirecini hizlandirdigi diigiiniilmektedir
(Robey ve Nesbhit., 2013).

Bu tez calismasinda, HepG2 hiicre hattinin farkli pH degerlerinde yasama ve
tireme kapasitesinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Calismada medium pH’sinda
degisiklik yapilarak alkali ve asidik pH ortamlar1 olusturulmasi, bu ortamlarda inkiibe
edilen hiicrelerin proliferasyon kapasitesinin ve canliliginin ne derece etkilendiginin

belirlenmesi amacglanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. HepG2 (insan Hepatoselliiler Karsinom) Hiicre Hattimin Genel

Ozellikleri

Hepatoma hiicre hatlari, primer insan hepatositlerine in vitro alternatifler olarak
siklikla kullanilirlar. Bu hiicre hatlar1 arasinda, HepG2, Hep3B, HuH7 ve HepaRG gibi
bir dizi insan hepatoma hiicre hatlari, ilag metabolizmasi ve hepatotoksisite
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. HepG2, farmakolojik ve toksikolojik
arastirmalarda siklika kullanilan insan hepatom hiicre hattidir (Vinken ve Rogiers.,
2015).

Hepatoma hiicrelerinin metabolik fonksiyonlari, primer hepatositlere kiyasla
daha smirli olmasina ragmen, yiiksek erisilebilirlik, kolay kullanim, neredeyse sinirsiz
omur ve dondr ozelliklerine bagli olmayan sabit fenotip gibi 6zellikleri ile in vitro
calismalar i¢in Onemli avantajlar saglarlar (Tolosa ve ark., 2013). Ilac
biyotransformasyon ¢aligmalariyla ilgili dikkat edilmesi gereken Onemli husus ise,
hepatoma  hiicrelerinin  biyotransformasyon aktivitelerinin  smirli, metabolik
seviyelerinin normal karaciger hiicrelerine kiyasla zayif olmasidir (Gomez ve ark.,
2008).

HepG2 hiicre hatti, 1980 yilinda, Philadelphia Wistar Enstitiisii’ndeki
arastirmacilar tarafindan "The Human Hepatoma-Derived Cell Line" patenti alinarak
literatiire girmistir. O tarihten beri HepG2 hiicreleri, 15 yasindaki erkek bir hastanin
karaciger dokusundan elde edilen insan hiicre hatti olarak (HB 8065 kodlu) Amerikan
Tip Kiltir (American Type Culture Collection, ATCC) havuzunda bulunmaktadir
(ATCC, 2016). HepG2 hicreleri yiksek proliferasyon yetenekleri olan ancak
timorojenik olmayan htcrelerdir. Epitelyal benzeri bir morfolojiye sahiptirler ve bir¢cok
farklilasmis karaciger fonksiyonunu gerceklestirebilirler (Vinken ve Rogiers, 2015).

HepG2 hiicrelerinin histomorfolojik goriintiileri Sekil 1.”de gosterilmistir.



Sekil 1. HepG2 hiicrelerinin mikroskobik gorintiisi (ATCC, 2016)

a: Diisiik yogunluk, b: Yiiksek yogunluk

HepG2 hiicreleri, plazma proteinlerinin biiyiik bir kismini {retebilmesi,
biyosentetik 6zelliklerinin normal hepatositlere benzerligi, hiicre yiizey reseptdrlerini
koruyabilmesi, sitokinler, 1L6 proteinlerini (sitokin-IL6 gibi) isleyebilmesi, metal ve
organik bilesiklere maruz kaldiginda metallotiyonin (MT) olusturmasi, lipoprotein
sentezlemesi, serumsuz besiyerinde Uretilmesi durumunda karacigere 6zel gesitli serum
proteinlerini tiretebilmesi, sitokrom p450’ye bagimli monooksijenaz enzimlerine sahip
olmasi ve glukuronat, siilfatla birlesme tepkimelerini gergeklestirebilmesi gibi
avantajlariyla, in vitro toksisite modellemelerinde tercih edilmektedir (Dehn ve ark.,
2004). Bu hiicreler ayrica, plazma proteinleri, kolesterol ve trigliserid metabolizmasi,
lipoprotein metabolizmast ve tasimimi, safra asidi sentezi ve glikojen sentezini

gercgeklestirebilmektedir (Gomez ve ark., 2008; Vinken ve Rogiers, 2015).

2.2. Hepatoselltler Karsinom (HCC)

Hepatoselliiler karsinom, en sik goriilen primer karaciger kanseri tiirtidiir
(Befeler ve Bisceglie, 2002). Diger malignitelerin aksine HCC, kronik inflamasyon ile
ortaya ¢ikan ve nekrozis, fibrozis ve rejenarasyon olusumu ile gergeklesen ¢ok asamali
karmasik bir olgudur (Ringelhan ve ark., 2018).

Yilda 700.000’den fazla insana HCC teshisi konuldugu igin bu hastalik diinya
capinda onemli bir saglik sorunudur. HCC’nin baslica risk faktorleri arasinda viral
hepatit enfeksiyonlar1 (HBV ve HCV) ve alkole bagli siroz bulunmaktadir. Bunlarin
yant sira metabolik karaciger hastaligi ve kronik inflamasyon da HCC’nin gelisiminde
onemli rol oynamaktadir (Ringelhan ve ark., 2018). Son zamanlarda alkole bagl

olmayan karaciger yaglanmasi da risk faktorleri arasinda sayilmaktadir.. HCC’nin



insidans1 giderek artmakta ve cogu iilkede insidans orami ile Oliim orani es deger
diizeyde sekillenmektedir. Oliim oranmin yiiksekligi etkili tedavilerin eksikligini
gostermektedir (Bruix ve ark., 2014). HCC’nin erkeklerde goriilme olasilig1 kadinlara
gore 3 kat daha fazladir ve yasa bagh olarak 6liim orani artmaktadir (Altekruse ve ark.,
2014). HCC’nin erkeklerde daha sik goriilmesinin sebebi sadece cinsiyet ile ilgili
olmadigi ve erkek bireylerin daha fazla miktarda alkol ve sigara tiiketmesi, viicut kitle
indekslerinin kadinlara oranla daha yiiksek olmasi ve yiiksek testosteron seviyeleri
olarak belirtilmektedir (Balogh ve ark., 2016).

Diyabet veya obezite hastasi ve 50 yasindan biiyiik hastalarin % 60’1min ileri
fibrozlu Yagl Karaciger Hastaligi (NASH) oldugu diistiniilmektedir. Diabetes mellitus
(seker hastaligl) ve obezite gibi kronik tibbi durumlar HCC riskini arttirmaktadir.
Diabetes mellitus, glikoz metabolizmasinda oynadigi temel rol nedeniyle dogrudan
karacigeri etkilemektedir. Bu durum kronik hepatit, yagli karaciger, karaciger

yetmezligi ve siroza neden olabilmektedir (Balogh ve ark., 2016).

2.2.1. HCC Tedavisi

HCC tedavi yontemleri arasinda karaciger nakli, lokal ablasyon, rezeksiyon,
intrahepatik bolgesel ve sistemik ilag tedavisi yontemleri yer almaktadir (Thomas ve
ark., 2010)

HCC Tedavisinde Cerrahi Yaklasimlar

Karaciger rezeksiyonu, kanser hiicrelerini iceren karaciger kisminin cerrahi
miidahale ile alinmasi islemidir. Rezeksiyon islemi, cerrahi miidahaleye uygun,
vaskiiler invazyon yapmamis kanserli karaciger hiicrelerinde ve sirozu olmayan
hastalarda tercih edilen bir tedavi yontemidir (Befeler ve Bisceglie, 2002).

Karaciger transplantasyonu, rezeksiyon yapilamayan hastalarda HCC’yi tedavi
etmek igin kullanilan en iyi yontemlerden biridir. Ancak dondr yetersizligi, nakil
bekleme siiresinin fazla olmasi gibi nedenler karaciger transplantasyonu olanagini
azaltmaktadir. Canli dondr naklinde sag kalim oranlarinin daha iyi oldugu
bilinmektedir. Karaciger transplantasyonu tek timor yayiliminda timoriin capr 5
cm’den biiyiikse ya da 3’den fazla tiimér varliginda ve her birinin biiyiikliigii 3 cm’den

biiyiik ise uygulanamamaktadir (Befeler ve Bisceglie, 2002).



HCC Tedavisinde Cerrahi Olmayan Yaklasimlar

Kemoterapi genel olarak rezeksiyon, transplantasyon veya ablasyon gibi
tedavilere uygun olmayan hepatoselliler karsinomlu hastalarda uygulanan bir tedavi
yontemidir. Kemoterapi bolgesel ya da sistemik olarak uygulanmaktadir (Befeler ve
Bisceglie, 2002). Timér hiicrelerinin ¢ogalmasini ve anjiyogenezini azaltan, timor
apoptozunu artiran Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayli
multikinaz inhibitori bir ilag olan sorafenib, HCC’nin ileri evresinde (C evresi) olan
hastalar icin ilk sistemik tedavi segenegidir (Bruix ve ark.,2016). Regorafenib ise
anjiyojenez, metastaz ve timdor immiinitesinde rol alan protein kinazlarin aktivitesini
bloke eden agiz yoluyla kullanilan bir multikinaz inhibitoriidiir. Yapilan preklinik
caligmalarda, Regorafenib’in, Sorafenib’den daha gi¢li bir farmakolojik etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Regorafenib, sorafenib uygulamasina ragmen hastalig1 ilerleyen
HCC hastalarinda hayatta kalmay1 saglamak igin sistemik tedavi de kullanilmaktadir
(Bruix ve ark., 2017; Pinter ve ark.,2018).

2.3. Kanser Hiicrelerinin Metabolizmasi ve Warburg Etkisi

Kanser, viicuttaki anormal veya mutasyona ugramis hiicrelerin kontrolsiiz
blylimesinden kaynaklanan metabolik bir hastaliktir. Kanser hiicreleri hizla biiyiime,
boliinebilme ve kontrolsiiz proliferasyon yetenegi ile karakterizedir. Normal hiicreler
mitoz boéllinme, apoptoz ve otofaji gibi bir dizi diizenlenmis metabolik programlari
takip ederken, kanser hicreleri bu “yasa ve diizene” uymamaktadir. Viicudumuzdaki
normal hiicrelerin ¢ogu, mitoz boliinme ile diizenli bir sekilde boliinmeye ugrar ve
hiicreler belli bir yogunluga ulasinca temas inhibisyonu ile biiylimeyi durdururlar. Bir
hiicrede islevsel kusur veya mutasyon meydana gelmisse, apoptozis mekanizmasiyla
mutasyona ugramis 6lii hiicre yeni bir hiicre ile degistirilir (Sekil 2). Bazi durumlarda,
hiicre DNA'sinda meydana gelen mutasyonlar, hiicreyi apoptoza direngli hale getirir
veya daha hizli replikasyon gecirmelerine neden olur. Boylece ayni mutasyonu iceren
hiicreler ¢ogalarak yigin meydana getirir ve neoplazmik yapilar olusur (Sekil 3).
Neoplastik hiicreler bir y1gin olarak kaldigir ve kontrolden ¢ikmadig: siirece iyi huylu
olduklar1 kabul edilir. Bununla birlikte hasarli genetik materyali iceren hicreler,
metastaz ve komsu hiicrelere invaze etme egilimi gosterebilmekte ve bu Ozelliklere
sahip kanser hiicreleri bir araya gelerek timdr olusturmaktadirlar. Kanser hiicreleri

programlanmis hiicre 6liimiine kars1 direng gosterebilme yetenegine sahiptirler. Ayrica



kanser hiicreleri metabolik faaliyetlerini devam ettirebilmek igin cok miktarda hiicresel
besin tlketirler (Hannahan ve Weinberg, 2000; Galluzzive ark., 2010).

Bazi durumlarda kanser hiicreleri birincil bolgeden ayrilarak kan dolasimina
girer ve diger organ ya da dokulara niifuz edebilirler. Kanser hiicrelerinin birincil
bolgeden ayrilarak diger dokulara yayilmasi “tiimoér metastazi” olarak adlandirilir.
Metastatik htcreler, koken aldiklart birincil bolgedeki kanser hucrelerinden ¢ok farkl
mutasyon yetenegine sahip olabilirler. Bu nedenle birincil bolgedeki kanser hiicreleri ve
metastaz sonucu gelisen kanser hiicrelerinin kemoterapiye verdikleri cevap birbirinden
farklidir. Bu durum kanser tedavisinin zor olmasmin 6nemli nedenlerinden biridir

(Kalyanaraman, 2017).
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Memeli hucreleri, faaliyetleri igin gerekli enerjiyi bir dizi kimyasal reaksiyon
veya metabolizma yoluyla elde ederler. Metabolizma, anabolizma (yapim) ve
katabolizma (yikim) arasinda bir denge olarak goriilebilir. Normal memeli hiicrelerinde
ATP; karbonhidratlarin, proteinlerin ve yaglarin katabolizmasi yoluyla iiretilir
(Deberardinis ve ark., 2008). Kanser hiicreleri ise biiyiimelerini, hayatta kalmalarini ve
cogalmalarini devam ettirebilmek i¢in metabolizmalarmi degistirirler (Liberti ve
Locasale, 2016). Normal memeli hicreleri, hiicresel faaliyetlerini yerine getirebilmek
igin ihtiya¢ duyduklar1 enerjiyi mitokondrilerinde oksidatif fosforilasyon araciligiyla
gergeklestirirler. Bunun igin hiicreler oksijen varliginda glikozu, glikolizis yoluyla
piriivata pargalar ve olusan piriivatin biiyiikk gogunlugunu oksidatif fosforilasyon yoluyla
mitokondride tamamen okside edip CO2’e doniistiiriirler. Bu olay sonunda bir glikoz
molekiiliinden 36 ATP’ye yakin bir enerji lretilir. Bu olay “ aerobik glikoliz” olarak
adlandirilir. Memeli hiicreleri oksijen yoklugunda ise, glikozu piriivata ¢evirdikten
sonra laktata indirgerler. Bu yolla bir molekiil glikoz basina sadece 2 ATP meydana
gelir. Bu olaya da “anaerobik glikoliz” ad1 verilir. Kanser hiicrelerinde ise, elde edilen
ATP miktar1 az olmasina ragmen glikoz, acrobik ortamda laktata doniistiiriilmektedir
(Heiden ve ark., 2009).

Yaklasik 100 y1l 6nce Otto Warburg, kanser hiicrelerinin, oksijen varliginda
bile glikozu laktata metabolize ettigini gdozlemlemis ve bu olay “Warburg Etkisi” ya da
“aerobik glikolizis” olarak adlandirilmistir (Gatenby ve Gillies, 2004). Bu o6zellik
normal proliferatif dokular ile de benzerlik gostermektedir. Aerobik glikoliz, ATP
tiretimi agisindan oksidatif fosforilasyondan oldukg¢a geridedir. Proliferatif hiicrelerde,
glikozun yaklasik % 10’u piruvat olusturulmak {izere biyosentetik yollara yonlendirilir
(Sekil 4) (Heiden ve ark., 2009). Boylece Warburg etkisi sonucu kanser hicrelerinin
ekstraselliiler pH degeri asidik 6zellik kazanir (Schwartz ve ark., 2017). Aeorobik
glikoliz ile elde edilen ATP miktar yetersizdir. Bu yiizden yeteri kadar ATP iretimi
icin gereken glikoz miktari da artar. Glikolizin son tirtinu ise laktik asittir.

Aerobik glikolizin iki 6nemli dezavantaji1 vardir:

a. Enerji Uretiminde oksidatif metabolizmadan 18 kat daha az etkilidir, bu da

daha biiyiik glikoz alimin1 ve kullanilmasini gerektirir.



b. Memeli hiicrelerine toksik etkisi olan olduk¢a asidik bir mikrogevre ortami
yaratir. Boyle bir ortama ilaveten hipoksi de eklenirse mikrogevre oldukga Kkostik bir hal
alir (Gatenby ve Gillies, 2004).

Tlimorler hiicre i¢i pH degerinin, hiicre dis1 pH degerinden daha biiyiik olmasi
ile normal hicrelere gore ters pH profili gosterirler. Bu sayede kanser hucreleri
apoptozu engelleyerek bélinmelerini devam ettirebilirler (Schwartz ve ark., 2017).
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Sekil 4. Oksidatif fosforilasyon, anaerobik glikoliz ve aerobik glikoliz (Warburg etkisi) arasindaki fark
(Heiden, 2009’dan uyarlanmistir)

2.3.1. Warburg Etkisi ve Hizh ATP Sentezi

Kanser hucrelerinde aerobik glikoliz ile elde edilen ATP miktari,
mitokondriyal solunum yolu ile karsilastirildiginda olduk¢a azdir. Aerobik glikolizde
glikoz metabolizmas1 hizlidir ve ortalama olarak oksidatif fosforilasyondan 10-100 kat
daha hizli gergeklesir (Liberti ve Locasale, 2016).

ATP iretim hiz1 yiiksek hiicreler, iiretim miktar1 az olsa dahi, sinirlt enerji
kaynaklari i¢in rekabet ederken secici bir avantaj elde ederler. Kanser hiicreleri sinirh
glikoza sahip olan mikro c¢evrelerinde stromal hiicreler gibi diger hiicreler ile besin
rekabetine girmektedirler. Hiicrelerde ATP gereksinimi artiginda hizli bir ATP iiretim
stireci Warburg etkisi yoluyla ayarlanir (Shestov ve ark., 2014). Ayrica yapilan bazi

deneysel c¢alismalarla, hiicre biiylimesi ve boliinmesi i¢in gereken ATP miktarinin,



normal hticresel faaliyetler icin gerekli olandan daha az olabilecegi bildirilmistir. Bu
nedenle ATP ihtiyaci timor hiicrelerinin biiylimesi i¢in kisitlayict bir engel
olusturmamaktadir. Bunun yani sira kanser hiicreleri biiyiime ve ¢ogalma gibi metabolik
faaliyetler i¢in diger hiicre tiirlerinde mevcut olan kreatin kinaz ve adenilat kinazdan
hizli ATP dretimi gibi enerji iretim mekanizmalarina da sahiptirler (Liberti ve

Locasale, 2016).

2.4. Kanser Hiicrelerinin Davranmisinda Asidik Mikrocevrenin Rolii

Kanser ¢evresi, mikrogevre veya stroma olarak da adlandirilmaktadir. Kanser
hiicresi ve mikrogevresi arasindaki iletisim kanserin baglangici, ilerlemesi ve metastazi
icin oldukga kritik Gneme sahiptir. Temelde, tohum gibi davranan bir timar igin mikro-
cevresi onun bilyiimesini, gelismesini saglayacagi toprak gorevi gérmektedir (Plaks ve
ark., 2015). Timor mikrogevresinin belli bash karakteristik 6zellikleri vardir. Bunlar
enerji iiretim mekanizmasindan kaynakli asidik ortam, diizensiz damar aglar1 nedeni ile
hipoksi, bazi enzimlerin (metaloproteinazlar veya fosfolipaz A2) asir1 ekspresyonu ve

reaktif oksijen tiirlerinin yiiksekligidir (Sekil 5) (Uthaman ve ark., 2018).

Sekil 5. Timor mikro-gevresinin 6zellikleri (Uthaman ve ark., 2018’den uyarlanmistir)

Mikrogevrenin ana bileseni olan ekstraselliiler matriks fiziksel, biyokimyasal
ve biyomekanik 6zelliklere sahip kompleks bir makromolekiil agdir. Normal hiicrelerin

pH degerinden daha asidik degerde olan ekstraselliller matriks hiicresel
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transformasyonu ve metastazi dogrudan tesvik ederek kanser ilerlemesini etkiler.
Bunlara ek olarak anormal yapidaki ekstraselliiler matriks stromal hiicrelerin davranisini
diizenler, tiimorle iligkili anjiyogenez ve enflamasyonu kolaylastirarak tiimorejenik
mikrogevrenin olusmasina neden olur (Lu ve ark., 2012).

Aside bagl invazyon hipotezine gére kanser hiicrelerinden salgilanan H*
iyonlar1 ¢evreye yayilarak tlimor-stroma ara yiiziinii degistirir ve invazyon yeteneginin
artmasini saglar (Xu ve ark., 2015).

Aerobik veya anaerobik glikolizin bir Griini olarak tumér hicreleri tarafindan
uretilen laktik asit, vaskiiler endotel biiyiime faktorii ekspresyonunu ve tiimor ile iliskili
makrofajlarin M2 tip makrofaj benzeri polarizasyonunu indikler. Bunun sonucunda
tiimdriin yakin ve uzak dokulara yayilimi, anjiyojenez, immun sistem baskilanmasi ve
kemoterapotik ajanlara direng gelisir (Colegio ve ark., 2014). Tiimor iliskili makrafojlar
timor ¢evresinde bol miktarda bulunmakta ve tiimoriin ilerlemesinin tiim asamalarinda
yer almaktadirlar (Noy ve Pollard, 2014).

Asidik pH, bazi lizozomal enzimlerin aktivasyonunu artirabilecegi gibi ayni
zamanda pro-metastatik faktorlerle ilgili birtakim genlerin ekspresyonunu da
artirmaktadir. Asidik mikrocevre tiimor metastazi ile yakindan iligkili oldugu gibi
homeostaz ve bagisiklik sisteminde de rol oynamaktadir (Kato ve ark., 2013).

Tiimor hiicrelerindeki hiicre i¢i pH’ nin anormal derecede yukselmesi hiicre igi
sinyal iletimini aktive ederek hiicrelerin ¢ogalmasini ve migrasyonunu artirmaktadir.
TUmor hiicrelerinde H* iyonlarin disar1 atilmasi suyun hiicre igine girmesi ve osmotik
basincin artmasina neden olarak hiicrelerin migrasyon yetenegine katki saglar (Oudin ve
Weaver, 2016).

Son yillarda pH-duyarli niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (MRS),
pozitron emisyon tomografisi (PET) , manyetik rezonans gorintileme (MRI) ve optik
gorlintiilleme gibi gelismis teknikler kullanilarak kanser hiicrelerinde intraselliiler ve
ekstraselliiler pH'y1 6lgmek miimkiin olmustur. Tiimdr hiicresinin ekstraselliiler pH’s1
normal hiicrelere gore 0.3-0.7 birim kadar diisiiktiir. Ornegin malign melanom
dokularinda ekstraselliiler pH degeri ortalama 6.96 olmasma ragmen normal cilt
hlcrelerinde ortalama pH degeri 7.39'diir ve arada 0.43 fark bulunmaktadir. Uterus pH
ortalamasi 7.64 iken uterus timorlerinde ekstraselluler pH ortalama 6.92" dir. Cesitli
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doku ve tiimor hiicrelerinin pH degerleri arasindaki farklar Sekil 6.’da gosterilmistir

(Hao ve ark., 2018).
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Sekil 6. Farkli tiimor dokularinin ortalama hiicre dist pH degerlerinin normal dokularla
karsilagtirilmas: (Hao ve ark., 2018’den uyarlanmustir).

2.5. Kanser Kemoterapisinde Asidik Mikrogevrenin Hedeflenmesi

Son yillarda tiimoriin asidik mikrocevresi nedeni ile pH duyarli kontrollii ilag
salinim sistemleri kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2014).

Kanser tedavisinde ekstraselliler pH degeri, kemoterapotik ilaglarin ve
tastyicilarin hiicre igine endositoz yoluyla alinmasi ve bu ilaglarin endozomal ve
lizozomal kompartmanlarda tutulmasi agisindan 6nemlidir (Liu ve ark., 2014).

Kemoterapdtik ilaclarin  istenilen etkiyi gostermesi i¢in, pH duyarh
nanosistemlerin ilac1 fizyolojik pH’da depolamasi ve stabilize etmesi, pH istenilen
degere ulastiginda ilacin hizli bir sekilde salinmasi ve hiicre i¢i ilag konsantrasyonunun
terapotik doza ulasmasi gereklidir. Bu amacla pH duyarli kontrollii ilag salinim
stratejileri ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir (Liu ve ark., 2014). Molekiiler yapida
ve pKa degerligi tiimoriin interstisyel pH'sina yakin olan altin nanopartikiiller, insan
serum alblimin nanoparcaciklari, altin nanokluster gibi c¢esitli pH duyarh
nanoparcaciklar son yillarda kanser tedavisi arastirmalarinda kullanilmaktadir (Uthaman
ve ark., 2018). Prostat kanser hiicre hattinda kalsiyum karbonatli (CaCOs3) silika

nanopartikiillerle enkapsiile edilmis doksorubisin’in terapdtik etkinliginin yUksek
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oldugu ve tiimor biiylimesini 6nemli oranda baskiladigi gosterilmistir (Liu ve ark.,
2019).

Tidmor hicrelerinde temel pH dizenleyicileri; karbonik anhidraz (CA)
izoformlar1 (CAII, CAIX, CAXII), anyon degistirici izoformlar, Na*/HCO3z (sodyum
bikarbonat) tastyicilari, Na*/H* iyon degistiricileri, monokarboksilat tasiyicilari ve
vakuoler ATPaz (V-ATPaz) icermektedir. Bu pH duzenleyicilerinin kanserin

tedavisinde kesfedilecek olan ilaglar i¢in stratejik onemi vardir (Neri ve Supuran, 2011).

2.6. Hiicre Canhilik Testleri

In vitro hiicre canlilik testleri, kiiltiir edilmis hiicrelerde ilag tarama testleri ve
kimyasallarin sitotoksisite degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilirlar. Son yillarda
onkolojik ila¢ arastirmalarinda hem bilesigin toksisitesini hem de tiimor hiicresi biiyiime
inhibisyonun degerlendirilmesinde bu testlere olan ilgi giderek artmaktadir. Testlerden
hizl1 sonu¢ alinmasi, ucuz olmasi, ¢ok sayida 6rnegi ayni anda analiz edebilme gibi
avantajlar1 vardir. Hiicre canlilig1 testleri, hiicre zar1 gegirgenligi, enzim aktivitesi, hiicre
uyumu, ATP (retimi, ko-enzim iiretimi ve niikleotit alim aktivitesi gibi gesitli hiicre
fonksiyonlarina dayanmaktadir. Bu yontemler 6l¢lim prensibine gore kolorimetrik, boya

dislama, flurometrik, luminometrik olarak siniflandirilirlar (Aslantiirk, 2018).

2.6.1. WST-1 Hiicre Canhilik Testi

Hiicre canliligini tespit etmek icin WST-1 [2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-distlfofenil)-2H-tetrazolyum], MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromir], MTS [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum]  gibi  tetrazolyum tuzlar
kullanilarak renk degisikligi esasina dayanan kolorimetrik yontemler siklikla
kullanilmaktadir. WST-1 hiicre canlilik testi, WST-1 bilesiginin hiicre yiizeyinde
meydana gelen bir dizi karmasik hiicresel mekanizma ile formazana indirgenmesi
esasina dayanan spektrofotometrik ve kolorimetrik bir yontemdir. WST-1 bilesigi
negatif yiiklii oldugundan hiicre membranini1 gegcememektedir. Bundan dolay1 sar1 renkli
tetrazolyum tuzu koyu kirmizi formazan iiriiniine indirgenmesi i¢in sitoplazmadan veya
plazma zarindan elektron transfer edebilen bir ara elektron alict molekiil [6rnegin;
mPMS  (1-metoksi-5-metil-fenazinyum metil siilfat)] kullanmasi gereklidir. Bu

indirgenme reaksiyonu canl hiicrelerde NADPH™nin glikolitik tiretimine baghdir
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(Formdl 1). WST-1 bilesiginin indirgenmesi sonucu olusan formazan suda ve
dolayisiyla hiicre kiiltiiriindeki medium ortaminda ¢oziinebilir 6zelliktedir. Test sonunda
meydana gelen renkli boya suda ¢oziinlir oldugundan ek inkiibasyon siiresi ve ¢oziicii
gerektirmez. WST-1 reaktifi ile gerceklesen reaksiyon hiicre kiltiiriindeki
mitokondriyal dehidrojenaz miktariyla orantili olarak renk degisikligi meydana getirir.
Olusan formazan boyasinin miktar kiiltiir ortamindaki metabolik olarak aktif hiicrelerin
sayisi ile dogru orantilidir. Kullanimi kolay, gilivenilir, tekrarlanabilirligi yiiksektir.
Hem hiicre canliigi hem de sitotoksisite testlerini belirlemek i¢in yaygin olarak

kullanilir (Riss ve ark.,2013; Aslantirk, 2018).
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Formul 1. WST-1testi prensibi (Sigmaaldrich/Roche’den alinmistir.)

2.6.2. Tripan Mavisi Hiicre Canlihk Testi

Boya diglama yontemlerinden olan tripan mavisi hiicre kiiltiiriindeki canli ve /
veya Olii hiicrelerin sayisini belirlemek amaciyla kullanilir. Tripan mavisi negatif yiikli
ve non-vital ozelliktedir. Sitoplazma membran biitliinliiglinii kaybetmis hiicrelerde
birikme 6zelligi gostermektedir. Fakat canli hiicrelerin sitoplazma membrani bu boyay1
kabul etmez. Canli hiicrelerin sitoplazmalar1 agik renkte goriiniirken 6l hiicrelerin
sitoplazmas1 mavi renkte goriilecektir. Tripan mavisi ile hiicre canlilik testinde genel
yontem olarak elle boyama ve sayim i¢in hemositometre (thoma lami) kullanilmaktadir.
Hiicreler hemositometre yardimi ile mikroskop altinda incelendiginde canli hiicreler
yapisal biitiinliigii bozulmamis hiicre zaria sahip oldugu igin ortamdan boya almazlar.
Ancak canliligin1 kaybetmis hiicrelerde sitoplazma zar biitiinliigii bozuldugu i¢in
ortamdan boya alarak belirgin mavi renkte goriiniirler. Sonugta canli ve canli olmayan
hiicreler birbirinden kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Teknolojideki gelismeler

yardimiyla teknigin verimliligini ve dogrulugunu artirmak ic¢in otomatik hiicre sayim
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cihazlar gelistirilmistir. Cell Counter TC20 (Biorad) cihazi otomatik hiicre sayimini
gerceklestiren cihazlardan biridir. Hiicreler bir sayma lamma yerlestirildikten sonra
hiicre sayim cihazinda okutulur. Cihaz hizli bir sekilde (< 30 sn) tripan mavisini almis
hiicreler ile canli hiicreleri degerlendirmektedir. Bu ydntem basit ve ekonomiktir. Olii
hicrelerin sitoplazmasi boya uygulamasini takiben kisa siirede mavi renkte
boyanmaktadir. Bunun yaninda hiicre sayimi genellikle bir hemasitometre kullanilarak
yapilir. Bu nedenle sayma hatalar1 (~%10) meydana gelebilir. Ancak bu dezavantaj
otomatik hiicre sayim cihazlar kullanilarak giderilebilmektedir (Louis ve Siegel, 2011,

Aslantiirk, 2018).
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Hiicre Hatt1

Insan Hepatoselliiler Karsinom (HepG2)
Hiicre Hatt1

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

-80°C Derin Dondurucu

Nive-DF 490

Buzdolabi (+4)

Arcelik 5006 NF

Hiicre Sayim Cihazi1 (Cell Counter)

Bio-RadTC20™ - 1450102

CO, Inkiibator

Nive-EC 160

Hassas Terazi

Shimadzu Auw 220 D

Su Banyosu

Niive-Nb 20
Inkiibato
nkiibator Niive
Invert Mikroskop Zeiss-Vert.Al

Laminer Akish Giivenlik Kabini

Nive-MN 120

Mikroplaka Okuyuculu Spektrofotometre

Tecan software Magellan

Orbital (Manyetik) Karigtirict

Wise-Stir-MSH-20A

Otoklav

Nive-OT 40L

Otomatik Pipetor

Thermo S1 Filler

pH Metre

Thermo 710 A

Ultra Saf Su Cihaz1

Millipore, Milli-Di, Simplicity 185
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http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1450102-tc20-automated-cell-counter?ID=1450102

3.1.3.Kullanilan Sarf Malzemeler

75 cm? Hiicre Kiiltiirti Flaski

SPL Life Sciences

6 Kuyucuklu Mikroplaka

Corning

96 Kuyucuklu Mikroplaka

Corning

Hiicre Sayim Lamu (Cell Counting Slide)

Bio-Rad 145-0011

Falkon Tip (50 mL) ISOLAB
Portlp ISOLAB
Kriyo Vial (2 mL) ISOLAB
Pudrasiz Lateks Eldiven Tentyflex

Steril disposable pipet (5-10-25 ml)

LP Italiana

Steril Pipet Ucu (10-200-1000 pl)

ISOLAB

3.1.4.Kullamilan Kimyasal Maddeler

Fetal Sigir Serumu GIBCO
L-Glutamin SIGMA-49419
Minimum Esansiyal Medium (MEM) SIGMA-M0275

MEM NEAA Non Esansiyal Aminoasit

GIBCO-Thermo Fisher-11140-035

NaOH (Sodyum Hidroksit)

Merck-106462

HCI (Hidroklorik asit) SIGMA - 30721
Penisilin streptomisin SIGMA-P4333
Sodyum bikarbonat SIGMA-31437

Sodyum pirlivat

SIGMA-Thermo Fisher-11360070

Tripan Mavisi

SIGMA-T8154

Tripsin-EDTA

Biological Industries, 03-051-5B

WST-1 Hicre Proliferasyon Re-ajan

Roche, REF 11644807001
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3.2.Metot
Hiicre Kiiltiir Calismalar:

3.2.1. Cahsmada Kullanilan Hiicre Hatti
HepG2 hepatoma hiicre hattt Amerikan Tip Kiiltiir Havuzu bankasindan temin

edilmistir. Hiicre hatlar1 ¢ozdurulene kadar -80°C derin dondurucuda saklanmustir.

3.2.2. HepG2 Hiicre Hattina Uygun Medium’un Hazirlanmasi ve

Ozellikleri

Hucreler, % 10 fétal dana serumu (%10 FBS), 2 mM L-glutamin, % 1
penisilin-streptomisin, % 1 sodyum piriivat, % 1 esansiyel olmayan amino asit (NEAA),
2.2 g/l sodyum bikarbonat iceren Minimal Esansiyel Medium (MEM)’de 37 °C’de % 5
CO:z iceren ortamda c¢ogaltildi.

3.2.3. Hiicre Cozdurme

* % 20 oraninda FBS ve % 1 oraninda antibiyotik soliisyonu iceren MEM
hazirlanarak 37 °C su banyosunda bekletildi.

= Hazirlanan mediumdan 75 cm?’lik steril flasklara 20 mL aktarilds.

» -80°C derin dondurucudan ¢ikartilan HepG2 hiicreleri 37°C ‘lik su banyosunda
stiratli bir sekilde ¢oziilene kadar bekletildi. Kriyo vial tiipiiniin kapaginin su ile temas
etmemesi icin dikkat edildi.

= Coziinen HepG2 hiicreleri, icerisinde hiicre mediumu bulunan 75 cm?’lik
flaska yavas bir sekilde damla damla aktarildi.

= Hicrelerin tamami aktarildiktan sonra dikkatli bir sekilde yapilan pipetasyon
islemi ile medium i¢ine homojen olarak dagilmalar: saglandi.

* Bu islemler tamamlandiktan sonra hiicre kiiltiirii flask1 37°C de % 5 CO2‘li
inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

= Hucre ¢Ozuldikten 24 saat sonra vasat % 10 oraninda FBS ve % 1 oraninda
antibiyotik iceren MEM ile degistirildi.

= Daha sonra hcreler %80 oraninda yogunluk (confluence) saglayana kadar

invert mikroskopla kontrol edildi ve 2 giinliik araliklar ile mediumlar degistirildi.
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3.2.4. Hucrelerin Subkiiltiir Yapilmasi
75 cm?lik steril flasklarda {iretilen HepG2 hiicreleri % 80 yogunluk
sagladiktan sonra subkiiltiirleri yapildi. Bu islem asagidaki sekilde gergeklestirildi:

= Subkiiltiir islemi i¢in flask inkiibatorden alindi ve laminer akisli kabin
icerisinde medium uzaklagtirildi.

= Hicre yizeyi % 0.25 lik Tripsin-EDTA ile yikandi.

» Yikama isleminden sonra Tripsin-EDTA sollsyonundan 5 mL eklendi ve
flask 37 °C’de 2-3 dakika bekletildi.

= Yiizeyden kalkan hicre uzerine tripsini inaktive etmek i¢in 5 mL medium
konuldu ve pipetleme islemine gegildi. Pipetleme islemine, hiicreler tek tek ayrilana
kadar devam edildi.

= Siispanse haldeki hiicreler bir falkon tiipe alinarak 2500 rpm de 5 dk santrifiij
edildi ardindan mediumla tekrar resuspanse edildi.

* {¢inde hiicrelerin homojen olarak dagildig: hiicre siispansiyonundan 20 pL
alinip tizerine 20 pL Tripan Mavisi eklenerek hiicre sayim cihazinda sayim yapildi.

= Cikan sonuca gore gerekli sulandirma yapilip igerisinde % 10 FBS ve % 1
antibiyotikli medium bulunan 75 cm?lik her bir hiicre kiiltiirii flaskina 108 hiicre
diisecek sekilde aktarildi ve inkiibasyona birakildi (Sekil 7 ve 8).

Sekil 7. Hiicrelerin subkiiltiir yapilmasi Sekil 8. Hiicrelerin inkiibasyona birakilmast
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3.2.5. Cogaltilan Hiicrelerin 96 ve 6 Kuyucuklu Plakalara Aktarilmasi

Hucreler subkdltlr yapildiktan sonra ¢ogalmalari igin 37 °C’lik % 5 CO2’li
etiivde inkubasyona birakildi. Hiicrelerin morfolojik ve sayisal kontrolleri 1s1k
mikroskobunda yapildi. Ayrica mediumun renk degisikligi, bulaniklig1 ve
kontaminasyon olup olmadigi siklikla kontrol edildi. Hucreler flask yuzeyini

kapladiklar1 zaman (% 80 yogunluk) asagidaki islemler uygulandi.

®» Flask igerisindeki medium uzaklastirildi ve ardindan hiicre ylzeyi % 0.25 lik
Tripsin-EDTA ile yikandi.

* Yikama isleminden sonra flaska 5 mL Tripsin-EDTA eklendi ve 37 °C’lik
etlivde birkac dakika bekletildi.

= Yizeyden kalkan hiicrelere 5 mL medium eklenip pipetleme yapildi ve 2500
rpm de 5 dk santrifiij islemi uygulandi.

= Santrifiij sonrasi silipernatant atilarak mediumla resiispanse edildi.
Resuspanse olan hicrelerden 20 pl alinip ependorf tiipiine aktarildi ve tizerine 20 ul
tripan mavisi eklendi.

= Hicre+ tripan mavisi karisimi hiicre sayim cihazinin lamina aktarilip cihazda
sayim gercgeklestirildi.

*» Sayimdan sonra gerekli sulandirma yapilarak 96 kuyucuklu plakaya 3x10%
hiicre/kuyu, 6 kuyucuklu plakaya ise 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.

= Plakalara aktarilan hiicrelerin zemine tutunabilmeleri i¢in 37 °C’lik % 5

CO2’li etiivde inkubasyona birakildi.
Hiicre Canhilik Testleri

3.2.6. WST-1 Testi

WST-1 testi, sar1 renkli tetrazolyum maddesinin canli hiicreler tarafindan koyu
kirmiz1 renkli formazana doniistiiriilmesi esasina dayanarak canli hiicre sayisini analiz
etmeye yarayan spektrofotometrik bir yontemdir. WST soliisyonlarinin canli veya
apoptozun erken evresindeki hucrelerin  mitokondrileri araciligiyla olusturdugu
reaksiyonda, soliisyonlarda bulunan tetrazolyum halkasi hiicre mitokondrilerinde
bulunan dehidrojenaz enzimlerince parcalanarak renkli formazan kristalleri olusturur.

Boylece renk ayriminin yogunluguna gore canli/6lii hiicre sayisinin tespiti
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yapilabilmektedir. WST-1 testi, liretici firmanin belirttigi protokole gore asagidaki
sekilde uygulandi (Sigma, 2019a):

= Hiicreler 100 pL kiiltir ortami igeren 96 kuyucuklu steril hiicre kiiltiirii
mikroplakaya, hiicre yogunlugu her bir goz basmna 3x 10* hiicre/kuyu olacak sekilde
ekildi ve mikroplaka tabanina tutunabilmeleri i¢in 37°C’lik CO2°li etiivde 24 saat
bekletildi.

» Hiicrelerin muamele edilecegi vasat pH’lan NaOH ve 1.2 N HCI
kullanilarak medium pH degerlikleri 6.0, 6.2, 6.4, 6.6, 6.8, 7.0, 7.2, 7.4, 7.6, 7.8, 8.0, 8.5
olarak ayarlandi ve 0.22 pm siringa ucu filtre ile siizlilerek steril hale getirildi.

= Ertesi giin hiicrelerin mediumu uzaklastirildt ve hiicreler 6.0-8.5 pH
araliginda ayarlanan 12 farkli pH degerine sahip vasat ile 24 saatligine ve 3 tekrar
olacak sekilde inkiibe edildi (Sekil 9).

= 24 saatlik inkubasyon sonunda her bir kuyucugun iizerine 10 pL WST-1
bilesigi pipet yardimi ile eklendi ve ardindan orbital karisitiricida bir dakika boyunca
karistirtlan hiicreler 30 dk boyunca 37°C’de CO2‘li etiivde inkiibe edildi. Hiicre
olmaksizin WST-1 eklenmis besi yeri negatif kontrol olarak kullanildi.

= Inkiibasyon sonrasinda absorbans degeri 450 nm, referans dalga boyu 620
nm’ye ayarlanmis mikroplaka okuyucu kullanarak 6l¢tim yapildi (Sekil 10).

Sekil 9. 6.0-8.5 pH araliginda ayarlanan mediumlarin HepG2 hiicrelerine uygulanmasi
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Medium pH’smimn ayarlanmast Tiiplerdeki mediumlarin

(6 le 8.5 aras) plakaya aktarilmasi Ettivde 24 saat

inkiibasyon

Analiz 30 dakika inkiibasyon Plakadaki hiicrelere
WST-1 eklenmesi

Sekil 10. WST-1 testi uygulanmasi

= Farkli pH degerlerindeki yiizde canli hiicre tespiti asagidaki formiile gore
hesaplandi:

= Hiicre canlilik oran1 = ( Atest - Ablank /Akontrol - Ablank)

= %Hiicre canlilik oran1 = ( Atest - Ablank /Akontrol - Ablank) x100
= Atest = Test grubunun absorbansi

= Akontrol = Kontrol grubunun absorbansi

= Ablank = Blank grubunun absorbans

3.2.7. Tripan Mauvisi Testi
Tripan mavisi iretici firmanm belirttigi protokole gore asagidaki sekilde

gerceklestirilmistir (Sigma, 2019b):

» pH’lart WST-1 test sonucglarina gore ayarlanmis mediumlar 50 ml falkon
tiiplerde hazirland1 (Sekil 11).
» pH’lar1 ayarlanmis mediumlar siizme islemi i¢in laminer kabin igerisine alindi

ve 0.22 um siringa ucu filtre ile siiziilerek steril hale getirildi ( Sekil 12).
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» Kuyu basina 3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilan 6 kuyucuklu plakaya
yine kuyu basma 2 mL pH’s1 ayarlanmis vasat ile 24 saatligine ve 3 tekrar olacak
sekilde inkiibe edildi (Sekil 13). Inkiibasyon &ncesi ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasi

invert mikroskop altindaki goriintiilerinin fotograflar: ¢ekildi.

Sekil 11. pH’lart ayarlanmis mediumlar Sekil 12. Mediumlarin steril hale getirilmesi

Sekil 13. Mediumlarin 6 kuyucuklu plakaya aktarilmasi

= Inkiibasyon sonunda hiicrelerin mediumlar1 laminer kabin igerisinde uzaklastirildi.

= Hicrelerin plaka yiizeyinden ayrilmasi i¢in 1 mL tripsin-EDTA ile yikandi.

= Daha sonra 750 pL tripsin eklenip 37°C’lik etiivde birkag¢ dakika bekletildi.

* Bu islemden sonra invert mikroskop altinda hiicrelerin yilizeyden tamamen ayrilip
ayrilmadiklari kontrol edildi.

= Hiicreler plaka yiizeyinde kalktiktan sonra 750 pL vasat eklendi ve pipetleme
islemi yapildi.

» Her bir gbzde bulunan hiicreler 1.5 ml’lik ependorfa aktarildi ve 2500 rpm’de 5 dk
boyunca santrifj edildi.

= Hiicreler ependorfun dibine ¢okiince lizerindeki siipernatant kismi1 uzaklastirildi.

= Hiicrelerin Uzerine 750 pL vasat eklenerek restispanse edildi.

* Homojenize edilmis vasattan 20 uL aliip steril ependorfa aktarildi ve {izerine 20

ML tripan mavisi eklendi.
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» Elde edilen karisimdan 20 pl alindi ve hiicre sayim cihazinda hiicre sayim islemi

gerceklestirildi (Sekil 14).

3 6
Total count: 1.19x 1% cells/mi
Live count: 1.11 x 10" cells/mi
Live cells: 94%

February 23, 2019 - 15:51 ‘
Sample name!
Insert USB flash drive into port A ‘

Press Home to cancel

Sekil 14. Hiicre sayim cihazi ve sayim iglemi

3.2.8. Istatiksel Degerlendirme

Ug tekrarls sitotiksisite denemelerinden elde edilen sayisal verilerin istatistiksel
degerlendirilmesi SPSS v 21 base lisansli istatiksel analiz programi yardimiyla yapildi.
Elde edilen tim veriler ortalama £ S.E (Standart hata) olarak alindi. Elde edilen verilere
normalite testi Shapiro-Wilk testi ile yapildi ve biitiin veriler normal dagilim
gosterdiginden, veri ortalamalarinin karsilastirilmasinda parametrik yontem olan tek
yonlu varyans analizi (One Way ANOVA) ve sonrasinda (post hoc) Tukey ve Dunnet
testleri uygulandi. Istatiksel degerlendirme ve veriler arasindaki farkin 6nem derecesi

p<0.05 oldugunda anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. pH’s1 Degistirilmis Mediumlarin HepG2 Hiicre Hatt1 Uzerindeki In

vitro Sitotoksik Etkisinin WST-1 Testi Ile Belirlenmesi

Calismamizin ilk kisminda 96 kuyucuklu plakada gergeklestirilen WST-1
testinden elde edilen absorbans degerlerine gore hesaplanan hiicre canliligi % degerleri
Sekil 15 ve Tablo 1’de gosterilmistir. Medium pH’s1 7.2 olan (kontrol) gézlerdeki hiicre
sayist ile medium pH’s1 7 olan gruptaki hiicre sayilar1 karsilastirildiginda ise yakin bir
deger elde edilmistir. Medium pH’st 6.6 ve 6.8 olan gruplar ile kontrol grubu
karsilastirildiginda  hiicrelerin  proliferasyon yeteneklerinde bozulma olmadan
cogalabildikleri gozlemlenmistir. Medium pH’s1 azaldik¢a (pH 6.4, 6.2, 6.0) hiicre
canliliginda istatistiksel olarak Onemli olan azalma saptanmistir (p<0.05). Kontrol
pH’sina yakin degerlikte olan pH 7.4’te hiicre canliligi kontrol grubuna goére onemli
diizeyde artis gostermistir (p<0.05). Alkali gruplarda pH 7.6’dan itibaren azalma
gbzlemlenmis olup bu gruplardan pH 7.8, pH 8.0 ve pH 8.5 olan gruplarda hiicre
canliligr agisindan énemli bir azalma saptanmistir (p<0.05).

Bu sonuglara gore hiicrelerin liremeye devam ettigi ve kontrol grubuna (pH
7.2) yakin olan ikiser asidik (pH 6.6 ve 6.8) ve alkali (pH 7.6 ve 7.8) pH grubu sayisal

veri elde etmek i¢in Tripan Mavisi testi uygulanmistir.

Tablo 1. Hiicre Canliliginda pH’ya Bagli % Degisim Oranlari

Medium pH Degeri % Hiicre Canlilig1
6 51,35
6.2 52,04
6.4 59,40
6.6 102,88
6.8 99,71
7 101,52
7.2 100
7.4 116,13
7.6 95,75
7.8 66,86
8 67,92
8.5 50,02
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Sekil 15.Medium pH’s1 degistirilmis HepG2 hiicrelerinde WST-1 analiz sonuglari. * Kontrole gore fark
istatistiksel olarak énemlidir ( p<0.05). % canli hiicre ortalama * standart hata (S.E.) olarak

verilmistir.

4.2.Cogaltilan Hiicrelerin Adaptasyon ve pH’s1 Degistirilmis Mediumlar

ile Inkiibasyon Sonrasti 6 Kuyucuklu Plakalardaki Mikroskobik

Goruntuleri

Baslangigta 6 kuyucuklu plakaya 3x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekim
yapilan hiicreler adaptasyon siireci igin 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonunda hucrelerin morfolojik gorintileri invert mikroskop altinda ¢ekildi (Sekil 16).

sahalardan mikroskobik goriintist (buyttme,x80)
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Medium pH’st 6.0-8.5 araliginda tutulan HepG2 hiicrelerine WST-1 testi
uygulanmis ve % canli hiicre oranlar1 degerlendirildi. HepG2 hiicre hatti iiretilirken
kullanilan MEM mediumu i¢in iiretici firmanin énermis oldugu pH 7.2 kontrol grubu
olarak tutuldu. WST-1 testi sonuglarina gore kontrol grubu ile kiyaslandiginda
maksimum proliferasyonun oldugu iki asidik pH (6.6 ve 6.8) ve minimum
proliferasyonun oldugu iki alkali pH (7.6 ve 7.8) degerleri olmak iizere 4 farkli pH
grubu belirlendi. Bu gruplara ait plakalara dagitilan ve adaptasyon sonrasi mediumlari,
pH’s1 ayarlanmis mediumlarla degistirilen hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
mikroskop altinda morfolojik incelemeleri yapildi. Kontrol grubuna gore asidik pH (6.6
ve 6.8) ortaminda inkiibe edilen hiicrelerin daha fazla adacik goriiniimiine ulagtig1 ve
hiicreler arasi boslugun azalarak proliferasyon oraninin arttigi gézlemlenmistir. Kontrol
grubu ile alkali pH (7.6 ve 7.8) ortaminda cogaltilan hiicreler kiyaslandiinda ise
hiicrelerin morfolojik olarak bozuldugu, hiicreler arasi bosluklarin fazlalastigi ve

proliferasyon oraninin azaldigi gézlemlenmistir (Sekil 17-21)

% i
(Y » # Ve A 2\ o~

Sekil 17. pH 6.6 olan mediumda 24 saat inkiibe edilmis HepG2 hiicrelerinin mikroskobik gdrintisu
(bliyttme, x80)
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(buylitme,x80)

2 fye .
Sekil 19. pH 7.2 olan mediumda 24 saat inkiibe edilmis HepG2 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii

(biiyitme,x80)

28



(biiyitme,x80)
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Sekil 21. pH 7.8 olan mediumda 24 saat inkiibe edilmis HepG2 hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii
(biiyitme,x80)
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4.3. pH’s1 WST-1 Sonuclarina Gore Belirlenmis Olan (pH 6.6, 6.8, 7.6, 7.8)
Mediumlarin HepG2 Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin Tripan Mavisi
Testi ile Belirlenmesi

Morfolojik degerlendirmeden sonra hiicrelere Tripan Mavisi testi uygulanarak

canl1/61i hiicre sayilar1 hesaplandi (Tablo 2).

Tablo 2. Asit ve alkali pH’lardaki HepG2 hiicrelerinin proliferasyon oranlarinin Tripan Mavisi testine

gore analizi
pH Canl Hiicre Sayis1 (Ortalama + Standart Hata)
6.6 2.007.866,67 + 132460.63%
6.8 1.802.400,00 + 72549.812°
7.6 1.604.000,00 + 87090.81°
7.8 1.161.066,67 + 103052.11°
Kontrol (7.2) 1.903.986,67 + 63017.82*0

abe Ayni siitundaki gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir ( p<0.05)

Tripan Mavisi testi sonuglarina bakildiginda pH 6.6°da hiicre sayisinda kontrol
grubuna gore sayisal artis gozlemlenmekle birlikte bu artis istatiksel olarak Snemli
bulunmamistir (p>0.05). Medium pH’s1 6.8 olan grup ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hiicre canliliginda diisiis belirlenmis olup, aradaki farkin istatistiki
agidan Onemli olmadigi tespit edilmistir. Sonuglar ayn1 gruplar igin WST-1 testi ile
karsilastirildiginda pH 6.6 (% hiicre canliligin 102,88) ve pH 6.8 (99,71) ile paralel
sonuglar elde edilmistir. Alkali grup olan pH 7.6’da kontrol grubuna goére canli hiicre
sayisinda azalma gozlemlenmistir (p>0.05). Bir diger alkali grup pH 7.8’de ise hiicre
sayisinda belirgin bir azalma tespit edilmis olup bu azalma istatiksel olarak 6nemlidir
(p<0.05). Medium pH’s1 7.6 ve 7.8 olan alkali gruplarin WST-1 testinden elde edilen
hiicre canlilig1 sonuglari (canlilik pH 7.6 i¢in % 95.75 ve pH 7.8 igin % 66.86) tripan

mavisi testinden elde edilen sonuglar ile karsilastirildiginda benzerlik gostermektedir.
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S.TARTISMA

Warburg etkisi (aerobik glikoliz), oksijen varhiginda dahi yiksek glikoliz
nedeniyle anormal metabolizma sergileyen kanser hiicrelerinin tipik bir 6zelligidir.
Artmis glikoz alimi ve laktat tiretimi ile timor biiylimesini kolaylastirabilen Warburg
etkisi, glinimuzde kanserin ayirict bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir (Hanahan ve
Weinberg, 2011). Bu etkinin metabolik bir sonucu olarak sekillenen tiimér mikro-
cevresi diisiik glikoz, yiiksek laktat konsantrasyonu ve diisiik ekstraselliiler pH ile
karakterizedir. Diisiik ekstraselliler pH ve hipoksik ortam tlmorlerde c¢oklu
mekanizmalarmn aracilik ettigi metastaz ve invazyonu indiikleyerek, timaor buylimesi ve
geligsmesini etkiler. Bu mekanizmalar arasinda nokta mutasyonu, gen amplifikasyonlari
ve delesyonlara bagli olarak sekillenen metastaz supresor genlerin inaktivasyonu,
genomik instabilite, metastatik yolaktaki goérevli genlerin ekspresyonunun artirilmasi
yer almaktadir. Ornegin hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilir faktdr 1 (HIF1 o)’in aracilik
ettigi kompleks gen ekpresyon programimi aktive ederek glikolizisin up-regilasyonuna
ve sonugcta laktik asit ve CO; iiretiminin artmasina neden olur. Ayrica diistik hiicre dis1
pH, apoptozu tetikleyen hiicre igi ortami da olumsuz yonde etkileyebilir. (Rofstad,
2000; Swietach ve ark., 2007). Tumor hicrelerinin mikro-cevresinin asidik olmasi
kemoterapi ve radyoterapiye direnci artirirken anti timor immun yanitin azalmasina ve
cerrahi miidahalelerden sonra sag kalim oranimi diisiirerek prognozunun kotii olmasina
yol agmaktadir. Bu nedenle son yillarda kanser prognozunda bu denli éneme sahip olan
timor mikro-cevresi ve bu mikro-cevreye sebep olan metabolik yolak hedefli in vivo ve
in vitro ¢aligmalar giderek 6nem kazanmaktadir. Bu siirecin kontroliiniin anlasilmasi,
kanser tedavisi icin potansiyel hedeflerin belirlenmesinde oldukc¢a énemlidir (Lacroix
ve ark., 2018).

Bu caligmada kanser asidik mikro-gevresini taklit etmek icin HepG2 hicreleri
asidik biiylime ortaminda gogaltilarak hiicrelerin proliferasyonuna etkisi degerlendirildi.
WST-1 testinden elde edilen sonuglara gére medium pH’s1 azaldik¢a hiicre canlilig
kontrol grubuna gore yakin veya artmis olarak saptanirken, pH 6.4’ten itibaren canl
hiicre sayisinda 6nemli bir azalma belirlenmistir (p<0.05). Bu sonuca gére pH 6.6’dan
daha diisik olan medium pH’larinda hicrelerin - yaridan fazlasinin = 6ldigi
gbzlemlenmistir. In vivo ortamda gesitli timorlerin ektraselliiler pH’larinin 6.6 ile 7.0

araliginda degistigi bildirilmistir (Hao ve ark., 2018). WST-1 testinden elde ettigimiz
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sonuclar literattrdeki bu bilgiyle paralellik gostermistir. Bu nedenle ¢alismanin ikinci
kisminda tripan mavisi testinde, pH 6.6’dan daha asidik degerler i¢in hiicre sayimi
yapilmamistir. Tripan mavisi testinden elde ettigimiz sonuglarda pH 6.8’de hiicre
canlilig1 oranlar1 kontrol grubuna benzerlik gosterirken pH 6.6’da hiicre canlilifinda
artis gozlemlenmistir. Calismamizda taklit edilen asidik mikro-¢evrenin hiicre
proliferasyonunda artisa neden oldugu tespit edilmistir. Hiicre proliferasyonu ve enerji
metabolizmasinda gorevli olan Insiilin benzeri biiyiime faktori-1 (IGF-1) hepatoselliler
karsinomada overeksprese olan onkolojik bir faktordir. Bircok kanser tipinde
miRNA’lar supresér gen olarak gorev almaktadir. Bunlardan miR-342-3p’nin
hepatoselliiler karsinom hucrelerinde, IGF-1 aracili nude farelerde ve in vitro
hepatoselliller karsinoma hiicre hatlarinda (HepG2 ve MHCC97H); hiicre
proliferasyonunu, glikoz alimini, laktat olusumunu, ATP iiretimini ve hiicre dis1
asitlesme oranini azalttigi belirtilmistir. Arastiricilar, ¢alisma sonucunda miR-342-
3p'nin HCC'deki Warburg etkisini diizenleyerek kanser hiicrelerinin proliferasyonunda
onemli rol oynadig: bildirilmistir (Liu ve ark., 2018).

Kanser biyolojisi, metastaz, anjiojenez, invazyon, migrasyon ve proliferasyon
gibi birbiri ile ilgili birden fazla basamaktan olusan kompleks olaylar dizisini igerir.
Baslangicta hiicrelerin yeterli diizeyde prolifere olup tiimoriin belli bir blytiklige
ulagmas1 gereklidir. Bu asamadan sonra yeni damar olusumunu uyarirlar ve primer
timor dokusundan ayrilarak kan damarlarma dogru lokal invaziv gog, intra ve
ekstravazasyonun ardindan uzak dokulari isgal ederler (Lu, 2019).

Timor progresyonunun erken evrelerinde, hiicre disi asitlik, invazyonla ilgili
reseptorleri, sinyal proteinlerini, transkripsiyon faktorlerini, sitokinleri, hiicre dongusu
kontrollinii ve c¢ogalmasini kodlayan yiizlerce genin modiilasyonu yoluyla gen
ekspresyonunu etkileyerek daha kot huylu bir hicre fenotipine yol acar (Rofstad ve
ark., 2006; Moellering ve ark., 2008; Fukamachi ve ark., 2013).

Rofstad ve ark., (2006), melanom hiicre hatlarmi (A-07, D-12, ve T-22) pH 6.8
ve pH 7.4 olmak iizere iki farkli ortamda kiiltiire etmislerdir. Kiiltiir sonras: hiicreleri
atimik niide farelere kuyruk venasindan enjekte ederek enjeksiyon sonrasinda pulmoner
metastazi degerlendirmislerdir. Calismada asidik ortamda kdltire edilen melanom

hicrelerinin farelerde proteolitik enzimlerden olan matriks metallo proteinaz-2 ve 9
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(MMP-2 ve MMP-9), katepsin B ve L’nin asir1 ekspresyonuna bagl olarak pulmoner
metastazi artirdigini bildirmislerdir.

Fibroblast hicre kiltiiriinde (HS27) yiiksek laktat miktarina bagli olarak mikro
cevrede hiicre hareketliligini kolaylastiran glikozaminoglikan yapisindaki hyaliironik
asit ve hicre adhezyonu ve migrasyonunda rol oynayan CD44 transmembran reseptori
ekspresyonunun arttigr bildirilmistir. Asidik mikro-gevrede yiiksek oranda bulunan
laktatin hyallronik asit ve CD44'1in miktarini1 artirdigin1 ve bunlarin invazyon ve
metastaz siirecine katkida bulunabilecegi goriilmiistiir (Stern ve ark., 2002). Malign
melanom hiicre hattinda (A375) laktatin tasinmasina aracilik eden monokarboksilat
tastyicisi (monocarboxylate transporter-MCT) 1 ve 4 ile etkilesimde olan transmembran
glikoproteinlerinden CD147’nin sentezinin baskilanmasi, kanser hicrelerinin glikolizis
orani, ATP tretimi ve hiicre disinin asitlesmesini 6nleyerek hticre proliferasyonunu ve
metaztast azaltmistir (Su ve ark., 2009).

Normal dokularda proliferasyon ve oOliim arasindaki denge hiicreler arasi
iletisim yoluyla saglanarak hiicre homeostazisi korunur. Normal hiicre davraniginin ve
doku homeostazinin devam ettirilmesinde ekstraselliiler matrisin 6nemli rolii vardir.
Normal dokularda organ homestasinin siirdiiriillmesi stabil doku yapisini koruyarak
neoplastik transformasyona doniisiimii engeller. Stabil doku yapisinin sekillenmesinde
sik1 birlesme proteinleri ile B1 integrinler ve epithelyal (E)-cadherin gibi adezyon
molekiilleri gérev alir (Johanna ve ark., 2009). E-cadherin tiimor baskilayici bir hiicre
adhezyon molekiludir. E-cadherin’in down-regiilasyonu, timér hiicrelerinin artmig
migrasyon ve invazyonu ile iliskilendirilmistir. HepG2 hiicrelerinin medium pH’sinin
6.6’ya diistiriilmesi, E-cadherinin fosforilizasyonuna neden olarak inaktivasyonuna, bu
da hicre-hiicre baglantilarinin ayrilmasima yol agmaktadir. Asidik mediumun hicre
adhezyon molekiillerinin yapisint degistirerek timor hiicrelerinin  metastazini  ve
invazyonunu artirdig gosterilmistir (Chen ve ark., 2009).

Ilging olan bir yaklasimla kanser biyolojisi ekolojik ve evrimsel bir siireg
olarak goriilmektedir. Bu baglamda kanser hiicrelerinde yaygin olarak gézlemlenen tiim
fenotiplerin, 6zellikle de artmis glikoz metabolizmasi ve bunun sonucunda interstisyel
asidozun, timor hicresi proliferasyonunu destekleyen evrimsel bir avantaj sagladigi
vurgulanmaktadir. Dahasi, bdlgesel asidoz, dogada yaygin olarak gozlemlenen,

bitkilerin ve hayvanlarin kendi biiylimelerini ve hayatta kalmalarmi tesvik eden
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sekillerde cevrelerini degistirdigi ve/veya rakiplerinin degerini azalttigr “Alan A¢ma
Muhendisligi (niche engineering)” olarak goriilmektedir. Bu stratejik yaklagim ise
asit-aracili invazyon hipotezinin temelini olusturmaktadir (Gatenby ve ark., 2006;
Gatenby ve Gillies, 2008; Gillies ve ark., 2012). Bu modele gore kanser hiicreleri
evrimsel slrecte, hiicre i¢ci pH duzenlenmesinde rol alan sistemlerin ekspresyonunu
degistirerek asidik ortama adapte olurlar. Bu sistemlerden en 6nemlileri
Sodyum/Hidrojen degis tokus sistemi-1 (NHE-1) ve karbonik anhidraz-9 (CA-IX)’dur.
Bu baglamda, kanser hiicrelerinde pH-dizenleyici proteinlerin, hucresel pH
degisikliklerinin yaratilmasi yoluyla hiicre migrasyonundaki rolleri énemlidir. Bununla
birlikte, kanser hcrelerinin evrimsel kapasitesine sahip olmayan normal memeli
hlcreleri, asidik pH'ya uzun slre maruz kalmaya tolerans gosteremezler (Cardone ve
ark., 2005; Lou ve ark., 2011; Svastova ve ark., 2012). Calismamizda HepG2
hiicrelerinin asidik mediumda gostermis olduklar1 artmis proliferasyon davranisi, asit-
aracili invazyon hipotezine bagli olarak gelisen “Alan Ag¢ma Miihendisligi’nin
baslangic¢ safhasi olarak degerlendirilebilir.

Calismamizda medium pH’s1 kontrol grubuna gore alkalilestikce her iki test
sonucuna gore hiicre canliliginda azalma saptanmistir. Ozellikle pH 7.8’de belirlenen
azalma hem WST-1 hem de tripan mavisi testinde istatiksel olarak dnemli bulunmustur.

Alkali ortam kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmistir. Benzer sekilde Trived ve
ark. (2018), calismasinda alkali pH'daki artis meme kanseri hiicrelerinin (MDA-MB-

231) canliliginda azalmaya sebep olmustur. Ayrica, neem agaci (Azadirachta indica)
ekstrakti ile alkali pH'!n kombine sekilde uygulanmasi, doz ve pH artisina bagli olarak
hiicre canliliginda diisiise sebep olmustur.

TUmor mikro-gevresinin pH’s1 sodyumbikarbonat (NaHCOs) uygulamasi ve
alkali diyetle besleme gibi yontemlerle yiikseltildiginde tiimdrlerin  davranig
profillerinde degisiklik oldugunu vurgulayan in vivo ve in vitro c¢alismalar
bulunmaktadir. Immun yetersizligi olan farelerde deneysel olarak metastatik
adenokarsinom (MDA-MB-231) hiicre enjeksiyonu ile olusturulan meme kanser
modelinde oral olarak uygulanan bikarbonat tedavisinin metastaz insidansini azalttig
tespit edilmistir. Aymi arastiricilar PC3M hiicreleri ile olusturulan prostat kanser
modelinde de timor mikro-gevresinin oral bikarbonat uygulamasi ile alkali hale getirilip

metastaz oranini diisiirdliglini belirtmislerdir (Robey ve ark.,2009). Epidermal biiyiime
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faktorii (EGFR) mutasyonlu kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserli 11 hastada standart
tedavi dozuna gore diisiik doz EGFR inhibitorlerine (gefitinib, erlotinib, afatinib) ek
olarak hastalara alkali diyet rejimi uygulanmistir. Hastalar uzun siireli takibe
alindiklarinda benzer hasta popiilasyonlarinda bildirilen sagkalim (progresyonsuz
sagkalim 9.2 ay, genel sagkalim 18.6 ay), surelerine gore uzun sireli progresyonsuz
(19.5 ay) ve genel sagkalim siiresi (28.5 ay) uzamistir. Arastiricilar ileri akciger kanseri
hastalarinda uygulanan alkali diyetin tedaviyle ilgili olumlu sonuglar alinabilecegine
dair klinik kanit oldugunu vurgulamislardir (Hamaguchi ve ark., 2017)

Asidik mikro-gevrede tiimore karsi gelisen immun yanit da degismektedir.
Yuan ve ark., (2016), yaptiklar1 ¢alismada HepG2 hiicrelerini, HCC hastalarinin
kanindan izole ettikleri sitokinle uyarilmis katil hucreler (CIK) ile pH’s1 6.5 ve 7.4 olan
medium ortaminda kiiltiire etmislerdir. MTT ve floresan testlerinden elde ettikleri
sonuglarda HepG2 hiicrelerinin canliligi ve proliferasyon oraninin pH 7,4’ te pH 6,5’¢
oranla 6nemli diizeyde azaldigini tespit etmislerdir (p<<0.05). CIK htcrelerinin HepG2
hiicrelerine kars1 antitimor aktivitelerinin asidik ortamda % 35 diizeyinde azaldig
bildirilmigtir. Asidik mikro-gevrenin NaHCO3 ile notralize edilmesi CIK hucrelerinin
HepG2 hiicrelerine kars1 aktivitesini artirmistir.

Cogu antikanser ilag hicre igine aktif veya pasif transport yoluyla girdiginden
timor pH degisiklikleri tedavi agisindan da onem tagimaktadir. Bu nedenle ilaglarin
sitotoksik etkinligi hem hiicre i¢ci pH hem de hiicre dis1 pH’ya bagli olabilmektedir
(Stubbs ve ark.,2000). Timor dokusunda pH dizenleyicilerinin (NHE ve MCT gibi)
ekspresyon profili de farklidir. Cesitli lipofilik antikanser ajanlarin hiicre i¢i birikiminin,
hiicresel pH gradyani tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Bu nedenle, pH
degisikliklerindeki bu fark, secici kanser kemoterapisi i¢in temel saglayabilmektedir
(Izumi ve ark., 2003).

Son yillarda timdr mikro-gevresinin nanopartikiillerle alkalilestirilmesi ve
partikiillerin hiicre hatlarindaki sitoksisitesinin degerlendirmesi yoniindeki caligmalara
yogun bir ilgi vardir. Aliminyum oksihidroksit, magnezyum ve kalsiyum hidroksit bazli
nanopartikiillerin antitliimor 6zelliklere sahip oldugu, bu etkinin hiicrelerin mikro-gevre
pH degisimlerine bagli olarak metabolik siireglerinin degismesinden kaynaklandigi
bildirilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin, kanser hiicrelerine, normal hiicrelere

nazaran daha fazla sitotoksisiteye sahip oldugu gosterilmistir (Lozhkomoev, 2017).
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Asidik timor mikro-gevresine duyarli nanoparcaciklarin gelisimindeki son
gelismeler, asidik ve hipoksik ortamdan kaynaklanan dezavantajlart degistirerek
kanserle miicadele icin umut verici stratejiler sunmaktadir (Feng ve ark., 2017; Xia ve
ark.,2018).
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6.SONUC VE ONERILER

Kanser hiicrelerinin kemoterapdtik ajanlara karsi gelistirdigi mekanizmalardan
biri de ekstraselliiler pH’larinin normal hiicrelere oranla asidik olmasidir. Asidik mikro-
cevre kanser hucrelerinin proliferasyon, metastaz ve invazyon gibi malign 6zelliklerini
artirmaktadir. Bu durum glikoz metabolizmasinda son iiriin olan laktat nedeniyle
olusmakta ve Warburg etkisi hipotezi adiyla anilmaktadir. Kanserin bu 6zelliginden
faydalanilarak pH giidiimlii ila¢ salinim mekanizmalar1 gelistirilmekte ve mikro-Gevre
asiditesinin degistirilmesine yonelik ¢esitli tedavi yontemleri arastirilmaktadir. Asidik
mikro-¢evrenin mekanizmalari {izerine yapilacak olan ¢alismalar kemoterapi ilaglarinin
etkinliginin artirilmasi, timor davramiginin degistirilmesi ve malignite 6zelliginin

azaltilmasi ile kanser tedavisinde daha basarili sonuglar elde edilmesi hedeflenmektedir.

Calismamizda, glikoz metabolizmasi sonucu olusan asidik mikro-gevre taklit
edilerek hiicre proliferasyonu ve canlilik incelemesi yapilmistir. Benzer sekilde alkali
pH ortaminda canlilik ve proliferasyon degerlendirilmistir. Asidik mikro-¢evrede hiicre
sayisinda artis gozlenirken pH 6,4’ten itibaren daha kuvvetli asidik degerlerde hiicre
sayisinda anlaml olarak azalma saptanmistir. Kontrol grubunun (pH 7,2) canlilik orani
ile karsilastirildiginda pH 6.6’da hem WST-1 hem de tripan mavisi sonuglarina gore bir
artma oldugu tespit edilmekle birlikte bu artma istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir.  Ortam pH’sinin yiiksek asidik ve alkali derecelere sahip olmasi
durumunda hicre canliliginin anlamli olarak azaldigi gézlemlenmistir. Hafif alkali
gruplarda (pH 7,0, 7,4) hiicrelerin kontrol grubuna gore benzer oranda ¢ogaldig: tespit
edilmistir. Daha alkali gruplarda ise giderek azalma ve pH 7,8’den itibaren bu
azalmanin 6nemli oldugu bulgusu elde edilmistir. Alkali ortamin, kanser hicrelerinin
proliferasyonunu azalttig1 ve canlilik oranini diisiirdiigii tespit edilmistir. Bu nedenle
mevcut tedavi stratejilerine ek olarak fizyolojik sinirlar digina ¢ikilmadan metabolik
alkoloz riski de g6z 6niinde bulundurularak mikro-¢evrenin pH’sin1 yiikselten tampon
tedavilerinin yapilmasi timor hiicrelerinin davramisini degistirerek tedaviye olumlu
yanit sansini artiracaktir. Kanser hiicrelerinde karmasik metabolik degisiklikler ve
diizenleyici mekanizmalarin agik bir sekilde anlasilmasi kanser tedavisi i¢in yeni
terapotik ajanlarin ve etkili rejimlerin basarili bir sekilde gelistirilmesi i¢in esastir.
Kanser hicrelerinin tercihli olarak oldiiriilmesi amaciyla bir strateji olarak glikolizin

inhibisyonu ve anti kanser ajanlar olarak glikolitik inhibitdrlerin gelistirilmesi, Warburg
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hipotezine dayanan 6nemli arastirma alanlarindadir. Timd&r mikro-gevresinin bir sonucu
olarak degisen reseptdr, sinyal proteini, transkripsiyon faktorleri, sitokinler, hiicre
dongusu kontrollnl saglayan genler diizeyinde daha ileri ve detayli calismalarin

yapilmas1 6nerilmektedir.
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