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Ozet

Bu ¢aligmada Tiimor Nekroz Faktor o (TNF- o)’nin insan hepatoma hiicrelerindeki normal (normoksik) ve diisiik oksijen
(hipoksik) kosullarinda sitotoksik etkisi aragtirilmigtir. Normal oksijenin yani sira, kimyasal indiiklenmis hipoksik kosullarda,
TNF-o’nin sitotoksik etkisi 24, 48, 72 saatlerde 50 ve 500 U/ml uygulanarak hiicrelerde MTT testi ile belirlenmistir. Sonuglar
istatistiksel olarak analiz edilerek yorumlanmistir. TNF-0’nin doza ve zamana spesifik sitotoksik etkisi belirlenmistir. Normal
oksijen kosullarinda, Hep3B hiicre hattinda 48 ve 72 saatlerde kontrol grubuna gore herhangi bir etki goriilmezken, 24 saatte
50 U/ml ve 500 U/ml dozlarda proliferasyonda artis goriilmiistiir. Hipoksik kosullarda da 24 saatte normoksik kosullardaki gibi
bir etki gozlenirken, 48 saatte 500 U/ml TNF-a uygulanmasinda da hiicre proliferasyonunda anlamli artis gozlenmistir. 72
saatte ise 500 U/ml TNF-q uygulamas: hiicre proliferasyonunda istatistiksel olarak anlaml1 azalisa sebep olmustur.

Anahtar Kelime: TNF-o, anti-timér etki, Hep3B, MTT

Determination of Cytotoxic effects of the Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) under
normoxic and hypoxic conditions in Hepatoma (Hep3B) Cells

Abstract

In the present study, the antitumor effects of tumor necrosis factor alpha (TNF-o)) was investigated in human hepatoma
cells, Hep3B under normal oxygen and hypoxic conditions. Cytotoxic effect of two different concentrations, namely 50 U/ml
and 500 U/ml, of TNF-a was determined at three time points, 24h, 48h and 72h under normal oxygen and chemically induced
hypoxic conditions and followed by MTT test. The results were statistically analyzed by one way ANOVA test. The dose and
time-dependent antitumor activity of TNF-o was determined in Hep3B cells. In normoxic conditions, 50 U/ml and 500 U/ml of
TNF-a on Hep3B cells exhibited the proliferative effect although no effect was detected at 48 h and 72 h compared to control
group. In hypoxic condition, similar to proliferative effect in normoxic conditions, 500 U/ml TNF-a caused the same
proliferative effects at 24 h and 48 h. In hypoxic condition, 500 U/ml of TNF-a led to statistically significant cytotoxic effect
of Hep3B cells at 72h.
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GIRIS

farklilasma ve apoptoz siireclerinde oOnemli
rollere sahip, birbirinden farkli tip hiicrelerde
birden fazla etkisi olan, polipeptid yapida
proinflamatuar bir sitokindir [2]. TNF—o’nin iki

Tumor Nekroz Faktor, (TNF) ailesi iizerinde
en c¢ok calisilan protein ailelerinden bir tanesidir
ve 19 iiyeden olusan bir siiper aile olarak

isimlendirilir [1]. Bunlardan TNF-a ve TNF-$
tizerinde en ¢ok caligsilanlardir. TNF—o, basta
makrofaj ve lenfositler olmak iizere cesitli
immun ve somatik hiicrelerde sentezlenen, dogal
ve kazanilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu,

formu vardir, membrana bagimli transmembran
ya da pro TNF formu mTNF-a olarak da
isimlendirilir, ¢ozilebilir (solubul) formu sTNF-
a veya matiir (olgun) TNF olarak adlandirilir.
TNF-a’nin aksine TNF-B sadece solubl formda
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bulunur ve STNF-B olarak adlandirilir [3,4].
Hiicre membraninda sentezlenen TNF-a ilk
olarak 26 kDa olarak sentezlenir, uyaranlara
yanit olarak 26 kDa mTNF, TNF doniistiiriicti
enzim (TACE) tarafindan yikilir ve 17 kDa’luk
olgun (matiir) sTNF-a olusur [5,6,7]. Spesifik
olarak TNF-o’nin bazi etkileri ise sOyledir.
Ulseratif kolit, krohn hastalig1, diyabet, multipl
sklerozis, aterosklerozis ve inme hastaliklarinda
TNF-o’nin fazla ifade oldugu gozlenmistir.
Ayrica romatoid artrit ve diger immun sistem
hastaliklarinda TNF-o’nin anahtar rol oynadigi
belirlenmistir [8,9,10,11]. TNF-o bu rolleri
oynarken IL-1, IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi diger
proinflamatuar sitokinlerinde salinimmna neden
olur [12].

Biitiin insan hiicrelerinin ATP iiretimi igin,
mitokondri oksidatif fosforilasyonu yiiriitmek
icin sabit bir O, kaynagi gerekmektedir.
Hipoksik kosullara yada diisiik oksijen kosullara
hiicreler gesitli sekillerde cevap verir. Pek ¢ok
kanser, tlimor i¢inde hipoksik alanlar icerirler ve
diisiik oksijen kosullarma sahip (PO2< 10
mmHg) primer tiimorlerin yiiksek diizeyde
metastatik potansiyeli ve hasta Olimiinde artis
riski gosterdigi bilinmektedir. Hipoksik cevaptan
sorumlu HIF-1a transkripsiyon faktorii ¢oklu
adaptif cevaplarin regiilasyonunu saglar, bunlar
icin de hiicre ¢ogalmasi, metabolizmast ve
anjiogenezis cevap bulunmaktadir [13].
Karaciger karsinomunda HIF-lo  protein
ekspresyonu Zhong ve arkadaslar1 et al. (1999)
tarafindan bildirilmistir [14]. Buna gore, HIF-1a
protein  ekspresyonu normal dokuda %7
oraninda eksprese olmasina ragmen karaciger
karsinomunda % 67-94 artmistir [15, 16, 17 ].

TNF-o’nin hem protiimdér hem de antitimor
etkilerinin oldugu ¢alismalar bulunmaktadir. flk
olarak Karaciger hepatoma hiicre tiplerinden
HepG2 hiicreleri TNF-o’ya kars1 test edilmistir.
Bu calismada, Karaciger kanser hiicrelerinin
TNF-a‘nin inhibitér etkisinden etkilenmedigi
herhangi bir cevap vermedigini gosterilmistir
[18,19]. Diger hiicreler yiiksek dozlarda TNF-
a’ya karst duyarli olduklari rapor edilmistir.
Insan endothelial hiicrelerinde ~TNF-o’nin
biliylimeyi engelleyici etkisini rapor edilmistir.
Manda ve arkadaglarnt da fare L1929
fibroblastlarinda TNF-a’nin hiicre sitotoksisitesi
olusturdugu rapor etmistir [20,21]. Oysa insan
fibroblastlari TNF-a uygulamasindan
etkilenmemistir. Bu sonuglar bize TNF-a’nin
protumor ve antitumor aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir. TNF-a’nin hiicre biiyiimesine
olan etkisinin her hiicre tipinde ve fizyolojik

durumu da test edilmesi gerektigini ortaya
cikarmistir. Bu amagcla, ¢alismamizda hipoksik
ve normal oksijen kosullarinda, TNF-o’nin farkl
konsantrasyon ve zaman araliklarinda insan
hepatoma modeli olan Hep3B hiicrelerinde

hiicre proliferasyonu iizerine etkileri
belirlenmistir.
MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Insan hepatoma hiicre hatt1 (Hep3B), Dr.
Dipak Ramji, Cardiff Universitesi’den temin
edildi. Kullanilan  biitin ~ hiicre  kiiltiiri
materyalleri Greiner ya da Gibco ‘dan satin
alindi. TNF-a Peprotech’den temin edilmistir.
TNF-0.  Steril  distile  su  igerisinden
konsantrasyonu U/Ml olacak sekilde
hazirlanarak, -20°C’de depolanmustir.

Hiicre Kiiltiirii ve Canh Hiicrelerin
Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion)

Insan hepatoma hiicre hatt1 (Hep3B), 15 ml
medyumda 75cm? flasklarda, igerisinde 0,2 mM
L-Glutamin ve %10 1s1 ile inaktive edilmis FCS
(Fetal Calf Serum) igceren DMEM medyumu
ierisinde, 37 °C’de % 5 CO, atmosferinde
biiyiitiildi.

Toplam hiicre sayisin1  hesaplamak igin
Thoma lami kullanildi. Canli ve 6lii hiicreleri
ayirt etmek icin 10 ul hiicre siispansiyonu esit
hacimde, Trypan mavisi (1:1 diliisyon oraninda)
ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Hucreler TNF-a uygulamasindan &nce 96
kuyulu kiiltiir kaplarina, her kuyu i¢in 5000
hiicre olacak sekilde trypan blue uygulanmasi ile
sayilarak konulmus ve hiicrelerin bulunduklari
yiizeye tutunmalari i¢in 24 saat beklenilmistir.

Hipoksik  Ortam
Deneylerin Kurulmasi

Hep3B hiicreleri hiicre sayimi yapilarak 96
kuyulu plakalara ekim yapildi. Bir gece FCS
iceren medyumda inkiibe edildikten sonra hiicre
medyumu % 0,1 BSA igeren medium ile
degistirildi. Hipoksik ortam olusturulmasi igin
hiicrelere son konsantrasyon 150 pM CoCl,
eklendi. CoCl, uygulamasindan bir saat sonra
sitokin uygulamas1 yapildi. 1 saat sonunda
hipoksik ve normoksik ortamlarda son
konsantrasyon 50 U/ml ve 500 U/ml olacak
sekilde TNF—o uygulandi. 24, 48 ve 72 saat
sonunda MTT testi ile hiicre proliferasyonu
belirlendi.

Olusturulmas1  ve
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MTT Testi

20 pl MTT soliisyonu herbir kuyuya Istatistiksel Analiz
uygulanmig ve hiicrelerin MTT’yi metabolize Istatistiksel analiz i¢in Minitab 15 Program
etmeleri i¢in37 °C’de 2 saat beklenmistir. kullanildi. Onemli olan degerleri ONE WAY
Medyum uzaklastirilmistir. 0,004 M HCI igeren ANOVA  kullanilarak  test edilmistir.

isopropanol uygulanarak olusan formozan [statistiksel olarak p<0,05 ise anlamli kabul
kristalleri ¢6ziilmesi i¢in 150 rpm’de 10 dak. edildi.

calkalanmigtir.  Hiicrelerin 550 nm dalga

boyunda absorbans degerleri alinmistir.

Hep 3B Normoksi
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Sekil 1. 24,48,72 saat 2 farkli konsantrasyonda normoksik kosullarda, TNF-o uygulanmug insan karaciger kanseri modeli
Hep3 B hiicrelerinin sitotoksik degerleri. NT, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir madde
uygulanmams kontrol hiicrelerini temsil etmektedir.* Istatistiki analizler sonucu anlamli gériilen yani p<0,05’in altinda olan
degerleri temsil etmektedir.
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Sekil 2. 24, 48 ve 72 saat 2 farkli konsantrasyonda hipoksik kosullarda, TNF-o uygulanmis insan karaciger kanseri modeli
Hep3B hiicrelerinin sitotoksik degerleri. NT, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir madde uygulanmamus
kontrol hiicrelerini temsil etmektedir.* Istatistiki analizler sonucu anlamli goriilen yani p<0,05’in altinda olan degerleri temsil
etmektedir.
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BULGULAR VE TARTISMA

TNF-o  sitokininin Hep3B  hiicrelerinde
hipoksik ve normoksik ortam kosullarinda
antitiimor etkisinin belirlenmesi amaciyla, MTT
testi kullanildi. Hep3B hiicrelerine normal oksijen
kosullar1 ve kimyasal olarak hipoksi olusturan
CoCl, uygulanmigtir. CoCl, ile indiiklenmis
hipoksiya pek c¢cok arastiric1 olarak basarili bir
model olarak kullanilmustir [xxii]. CoCl,, hipoksik
kosullardan sorumlu Hif-1a’min normal oksijen
kosullarinda  degredasyonuna neden Prolin
Hidroksilazlarin spesifik inhibitori olarak hareket
etmektedir. Bu uygulamadan 24 saat sonra normal
olarak belirli sayida farkli miktarda TNF—a ile (50
U/ml ve 500 U/ml) farkli zaman araliklarinda (24
saat, 48 saat ve 72 saat) inkiibe edildi. Daha sonra
hiicrelerin ~ canhilik  oranlarmin  belirlenmesi
amactyla MTT yapildi. Deneyler birbirinden
bagimsiz 2 deney, kendi i¢inde 3 tekrarli olarak
dizayn edildi. Alinan absorbans sonuglarina gore
istatistiki analiz yapildi. Sekil 1 ‘de normoksik
kosullarda Hep3B hiicre hattinda 48 ve 72
saatlerde kontrol grubuna gore herhangi bir etki
goriilmezken, 24 saatte 50 U/ml ve 500 U/ml
dozlarda proliferasyonda artig goriilmiistiir. Sekil
2’de hipoksik kosullarda da 24 saatte normoksik
kosullardaki gibi bir etki gozlenirken, 48saatte
500 U/ml TNF-o. uygulanmasinda da hiicre
proliferasyonunda anlamli artis gézlenmistir. 72
saatte ise 500 U/ml TNF-o. uygulamasi hiicre
proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamlh
azalisa sebep olmustur.

SONUC VE ONERILER

Canlilarda bulunan segici bazi molekiiller
bunlar  sitokinler/faktorler/molekiiller  olabilir
dogal olarak kanser hiicrelerini Oldiirebilirler ve
kanser olugmasini  engelleyici  potansiyele
sahiptirler [xxiii, xxiv]. TNF-o kanserde iki zt
etki gostermektedir. TNF-a tiimor
mikrogevresinde endojen timor arttirict  etki
gosterir  ¢iinkii  TNF-o  kanser hiicrelerinin
bliylimesini, ¢ogalmasini, invasyon, metastas ve
timor anjiogenezini uyarir [Xxv]. Hepatoseliiler
(HCC) kanser diinyada en yaygin 10 kanserden
birisidir. Geg¢misteki caligmalar gostermistir ki,
TNF-a preneoplastik fazdan o6nce oval hiicre
proliferasyonunu saglayarak karaciger kanserinin
gelisimine katkida bulunur [xxvi]. Bu yiizden
TNF-a ve hepatoseliiler kanser arasindaki iliskinin
aydinlatilmasi 6nemlidir.

Hem protimor ve hem de antitimdr rolii
oldugu bilinen TNF-o’nin Hep3B Kkaraciger
hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢alismamiz sonucunda 6zellikle,
24 saatte hem hipoksik hem de normoksik
ortamda sitokinin sitotoksik etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Normal oksijen kosullarinda 48 ve
72 saatte sitokinin proliferatif etkisi ortadan
kalmis, ancak hiicreler iizerinde istatistiksel olarak
anlamli  bir sitotoksik etkisi goriilmemistir.
Hipoksiyada ise 48 saatte proliferatif etki devam
etmesine ragmen yalnizca 500 U/ml TNF-o
uygulamasi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 72 saatte ise sitokinin bu etkisi
tamamen kaybolmus ve sitotoksik etki gostererek
hiicrelerin 6liimiine sebep olmustur. Genel olarak
kanserli hiicrelerin yikiminda gorev aldig1 bilinen
TNF—-0, insan karaciger hiicrelerindeki (Hep3B)
iki yonli (protiimér ve antitimdr) etkisinin
gosterildigi ¢alismamiz, TNF—a farkli hiicrelerde,
farkli doz ve zaman araliklarinda etkilerinin farkli
olabilecegini gostermektedir. Hiicre
proliferasyonundaki artisin sebebinin, sitokinin
protimodr &zelligi nedeniyle meydana gelmis
olabilecegini  diisiindiirmektedir. ~ TNF-o’nin
isimlendirilmesi, hiicre Oliimiinii yapmasindan
kaynaklanmasina ragmen, TNF-o ‘nin protimor
ozelligi, transkripsiyon faktorii NF-kB’y1 aktive
ederek gosterilmigtir [Xxvii]. Birgok normal hiicre
NF-kB transaktivasyona bagli olarak TNF-a
tarafindan  Oldiirilmemektedir. NF-kB inhibe
oldugu zaman TNF-a bagl hiicre 6liimiine neden
oldugu gosterilmistir. Ote yandan TNF-o, NF-
kB’y1 aktivasyonunda sirasiyla, IkB kinaz
kompleksi fosforilasyonuna ve sonug¢ olarak
IxkBa’nin degredasyonuna neden olur ve NF-xB
serbest birakir ve NF-kB aktive olur. Mdr2 (p-
glyco-protein 2)-eksik farelerde, TNF-o NF-kB’y1
aktive ederek HCC olusumunu baslattig
gOriilmiistiir [Xxviii]. Ayrica, Kou ve arkadaslari,
TNF-a cevabin serum varligi ve yoklugunun bile
degistigini, TNF-a, yliksek dozlarda serum agligi
indiiklenmis apoptozu arttirdigr fakat diisiik
dozlarda, apoptozu yavaslattigini bulmuslardir
[xxix]. Bizim c¢alismamiz, TNF-o’nin &zellikle
hipoksik  kosullarda hiicre proliferasyonunu

normal oksijen kosullarina gore daha fazla
arttirdigini  géstermektedir. Hipoksik kosullar
hiicre  proliferasyonunu  tetikleyen  timor

saldirganligin1 ve hasta yasam siiresini kisaltmasi
acgisindan 6nemli oldugu diisiiniildiigiinde, TNF-
a’nin prolifere edici etkisinin artmasi siirpriz
degildir.
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