
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Determination of Cytotoxic effects of the Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-α) under 

normoxic and hypoxic conditions in Hepatoma (Hep3B) Cells 
 

 

    

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

GİRİŞ 
 

Tumor Nekroz Faktör, (TNF) ailesi üzerinde 

en çok çalışılan protein ailelerinden bir tanesidir 

ve 19 üyeden oluşan bir süper aile olarak 

isimlendirilir [1]. Bunlardan TNF-α ve TNF-β 

üzerinde en çok çalışılanlardır. TNF–α, başta 

makrofaj ve lenfositler olmak üzere çeşitli 

immun ve somatik hücrelerde sentezlenen, doğal 

ve kazanılmış bağışıklık, hücre regülasyonu, 

farklılaşma ve apoptoz süreçlerinde önemli 

rollere sahip, birbirinden farklı tip hücrelerde 

birden fazla etkisi olan, polipeptid yapıda  

proinflamatuar bir sitokindir [2]. TNF–α’nın iki 

formu vardır, membrana bağımlı transmembran 

ya da pro TNF formu mTNF-α olarak da 

isimlendirilir, çözülebilir (solubul) formu sTNF-

α veya matür (olgun) TNF olarak adlandırılır. 

TNF-α’nın aksine TNF-β sadece solubl formda 

Tümör Nekroz Faktör α (TNF- α)’nın Hipoksik ve Normoksik Koşullarda Hepatoma 

Kanser Hücrelerinde (Hep3B) Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi 
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Özet 
Bu çalışmada Tümör Nekroz Faktör α (TNF- α)’nın insan hepatoma hücrelerindeki normal (normoksik)  ve düşük oksijen 

(hipoksik) koşullarında sitotoksik etkisi araştırılmıştır. Normal oksijenin yanı sıra, kimyasal indüklenmiş hipoksik koşullarda, 

TNF-α’nın sitotoksik etkisi 24, 48, 72 saatlerde 50 ve 500 Ü/ml uygulanarak hücrelerde MTT testi ile belirlenmiştir. Sonuçlar 

istatistiksel olarak analiz edilerek yorumlanmıştır. TNF-α’nın doza ve zamana spesifik sitotoksik etkisi belirlenmiştir. Normal 

oksijen koşullarında, Hep3B hücre hattında 48 ve 72 saatlerde kontrol grubuna göre herhangi bir etki görülmezken, 24 saatte 

50 Ü/ml ve 500 Ü/ml dozlarda proliferasyonda artış görülmüştür. Hipoksik koşullarda da 24 saatte normoksik koşullardaki gibi 

bir etki gözlenirken, 48 saatte 500 Ü/ml TNF-α uygulanmasında da hücre proliferasyonunda anlamlı artış gözlenmiştir. 72 

saatte ise 500 Ü/ml TNF-α uygulaması hücre  proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamlı azalışa sebep olmuştur. 

 

Anahtar Kelime:  TNF-α, anti-tümör etki, Hep3B, MTT 

 

 

 

Abstract 

In the present study, the antitumor effects of tumor necrosis factor alpha (TNF-α) 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-α 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-α was determined in Hep3B cells. In normoxic conditions, 50 U/ml and 500 U/ml of 

TNF-α 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-α caused the same 

proliferative effects at 24 h and 48 h. In hypoxic condition, 500 U/ml of TNF-α led to statistically significant cytotoxic effect 

of Hep3B cells at 72h. 
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bulunur ve sTNF-β olarak adlandırılır [3,4]. 

Hücre membranında sentezlenen TNF-α ilk 

olarak 26 kDa olarak sentezlenir, uyaranlara 

yanıt olarak 26 kDa mTNF, TNF dönüştürücü 

enzim (TACE) tarafından yıkılır ve 17 kDa’luk 

olgun (matür) sTNF-α oluşur [5,6,7]. Spesifik 

olarak TNF–α’nın bazı etkileri ise şöyledir. 

Ülseratif kolit, krohn hastalığı, diyabet, multipl 

sklerozis, aterosklerozis ve inme hastalıklarında 

TNF-α’nın fazla ifade olduğu gözlenmiştir. 

Ayrıca romatoid artrit ve diğer immun sistem 

hastalıklarında TNF-α’nın anahtar rol oynadığı 

belirlenmiştir [8,9,10,11]. TNF-α bu rolleri 

oynarken IL-1, IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi diğer 

proinflamatuar sitokinlerinde salınımına neden 

olur [12]. 

Bütün insan hücrelerinin ATP üretimi için, 

mitokondri oksidatif fosforilasyonu yürütmek 

için sabit bir O2 kaynağı gerekmektedir. 

Hipoksik koşullara yada düşük oksijen koşullara 

hücreler çeşitli şekillerde cevap verir. Pek çok 

kanser, tümör içinde hipoksik alanlar içerirler ve 

düşük oksijen koşullarına sahip (PO2< 10 

mmHg) primer tümörlerin yüksek düzeyde 

metastatik potansiyeli ve hasta ölümünde artış 

riski gösterdiği bilinmektedir. Hipoksik cevaptan 

sorumlu HIF-1α transkripsiyon faktörü çoklu 

adaptif cevapların regülasyonunu sağlar, bunlar 

için de hücre çoğalması, metabolizması ve 

anjiogenezis  cevap bulunmaktadır [13]. 

Karaciğer karsinomunda HIF-1α protein 

ekspresyonu Zhong ve arkadaşları et al. (1999) 

tarafından bildirilmiştir [14]. Buna göre, HIF-1α 

protein ekspresyonu normal dokuda %7 

oranında eksprese olmasına rağmen karaciğer 

karsinomunda  % 67-94 artmıştır [15, 16, 17 ]. 

TNF-α’nın hem protümör hem de antitümör 

etkilerinin olduğu çalışmalar bulunmaktadır. İlk 

olarak Karaciğer hepatoma hücre tiplerinden 

HepG2 hücreleri TNF-α’ya karşı test edilmiştir. 

Bu çalışmada, Karaciğer kanser hücrelerinin 

TNF-α‘nın inhibitör etkisinden etkilenmediği 

herhangi bir cevap vermediğini gösterilmiştir 

[18,19]. Diğer hücreler yüksek dozlarda TNF-

α’ya karşı duyarlı oldukları rapor edilmiştir. 

İnsan endothelial hücrelerinde TNF-α’nın 

büyümeyi engelleyici etkisini rapor edilmiştir. 

Manda ve arkadaşları da fare L929 

fibroblastlarında TNF-α’nın hücre sitotoksisitesi 

oluşturduğu rapor etmiştir [20,21]. Oysa insan 

fibroblastları TNF-α uygulamasından 

etkilenmemiştir. Bu sonuçlar bize TNF-α’nın 

protumor ve antitumor aktiviteye sahip olduğunu 

göstermektedir. TNF-α’nın hücre büyümesine 

olan etkisinin her hücre tipinde ve fizyolojik 

durumu da test edilmesi gerektiğini ortaya 

çıkarmıştır. Bu amaçla, çalışmamızda hipoksik 

ve normal oksijen koşullarında, TNF-α’nın farklı 

konsantrasyon ve zaman aralıklarında insan 

hepatoma modeli olan Hep3B hücrelerinde 

hücre proliferasyonu üzerine etkileri 

belirlenmiştir. 

 

MATERYAL VE YÖNTEM 
 

Materyal 

İnsan hepatoma hücre hattı (Hep3B), Dr. 

Dipak Ramji, Cardiff Üniversitesi’den temin 

edildi. Kullanılan bütün hücre kültürü 

materyalleri Greiner ya da Gibco ‘dan satın 

alındı. TNF–α Peprotech’den temin edilmiştir. 

TNF–α Steril distile su içerisinden 

konsantrasyonu U/Ml olacak şekilde 

hazırlanarak, -20
0
C’de depolanmıştır.  

 

Hücre Kültürü ve Canlı Hücrelerin 

Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) 

İnsan hepatoma hücre hattı (Hep3B), 15 ml 

medyumda 75cm
2
 flasklarda, içerisinde 0,2 mM 

L-Glutamin ve %10 ısı ile inaktive edilmiş FCS 

(Fetal Calf Serum) içeren DMEM medyumu 

içerisinde, 37 
0
C’de % 5 CO2 atmosferinde 

büyütüldü. 

Toplam hücre sayısını hesaplamak için 

Thoma lamı kullanıldı. Canlı ve ölü hücreleri 

ayırt etmek için 10 μl hücre süspansiyonu eşit 

hacimde, Trypan mavisi (1:1 dilüsyon oranında) 

ile 3-5 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 

Hücreler TNF-α uygulamasından önce 96 

kuyulu kültür kaplarına, her kuyu için 5000 

hücre olacak şekilde trypan blue uygulanması ile 

sayılarak konulmuş ve hücrelerin bulundukları 

yüzeye tutunmaları için 24 saat beklenilmiştir. 

 

Hipoksik Ortam Oluşturulması ve 

Deneylerin Kurulması  

 Hep3B hücreleri hücre sayımı yapılarak 96 

kuyulu plakalara ekim yapıldı. Bir gece FCS 

içeren medyumda inkübe edildikten sonra hücre 

medyumu % 0,1 BSA içeren medium ile 

değiştirildi. Hipoksik ortam oluşturulması için 

hücrelere son konsantrasyon 150 µM CoCl2 

eklendi. CoCl2 uygulamasından bir saat sonra 

sitokin uygulaması yapıldı. 1 saat sonunda 

hipoksik ve normoksik ortamlarda son 

konsantrasyon 50 Ü/ml ve 500 Ü/ml olacak 

şekilde TNF–α uygulandı. 24, 48 ve 72 saat 

sonunda MTT testi ile hücre proliferasyonu 

belirlendi.  
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MTT Testi 

20 µl MTT solüsyonu herbir kuyuya 

uygulanmış ve hücrelerin MTT’yi metabolize 

etmeleri için37 
0
C’de 2 saat beklenmiştir. 

Medyum uzaklaştırılmıştır. 0,004 M HCl içeren 

isopropanol uygulanarak oluşan formozan 

kristalleri çözülmesi için 150 rpm’de 10 dak. 

çalkalanmıştır. Hücrelerin 550 nm dalga 

boyunda absorbans değerleri alınmıştır. 

 

İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analiz için Minitab 15 Program 

kullanıldı. Önemli olan değerleri ONE WAY 

ANOVA kullanılarak test  edilmiştir.  

İstatistiksel olarak p≤0,05 ise anlamlı kabul 

edildi. 

 

 

 
 

Şekil 1. 24,48,72 saat 2 farklı konsantrasyonda normoksik koşullarda, TNF-α uygulanmış insan karaciğer kanseri modeli 

Hep3 B hücrelerinin sitotoksik değerleri. NT, belirtilen ilgili zaman aralıklarında hücrelere herhangi bir madde 

uygulanmamış kontrol hücrelerini temsil etmektedir.* İstatistiki analizler sonucu anlamlı görülen yani p≤0,05’in altında olan 

değerleri temsil etmektedir. 

 

 

Şekil 2. 24, 48 ve 72 saat 2 farklı konsantrasyonda hipoksik koşullarda, TNF-α uygulanmış insan karaciğer kanseri modeli 

Hep3B hücrelerinin sitotoksik değerleri. NT, belirtilen ilgili zaman aralıklarında hücrelere herhangi bir madde uygulanmamış 

kontrol hücrelerini temsil etmektedir.* İstatistiki analizler sonucu anlamlı görülen yani p≤0,05’in altında olan değerleri temsil 

etmektedir. 
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BULGULAR VE TARTIŞMA 

 
TNF–α sitokininin Hep3B hücrelerinde 

hipoksik ve normoksik ortam koşullarında 

antitümor etkisinin belirlenmesi amacıyla, MTT 

testi kullanıldı. Hep3B hücrelerine normal oksijen 

koşulları ve kimyasal olarak hipoksi oluşturan 

CoCl2 uygulanmıştır. CoCl2 ile indüklenmiş 

hipoksiya pek çok araştırıcı olarak başarılı bir 

model olarak kullanılmıştır [xxii]. CoCl2, hipoksik 

koşullardan sorumlu Hif-1α’nın normal oksijen 

koşullarında degredasyonuna neden Prolin 

Hidroksilazların spesifik inhibitörü olarak hareket 

etmektedir. Bu uygulamadan 24 saat sonra normal 

olarak belirli sayıda farklı miktarda TNF–α ile (50 

Ü/ml ve 500 Ü/ml) farklı zaman aralıklarında (24 

saat, 48 saat ve 72 saat) inkübe edildi. Daha sonra 

hücrelerin canlılık oranlarının belirlenmesi 

amacıyla MTT yapıldı. Deneyler birbirinden 

bağımsız 2 deney, kendi içinde 3 tekrarlı olarak 

dizayn edildi. Alınan absorbans sonuçlarına göre 

istatistiki analiz yapıldı. Şekil 1 ‘de normoksik 

koşullarda Hep3B hücre hattında 48 ve 72 

saatlerde kontrol grubuna göre herhangi bir etki 

görülmezken, 24 saatte 50 Ü/ml ve 500 Ü/ml 

dozlarda proliferasyonda artış görülmüştür. Şekil 

2’de hipoksik koşullarda da 24 saatte normoksik 

koşullardaki gibi bir etki gözlenirken, 48saatte 

500 Ü/ml TNF-α uygulanmasında da hücre 

proliferasyonunda anlamlı artış gözlenmiştir. 72 

saatte ise 500 Ü/ml TNF-α uygulaması hücre 

proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamlı 

azalışa sebep olmuştur. 

 

SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Canlılarda bulunan seçici bazı moleküller 

bunlar sitokinler/faktörler/moleküller olabilir 

doğal olarak kanser hücrelerini öldürebilirler ve 

kanser oluşmasını engelleyici potansiyele 

sahiptirler [xxiii, xxiv]. TNF-α kanserde iki zıt 

etki göstermektedir. TNF-α tümör 

mikroçevresinde endojen tümör arttırıcı etki 

gösterir çünkü TNF-α kanser hücrelerinin 

büyümesini, çoğalmasını, invasyon, metastas ve 

tümör anjiogenezini uyarır [xxv]. Hepatoselüler 

(HCC) kanser dünyada en yaygın 10 kanserden 

birisidir. Geçmişteki çalışmalar göstermiştir ki, 

TNF-α preneoplastik fazdan önce oval hücre 

proliferasyonunu sağlayarak karaciğer kanserinin 

gelişimine katkıda bulunur [xxvi]. Bu yüzden 

TNF-α ve hepatoselüler kanser arasındaki ilişkinin 

aydınlatılması önemlidir. 

Hem protümor ve hem de antitümör rolü 

olduğu bilinen TNF–α’nın Hep3B karaciğer 

hücrelerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi 

amacıyla yapılan çalışmamız sonucunda özellikle, 

24 saatte hem hipoksik hem de normoksik 

ortamda sitokinin sitotoksik etkisinin olmadığı 

belirlenmiştir. Normal oksijen koşullarında 48 ve 

72 saatte sitokinin proliferatif etkisi ortadan 

kalmış, ancak hücreler üzerinde istatistiksel olarak 

anlamlı bir sitotoksik etkisi görülmemiştir. 

Hipoksiyada ise 48 saatte proliferatif etki devam 

etmesine rağmen yalnızca 500 U/ml TNF–α 

uygulaması istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur. 72 saatte ise sitokinin bu etkisi 

tamamen kaybolmuş ve sitotoksik etki göstererek 

hücrelerin ölümüne sebep olmuştur. Genel olarak 

kanserli hücrelerin yıkımında görev aldığı bilinen 

TNF–α, insan karaciğer hücrelerindeki  (Hep3B) 

iki yönlü (protümör ve antitümör) etkisinin 

gösterildiği çalışmamız, TNF–α farklı hücrelerde, 

farklı doz ve zaman aralıklarında etkilerinin farklı 

olabileceğini göstermektedir. Hücre 

proliferasyonundaki artışın sebebinin, sitokinin 

protümör özelliği nedeniyle meydana gelmiş 

olabileceğini düşündürmektedir. TNF-α’nın 

isimlendirilmesi, hücre ölümünü yapmasından 

kaynaklanmasına rağmen, TNF-α ‘nın protümör 

özelliği, transkripsiyon faktörü NF-κB’yı aktive 

ederek gösterilmiştir [xxvii]. Birçok normal hücre 

NF-κB transaktivasyona bağlı olarak TNF-α 

tarafından öldürülmemektedir. NF-κB inhibe 

olduğu zaman TNF-α bağlı hücre ölümüne neden 

olduğu gösterilmiştir. Öte yandan TNF-α, NF-

κB’yı aktivasyonunda sırasıyla, IκB kinaz 

kompleksi fosforilasyonuna ve sonuç olarak 

IκBα’nın degredasyonuna neden olur ve NF-κB 

serbest bırakır ve NF-κB aktive olur. Mdr2 (p-

glyco-protein 2)-eksik farelerde, TNF-α NF-кB’yı 

aktive ederek HCC oluşumunu başlattığı 

görülmüştür [xxviii]. Ayrıca, Kou ve arkadaşları, 

TNF-α cevabın serum varlığı ve yokluğunun bile 

değiştiğini, TNF-α, yüksek dozlarda serum açlığı 

indüklenmiş apoptozu arttırdığı fakat düşük 

dozlarda, apoptozu yavaşlattığını bulmuşlardır 

[xxix]. Bizim çalışmamız, TNF-α’nın özellikle 

hipoksik koşullarda hücre proliferasyonunu 

normal oksijen koşullarına göre daha fazla 

arttırdığını göstermektedir. Hipoksik koşullar 

hücre proliferasyonunu tetikleyen tümör 

saldırganlığını ve hasta yaşam süresini kısaltması 

açısından önemli olduğu düşünüldüğünde, TNF-

α’nın prolifere edici etkisinin artması sürpriz 

değildir. 
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