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ABSTRACT

Purpose: Tumor necrosis factor (INF) plays a key role in cellular events such as cell survival, proliferation,
differentiation, inflammation, immunity, and apoptosis. Although named Tumor necrosis factor for its tumor
cytotoxicity, TNF has been implicated in a wide spectrum of other diseases. The aim of the present study is to
determine the effects of TNF-a on caspase 3, 9, and 1 enzyme activities in HepG2 cells. Materials and methods:
Hepatocellular carcinoma cell line HepG2 was used and cells were cultured in the absence (control) or presence
of TNF-a for 24 h. The effect of TNF-o on caspase 3, caspase 9, and caspase 1 enzyme activities in
hepatocarcinoma cells were examined in TNF-ua treated and control cells using colorimetric assay kits. Results:
There were significant increases in caspases 1 and 3 levels in TNF-a treated HepG2 cells compare to control cells.
Conclusions: TNF-a is a pro-inflaimmatory cytokine, secreted by inflammatory cells. This mechanism may be
involved in inflammation-associated carcinogenesis. TNF could act both as tumor promoter, and cancer killer.
Presented findings suggest that caspases-dependent cell death occurs in TNF-a applied HepG2 cells.
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TNF-« Uygulanan HepG2 Hepatoseliiler Karsinoma Hiicrelerinde Kaspaz Aktiviteleri

(074

Amag: Tuimor nekroz faktéri (TNF), hiicre sagkalimi, proliferasyon, farklilasma, inflamasyon, bagisiklik ve
apoptoz gibi htcresel olaylarda anahtar rol oynar. Timor sitotoksisitesindeki etkisinden dolayr Timér nekroz
faktori olarak adlandirilmasina ragmen, TNF genis bir yelpazede bir¢cok hastalikla iliskilendirilmistir. Calismada,
hepatoseliller karsinoma htcrelerinde TNF-o'nin kaspaz 1, 3 ve 9 enzim aktiviteleri Uzerindeki etkilerini
belitflemek amaclanmustir. Materyal ve metod: Calismada TNF-a uygulanmayan (kontrol) ve 24 saat boyunca
TNF-a uygulanan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt HepG2 hiicreleri kullanilmustir. TNF-a'nin kaspaz 1,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktiviteleri tzerindeki etkileri kolorimetrik olarak ticari kit ile gerceklestirilmistir.
Bulgular: TNF-a uygulanan HepG2 hticrelerinde kaspaz 1 ve kaspaz 3 enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gére
anlamlt artis gézlenmistir (p<0,05). Sonug: TNF-o inflamatuar htcreler tarafindan salinan pro-inflamatuvar bir
sitokindir. Bu mekanizma, yangiya bagl sekillenen karsinogenezde rol oynayabilir. TNF, hem timér olusumunu
destekleyebilir hem de kanser hiicrelerini Sldirtict etki gsterebilir. Sunulan bulgular, TNF-a uygulanan HepG2
hticrelerinde kaspaz baglimli hticre Slimuntin meydana geldigini ortaya koymaktadir.
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GIRIS

Kanserde tedavi yoOntemlerinin — gelistirilmesinde
olusum mekanizmalarinin  aydmnlatilmast  6nem
tastmaktadir. Inflamasyon siireci kanser olusumunda
o6nemli rol oynar. Kanser olusumu ve inflamasyon
streci arasindaki iligkinin gOsterilmesinin ardindan
(Mantovani ve ark. 2008, Mauer ve ark. 2015) bu
konu ile ilgili ¢alismalar artmistir. Immun sistem
dokularda meydana gelen hasara karst inflamasyon
yanitinin olusmasint saglar. Timér olusum siirecinde
immun yamt ile timor baskianabilir, ya da bazi
durumlarda inflamasyon timér gelisiminde artis da
meydana getirebilmektedir (Mantovani ve Pierotti
2008). Inflamasyona bagl gelisen kanser siirecinde
timor  nekroz  faktdr-alfa  gibi  molekiller
bulunmaktadir (Dranoff 2004). 157 amino asitten
olusan Tumé6r Nekroz Faktori (TNF, TNF-o olarak
da anilir), memeli canlilarda bagisiklik ve hiicresel
homeostazda merkezi rolleri olan en yogun incelenen
pro-enflamatuar  sitokinlerden biridir  (Silke ve
Hartland 2013) ve hiicre sag kalimi, proliferasyon,
farklilagsma, inflamasyon, bagisiklik ve apoptoz gibi
bir¢ok hiicresel olaylarda anahtar rol oynar (Aggarwal
2003, Brenner ve ark. 2015). Epidemiyolojik ve klinik
calismalar, kronik inflamasyonun timor gelisimini ve
ilerlemesini arasindaki iliskiyi desteklemektedir. Pro-
enflamatuar sitokin olan TNF, enflamasyon ve
karsinogenez arasinda bir kopri kuran endojen bir
timor promotori olarak hareket edebilir. Gergekten
de, calisma sonuglart TNF'nin agagida Szetlendigi gibi
karsinogenezde hiicresel doniigiim, hayatta kalma,
proliferasyon, anjiyogenez ve metastaz gibi sireglerde
rol aldigini gostermistirt. TNF-a'nin kanser hticresi
olimiini indiiklemedeki 6zelligi, bunun potansiyel bir
kanser terap6tik olmasint saglar (Wang ve Lin 2008).

Apoptotik siirecte 6nemli rol oynayan kaspazlar,
sistein-proteaz  grubu  enzimlerdendir.  Inaktif
proteinler olarak sentezlenirler. Cesitli yollarla aktive
edilirler ve substratlarini bir aspartat kalintisinin
karboksil ucundan ayiirlar. Kaspazlarin aktivasyonu
hiicre o6limiinde bircok hiicresel ve morfolojik
degisimlerin  meydana gelmesine neden olur
(Nicholson  1999). Kaspazlar farkli molekuler
ozelliklere sahiptirler ve buna gére farkli gruplarda
stniflandirilir. Apoptozdaki (kaspaz-3, -6,-7, -8 ve -9
memelilerde), ve yangidaki (kaspaz-1, -4, -5, -12
insanlarda ve kaspaz -1, -11 ve -12 farelerde) rollerine
gore iki  ana  smifa  aymlirlar.  Apoptoz
mekanizmasindaki rollerine gére ise baglatici kaspazlar
(kaspaz-8 ve -9) ya da sonlandirict kaspazlar (kaspaz-
3, -6 ve -7) olarak iki sinifa ayrilirlar (Mcllwain ve ark.
2013). Kaspazlar apoptoz i¢in ¢ok Onemli
oldugundan, hatali kaspaz aktivasyonu ve sonucta
ortaya ctkan yetersiz hiicre Slimi, timoér olusumunu
hizlandirabilir, — mutasyona  ugramis  hiicrelerin
kalictigina yardimer olabilir ve timor olusumunu
destekleyebilir (Mcllwain ve ark. 2013).

TNF-o’nin kanser htcreleri tzerinde farklt etkiler
yapabilecegi calismalarda bildirilmistir. Ancak TNF-«
‘nin HepG2 hiicre hatlarinda  kaspaz  aktiviteleri
lzerine etkilerinin incelendigi calismaya
rastlanmamistir. Bu calismada, TNF-o ilavesinin
hepatoceliiler karsinoma hiicrelerindeki etkilerinin
belitlenmesi amactyla, hiicre Sliminde 6nemli rol
oynayan ve cesitli yollatla aktive edildiklerinde hiicre
olimiinde bir¢ok hiicresel ve morfolojik degisimlerin
meydana gelmesinde rol oynayan kaspaz enzim
aktivitelerindeki degisim Ol¢lilmesi amaglanmistir. Bu
htcrelerde TNF-o’nin  yangtsal ve htcre oSlimi
stresinde etkilerini gOsterebilmek amaciyla, yangt
iligkili kaspazlardan kaspaz-1, baglatict kaspazlardan
Ozellikle mitokondriyal yolakta aktivitesi artan kaspaz-
9 ve hicre Sliminin geri dontstimsiiz basamagini
gosteren ve sonlandiric1 kaspazlardan olan kaspaz-3
aktivitelerinin 6l¢tlmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOT

HepG2  hepatoseliler  karsinoma  hiicre  hatt
(American Type Culture Collection, ATCC Cat No.
HB- 8065) hicreleri calisma materyali olarak
kullanilmustir. Hicreler 37 °C’de % 5 COz varhiginda
hicre kaltirt inkibatérinde uretilmistir. Kontrol
grubu  ve calisma grubu olarak iki grup
olusturulmustur. Kontrol grubu hiicrelere % 10 Fetal
Dana Serumu (FBS), 300 mg/] L-glutamin, 50 mg/1
Gentamisin siilfat iceren RPMI 1640 Medium (Sigma-
Aldrich) besi yeri eklenmistir. Calisma grubuna ise
kontrol grubuna uygulanan ayni icerikli besi yeri i¢ine
Tug/ml TNF-« ilave edilmistit.

Kullanilan TNF-a dozu MTT hiicre canlilik testi ile
belitlenmistit. MTT  (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) hiicre canlilik testi 96
kuyucuklu mikroplakalarda gergeklestirildi. Hiicreler
96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucugunda
100.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Bu
hicreler 37 °C’de, %5 CO2'li inkiibatérde ¢ogaluld.
Hiicreler 24 saat siresince farkli dozlarda TNF-o
uygulandi. Uygulama sonrasinda her bir kuyucuga
MTT eklendi ve 4 saat 37 °C’de, %5 CO?’li etiivde
inkube edildi. Inkiibasyon sonucunda  biitiin
kuyucuklara % 10’luk SDS ¢6zeltisi eklendi ve 12 saat
inkiibe  edildi.  Hucrelerin =~ canliik  Sleimi
spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda yapildi.
MTT hticre canlilik testi sonucu inkiibasyon stiresi 24
saat ve uygulanacak TNF-a dozu 1 mikrogram/ml
olarak  belitlenmis ve analizler bu sartlarda
gerceklestirilmistir.

TNF-« igeren (galisma grubu) ve TNF-a icermeyen
(kontrol grubu) besi yeri hiicrelere ilave edilerek, 24
saat beklendikten sonra her iki grupta da kaspaz 1 (cat
no:K111), kaspaz 3 (cat no: K106) ve kaspaz 9 (cat
no:K119) enzim aktiviteleri “BioVision kaspaz
colorimetric assay” kitleri ile Ol¢tlmustir. Her bir
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analiz icin Ug ayri tekrar yapilarak ortalama degetler
alinmustir.

Calisma grubu ve kontrol grubunda 6lgiilen kaspaz 1,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktiviteleri arasindaki
farkliligin  belirlenmesi igin, istatistiksel analizlerde
Mann-Whitney U testi kullandmis ve p<0,05 duzeyi
anlamlt olarak kabul edilmistit.

BULGULAR ve TARTISMA

Kontrol grubunda o6lgllen enzim aktiviteleri ve
calisma grubunda Olclilen enzim aktiviteleri kontrol
grubuna gére % degisim olarak hesaplanmistir (T'ablo
1). TNF-o wuygulanan c¢alisma grubu HepG2
hiicrelerinde kaspaz 1 enzim aktivitesi kontrol
grubuna gore yaklasik olarak 2 kat artmistir. Kontrol
grubu kaspaz 3 enzim aktivitesi %100 olarak
alindiginda ¢alisma grubunda kaspaz 3  enzim
aktivitesi kontrol grubuna gére %174 olarak tespit
edilmigtir. Calisma grubunda kaspaz 1 ve 3 enzim
aktivitelerindeki bu artiglar TNF-o uygulanmayan
kontrol grubuna gore istatistik olarak anlaml
bulunurken (p<0,05) (Sekil 1 ve 2), kaspaz 9
aktivasyonunda  istatistiksel ~olarak anlamli  bir
degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 3).

Yapilan ¢alismalarin  ¢ogu TNF-o 'min  timor
olusumunu  destekledigini  géstermesine  ragmen,
TNF-o bazt deney sistemlerinde anti-onkojenik etki
gosterdigi de bildirilmistir (Lin ve Karin 2007). Bizim
calismamizda da kontrol grubuna kiyasla calisma
grubunda kaspaz 3 enzim aktivitesinde OSlciilen
anlamh artts, TNF-o’nin HepG2 hiicre hatlarinda
hiicre 6limiind arttirdigini géstermesi Lin ve Karin
(2007yin bildirdigi calisma sonuglari ile benzerlik
gostermektedir.

Farkli  kanser  hastalarinda  serum  TNF-a
konsantrasyonu artmis ve meme ve prostat kanseri
hastalarinda kemoterapi sirasinda belirgin  sekilde
azalmistir (Ahmed ve ark. 2001, Ferrajoli ve ark.
2002). TNF-a  ekspresyonu ayrica gesitli pre-
neoplastik  ve timdr dokularinda daha yiiksek
seviyelerde eksprese edilmistir. Bu artis  kronik
lenfositik 16semi, Barrett'in adenokarsinomu, prostat
kanseri, meme kanseri ve servikal karsinom gibi
malign hastaliklarin ilerlemesi ile iligkili bulunmustur
(Ahmed ve ark. 2001, Ferrajoli ve ark. 2002). Bu
hastalarda mevcut durumda TNF-a dizeylerinde ya
da ekspresyonlarindaki degisimler incelenmis, ancak
HepG2 hiticre hatlarinda TNF-« ilavesinin  hiicre
canlllipy  tzerine etkileri incelenmemistir. TNF-«
uygulamasinin  yapildigt Wang ve ark. (2005)nin
yaptiklart calismada TNF-a uygulamasinin kornea
epitel hiicre hatlarina hiicre sag kalimint destekledigini
gostermislerdir. Bizim calismamizdan farkli olarak
hiicre sag kalimini arttirmast farklt hiicre hattinda
uygulanmasina bagli olabilir (Wang ve ark. 2005).

Mcllwain ve ark. (20106), kaspazlarin kesilmesinin,
yangisal stirecin ilk 2 giinii boyunca 6nemli 6lciide
artugini ve sonrasinda hiicre sag kalimini saglayan
proteinlerin  ekspresyonunu  arttirdigint  bildirmistir
(Mcllwain ve ark. 2016). Calismamizda da kaspaz 1 ve
3 enzim aktivitelerinin ikisinde meydana gelen artis,
TNF-a uygulamasinin HepG2 hiicrelerinde yangisal
surecle birlikte hucre o6lumiine neden olmasindan
dolay1 olabilir.

Tumor nekroz faktor-o'nin (TNF-o) fare osteoblast
MC3T3-E1 hicrelerinde apoptoz ve otofajideki
roluniin aragtirildigt caligmada, TNF-a,
osteoblastlarda hem otofaji hem de apoptozu
indiikledigi bildirilmistir. TNF-o'nin osteoblastlarda
bolinmis kaspaz-3 ekspresyonunun arttirarak hiicre
apoptozunu indikledigini ortaya koymuslardir (Zheng
ve ark. 2017). Bu c¢alisma sonuglart da kaspaz-3
aktivitesinin  artmast  bakimindan  calismamizla
benzerlik gstermistir.

Calismamizda TNF-o‘nin HepG2 hiicre hatlarinda
hicre olimuni  arttirmasi, TNF-o‘nin kanser
tedavisinde kullanim potansiyelini géstermektedir.
Josephs ve ark. (2018), yaymnladiklart derlemede TNF-
o’nin  immunolojik olarak temel bir molekil
oldugunu, kanser immunoterapisinde
kullanilabilecegini, ancak bunun solubl reseptorlerin
uzaklastirilmast  ve endojen TNF-o aktivitesinin
arttirilmasi ile mimkin olabilecegini bildirmislerdir.

TNF-o'nin kronik inflamasyondaki bildirilen roliine
ragmen, TNF - / - fareleri, yabani tip farelere kiyasla
3'-metilkolantren ~ (MCA) ile indiklenen deri
sarkomasina karst daha duyarlt oldugu ve bu da, TNF-
o'nin konaketyt MCA-indiiklenen sarkom olusumuna
karst korudugunu dustindirmektedir (Swann ve ark.
2008). Ksenografli glioma fare modelinde TNF'nin
benzer etkisi gbzlenmistir (Villeneuve ve ark. 2005,
Nakagawa ve ark. 2007) TNF'nin antitimér rold,
timo6r olusumunu engelleyen, Grnegin sitotoksik T
lenfosit (CTL) veya timor infiltre edici makrofajlar ile
timor stroma yikimint tesvik eden ve timor infiltre
edici dendritik hiicreleri (DC'ler) aktive eden, boylece
timore yol acan giicli adaptif bir bagistklik yanitint
tetikleyen immin cevapla iligkili olabilir (Dace ve
ark.2007, Nakagawa ve ark. 2007, Zhang ve ark.
2008).

TNFR-1, -2 veya her ikisi de negatif olan gen knock
out farelerde, konak¢t dogal bagisiklik hiicrelerinde
cksprese edilen TNFR-2'nin TNF-o’nin antitimor
etkisine aracilik etmesi yeterli bulunmustur.

TNF-o’nin pro- veya anti-timérogenez rollerindeki
farkliliklar ~ organlardaki, hiicre baglaminda ve
karsinojenlerdeki farkliliklara baglanabilir. Ornegin,
TNF-o ile indiklenen NF-xB aktivitesi farklt
rejenerasyon hizlarina sahip organlarda (yani, yavas
rejeneratif  kolonda pro-tumorijenik iken  hizh
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rejeneratif  karacigerde anti-timorijenik)  celigkili
etkilere sahiptir (Karin ve ark. 2006). Sunulan
calismada kullanilan HepG2 hiicre hattinda hiicre
Olimind arturict etki gostermesinin  nedeni  bu
hticrelerde rejenerasyon hizinin fazla olmast olabilir.

Kaspazlar apoptotik hiicre Slimi sirasinda meydana
gelen pek ¢ok hicresel ve morfolojik degisimlere yol
acan enzimlerdir. TNF-a ve Fas Ligand de novo
RNA veya protein sentezi olmadan bir proteolitik
sinyalleme kaskadiyla hicre oSlimini tetikleyebilir
(Boldin ve ark. 1996, Cleveland ve Ihle 1995). Bu
sebeple, yapilan calismada TNF-« ilave edilen ¢alisma
grubunda Gzellikle bir hiicrenin apoptotik  6lim
surecinde oldugunu gosteren, sonlandirict
kaspazlardan olan kaspaz 3’tin aktivitesinin kontrole
gore artist, TNF-a ilavesinin bu hicrelerde apoptotik
hiicre 6lumiini tetikledigini distindirebilir.

TNF-a / FasL ile indiklenen apoptozdaki anahtar
oyuncular, kaspaz 1 olarak adlandirilan interlokin-1b

dontstirict enzim (ICE) ailesinin tyeleridir (Alnemri
ve ark. 1996). Memeli ICE proteaz ailesinin en az 10
tyesi vardir ve bunlar Caenorhabditis elegans
programlanmis  hicre  Slim  geni  ced-3"un
homologlaridir (Yuan ve ark. 1993). Bu farkli ICE
ailesi dyelerinin farkli apoptoz yollarinda islev
gorebilmeleri mimkiinddr.

Kaspaz 1, gesitli yollardan kaynaklanan apoptozda rol
oynar. Kaspaz 1 gen ekspresyonu (Miura ve ark.
1993) veya sitokin inditksiyonu (Chin ve ark. 1997) ile
hticrelerde yitksek ICE ekspresyonu hticre Sliimiine
yol agabilir. STAT Sinyal yolunun sktivasyonu kaspaz
1 ekspresyonuna ve apoptoza neden olabilir (Chin ve
ark. 1997). Chin ve ark. (1997) A549 hiicre hatlarinda
ve Alvarez ve ark. (2013) insan ndroblastom hiicre
hattinda yaptiklari ¢alismalar ile benzer olarak,
HepG2  hiicre  hatlarinda  yapilan  sunulan
calismamizda da TNF-a ilavesi kaspaz 1 enzim
aktivitesinde artis meydana getirmistir.
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Sekil 1. 1pg/ml TNF-a uygulanan HepG2 hucrelerinde kontrole gore
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Figure 1. Changes in caspase 1 compated to control in lug/ml TNF-a

treated HepG2 cells
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Figure 2. Changes in caspase 3 compared to control in 1pg/ml TNF-a

treated HepG2 cells
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Figure 3. Changes in caspase 9 compared to control in 1pg/ml TNF-a

treated HepG2 cells

Tablo 1. 1ug/ml TNF-a uygulanan HepG2 hiicrelerinde kaspaz 1, kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktivitelerinin

kontrole gére degisimleri

Table 1. Chances in caspase 1, 3, and 9 enzyme activities in 1pg/ml TNF-o applied HepG2 cells compate to control

cells
Kaspaz Kontrol grubu Calisma grubu
Kaspaz 1 % 100 % 197 p<0,05
Kaspaz 3 % 100 % 174 p<0,05
Kaspaz 9 % 100 % 122

SONUC

Calismada elde edilen veriler TNF-o ilavesinin
HepG2 hiicrelerine 6lime neden olabildigini gdsteren
veriler sunmaktadir. Kaspaz aile tyeleri, hiicre 6limi
ve inflamasyonu kontrol eden kritik dizenleyici
aglarin  merkezindedir. Kaspazlarla iliskili uzun
hastalik listesi, kaspazlarin uygunsuz aktivasyonunun
ve kontrol ettikleri hiicre Slimiiniin ve inflamatuar
yollarin dizensizliginin insan saghgt icin dogrudan
sonuglara sahip oldugunu gosterir. Kaspaz 3 enzim
aktivitelerindeki artis, TNF-o uygulanan HepG2
hticrelerinde meydana gelen hiicre dlimiiniin kaspaz
bagimli ve kaspaz 1 enzim aktivisindeki artis ise
yangisal siirecle ilgili olabilecegini gostermektedir.
Kaspaz 9 enzim aktivitesinde meydana gelen istatistik
olarak anlamli olmayan artig ise, apoptotik siirecte
kaspaz aktivasyonunun bir kaskad seklinde farkli
strelerde artabileceginden dolayt olabilir.

Ayrica bu sonuglar TNF-o’nin HepG2 hiicreleri
tzerinde hiicre 6lumu izerine etkilerinin arastirilmast
ya da tedavide kullanilabilirliginin belirlenmesi icin
planlanacak diger ¢alismalara 151k tutacaktir.
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